Purificación de proteínas. 

Evaluación del proceso de purificación.

Temario

Métodos de separación y/o concentración de proteínas: precipitación diferencial por solventes orgánicos, sales, ácido tricloroacético, temperatura. Salting in, salting out. Importancia del pI.

Métodos de separación y/o caracterización basados en el tamaño molecular (masa/forma) o densidad de partícula. Centrifugación. Ultracentrifugación. Gradientes. Ultracentrifugación a equilibrio de densidad (densidad de flotación) y por velocidad de sedimentación. Constante de Svedberg.

Métodos de separación y/o caracterización en un campo eléctrico. Electroforesis. Principios. Separación por carga/masa o por masa. Importancia de la electroforesis como método de caracterización. Electroforesis en acetato de celulosa, poliacrilamida y poliacrilamida en presencia de SDS. Isoelectroenfoque. Electroforesis bidimensional. 
Métodos cromatográficos de separación y/o caracterización. Principios. Cromatografía de exclusión molecular (gel filtración). Cromatografía de intercambio iónico. Cromatografía de interacción hidrofóbica. Cromatografía de afinidad. HPLC (cromatografía líquida de alta presión).

Esquemas generales de purificación de proteínas. Objetivos de la purificación y su relación con la metodología a utilizar. Selección de la fuente biológica. Factores que pueden afectar la actividad de una proteína durante su purificación o conservación. Principios básicos en la elección de la secuencia de etapas separativas. Monitoreo durante la purificación. Concepto de actividad, actividad específica, rendimiento y purificación.

Bibliografía General

“Biochemistry” (Zubay, 4ta Ed.)

“Biochemistry” (Mathews y Van Holde, 2da Ed., 3rd Ed)

“Principios de Bioquímica” (Lehninger, 2nd Ed, 3rd Ed)

“Guide to protein purification: a practical approach” (Deustcher)

“Practical Biochemistry” (Wilson and Walker)

“Cálculos de Bioquímica” – Segel  2ª  Ed.

“Physical Biochemistry” - Freifelder 2ª Ed.

“Practical Biochemistry” – Wilson and Walker 4th Ed.

“Instrumentos y técnicas de bioquímica”. T. Cooper

Preguntas conceptuales

1. ¿Qué es la actividad específica? ¿Cómo la calcula? En base a esta definición, como se definen el rendimiento y el porcentaje de purificación? 

2. ¿Cómo varían a lo largo de un proceso de purificación la actividad específica, el rendimiento y el porcentaje de purificación? Esquematice un gráfico con la variación de cada parámetro en función del número de pasos en un protocolo de purificación.

3. ¿Como evalúa el grado de pureza de una muestra?

4. Mencione una técnica de baja capacidad y alta resolución y otra de alta capacidad y baja resolución.

Problemas

1. Para cada uno de los siguientes ejemplos defina una unidad de actividad biológica y proponga un protocolo experimental para determinarla.

a. La bacteriorodopsina es una proteína de membrana que cuando absorbe un cuanto de luz de 580 nm de longuitud de onda bombea un protón desde el interior de la célula hacia el exterior de la célula. 

b. La insulina es una hormona peptídica que cuando se une a un receptor celular favorece el transporte de glucosa al interior celular.
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La anhidrasa carbónica es una enzima que cataliza la reacción de hidratación del CO2 según la reacción: CO2 + H2O

CO3H2. El ácido carbónico se disocia según la reacción: CO3H2

CO3H- + H+.

d.  La toxina de la bacteria Bacillus turgensis lisa células epidérmicas de insectos.

2. En un estudio del efecto del pH sobre la solubilidad de la -lactoglobulina nativa a distintas concentraciones de NaCl, se obtuvieron los siguientes resultados:

	
	PH

	
	4.8
	5.0
	5.2
	5.4
	5.6
	5.8

	[NaCl]
	[proteína] en mg N/ml

	1 mM
	3.0
	0.5
	0.3
	0.3
	0.7
	3.6

	10 mM
	6.8
	2.5
	0.8
	0.7
	5.0
	-

	20 mM
	-
	3.0
	1.9
	2.7
	-
	-


a- Dibuje un gráfico de solubilidad en función del pH para las diferentes concentraciones salinas.

b- Si a una solución de 2 mg de N proteico/ml (NaCl 1 mM y pH 4.0) se agrega gradualmente NaOH ¿a qué pH comenzará a precipitar la proteína?

c- A pH 5.0 ¿qué fracción de la proteína originalmente disuelta permanecerá en solución?

d- ¿Cómo haría para redisolver la proteína a este último pH? ¿En qué basa su respuesta?

3. En la purificación de una enzima se obtienen los siguientes resultados:

	Fracción de purificación
	Volumen

total (ml)
	Actividad total

(unidades enzim.)
	[Proteínas]

(mg/ml)

	Extracto acuoso
	62
	4550
	40.2

	Fracción 40-50% saturación (NH4)2SO4
	5
	640
	5.9

	Eluato cromatografía Ca3(PO4)2
	5
	335
	1.2


a. Calcular la actividad específica de cada fracción.

b. ¿Cuántas veces se ha purificado la proteína?

c. Calcular el rendimiento de todo el procedimiento.

d. ¿Cómo supone Ud. que puede variar la actividad específica a través de un proceso de purificación? (aumenta, disminuye o permanece constante) ¿Por qué?

4. Para la purificación de la 4-nitrofenilfosfatasa se usaron 85 gramos de hígado bovino obteniéndose los siguientes datos:

	
	Fracción
	Volumen (ml)
	Actividad(U/ml)
	Proteínas  (mg/ml)

	F0
	Extracto crudo
	210
	11.7
	18

	F1
	Precipitación sulfato de amonio
	35
	55
	58

	F2
	Cromatografía de exclusión molecular
	240
	6.0
	1.7

	F3
	Cromatografía de intercambio iónico
	152
	6.0
	0.18

	F4
	Cromatografía de afinidad
	10
	86
	0.082


a. Complete la tabla calculando actividad específica, rendimiento y porcentaje de purificación para cada una de las fracciones.

b. A la fracción F4 se la sometió a un isoelectroenfoque preparativo a partir del cual se obtuvo una actividad específica de 1044. ¿Es necesario este paso para lograr una mayor pureza? Explique.

c. Para estudiar el grado de pureza de la fracción 4 seguido de un estudio funcional con anticuerpos marcados se quiere realizar una electroforésis bidimensional. Para esto se requiere sembrar 2 μgramos de 4-nitrofenilfosfatasa en 25 μl de muestra. Si se parte de 500 μl de fracción 4 calcule las diluciones correspondientes.

d. Para una aplicación de la enzima en un kit de diagnóstico clínico se requirieren 1100 unidades de enzima, ¿cómo obtendría dicha cantidad?

5. Para seguir el proceso de purificación de varias etapas de la enzima fosfatasa ácida a partir de germen de trigo se mide en cada etapa el volumen, la cantidad total de proteina y la actividad enzimatica total. La siguiente tabla muestra los resultados de tal análisis:

	Fracción
	Volumen total(ml)
	Proteína (mg/ml)
	Actividad enzimática total(unidades/mg)

	1 (extracto crudo)
	9620
	12
	47000

	2
	3000
	17.8
	36000

	3
	223
	47.6
	216000

	4
	344
	11.1
	123000

	5
	440
	1.06
	46000

	6
	130
	1.16
	47000

	7
	345
	0.24
	18000


Con estos datos calcule:

a- La actividad enzimática, el porcentaje de recuperación y el rendimiento para cada una de las fracciones

b- Cual diría que fue el mejor paso de purificación. Justifique.

c- Si el PM de la proteína pura es 25000, usando la fracción más pura calcule las diluciones necesarias para obtener una absorbancia confiable. El coeficiente de absortividad molar para el fluoróforo empleado en la colorimetría es de 354000 M/cm.

Qué técnicas analíticas se emplean al principio de un proceso de purificación? Cuales hacia el final? Justifique

6:

A continuación se muestra un esquema de lo que sería una purificación de una proteína de membrana. A partir de la membrana plasmática y una proteína integral (centro) utilizando distintos detergentes uno obtiene la proteína desnaturalizada (izquierda) o nativa (derecha). Comente el efecto de estos dos detergentes en la extracción de la proteína. Cuales serían las propiedades de los detergentes que solubilizan en forma nativa a la proteína?  
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7
En las células vivas las biomoléculas se están sintetizando y degradando permanentemente. En general la degradación es llevada a cabo por proteasas. 

a. Cual es el principal problema de contar con proteasas en un extracto crudo.

b. Describa tres formas de disminuir el efecto de las proteasas

c. Mencione al menos tres inhibidores de proteasas usualmente empleados en purificación de proteínas.

8

A continuación se muestra un gráfico del rendimiento versus el número de pasos empleados en una purificación. Comente dicho gráfico en cuanto a la planificación de un proceso de purificación.


[image: image2]
9
A continuación se detallan una serie de propiedades que afectan la estabilidad de la proteína. Para cada una de ellas mencione estrategias en un proceso de purificación para aumentar la estabilidad de la proteína a purificar.

a. Estabilidad térmica

b. pH

c. Fuerza iónica

d. Requerimiento de uso de detergentes

e. Cofactores

f. Presencia de metales pesados

g. Estabilidad redox

h. Proteasas

i. Carga neta

10
Basados en las siguientes propiedades de las proteína, proponga técnicas de purificación basadas en ellas.

a. tamaño molecular

b. carga

c. hidrofobicidad

d. Unión de ligandos

11
Para purificar la anhidrasa carbónica IV ubicada en la membrana del eritrocito se emplearon los siguientes pasos. 

a. Se obtuvieron muestras de sangre humana

b. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm 15 minutos.

c. Los eritrocitos se lavaron con solución salina (NaCl 0.9%)

d. Los eritrocitos se volcaron sobre agua fría.

e. Esta última suspensión se centrifugó a 20000rpm 1 hora.

f. Al pellet de esta centrifugación se le agrego Tris-SO4 (Ph=7.4) y TritonX-100 (1%) y se lo sometió a ultrasonicación por 4 horas seguida de una centrifugación a 20000 rpm durante 30 minutos.

g. Se dializo la muestra por dos días contra agua destilada y un día contra 0.05 m Tris-SO4, pH = 7.4.

h. La muestra resultante se pasó por una columna de sefarosa 4B-L-tirosina –sulfanilamida balanceada con 25mM Tris-HCl/0.1mM NaSO4 pH = 8.7. La muestra se eluyó de la columna con solución 25mM de Tris-HCl/22 mM Na2SO4 pH = 8.7. Los eluatos se siguieron por medidas de absorbancia a 280nm.

i. Describa cada uno de estos pasos y comente la utilidad de cada una de las técnicas empleadas.

ii. Para que se usa el Tris-SO4? Y el TritonX-100?

iii. En que pasó se purifica la enzima? Justifique.

