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ABSTRAKT

Objektom skumania tejto bakalarskej prace je stanovenie detekénych limitov energeticky
disperzného, rontgenflorescencného spektrometru Elva X. Tieto detekéné limity boli
stanovené pre 14 prvkov, ktoré boli pripravené vo forme vodnych roztokov. Préaca
prezentuje vysledky merania vypocitané pomocou metddy kalibra¢nej priamky (krivky)
a metody stanovenia limitu slepim pokusom. Praca sa taktiez zaoberd problematikou

limitov, ich definiciami a metédami vypoctu alebo vyjadrenia.

Kracové slova:
rontgenové lace, rontgenflorescencny spektrometer, limit detekcie, kalibra¢na krivka,

spodny limit detekcie, pristrojovy limit detekcie

ABSTRACT

The object of investigation of this thesis is to determine the detection limits of energy-
dispersive, X-ray fluorescence spectrometry Elva X. The detection limits were determined
for 14 elements which were prepared in aqueous solutions. The work presents the results of
measurements calculated by using the method of calibration line (curve) and blank deter-
mination. The bachelor thesis also deals with limits, their definitions and methods of their

calculation.

Keywords:

X-ray, X-ray fluorescence spectrometry, limit of detection, calibration curve, lowest limit

of detection, instrumental limit of detection
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UvoD

Intenzivny vyvoj XRF analyzy (X-ray fluorescence spectrometry, alebo
rontgenflorescencnej analyzy) za posledné desatrocia zarudil, ze tato analytickd metdda si
nasla svoje stabilné miesto v pestrej palete analytickych pristrojov. Jej vyuzitie uz davno
nie je vysadou len velkych hutnickych spolo¢nosti, ale stala sa dostupnou pre mnohé
odvetvia vyskumu a vyroby. Vd’aka vyskumu bolo dosiahnuté niclen zniZenie vyrobnych
nékladov na tieto zariadenia, ale takticZ zmenSovanie samotnych rozmerov a hmotnosti
pristrojov. Tie najmensie su jednoruc¢né pisStole s hmotnostou bliziacou sa k jednému
kilogramu. To zarué¢ilo omnoho S$irsi okruh uZivatel'ov, Ktori ocenia najma nedeStruktivny

charakter analyzy (archeoldgia, zlatnictvo..).

Vyvstava otazka, aka je citlivost’ tychto pristrojov, nakol’ko musela ustupit presnost
merania pred inymi vlastnostami. Vyrobcovia r6znymi spdsobmi upravuju a ,,vylep$uja“
vysledné hodnoty detekénych a inych limitov, aby zvysili ich kvalitu a prestiz. V
teoretickej Casti tejto prace popisujem jednotlivé koncentra¢né limity, s Kktorymi sa
moézeme v praxi stretnat’ ako aj metddy ich vypoctu alebo stanovenia. V druhej kapitole
som venoval pomerne vel'a priestoru terminom spodny limit detekcie a pristrojovy limit
detekcie. Urobil som tak z dovodu, ze aj medzi odbornou verejnostou sa §iri mnoho
nespravnych, nepresnych alebo zle pochopenych pojmov. Snazil som sa porozumiet’ tejto
problematike a poskytnut’ Citatelovi tejto prace €o najvystiznejSie informacie ohl'adom

limitov detekcie.

Cielom tejto prace je pokusit’ sa stanovit’ realne detek¢né limity vybranych prvkov pre
vzorky s vodnou matricou na energeticky disperznom rontgenflorecen¢nom spektrometri,
ktory som mal k dispozicii. Pre tento ucel boli vybrané dve metddy stanovenia, ato

kalibra¢na priamka a metdda slepého pokusu.
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|. TEORETICKA CAST
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1  PRINCIP RONTGENOVEJ FLUORESCENCNEJ
SPEKTROMETRIE

1.1 Vznik rontgenového Ziarenia

RoOntgenové luce (tiez nazyvané rtg. ziarenie alebo luce X) su elektromagnetické ziarenie
rovnakého charakteru ako su napriklad viditelné svetlo alebo radiové viny. Lisi sa
vinovou dizkou, ktora je oproti viditelnému svetlu asi 1000 krat mensia, (pohybuje sa
v jednotkach az stotinach nanometrov). Tak ako pre kazdé elektromagnetické Ziarenie, tak
aj pre rontgenové luce plati takzvany dualizmus (kvantovo-mechanicky charakter). To
znamena, ze v niektorych pripadoch je vyhodnejsie popisovat’ ho ako ziarenie s urCitou

vinovou diZkou a inokedy ho chapat’ ako tok &astic (foténov). [1]