12
Qué es un anión caotrópico y qué uno cosmotrópico?

13
A continuación se detalla el procedimiento para purificar la proteína aprotinina de pulmón bovino. Esta proteína es un inhibidor de proteasas, de 58 aminoácidos, ampliamente utilizado en biotecnología.
1. Cortar el pulmón en pequeños trozos.

2. Agregar 1 volumen del buffer de extracción H2SO4 0.25N e incubar a 4ºC ON. Separar el sobrenadante (M1) y realizar una segunda extracción a 4ºC ON. Separar nuevamente el sobrenadante (M2) y juntarlo con el anterior.

3. Calentar en microondas hasta una temperatura de aproximadamente 90ºC. Congelar a –20ºC, descongelar y centrifugar a 15000rpm por 20 min. a 4ºC. Tomar el sobrenadante (M3), agregarle  (NH4)2SO4 (s) hasta 40% de saturación e incubar 1 hora. Centrifugar a 15000g por 20 min. a 4ºC, tomar el sobrenadante (M4), agregarle (NH4)2SO4 (s) hasta 70% de saturación e incubar por 1 hora. Centrifugar a 15000g por 20 min. a 4ºC y descartar el sobrenadante (M5). 

4. Resuspender el pellet en buffer fosfato de sodio 20 mM, NaCl 150mM, pH 6.8 centrifugar a 15000rpm por 10 min. a 4ºC y tomar el sobrenadante (M6).

5. Sembrar en una columna de exclusión molecular Sephacryl, equilibrada en el mismo buffer. Medir la absorbancia a 280 nm de las fracciones eluidas.

a. Explique cada uno de los pasos.

b. Por qué se usa una concentración de (NH4)2SO4 de hasta 40 y 70% en dos etapas y no una directamente de 70%? Cómo seleccionaría ud. una concentración de la sal para usar en una técnica de salting-out?

c. A continuación se muestra el resultado de la exclusión molecular. En puntos negros se muestra la medida de absorbancia a 280nm y con línea continua el registro de actividad. Qué fracciones de los eluatos tomaría para recuperar la proteína de tal forma de obtener una máxima actividad específica y con mínima actividad específica. Cómo repercute esto en los pasos siguientes de la purificación?
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LG01065C y D