Rontgenové ziarenie moze vznikat' dvojakym spdsobom. Prirodzene v prirode vznikajd
napriklad rozpadom niektorych radionuklidov alebo fuziou jadier vodika v jadrach hviezd.
Druhy spdsob je cielend priprava umelého Ziarenia za pomoci elektrického pradu, kedy
rychlo pohybujuce elektrony dopadaju na kladne nabitl elektrédu (anddu). Rontgenové
Ziarenie sa objavuje aj ako nezelany produkt pri zvarani kovov elektronovym lu¢om alebo

vo vakuovych televiznych obrazovkéach. [2]

Réntgenfluorescenény spektrometer moze vyuzivat ako zdroj primarneho réntgenového
Ziarenia radionuklid alebo réntgenové lampy, ktorych v zavislosti od svojho prevedenia,
moéze byt cela rada. ROntgenové lampy sU0 najbeznejSim zdrojom budenia

charakteristického ziarenia. M6zeme ich delit’ podl'a vykonu na:

— nizkovykonné (1 az 200 W)
— vykonné (1-3 kW)
— pulzné vysokovykonne (50-100 kW)

Podr'a rozsahu vlnovych dizok ich mézeme delit’ na:

— bezné
— Specialne pre zvlast’ dlhé vinové dlzky
Podla toho, ¢i primarne Ziarenie je anddou odrazané alebo fiou prechadza, delime

rontgenky na:

— reflexné

— transparentné
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V praxi eSte delime rontgenky podl'a toho, ¢i maji:

— uzemnenud an6du

— uzemnenu katddu [3]

1.2 Princip XRF analyzy

XRF analyza patri do skupiny metdd atdbmovej spektroskopie subvalen¢nych elektronov.
Ich princip je zalozeny na interakcii atdbmov vzorku s priadom castic alebo Ziarenia o
vysokej (kinetickej) energii. Dosledkom je vyrazenie excitovaného elektronu z niektorej
nizSej drahy atomu. Vol'né (vakantné) miesto je okamzite zaplnené niektorym elektronom
z vysSej hladiny, ¢o ma za nasledok vyziarenie energetického rozdielu vo forme fotonu.
Tieto energetické rozdiely su pre kazdy prvok iné, a preto charakteristické. Konkurenénym
javom je Augerov efekt. Je to korpuskularna relaxacia excitovaného stavu atomu, kedy
dochadza pod vplyvom primarneho Ziarenia k vyrazeniu dvoch elektronov z toho istého

atomu. [4]

Podl'a sposobu detekcie sa XRF pristroje delia na vlnovo disperzné a energeticky
disperzné. U prvej skupiny sa sekundarne charakteristické Ziarenie najprv
monochromatizuje na difrakénom krystali podla vlnovej dizky charakteristickej pre
skimany prvok a az potom sa privedie do detektoru. U energeticky disperznych XRF
pristrojoch prichadza charakteristické Ziarenie vSetkych zistenych prvkov sucasne do
detektoru, ktory triedi ich energie a naslednym vystupom je spektrum, ktoré ukazuje
zévislost pocetnosti elektronov za sekundu pre prislusné vlnové dizky (v nm) alebo

prislusné energie (v keV). [5]

Aby bolo mozné stanovovat’ aj l'ahké prvky, pouziva sa evakuacia pracovného priestoru
alebo vytesiiovanie vzduchu (najmi kysliku) héliom, ¢im sa obmedzi jeho interakcia
S primarnym ziarenim. Je dobré spomenut, ze tato spektralna metoda analyzuje len
povrchovl vrstvu vzorku. Vysledok analyzy je zavisly na vlastnostiach povrchu,
(skupenstvo, znegistenie, povrchova tprava) Ziarenie prenikdi do hibky radovo
v nanometroch. Matriéné prvky moézu taktiez ruSit analyzu svojim charakteristickym
Ziarenim a absorpciou primarneho ziarenia rontgenky. Pre kvantitativne stanovenie obsahu
prvkov je preto potrebné pouzit’ prislusné standardy so znamym obsahom stanovovanych

prvkov s ohladom na zloZenie matrice. Okrem S$tandardov zliatin kovov sa vyrabaju
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Standardy réznych druhov skiel, plastov a inych materidlov. V stcasnosti sa uz uplatiiuje
taktiez takzvand bezStandardovd metéda, zalozenda na vyvoji  Specidlneho
vyhodnocovacieho softvéru, ktory zohl'adituje vplyv matrice a nedokonalosti skimaného

povrchu. [6]

1.3 Detekcia sekundarneho (charakteristického) Ziarenia

Jednou z najdélezitejsich stcasti kazdého spektrometru, je jeho detektor. Ulohou detektoru
je transformovat’ energiu dopadajlcich fotonov na napidtové impulzy, ktoré su dalej

spracovavané v elektronickych obvodoch.