		time [min]		f36-f46		Sigma		lg01065a*0.2

		0.004		1247		1186		1183.6

		0.036		1247		1186		1183.6

		0.069		1250		1183		1178.6

		0.101		1247		1182		1181.4

		0.134		1237		1171		1182.2

		0.166		1233		1177		1184.6

		0.198		1240		1169		1184.6

		0.231		1242		1181		1182.2

		0.263		1241		1176		1176.6

		0.296		1247		1173		1177.2

		0.328		1246		1170		1182

		0.36		1241		1171		1177.6

		0.393		1243		1175		1185

		0.425		1244		1170		1181.8

		0.457		1245		1177		1182.8

		0.49		1236		1164		1172.8

		0.522		1241		1170		1187.2

		0.555		1248		1167		1177.8

		0.587		1245		1174		1181.6

		0.619		1234		1172		1175.4

		0.652		1241		1172		1178.8

		0.684		1242		1176		1177.8

		0.717		1242		1169		1180.8

		0.749		1234		1169		1178.8

		0.781		1234		1171		1179.6

		0.814		1239		1171		1180.4

		0.846		1236		1172		1186.6

		0.879		1228		1169		1193.2

		0.911		1233		1173		1203.8

		0.943		1232		1172		1208

		0.976		1235		1163		1206.6

		1.008		1230		1165		1248.6

		1.04		1231		1166		1308.4

		1.073		1229		1167		1311

		1.105		1229		1168		1296.8

		1.138		1229		1166		1285.4

		1.17		1225		1173		1273.2

		1.202		1222		1172		1257.6

		1.235		1221		1173		1244

		1.267		1231		1169		1228.4

		1.3		1221		1168		1225.8

		1.332		1220		1170		1207

		1.364		1218		1170		1209

		1.397		1218		1170		1204.4

		1.429		1219		1166		1202

		1.462		1210		1159		1193.4

		1.494		1216		1167		1202

		1.526		1219		1172		1201

		1.559		1213		1167		1194.6

		1.591		1217		1167		1195.2

		1.623		1211		1165		1188.2

		1.656		1208		1166		1196.6

		1.688		1208		1171		1193.2

		1.721		1209		1173		1183.4

		1.753		1205		1171		1181.4

		1.785		1212		1159		1183

		1.818		1211		1172		1187.4

		1.85		1206		1169		1183.2

		1.883		1221		1171		1191.2

		1.915		1214		1173		1179.8

		1.947		1214		1170		1188.8

		1.98		1203		1173		1188.6

		2.012		1209		1168		1183.4

		2.045		1206		1175		1179.4

		2.077		1206		1175		1181.6

		2.109		1203		1177		1185

		2.142		1209		1172		1181

		2.174		1208		1183		1176.6

		2.206		1199		1176		1182

		2.239		1204		1174		1178.8

		2.271		1207		1167		1180.4

		2.304		1203		1173		1184.2

		2.336		1199		1179		1184.2

		2.368		1192		1176		1178.6

		2.401		1194		1176		1182.4

		2.433		1197		1169		1178

		2.466		1205		1171		1180.2

		2.498		1202		1171		1178.2

		2.53		1198		1177		1183.6

		2.563		1202		1168		1180.2

		2.595		1198		1174		1181.2

		2.628		1203		1175		1181

		2.66		1202		1182		1177.8

		2.692		1198		1176		1181.6

		2.725		1202		1179		1176.2

		2.757		1202		1185		1178.2

		2.789		1196		1181		1176.6

		2.822		1200		1185		1179

		2.854		1199		1183		1179.2

		2.887		1193		1182		1183.6

		2.919		1193		1175		1173.8

		2.951		1192		1181		1184

		2.984		1195		1179		1180

		3.016		1192		1184		1183

		3.049		1193		1183		1175.6

		3.081		1199		1175		1174

		3.113		1197		1184		1183.2

		3.146		1199		1178		1179.8

		3.178		1186		1181		1182.2

		3.211		1197		1190		1181

		3.243		1191		1179		1186.2

		3.275		1188		1187		1178.6

		3.308		1197		1184		1176

		3.34		1201		1182		1175

		3.372		1188		1176		1183.6

		3.405		1188		1185		1184.8

		3.437		1186		1182		1177.8

		3.47		1189		1184		1176

		3.502		1181		1182		1174.6

		3.534		1188		1191		1182.6

		3.567		1190		1180		1180

		3.599		1187		1181		1180.6

		3.632		1178		1180		1182.6

		3.664		1184		1185		1177

		3.696		1193		1181		1180.6

		3.729		1187		1182		1181.4

		3.761		1178		1179		1183.2

		3.794		1177		1186		1180.6

		3.826		1181		1180		1178.4

		3.858		1184		1176		1179

		3.891		1185		1180		1177.8

		3.923		1185		1187		1181.6

		3.955		1175		1185		1179.6

		3.988		1177		1180		1176.4

		4.02		1175		1181		1185

		4.053		1180		1180		1185.8

		4.085		1183		1181		1183.2

		4.117		1175		1178		1173

		4.15		1180		1185		1176

		4.182		1180		1185		1181.2

		4.215		1181		1178		1179.8

		4.247		1187		1175		1180.4

		4.279		1176		1178		1176.8

		4.312		1187		1177		1172.4

		4.344		1177		1178		1176.4

		4.377		1180		1183		1184.8

		4.409		1179		1189		1175.2

		4.441		1180		1174		1178.6

		4.474		1183		1177		1171.2

		4.506		1176		1177		1180.8

		4.538		1180		1175		1172.4

		4.571		1178		1184		1181.8

		4.603		1173		1184		1176.6

		4.636		1177		1174		1179

		4.668		1176		1178		1175.6

		4.7		1171		1179		1175.2

		4.733		1177		1177		1174.6

		4.765		1174		1181		1170.4

		4.798		1174		1184		1173

		4.83		1176		1175		1171.2

		4.862		1173		1174		1178.6

		4.895		1171		1184		1170.8

		4.927		1168		1175		1178

		4.96		1170		1180		1169.6

		4.992		1169		1178		1184.4

		5.024		1167		1174		1175.6

		5.057		1175		1173		1181.4

		5.089		1180		1172		1177.6

		5.121		1171		1182		1176.8

		5.154		1172		1180		1174.2

		5.186		1172		1164		1176.6

		5.219		1174		1181		1170.2

		5.251		1176		1173		1168.6

		5.283		1155		1181		1170.2

		5.316		1174		1179		1175.2

		5.348		1174		1177		1170.8

		5.381		1169		1180		1176.2

		5.413		1177		1172		1174.8

		5.445		1176		1174		1178.6

		5.478		1165		1171		1174.6

		5.51		1172		1173		1180.6

		5.543		1167		1172		1171.2

		5.575		1169		1172		1168.4

		5.607		1171		1168		1166.4

		5.64		1168		1175		1168

		5.672		1174		1167		1172.2

		5.704		1173		1175		1181.2

		5.737		1168		1173		1170.8

		5.769		1166		1174		1179.6

		5.802		1175		1170		1177.2

		5.834		1172		1166		1174.2

		5.866		1172		1172		1174.4

		5.899		1169		1168		1167.2

		5.931		1170		1178		1169.2

		5.964		1174		1166		1168.2

		5.996		1170		1169		1173.6

		6.028		1178		1169		1175.4

		6.061		1171		1166		1171

		6.093		1172		1166		1170.6

		6.126		1169		1168		1174.8

		6.158		1160		1169		1172.2

		6.19		1169		1163		1167.4

		6.223		1170		1172		1169.4

		6.255		1172		1167		1174.2

		6.287		1170		1174		1175.4

		6.32		1171		1170		1174

		6.352		1168		1161		1178.2

		6.385		1167		1162		1180.6

		6.417		1167		1170		1171

		6.449		1167		1163		1167

		6.482		1170		1173		1171

		6.514		1174		1158		1171.4

		6.547		1167		1164		1170.4

		6.579		1170		1170		1172

		6.611		1166		1167		1173.8

		6.644		1168		1169		1175.6

		6.676		1170		1167		1177

		6.709		1165		1168		1167.4

		6.741		1165		1164		1167.4

		6.773		1168		1173		1172.8

		6.806		1166		1172		1166.8

		6.838		1167		1171		1169.2

		6.87		1169		1166		1169.4

		6.903		1173		1169		1169.2

		6.935		1166		1171		1172.8

		6.968		1164		1162		1171.4

		7		1170		1170		1170.6

		7.032		1167		1168		1169.2

		7.065		1167		1169		1173.4

		7.097		1162		1168		1170.2

		7.13		1169		1170		1170.6

		7.162		1165		1171		1171.6

		7.194		1168		1169		1171.8

		7.227		1168		1169		1168.4

		7.259		1170		1165		1167.4

		7.291		1166		1162		1165.4

		7.324		1160		1169		1170.4

		7.356		1162		1162		1169.6

		7.389		1166		1159		1163.2

		7.421		1168		1156		1154.8

		7.453		1165		1160		1168

		7.486		1164		1164		1167.8

		7.518		1168		1163		1168.8

		7.551		1164		1156		1169

		7.583		1164		1158		1164.2

		7.615		1167		1154		1168.4

		7.648		1168		1163		1163.2

		7.68		1158		1160		1160

		7.713		1161		1156		1172.6

		7.745		1167		1163		1170

		7.777		1169		1160		1170.8

		7.81		1167		1166		1166.8

		7.842		1169		1168		1161.6

		7.874		1164		1158		1163

		7.907		1166		1164		1165

		7.939		1163		1159		1171.4

		7.972		1167		1163		1166.6

		8.004		1166		1163		1170.2

		8.036		1163		1165		1169.4

		8.069		1163		1165		1169.2

		8.101		1169		1157		1168

		8.134		1158		1167		1166.4

		8.166		1162		1162		1170.8

		8.198		1164		1167		1167.4

		8.231		1161		1161		1172

		8.263		1161		1159		1169.6

		8.296		1162		1158		1165.8

		8.328		1169		1157		1163.8

		8.36		1170		1170		1176.4

		8.393		1164		1162		1169.6

		8.425		1164		1158		1169

		8.457		1161		1167		1170.8

		8.49		1166		1169		1170.4

		8.522		1165		1160		1162.6

		8.555		1156		1169		1168.6

		8.587		1159		1162		1168.4

		8.619		1165		1158		1166

		8.652		1160		1164		1171.2

		8.684		1166		1162		1158.6

		8.717		1167		1158		1164.2

		8.749		1159		1166		1172.8

		8.781		1172		1161		1165.2

		8.814		1162		1157		1167.6

		8.846		1162		1166		1175.6

		8.879		1162		1164		1163.6

		8.911		1168		1163		1167.4

		8.943		1164		1163		1160.6

		8.976		1166		1163		1169.4

		9.008		1161		1157		1168.6

		9.04		1166		1157		1166

		9.073		1166		1165		1169.6

		9.105		1169		1168		1165.4

		9.138		1162		1162		1171.2

		9.17		1166		1154		1154.8

		9.202		1165		1160		1167.2

		9.235		1173		1160		1169.4

		9.267		1165		1159		1176.2

		9.3		1167		1161		1163.6

		9.332		1164		1156		1161.8

		9.364		1163		1155		1163.6

		9.397		1164		1159		1164.2

		9.429		1163		1156		1164

		9.462		1163		1155		1172

		9.494		1170		1158		1170.2

		9.526		1165		1152		1166

		9.559		1168		1161		1158.4

		9.591		1169		1159		1172.8

		9.623		1164		1154		1170.4

		9.656		1160		1162		1171

		9.688		1161		1163		1174.6

		9.721		1161		1153		1162.2

		9.753		1160		1159		1167

		9.785		1165		1157		1173.8

		9.818		1157		1159		1169.6

		9.85		1163		1164		1173.8

		9.883		1162		1148		1166.6

		9.915		1167		1155		1175.8

		9.947		1169		1155		1160.8

		9.98		1168		1158		1167.6

		10.012		1156		1160		1162

		10.045		1161		1162		1163.6

		10.077		1158		1160		1164.8

		10.109		1160		1155		1176.6

		10.142		1162		1153		1178.6

		10.174		1162		1157		1162.4

		10.206		1159		1158		1165

		10.239		1163		1154		1168

		10.271		1159		1150		1169.8

		10.304		1161		1159		1168.8

		10.336		1164		1162		1177

		10.368		1154		1160		1169

		10.401		1163		1161		1162.6

		10.433		1169		1152		1167.4

		10.466		1165		1158		1174.4

		10.498		1160		1156		1169.4

		10.53		1161		1154		1170.8

		10.563		1163		1156		1166.4

		10.595		1166		1161		1160.2

		10.628		1163		1157		1170.8

		10.66		1162		1165		1171.2

		10.692		1164		1158		1169.6

		10.725		1167		1156		1167.8

		10.757		1167		1156		1163.2

		10.789		1161		1161		1170

		10.822		1158		1164		1165.6

		10.854		1163		1157		1165.4

		10.887		1161		1161		1164

		10.919		1166		1161		1166.4

		10.951		1157		1163		1166.4

		10.984		1165		1154		1171.2

		11.016		1167		1153		1164

		11.049		1161		1153		1172.2

		11.081		1160		1153		1169.4

		11.113		1159		1155		1171.4

		11.146		1160		1163		1165.6

		11.178		1154		1159		1165.8

		11.211		1162		1154		1162.6

		11.243		1158		1159		1162

		11.275		1157		1155		1165.4

		11.308		1171		1155		1164.4

		11.34		1157		1148		1163

		11.372		1156		1155		1162

		11.405		1161		1156		1160.4

		11.437		1163		1162		1164.8

		11.47		1155		1160		1165.2

		11.502		1165		1159		1174.6

		11.534		1162		1151		1165.8

		11.567		1166		1156		1164.6

		11.599		1158		1153		1167.2

		11.632		1155		1158		1168.2

		11.664		1158		1154		1167.4

		11.696		1158		1155		1168

		11.729		1160		1163		1172.8

		11.761		1153		1161		1160.4

		11.794		1157		1156		1172

		11.826		1155		1158		1172

		11.858		1161		1162		1167.6

		11.891		1163		1160		1169.6

		11.923		1155		1154		1168.8

		11.955		1156		1156		1173.4

		11.988		1160		1162		1169.4

		12.02		1156		1156		1172.8

		12.053		1154		1159		1175.2

		12.085		1165		1165		1162

		12.117		1161		1161		1169

		12.15		1152		1152		1159.6

		12.182		1148		1149		1174.2

		12.215		1159		1161		1173.2

		12.247		1156		1158		1168.6

		12.279		1161		1158		1173.4

		12.312		1165		1150		1169.6

		12.344		1165		1153		1174.8

		12.377		1163		1152		1170

		12.409		1162		1159		1181.8

		12.441		1164		1157		1169.8

		12.474		1166		1153		1173.6

		12.506		1159		1156		1176

		12.538		1159		1160		1164.2

		12.571		1162		1147		1167.8

		12.603		1160		1152		1178.8

		12.636		1161		1152		1172.4

		12.668		1167		1153		1179

		12.7		1152		1154		1180.6

		12.733		1155		1159		1173.4

		12.765		1162		1154		1176

		12.798		1163		1155		1181

		12.83		1159		1159		1172

		12.862		1156		1166		1181

		12.895		1149		1163		1181.6

		12.927		1157		1154		1171.2

		12.96		1161		1155		1169.8

		12.992		1160		1160		1173.8

		13.024		1161		1163		1183.8

		13.057		1165		1156		1173.4

		13.089		1170		1162		1178

		13.121		1159		1167		1179.8

		13.154		1156		1165		1179.6

		13.186		1160		1160		1173.8

		13.219		1165		1161		1173.8

		13.251		1168		1161		1171.8

		13.283		1163		1158		1173.6

		13.316		1165		1161		1181

		13.348		1156		1164		1176.4

		13.381		1153		1163		1182

		13.413		1162		1156		1180.8

		13.445		1175		1165		1176.8

		13.478		1164		1163		1173.8

		13.51		1165		1165		1177.8

		13.543		1161		1170		1181.6

		13.575		1163		1167		1173.8

		13.607		1161		1162		1178.6

		13.64		1167		1169		1187.6

		13.672		1172		1166		1178.2

		13.704		1163		1163		1174

		13.737		1166		1164		1180

		13.769		1164		1168		1178.4

		13.802		1170		1168		1175

		13.834		1166		1170		1177.8

		13.866		1168		1170		1172.4

		13.899		1173		1167		1168.8

		13.931		1158		1165		1182.6

		13.964		1160		1166		1182

		13.996		1169		1168		1179

		14.028		1159		1160		1178.8

		14.061		1165		1165		1180.6

		14.093		1170		1163		1175

		14.126		1161		1164		1176.8

		14.158		1170		1166		1173

		14.19		1175		1169		1174.2

		14.223		1172		1165		1170.8

		14.255		1168		1158		1180.8

		14.287		1170		1163		1176.8

		14.32		1165		1164		1180.2

		14.352		1159		1160		1180.8

		14.385		1172		1157		1180.8

		14.417		1166		1163		1174

		14.449		1165		1168		1172.6

		14.482		1159		1162		1179.8

		14.514		1163		1157		1171.2

		14.547		1165		1158		1173

		14.579		1168		1152		1174.4

		14.611		1177		1157		1166.4

		14.644		1174		1155		1173.8

		14.676		1174		1158		1174.2

		14.709		1171		1158		1170

		14.741		1168		1153		1177.8

		14.773		1175		1157		1179

		14.806		1170		1161		1172.2

		14.838		1166		1156		1172.8

		14.87		1168		1159		1171.4

		14.903		1164		1162		1171

		14.935		1163		1157		1177.2

		14.968		1166		1156		1177.8

		15		1170		1146		1179.2

		15.032		1168		1156		1169.6

		15.065		1162		1156		1167.8

		15.097		1164		1155		1173.2

		15.13		1168		1151		1167.4

		15.162		1168		1151		1169.4

		15.194		1161		1162		1170.4

		15.227		1164		1157		1174.6

		15.259		1168		1156		1172

		15.291		1160		1153		1170

		15.324		1169		1151		1171.8

		15.356		1156		1154		1180

		15.389		1162		1153		1178.6

		15.421		1164		1152		1167.2

		15.453		1162		1148		1174.2

		15.486		1159		1151		1169.4

		15.518		1165		1153		1171.6

		15.551		1163		1152		1171.6

		15.583		1161		1152		1171.6

		15.615		1163		1157		1171.6

		15.648		1159		1148		1172.2

		15.68		1163		1152		1174

		15.713		1166		1154		1180

		15.745		1171		1155		1171.2

		15.777		1170		1157		1168.2

		15.81		1172		1162		1178.6

		15.842		1169		1156		1174.2

		15.874		1166		1150		1171.2

		15.907		1167		1158		1177.8

		15.939		1172		1149		1177.8

		15.972		1173		1153		1164.6

		16.004		1167		1152		1161

		16.036		1165		1153		1165.4

		16.069		1160		1144		1169.6

		16.101		1169		1145		1167.2

		16.134		1166		1149		1169.4

		16.166		1163		1155		1165.8

		16.198		1167		1157		1173

		16.231		1164		1160		1164.2

		16.263		1163		1155		1163.4

		16.296		1161		1152		1169.2

		16.328		1159		1150		1171.2

		16.36		1160		1148		1168.8

		16.393		1163		1149		1173.4

		16.425		1164		1149		1164.8

		16.457		1167		1148		1166.4

		16.49		1168		1148		1178

		16.522		1165		1153		1175.4

		16.555		1169		1160		1162.4

		16.587		1167		1156		1165.4

		16.619		1171		1143		1172.6

		16.652		1168		1157		1166.8

		16.684		1178		1157		1166.2

		16.717		1165		1151		1175.2

		16.749		1170		1146		1168.4

		16.781		1172		1147		1163

		16.814		1182		1139		1164.6

		16.846		1177		1149		1172.8

		16.879		1166		1145		1165.8

		16.911		1177		1143		1164.8

		16.943		1183		1158		1171.6

		16.976		1178		1154		1167.6

		17.008		1174		1143		1167.4

		17.04		1173		1146		1161.6

		17.073		1176		1148		1166.6

		17.105		1185		1149		1174.6

		17.138		1178		1150		1172

		17.17		1182		1144		1167

		17.202		1188		1146		1169.2

		17.235		1188		1147		1173.4

		17.267		1191		1149		1169.2

		17.3		1205		1144		1170

		17.332		1354		1147		1170.2

		17.364		1601		1144		1166.4

		17.397		1640		1148		1171

		17.429		1608		1150		1167.2

		17.462		1577		1154		1165.4

		17.494		1528		1144		1158.8

		17.526		1475		1151		1164.2

		17.559		1427		1156		1166.6

		17.591		1387		1153		1164.8

		17.623		1351		1156		1173.2

		17.656		1334		1153		1171.4

		17.688		1310		1152		1166.2

		17.721		1295		1154		1162.2

		17.753		1271		1150		1167.2

		17.785		1263		1153		1163

		17.818		1255		1156		1169

		17.85		1243		1141		1166

		17.883		1241		1146		1167.8

		17.915		1236		1148		1162.2

		17.947		1232		1147		1167.2

		17.98		1232		1152		1164.2

		18.012		1222		1146		1167.8

		18.045		1227		1150		1168.2

		18.077		1221		1149		1163

		18.109		1220		1152		1175.6

		18.142		1224		1154		1171

		18.174		1213		1156		1168.8

		18.206		1221		1161		1163.6

		18.239		1219		1155		1162.6

		18.271		1220		1158		1167

		18.304		1213		1160		1155.2

		18.336		1215		1160		1159.4

		18.368		1218		1155		1169

		18.401		1217		1155		1166.4

		18.433		1208		1163		1163.8

		18.466		1210		1163		1174.8

		18.498		1214		1170		1176.2

		18.53		1208		1173		1168.8

		18.563		1208		1176		1181.6

		18.595		1212		1183		1169.6

		18.628		1202		1178		1178.8

		18.66		1206		1346		1167.8

		18.692		1209		1526		1173.4

		18.725		1214		1542		1168.6

		18.757		1209		1523		1172.8

		18.789		1216		1476		1166.4

		18.822		1212		1435		1173.8

		18.854		1218		1384		1174.2

		18.887		1218		1346		1170.4

		18.919		1216		1319		1163.8

		18.951		1221		1291		1173.4

		18.984		1220		1277		1173

		19.016		1214		1256		1175.8

		19.049		1217		1251		1167

		19.081		1221		1238		1174.4

		19.113		1213		1223		1172

		19.146		1219		1220		1177

		19.178		1215		1217		1170.4

		19.211		1216		1202		1170.2

		19.243		1214		1207		1169.8

		19.275		1215		1203		1174.4

		19.308		1218		1200		1163.2

		19.34		1220		1193		1161.2

		19.372		1213		1196		1168.6

		19.405		1220		1189		1174.4

		19.437		1219		1187		1176.4

		19.47		1223		1196		1174.8

		19.502		1225		1192		1167.6

		19.534		1226		1185		1164

		19.567		1226		1184		1178.4

		19.599		1228		1188		1169.4

		19.632		1237		1180		1173

		19.664		1232		1179		1172

		19.696		1233		1173		1163

		19.729		1229		1177		1172

		19.761		1228		1174		1169.6

		19.794		1233		1184		1174.6

		19.826		1237		1180		1175.4

		19.858		1239		1181		1177.2

		19.891		1238		1171		1173.2

		19.923		1231		1174		1166.8

		19.955		1247		1182		1170.8

		19.988		1237		1180		1187.2

		20.02		1236		1172		1195.8

		20.053		1230		1168		1197.8

		20.085		1227		1173		1202.4

		20.117		1236		1169		1207.8

		20.15		1237		1166		1199.2

		20.182		1240		1165		1299.6

		20.215		1240		1175		1431.6

		20.247		1241		1177		1430.6

		20.279		1245		1178		1397.6

		20.312		1247		1176		1365.4

		20.344		1239		1175		1324.2

		20.377		1243		1168		1300.2

		20.409		1242		1169		1278.2

		20.441		1245		1168		1267

		20.474		1245		1169		1245.8

		20.506		1241		1163		1237.6

		20.538		1242		1165		1230.2

		20.571		1247		1171		1226

		20.603		1242		1174		1211.8

		20.636		1242		1167		1208.2

		20.668		1244		1170		1201.6

		20.7		1245		1176		1202

		20.733		1237		1170		1194.6

		20.765		1246		1166		1198.6

		20.798		1245		1174		1197.2

		20.83		1249		1179		1192

		20.862		1242		1164		1194.8

		20.895		1248		1168		1194.2

		20.927		1248		1166		1187

		20.96		1245		1170		1185

		20.992		1248		1172		1191

		21.024		1249		1186		1183.2

		21.057		1247		1181		1185.4

		21.089		1244		1179		1178.4

		21.121		1251		1173		1188

		21.154		1247		1176		1187.6

		21.186		1248		1186		1182.6

		21.219		1246		1179		1181

		21.251		1247		1182		1177.2

		21.283		1253		1181		1183.4

		21.316		1254		1179		1181.8

		21.348		1256		1184		1188.8

		21.381		1244		1178		1187.6

		21.413		1249		1180		1185

		21.445		1248		1178		1176.6

		21.478		1252		1178		1181

		21.51		1252		1187		1177

		21.543		1243		1190		1180.4

		21.575		1250		1192		1182.4

		21.607		1246		1193		1177.2

		21.64		1242		1190		1179.2

		21.672		1255		1186		1181.6

		21.704		1248		1189		1181.2

		21.737		1246		1197		1183

		21.769		1251		1192		1183.2

		21.802		1247		1197		1185.2

		21.834		1244		1199		1182.6

		21.866		1254		1193		1188.4

		21.899		1251		1187		1189.4

		21.931		1253		1187		1190.4

		21.964		1252		1197		1180.2

		21.996		1245		1200		1181.8

		22.028		1252		1198		1187

		22.061		1252		1202		1184.8

		22.093		1257		1193		1181

		22.126		1252		1200		1183.8

		22.158		1247		1200		1182

		22.19		1242		1202		1191.6

		22.223		1253		1197		1184

		22.255		1250		1199		1181.4

		22.287		1255		1202		1178.8

		22.32		1261		1201		1182.8

		22.352		1249		1210		1183

		22.385		1244		1204		1189.6

		22.417		1247		1211		1190.2

		22.449		1242		1199		1191

		22.482		1241		1209		1180

		22.514		1245		1202		1186.4

		22.547		1245		1211		1187.4

		22.579		1245		1204		1185.4

		22.611		1246		1199		1183.2

		22.644		1244		1196		1178.6

		22.676		1248		1210		1175.2

		22.709		1244		1205		1184.4

		22.741		1246		1209		1184.6

		22.773		1243		1211		1177.4

		22.806		1241		1204		1185.6

		22.838		1241		1211		1175.6

		22.87		1239		1203		1182.6

		22.903		1247		1200		1192

		22.935		1235		1202		1184

		22.968		1239		1210		1181.2

		23		1236		1206		1187.2

		23.032		1241		1206		1185.4

		23.065		1234		1212		1180.8

		23.097		1243		1210		1183.6

		23.13		1243		1212		1176.8

		23.162		1226		1208		1187

		23.194		1237		1209		1194.4

		23.227		1233		1209		1195.4

		23.259		1234		1215		1188.8

		23.291		1230		1209		1185.4

		23.324		1229		1212		1191

		23.356		1232		1209		1195.4

		23.389		1232		1211		1188.4

		23.421		1233		1210		1186.2

		23.453		1235		1198		1186.8

		23.486		1232		1200		1193.4

		23.518		1232		1204		1184.8

		23.551		1240		1207		1194

		23.583		1228		1208		1196.8

		23.615		1228		1214		1195

		23.648		1231		1207		1188.8

		23.68		1236		1209		1192

		23.713		1230		1211		1201.8

		23.745		1228		1211		1191

		23.777		1232		1205		1188.2

		23.81		1226		1210		1196.4

		23.842		1233		1211		1191.6

		23.874		1233		1212		1185.2

		23.907		1239		1210		1188.2

		23.939		1237		1201		1195.8

		23.972		1230		1212		1192.6

		24.004		1237		1207		1190.4

		24.036		1228		1213		1197

		24.069		1228		1211		1197.8

		24.101		1232		1217		1200.4

		24.134		1236		1206		1207.4

		24.166		1237		1204		1208.2

		24.198		1228		1208		1204

		24.231		1236		1207		1210.8

		24.263		1234		1211		1211.2

		24.296		1224		1214		1212.8

		24.328		1235		1215		1207

		24.36		1236		1211		1210.6

		24.393		1231		1213		1215.6

		24.425		1223		1213		1215.2

		24.457		1230		1214		1221.2

		24.49		1227		1215		1217.2

		24.522		1234		1207		1217.4

		24.555		1226		1212		1219.8

		24.587		1231		1219		1222.2

		24.619		1223		1218		1222.2

		24.652		1238		1211		1222.4

		24.684		1227		1215		1228.8

		24.717		1232		1223		1223.2

		24.749		1242		1218		1223.6

		24.781		1236		1218		1223.2

		24.814		1232		1218		1230.2

		24.846		1239		1217		1227.6

		24.879		1237		1218		1231.2

		24.911		1235		1216		1231.8

		24.943		1244		1219		1237.6

		24.976		1241		1214		1235.4

		25.008		1240		1222		1237.8

		25.04		1244		1220		1233.8

		25.073		1246		1221		1240.2

		25.105		1243		1220		1231.4

		25.138		1247		1220		1235.2

		25.17		1250		1228		1236.6

		25.202		1253		1227		1238.2

		25.235		1253		1222		1235.8

		25.267		1256		1227		1246.2

		25.3		1254		1221		1250.4

		25.332		1256		1222		1252.6

		25.364		1268		1230		1248.6

		25.397		1265		1233		1254.4

		25.429		1271		1236		1254.6

		25.462		1264		1236		1262

		25.494		1269		1230		1254.6

		25.526		1276		1230		1253

		25.559		1283		1228		1250

		25.591		1274		1233		1258.6

		25.623		1278		1238		1264

		25.656		1275		1239		1268.2

		25.688		1271		1245		1269

		25.721		1279		1240		1273.6

		25.753		1274		1245		1274.4

		25.785		1274		1247		1286.4

		25.818		1276		1241		1274.4

		25.85		1286		1247		1279.8

		25.883		1282		1249		1276.8

		25.915		1275		1247		1277

		25.947		1283		1244		1278.8

		25.98		1285		1247		1289.6

		26.012		1279		1245		1293.6

		26.045		1285		1241		1299.2

		26.077		1285		1245		1297.4

		26.109		1285		1248		1304.4

		26.142		1293		1250		1304.8

		26.174		1290		1239		1316.6

		26.206		1286		1243		1319.2

		26.239		1288		1246		1321.4

		26.271		1289		1241		1323.6

		26.304		1295		1247		1334.8

		26.336		1301		1235		1342

		26.368		1302		1237		1336

		26.401		1304		1233		1340

		26.433		1294		1231		1343

		26.466		1302		1242		1350.6

		26.498		1306		1237		1354

		26.53		1303		1239		1364

		26.563		1307		1241		1360.2

		26.595		1312		1239		1362.6

		26.628		1314		1226		1371.6

		26.66		1311		1228		1381.6

		26.692		1310		1230		1384.2

		26.725		1320		1233		1385.8

		26.757		1318		1229		1395.2

		26.789		1322		1233		1404.4

		26.822		1331		1237		1405.2

		26.854		1330		1225		1409.2

		26.887		1332		1227		1420

		26.919		1335		1225		1425

		26.951		1345		1223		1433.8

		26.984		1344		1223		1444

		27.016		1353		1229		1443.8

		27.049		1358		1226		1447.4

		27.081		1373		1224		1456.2

		27.113		1372		1224		1465

		27.146		1371		1215		1474.2

		27.178		1387		1221		1483.2

		27.211		1394		1224		1485

		27.243		1390		1218		1499.6

		27.275		1400		1214		1513.4

		27.308		1400		1225		1514.6

		27.34		1406		1220		1528.6

		27.372		1407		1217		1535.8

		27.405		1424		1227		1545.6

		27.437		1425		1217		1556.2

		27.47		1426		1216		1566.6

		27.502		1440		1224		1584.8

		27.534		1443		1232		1597.8

		27.567		1454		1220		1611

		27.599		1464		1220		1610.2

		27.632		1470		1210		1626.6

		27.664		1473		1212		1635.4

		27.696		1485		1217		1645

		27.729		1486		1222		1659.2

		27.761		1487		1225		1668.2

		27.794		1510		1224		1689.4

		27.826		1511		1222		1706.8

		27.858		1523		1221		1701.4

		27.891		1531		1225		1728.6

		27.923		1544		1228		1734.2

		27.955		1548		1221		1748.8

		27.988		1558		1225		1760.8

		28.02		1571		1218		1774.6

		28.053		1573		1227		1784.4

		28.085		1585		1224		1797.4

		28.117		1597		1225		1821.4

		28.15		1619		1231		1844

		28.182		1629		1226		1844

		28.215		1642		1222		1870.6

		28.247		1642		1221		1882.8

		28.279		1664		1222		1901

		28.312		1675		1232		1925.6

		28.344		1688		1222		1942.6

		28.377		1694		1223		1961

		28.409		1708		1228		1989.4

		28.441		1719		1228		2004.6

		28.474		1736		1229		2023.4

		28.506		1753		1227		2045.2

		28.538		1759		1230		2076.8

		28.571		1770		1233		2102.6

		28.603		1783		1238		2128.6

		28.636		1802		1230		2142.8

		28.668		1814		1235		2161.4

		28.7		1823		1230		2192.4

		28.733		1837		1232		2201.4

		28.765		1848		1237		2216

		28.798		1868		1239		2242.8

		28.83		1872		1233		2262

		28.862		1894		1235		2288

		28.895		1905		1237		2289.8

		28.927		1921		1239		2299.4

		28.96		1944		1236		2307.8

		28.992		1961		1230		2326.8

		29.024		1976		1233		2332

		29.057		1993		1239		2338

		29.089		2015		1244		2356.2

		29.121		2034		1236		2363.8

		29.154		2064		1237		2369.4

		29.186		2086		1242		2379

		29.219		2110		1240		2387

		29.251		2143		1249		2399.6

		29.283		2167		1242		2411

		29.316		2195		1247		2429.2

		29.348		2222		1235		2444.2

		29.381		2243		1244		2460

		29.413		2280		1243		2481.2

		29.445		2315		1238		2497.4

		29.478		2333		1252		2530.6

		29.51		2359		1252		2559.8

		29.543		2379		1249		2591.6

		29.575		2405		1263		2626.4

		29.607		2427		1250		2667.6

		29.64		2442		1261		2703.4

		29.672		2465		1271		2750.2

		29.704		2477		1269		2795.6

		29.737		2488		1278		2842.8

		29.769		2507		1299		2884.6

		29.802		2512		1311		2941.6

		29.834		2522		1343		2984

		29.866		2525		1373		3030

		29.899		2530		1425		3086.4

		29.931		2535		1494		3134

		29.964		2546		1580		3171.4

		29.996		2551		1699		3218.8

		30.028		2551		1830		3255.6

		30.061		2546		2014		3290.6

		30.093		2550		2216		3324.6

		30.126		2552		2450		3360

		30.158		2552		2725		3378.8

		30.19		2551		3033		3400.6

		30.223		2555		3368		3418.4

		30.255		2558		3722		3437.8

		30.287		2569		4090		3443.2

		30.32		2569		4462		3442.8

		30.352		2571		4845		3451.4

		30.385		2569		5231		3453.8

		30.417		2591		5597		3447

		30.449		2597		5943		3451.4

		30.482		2612		6285		3444

		30.514		2637		6586		3433.2

		30.547		2653		6876		3426.2

		30.579		2694		7142		3422.6

		30.611		2729		7381		3408.8

		30.644		2770		7595		3395

		30.676		2807		7770		3387.8

		30.709		2862		7920		3375.2

		30.741		2917		8049		3357.2

		30.773		2970		8143		3353.6

		30.806		3043		8211		3342.4

		30.838		3102		8247		3327.8

		30.87		3157		8265		3322.2

		30.903		3224		8274		3311.4

		30.935		3288		8246		3305

		30.968		3338		8190		3289.6

		31		3399		8127		3282

		31.032		3454		8040		3275.4

		31.065		3499		7944		3278.2

		31.097		3548		7834		3274.2

		31.13		3589		7707		3269.2

		31.162		3615		7574		3270.6

		31.194		3653		7432		3273.6

		31.227		3677		7287		3283.6

		31.259		3693		7138		3283.4

		31.291		3715		6991		3291.6

		31.324		3721		6829		3308.4

		31.356		3728		6681		3302.8

		31.389		3730		6526		3319.4

		31.421		3727		6369		3326.4

		31.453		3722		6228		3352.8

		31.486		3717		6079		3357.2

		31.518		3702		5936		3373.2

		31.551		3687		5790		3375.2

		31.583		3673		5663		3387

		31.615		3648		5524		3396.2

		31.648		3627		5404		3414

		31.68		3602		5275		3422.8

		31.713		3580		5151		3430.2

		31.745		3548		5042		3440.6

		31.777		3523		4930		3448.6

		31.81		3492		4819		3447.2

		31.842		3460		4725		3456.6

		31.874		3439		4626		3454.8

		31.907		3404		4539		3459.2

		31.939		3380		4451		3456.6

		31.972		3353		4370		3459

		32.004		3322		4295		3458.2

		32.036		3297		4217		3453.2

		32.069		3270		4146		3450.4

		32.101		3245		4087		3439

		32.134		3209		4031		3442.4

		32.166		3195		3978		3426

		32.198		3174		3917		3421.8

		32.231		3154		3861		3418.2

		32.263		3133		3805		3398.2

		32.296		3107		3755		3381.4

		32.328		3093		3704		3362.6

		32.36		3071		3653		3352

		32.393		3058		3617		3350.8

		32.425		3042		3564		3342

		32.457		3021		3524		3317.4

		32.49		3002		3484		3309

		32.522		2997		3447		3292.6

		32.555		2982		3405		3283.2

		32.587		2966		3364		3275.4

		32.619		2950		3327		3268.8

		32.652		2941		3288		3267.4

		32.684		2931		3247		3262.2

		32.717		2917		3211		3249.4

		32.749		2914		3177		3240.8

		32.781		2905		3148		3229

		32.814		2887		3115		3211.2

		32.846		2880		3075		3199.8

		32.879		2865		3038		3193.2

		32.911		2849		3006		3164.8

		32.943		2840		2981		3147.8

		32.976		2835		2950		3131.8

		33.008		2825		2918		3125.4

		33.04		2818		2891		3103

		33.073		2804		2856		3095.8

		33.105		2794		2832		3081.6

		33.138		2788		2795		3065

		33.17		2776		2772		3045.8

		33.202		2768		2739		3045.8

		33.235		2762		2713		3037.6

		33.267		2752		2687		3025.2

		33.3		2736		2658		3010.4

		33.332		2731		2633		3002.8

		33.364		2721		2612		2994

		33.397		2717		2589		2978

		33.429		2714		2571		2962.4

		33.462		2716		2540		2946.6

		33.494		2719		2525		2939

		33.526		2727		2514		2915.2

		33.559		2740		2510		2905.4

		33.591		2752		2507		2888.4

		33.623		2767		2512		2876.4

		33.656		2795		2502		2857.2

		33.688		2807		2508		2844.6

		33.721		2822		2511		2827.8

		33.753		2837		2512		2805

		33.785		2843		2508		2789

		33.818		2840		2506		2768.4

		33.85		2844		2506		2752

		33.883		2828		2497		2743

		33.915		2821		2469		2723.4

		33.947		2780		2454		2715.8

		33.98		2756		2440		2684.4

		34.012		2731		2407		2678.6

		34.045		2698		2380		2672.8

		34.077		2667		2366		2644.8

		34.109		2633		2337		2627.2

		34.142		2598		2312		2614.8

		34.174		2586		2286		2597.2

		34.206		2546		2270		2581.6

		34.239		2524		2255		2573

		34.271		2499		2233		2552.8

		34.304		2486		2221		2544.6

		34.336		2449		2212		2530

		34.368		2437		2197		2513

		34.401		2419		2183		2503.4

		34.433		2392		2171		2492.8

		34.466		2377		2170		2480.6

		34.498		2360		2160		2457.4

		34.53		2334		2144		2445.6

		34.563		2310		2132		2433.4

		34.595		2290		2130		2409.8

		34.628		2264		2114		2378

		34.66		2240		2109		2356.2

		34.692		2218		2087		2322.6

		34.725		2194		2075		2289.8

		34.757		2168		2063		2264

		34.789		2137		2053		2233

		34.822		2118		2041		2198.8

		34.854		2095		2022		2155.2

		34.887		2072		2012		2116.8

		34.919		2055		2001		2086.6

		34.951		2034		1988		2035

		34.984		2019		1971		2002

		35.016		1991		1964		1969.4

		35.049		1968		1949		1933.6

		35.081		1954		1926		1900.2

		35.113		1938		1921		1866.4

		35.146		1919		1904		1840

		35.178		1909		1898		1804.8

		35.211		1887		1877		1779

		35.243		1864		1871		1758.6

		35.275		1852		1858		1726

		35.308		1840		1839		1702.2

		35.34		1817		1820		1693.8

		35.372		1795		1819		1671.8

		35.405		1792		1800		1647.6

		35.437		1770		1785		1629

		35.47		1754		1780		1619.6

		35.502		1741		1761		1605.6

		35.534		1729		1756		1595.2

		35.567		1707		1742		1586.4

		35.599		1705		1738		1579.2

		35.632		1695		1730		1564

		35.664		1687		1717		1559

		35.696		1674		1713		1549.2

		35.729		1661		1706		1537.8

		35.761		1648		1700		1528.6

		35.794		1644		1692		1515

		35.826		1635		1688		1514.8

		35.858		1629		1682		1509.4

		35.891		1611		1673		1492

		35.923		1614		1672		1493.8

		35.955		1601		1668		1494.6

		35.988		1600		1662		1492.4

		36.02		1597		1658		1481.4

		36.053		1589		1652		1475.2

		36.085		1574		1652		1469.8

		36.117		1567		1640		1475.6

		36.15		1568		1637		1475.2

		36.182		1565		1629		1480.4

		36.215		1555		1628		1481.4

		36.247		1553		1621		1475.4

		36.279		1541		1622		1481.2

		36.312		1545		1619		1476.8

		36.344		1563		1611		1486.2

		36.377		1569		1609		1490.6

		36.409		1575		1603		1495

		36.441		1580		1599		1491.6

		36.474		1580		1589		1497.2

		36.506		1876		1587		1503.8

		36.538		2238		1584		1511.6

		36.571		2313		1591		1508.6

		36.603		2247		1579		1502.2

		36.636		2146		1581		1506.2

		36.668		2055		1587		1502.8

		36.7		1958		1580		1514

		36.733		1873		1567		1507.8

		36.765		1808		1569		1510.8

		36.798		1751		1562		1514.2

		36.83		1717		1556		1513.4

		36.862		1685		1557		1512.8

		36.895		1658		1559		1512.6

		36.927		1624		1553		1514.6

		36.96		1613		1554		1506

		36.992		1590		1555		1513.8

		37.024		1578		1546		1512

		37.057		1567		1549		1508.2

		37.089		1559		1542		1502.4

		37.121		1546		1550		1501.2

		37.154		1533		1535		1498.4

		37.186		1526		1534		1499.6

		37.219		1530		1536		1492.6

		37.251		1521		1540		1494

		37.283		1510		1531		1485

		37.316		1505		1525		1490.8

		37.348		1498		1529		1482.6

		37.381		1497		1519		1471

		37.413		1489		1522		1475.4

		37.445		1493		1523		1464.8

		37.478		1486		1515		1468.6

		37.51		1488		1524		1465.6

		37.543		1486		1514		1460.2

		37.575		1482		1518		1453.4

		37.607		1486		1515		1450.2

		37.64		1481		1520		1448.4

		37.672		1470		1530		1453

		37.704		1478		1531		1448

		37.737		1463		1538		1446.4

		37.769		1464		1531		1442

		37.802		1469		1624		1432.4

		37.834		1462		1749		1432

		37.866		1470		1764		1431.2

		37.899		1467		1751		1425.4

		37.931		1461		1738		1428.4

		37.964		1455		1712		1424.6

		37.996		1461		1665		1420.6

		38.028		1455		1636		1413.2

		38.061		1456		1620		1408.2

		38.093		1449		1587		1412.2

		38.126		1456		1564		1403.4

		38.158		1445		1553		1409.8

		38.19		1445		1535		1407.6

		38.223		1445		1518		1399.2

		38.255		1439		1512		1402.4

		38.287		1444		1508		1400.4

		38.32		1435		1504		1390.8

		38.352		1429		1497		1393.4

		38.385		1437		1491		1396.2

		38.417		1430		1483		1389.4

		38.449		1425		1480		1385.2

		38.482		1427		1481		1380.8

		38.514		1430		1474		1382

		38.547		1430		1468		1384.8

		38.579		1417		1467		1376

		38.611		1417		1465		1374

		38.644		1421		1470		1377

		38.676		1413		1462		1374.4

		38.709		1411		1458		1367.2

		38.741		1410		1452		1372.4

		38.773		1410		1454		1372.8

		38.806		1396		1457		1366.2

		38.838		1406		1454		1363.2

		38.87		1399		1451		1363.8

		38.903		1400		1445		1358

		38.935		1394		1450		1351.8

		38.968		1390		1453		1352

		39		1395		1439		1358

		39.032		1385		1444		1349.6

		39.065		1382		1444		1354.2

		39.097		1384		1448		1351.6

		39.13		1378		1440		1355.2

		39.162		1376		1448		1363.2

		39.194		1380		1448		1370.2

		39.227		1369		1444		1367.6

		39.259		1375		1443		1376.8

		39.291		1369		1442		1377.4

		39.324		1367		1434		1420

		39.356		1364		1443		1476.8

		39.389		1361		1439		1476

		39.421		1364		1432		1470.6

		39.453		1357		1433		1458.4

		39.486		1358		1432		1435.6

		39.518		1363		1427		1424.4

		39.551		1350		1428		1406

		39.583		1354		1434		1394.4

		39.615		1353		1428		1384.6

		39.648		1354		1429		1374.6

		39.68		1345		1430		1366.6

		39.713		1350		1420		1360.6

		39.745		1346		1419		1350.8

		39.777		1345		1418		1348

		39.81		1345		1414		1350.8

		39.842		1349		1418		1340.4

		39.874		1337		1419		1344.4

		39.907		1340		1416		1338.2

		39.939		1337		1418		1338.4

		39.972		1341		1412		1333.8

		40.004		1335		1413		1332.8

		40.036		1330		1415		1331.2

		40.069		1327		1414		1335.2

		40.101		1339		1409		1333.2

		40.134		1334		1410		1333.2

		40.166		1335		1414		1327.8

		40.198		1329		1410		1329.2

		40.231		1328		1402		1325

		40.263		1326		1405		1318.8

		40.296		1331		1401		1325.2

		40.328		1325		1402		1320

		40.36		1327		1393		1318.2

		40.393		1331		1394		1318.4

		40.425		1325		1396		1310

		40.457		1330		1395		1321.2

		40.49		1322		1393		1315

		40.522		1321		1400		1314.4

		40.555		1316		1399		1307.2

		40.587		1320		1388		1310

		40.619		1311		1390		1312

		40.652		1319		1392		1312.6

		40.684		1316		1390		1303.8

		40.717		1309		1388		1307.6

		40.749		1303		1387		1308.8

		40.781		1315		1387		1302.6

		40.814		1310		1382		1302.6

		40.846		1315		1384		1305

		40.879		1307		1385		1305.8

		40.911		1308		1383		1303.4

		40.943		1306		1385		1300.2

		40.976		1304		1380		1295.6

		41.008		1302		1380		1305

		41.04		1304		1387		1299.8

		41.073		1301		1378		1292.4

		41.105		1301		1379		1296.4

		41.138		1299		1379		1293.2

		41.17		1300		1379		1299.2

		41.202		1301		1379		1299.6

		41.235		1293		1376		1292.6

		41.267		1290		1368		1291

		41.3		1292		1371		1285.2

		41.332		1291		1368		1291.6

		41.364		1293		1374		1294.6

		41.397		1289		1371		1295.2

		41.429		1291		1369		1287.8

		41.462		1300		1371		1292.2

		41.494		1299		1368		1294

		41.526		1285		1370		1291.4

		41.559		1286		1364		1290.4

		41.591		1286		1367		1294.2

		41.623		1279		1367		1283.4

		41.656		1291		1363		1292.6

		41.688		1285		1362		1291

		41.721		1282		1358		1291.4

		41.753		1280		1359		1290

		41.785		1275		1361		1284.8

		41.818		1280		1359		1289.8

		41.85		1284		1355		1282.4

		41.883		1272		1356		1283.6

		41.915		1277		1352		1289.4

		41.947		1279		1359		1287.6

		41.98		1280		1351		1284.2

		42.012		1278		1345		1289.8

		42.045		1279		1351		1292.4

		42.077		1279		1351		1289.6

		42.109		1276		1353		1281.2

		42.142		1271		1352		1282.6

		42.174		1274		1354		1290.4

		42.206		1278		1354		1285.4

		42.239		1277		1354		1286

		42.271		1273		1344		1286.4

		42.304		1269		1351		1284

		42.336		1273		1343		1281.2

		42.368		1274		1347		1276.4

		42.401		1272		1343		1279.2

		42.433		1274		1344		1279.4

		42.466		1268		1348		1290.2

		42.498		1263		1342		1286.8

		42.53		1259		1344		1280.2

		42.563		1269		1344		1283.6

		42.595		1269		1341		1294.6

		42.628		1271		1333		1289.6

		42.66		1266		1341		1285

		42.692		1264		1334		1291.8

		42.725		1265		1340		1291.4

		42.757		1261		1339		1290.8

		42.789		1272		1340		1297.8

		42.822		1265		1343		1299.4

		42.854		1255		1334		1302.6

		42.887		1253		1338		1307.8

		42.919		1265		1344		1307.8

		42.951		1255		1339		1312

		42.984		1256		1339		1315

		43.016		1259		1335		1317.4

		43.049		1260		1325		1315.4

		43.081		1261		1330		1328

		43.113		1260		1337		1320.4

		43.146		1263		1336		1322

		43.178		1258		1328		1325.6

		43.211		1248		1333		1327.4

		43.243		1250		1339		1334

		43.275		1259		1328		1335.2

		43.308		1259		1340		1342.4

		43.34		1249		1333		1334.6

		43.372		1256		1330		1334.2

		43.405		1258		1333		1343.4

		43.437		1248		1332		1340.2

		43.47		1247		1335		1344.2

		43.502		1239		1338		1349.2

		43.534		1241		1326		1336.4

		43.567		1247		1323		1335.4

		43.599		1247		1331		1346

		43.632		1250		1327		1340.8

		43.664		1248		1332		1334.4

		43.696		1251		1321		1337.8

		43.729		1254		1328		1338.2

		43.761		1261		1323		1335.8

		43.794		1257		1325		1333.4

		43.826		1253		1322		1332.4

		43.858		1259		1324		1333.4

		43.891		1266		1325		1333

		43.923		1264		1322		1338.8

		43.955		1265		1329		1332.8

		43.988		1264		1329		1326.8

		44.02		1273		1327		1316.4

		44.053		1277		1318		1324.6

		44.085		1285		1319		1319.8

		44.117		1291		1320		1321

		44.15		1291		1321		1320.2

		44.182		1295		1316		1315.4

		44.215		1301		1322		1318.4

		44.247		1298		1319		1310

		44.279		1310		1322		1308.4

		44.312		1313		1321		1309.8

		44.344		1312		1325		1311

		44.377		1314		1322		1301.4

		44.409		1318		1317		1305.2

		44.441		1318		1315		1304.6

		44.474		1320		1314		1300

		44.506		1327		1315		1298.6

		44.538		1332		1314		1296.2

		44.571		1332		1312		1293.2

		44.603		1323		1305		1302.6

		44.636		1331		1315		1300

		44.668		1334		1318		1294.6

		44.7		1328		1312		1301.8

		44.733		1327		1310		1295.8

		44.765		1327		1313		1299.2

		44.798		1325		1313		1293

		44.83		1316		1309		1294.6

		44.862		1321		1310		1299.8

		44.895		1316		1313		1302.4

		44.927		1313		1307		1298.6

		44.96		1308		1311		1301.4

		44.992		1311		1309		1300.2

		45.024		1307		1309		1298.4

		45.057		1309		1308		1304.8

		45.089		1303		1309		1305

		45.121		1300		1308		1306.8

		45.154		1307		1312		1303.6

		45.186		1293		1301		1308.6

		45.219		1295		1312		1310.2

		45.251		1288		1310		1320.6

		45.283		1287		1307		1319.4

		45.316		1286		1314		1308.6

		45.348		1281		1306		1314.6

		45.381		1281		1304		1312.6

		45.413		1274		1305		1322.8

		45.445		1280		1309		1315.4

		45.478		1270		1303		1328.8

		45.51		1271		1295		1320.8

		45.543		1269		1306		1325.2

		45.575		1263		1301		1325.6

		45.607		1264		1295		1329.4

		45.64		1257		1302		1321.6

		45.672		1253		1303		1325.6

		45.704		1254		1300		1327.8

		45.737		1249		1297		1321.6

		45.769		1251		1300		1328.4

		45.802		1249		1287		1320.8

		45.834		1243		1295		1324.4

		45.866		1246		1296		1316.8

		45.899		1238		1306		1320.8

		45.931		1237		1298		1319.8

		45.964		1246		1300		1323

		45.996		1241		1300		1318.8

		46.028		1227		1300		1323

		46.061		1228		1295		1313.4

		46.093		1222		1300		1316

		46.126		1228		1295		1313.2

		46.158		1218		1299		1308.8

		46.19		1223		1293		1318

		46.223		1224		1292		1313.8

		46.255		1226		1293		1304.6

		46.287		1224		1296		1301.8

		46.32		1217		1295		1303

		46.352		1221		1292		1296.2

		46.385		1213		1296		1298.2

		46.417		1213		1291		1298

		46.449		1217		1290		1290.2

		46.482		1207		1286		1299

		46.514		1208		1288		1289.6

		46.547		1217		1296		1290.2

		46.579		1209		1297		1289.6

		46.611		1200		1294		1284.2

		46.644		1207		1287		1280.2

		46.676		1204		1291		1282.6

		46.709		1209		1289		1281.2

		46.741		1208		1290		1288.8

		46.773		1204		1297		1277.8

		46.806		1203		1289		1277.4

		46.838		1207		1288		1283.2

		46.87		1205		1292		1279.4

		46.903		1208		1287		1278.6

		46.935		1208		1282		1277.6

		46.968		1205		1284		1275.4

		47		1212		1289		1275.2

		47.032		1207		1292		1274.8

		47.065		1206		1288		1271.6

		47.097		1210		1288		1274.4

		47.13		1210		1292		1273.2

		47.162		1208		1289		1272.2

		47.194		1212		1292		1278.8

		47.227		1203		1292		1271.8

		47.259		1203		1290		1266.2

		47.291		1201		1297		1262.6

		47.324		1209		1286		1270.4

		47.356		1206		1285		1272.6

		47.389		1203		1280		1275.2

		47.421		1213		1284		1271.4

		47.453		1210		1281		1268.6

		47.486		1211		1286		1271.2

		47.518		1210		1285		1273.8

		47.551		1211		1286		1267.6

		47.583		1212		1294		1260.8

		47.615		1214		1284		1267.8

		47.648		1207		1285		1258

		47.68		1213		1286		1261.2

		47.713		1210		1283		1270

		47.745		1216		1293		1258.8

		47.777		1219		1278		1260.6

		47.81		1221		1284		1265.4

		47.842		1212		1285		1262.6

		47.874		1217		1282		1268.4

		47.907		1218		1285		1264.2

		47.939		1206		1285		1265

		47.972		1208		1282		1267.4

		48.004		1203		1279		1264

		48.036		1198		1277		1267

		48.069		1205		1278		1265.4

		48.101		1197		1277		1268

		48.134		1199		1279		1257.6

		48.166		1204		1291		1264.2

		48.198		1205		1279		1259

		48.231		1201		1281		1266.2

		48.263		1199		1278		1263.2

		48.296		1197		1280		1259.2

		48.328		1199		1281		1262.4

		48.36		1201		1282		1264.4

		48.393		1196		1284		1264.2

		48.425		1201		1296		1263.4

		48.457		1194		1286		1261.4

		48.49		1193		1279		1260.8

		48.522		1197		1287		1264.6

		48.555		1190		1292		1262.2

		48.587		1194		1282		1260.8

		48.619		1195		1283		1257.8

		48.652		1189		1282		1255.8

		48.684		1189		1283		1261

		48.717		1193		1280		1253.4

		48.749		1203		1287		1259.4

		48.781		1195		1276		1248

		48.814		1196		1280		1260

		48.846		1201		1274		1250.4

		48.879		1193		1279		1248.8

		48.911		1193		1277		1252.2

		48.943		1184		1278		1255

		48.976		1191		1285		1257.4

		49.008		1196		1279		1257.6

		49.04		1194		1277		1249.4

		49.073		1191		1275		1244.6

		49.105		1195		1278		1243

		49.138		1189		1284		1251.6

		49.17		1183		1277		1250

		49.202		1194		1279		1243.6

		49.235		1189		1281		1256.6

		49.267		1186		1277		1258

		49.3		1185		1276		1247.6

		49.332		1188		1279		1248.2

		49.364		1187		1271		1250.2

		49.397		1188		1269		1243

		49.429		1180		1273		1244.4

		49.462		1186		1277		1243.8

		49.494		1180		1273		1244

		49.526		1184		1272		1241.8

		49.559		1181		1275		1242.4

		49.591		1182		1269		1238

		49.623		1179		1266		1247.8

		49.656		1185		1273		1244.8

		49.688		1183		1272		1239.2

		49.721		1188		1274		1238

		49.753		1180		1274		1241.4

		49.785		1180		1276		1239.6

		49.818		1176		1272		1234.4

		49.85		1177		1268		1238.8

		49.883		1181		1269		1238.2

		49.915		1179		1268		1242.4

		49.947		1181		1269		1234

		49.98		1179		1265		1241.6

		50.012		1182		1260		1243.8

		50.045		1177		1276		1238.6

		50.077		1180		1267		1241

		50.109		1178		1266		1239.4

		50.142		1174		1274		1236.6

		50.174		1181		1265		1235

		50.206		1182		1270		1241.8

		50.239		1184		1269		1235.2

		50.271		1178		1269		1237.4

		50.304		1179		1266		1237

		50.336		1180		1255		1229.6

		50.368		1176		1267		1232

		50.401		1172		1269		1241.2

		50.433		1180		1260		1238

		50.466		1177		1263		1232

		50.498		1180		1259		1237

		50.53		1179		1256		1233.4

		50.563		1182		1260		1238.2

		50.595		1174		1265		1238.6

		50.628		1181		1267		1233.4

		50.66		1173		1261		1235.6

		50.692		1172		1260		1234.4

		50.725		1176		1258		1230.2

		50.757		1174		1262		1234.4

		50.789		1179		1256		1238.4

		50.822		1171		1260		1235.6

		50.854		1170		1260		1233.2

		50.887		1169		1257		1235.2

		50.919		1177		1258		1236.4

		50.951		1177		1257		1237.2

		50.984		1169		1263		1236.4

		51.016		1179		1261		1242

		51.049		1175		1260		1232.6

		51.081		1179		1248		1232.2

		51.113		1174		1257		1231.8

		51.146		1178		1262		1234

		51.178		1175		1255		1229.6

		51.211		1176		1257		1229.4

		51.243		1173		1254		1242.2

		51.275		1169		1258		1232.6

		51.308		1171		1255		1238.2

		51.34		1169		1250		1233.4

		51.372		1175		1252		1233.8

		51.405		1175		1254		1232.6

		51.437		1173		1266		1234

		51.47		1170		1252		1231.2

		51.502		1177		1247		1228.6

		51.534		1170		1251		1228.2

		51.567		1171		1255		1238

		51.599		1173		1256		1228.6

		51.632		1177		1253		1236.6

		51.664		1174		1253		1234.8

		51.696		1175		1252		1236.8

		51.729		1176		1251		1229.8

		51.761		1176		1251		1237.4

		51.794		1172		1249		1235.6

		51.826		1171		1249		1232.8

		51.858		1168		1245		1234.4

		51.891		1170		1249		1237

		51.923		1172		1247		1228.4

		51.955		1172		1244		1239.6

		51.988		1178		1250		1231.4

		52.02		1173		1248		1234.8

		52.053		1180		1253		1236.8

		52.085		1184		1257		1227.4

		52.117		1173		1244		1231.2

		52.15		1175		1248		1226.4

		52.182		1170		1250		1230.8

		52.215		1169		1248		1234.4

		52.247		1169		1250		1222.4

		52.279		1170		1244		1229.6

		52.312		1165		1246		1224.8

		52.344		1172		1253		1220.2

		52.377		1174		1258		1226

		52.409		1168		1254		1222.4

		52.441		1167		1250		1230.6

		52.474		1170		1255		1222.8

		52.506		1172		1257		1220.6

		52.538		1160		1258		1218.2

		52.571		1175		1253		1222.2

		52.603		1171		1255		1233

		52.636		1171		1256		1226.8

		52.668		1169		1246		1229.2

		52.7		1170		1252		1231.6

		52.733		1174		1251		1226

		52.765		1163		1255		1225

		52.798		1170		1251		1226

		52.83		1172		1252		1228

		52.862		1164		1249		1226.4

		52.895		1172		1248		1224

		52.927		1166		1249		1219.8

		52.96		1167		1246		1220.4

		52.992		1172		1241		1224.4

		53.024		1165		1251		1229.2

		53.057		1162		1254		1223.6

		53.089		1165		1252		1225

		53.121		1167		1246		1223.2

		53.154		1166		1250		1222.8

		53.186		1166		1253		1227

		53.219		1168		1249		1220

		53.251		1175		1250		1224.4

		53.283		1169		1250		1220.2

		53.316		1168		1250		1223.6

		53.348		1169		1254		1219.4

		53.381		1165		1244		1224.2

		53.413		1168		1253		1213.2

		53.445		1168		1249		1216.8

		53.478		1171		1245		1216.8

		53.51		1173		1243		1224.2

		53.543		1171		1246		1221

		53.575		1164		1245		1219.8

		53.607		1160		1251		1219

		53.64		1169		1246		1220.6

		53.672		1166		1248		1219.2

		53.704		1158		1246		1218

		53.737		1167		1255		1214.6

		53.769		1167		1253		1217.8

		53.802		1167		1251		1215

		53.834		1168		1238		1224.2

		53.866		1159		1244		1215

		53.899		1156		1244		1215.2

		53.931		1166		1244		1209.4

		53.964		1160		1249		1215.6

		53.996		1158		1247		1216.8

		54.028		1169		1241		1217.2

		54.061		1165		1243		1218

		54.093		1163		1241		1220.6

		54.126		1163		1248		1215

		54.158		1165		1246		1211.2

		54.19		1166		1247		1213.6

		54.223		1161		1246		1219.4

		54.255		1162		1239		1220.4

		54.287		1169		1251		1215

		54.32		1165		1249		1214.2

		54.352		1166		1247		1216.6

		54.385		1162		1248		1212

		54.417		1164		1248		1206.2

		54.449		1171		1249		1208.4

		54.482		1163		1252		1212.2

		54.514		1157		1252		1213.6

		54.547		1166		1252		1215

		54.579		1155		1245		1211.6

		54.611		1165		1245		1208.2

		54.644		1158		1248		1218.6

		54.676		1155		1241		1213

		54.709		1156		1248		1210.6

		54.741		1156		1236		1207.6

		54.773		1161		1243		1205.6

		54.806		1155		1242		1214.2

		54.838		1157		1247		1206.2

		54.87		1164		1244		1219

		54.903		1161		1244		1212.6

		54.935		1159		1236		1209.8

		54.968		1159		1238		1209.4

		55		1153		1245

		55.032		1169		1243

		55.065		1164		1247

		55.097		1153		1249

		55.13		1153		1246

		55.162		1163		1245

		55.194		1163		1242

		55.227		1164		1241

		55.259		1157		1248

		55.291		1161		1239

		55.324		1160		1240

		55.356		1160		1244

		55.389		1159		1240

		55.421		1150		1246

		55.453		1160		1242

		55.486		1167		1238

		55.518		1171		1244

		55.551		1179		1240

		55.583		1185		1237

		55.615		1191		1237

		55.648		1286		1236

		55.68		1422		1234

		55.713		1435		1241

		55.745		1412		1240

		55.777		1384		1243

		55.81		1365		1233

		55.842		1323		1235

		55.874		1302		1239

		55.907		1289		1236

		55.939		1263		1238

		55.972		1243		1240
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f36-f46

Sigma

lg01065a*0.2

time [min]

Abs. 280 nm

FPLC Superose 12; 30 ml/h; 20 ºC
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