Na detekciu rontgenového Ziarenia sa pouzivaju tri zakladné typy detektorov — plynové
proporcionalne, scintilaéné a polovodic¢ové. Plynovy proporcionalny detektor je kovova
komora, ktorej stredom je napnuté kovové vlakno. Plast ma zaporny a vlakno kladny
potencidl. Detektor je naplneny (odtavené detektory) alebo prefukovany (prietokové
detektory) inertnym plynom. Rontgenové Zziarenie vstupuje do detektoru velmi tenkym
okienkom zvyc¢ajne vyrobenym z Berylia. Hrubka tohto okienka mé& zasadny vplyv na
citlivost’ pristroja. Foton rontgenového ziarenia spOsobi v detektore ionizdciu atomu
inertného plynu. Vyrazeny elektron ma dostatok energie k ionizacii d’alsieho atomu plynu.
Lavinovito vznikaju pary, elektron - kladne nabity i6n. Elektrony potom putujd k andde a
iony ku katode . Vysledkom je napédtovy pulz, ktorého velkost v proporcionalnom

detektore zodpoveda energii dopadajuceho foténu.

Scintilacné detektory sa zvyCajne skladaju z monokrystalu jodidu draselného alebo
sodného dotovaného talia (asi 0,1%), ktory je spojeny s fotonasobi¢om. Po dopade foténov
rontgenového ziarenia dochadza v kryStali k excitacii valenénych elektronov a pri
deexcitécii su emitované fotony z viditelnej oblasti spektra. Tie su potom detekované
fotonasobicom. Polovodicové detektory st zvy€ajne vyrobené z vel'mi Cistého germania
alebo z kremika dotovaného litiom — tzv. Si (Li) detektory. Po dopade rdntgenového
fotonu na detektor dochddza k vytvoreniu parov elektron - diera. Ich pocet je

proporcionalny k energii dopadajuceho fotonu. [7]

1.3.1 Detektory charakteristického Ziarenia

Plynove detektory pracuji na principe ionizacie plynu vstupujacim réntgenovym
Ziarenim. V detektore s umiestnené dve elektrody, medzi ktorymi je napétie 1,5 az 2,5

kV. Detektor je naplneny detekénym plynom (Ar, Kr, He) a zhasacim plynom (metan). Pri
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prieniku fotonu cez okienko je z detekéného plynu vyrazeny elektron aje vyvolany
elektricky impulz. Zhasaci plyn vedie k rychlej rekombinécii detekéného plynu na
neutralny atom, ¢im je zabranené lavinovej ionizacii. Vysoké napitie zaisti, aby

rekombinacia nebola rychlejsia nez dolet ndbojov na elektrody.

Plynovy detektor pracuje ako ionizacna komora, ked’ kazdy foton rontgenového Ziarenia
vyvola rovnaky pulz, ktory je nezavisly na energii rontgenového Ziarenia. Napitic medzi

elektrodami je nizke (stovky voltov).

Proporcionédlne detektory pracuji pri vysSich napdtiach, kedy vedie vznik péru ion —
elektron k sekundarnej ionizécii molekdl plynu. T4 je vécsia, ked’ ma foton rontgenového

Ziarenia vyS$$iu energiu.

Este vysSie napétie vyvola po dopade fotonu lavinova ionizaciu a Uplne vybitie medzi
katédou a anodou. Vznika intenzivny pulz, ktory takisto nezavisi na energii réntgenového

Ziarenia. S¢itanie tychto impulzov je principom Geiger-Millerovej trubice.
Ak pokracujeme vo zvySovani napétia, vyvolame trvaly vyboj a zni¢ime detektor.

Scintila¢né detektory. Jodid sodny aktivovany taliom Nal(Tl) je podstatou detektoru
uzivaného pre detekciu y a kratkovinného Zziarenia. Pri interakcii Ziarenia s kryStalom
Nal(Tl) je ako nésledok excitacie elektronov vo vonkajSich elektronovych vrstvach
produkované svetlo (jav nazyvany scintilacia) a meria sa fotonasobi¢om. Detektor pracuje
proporcionalne — intenzita vystupnych elektrickych pulzov fotonasobi¢a zavisi na energii
rontgenového Ziarenia. Na krystal Nal(Tl) dopada rontgenové Ziarenie cez beryliové

okienko. Uvol'nené fotony viditelného Ziarenia st zosilnené fotonasobi¢om.

Polovodicové detektory. Si(Li) detektor je kremik s pridanym litiom. Na krystal je
privedené malé jednosmerné napétie, ktoré vytvori pozitivne a negativne zény. Dopad
rontgenového Ziarenia vyvola vznik nabojov, ktoré obidve zony vodivo prepoji a vznika
elektricky prud. Polovodicové detektory pracuji za vel'mi nizkych teplot. Su chladené
kvapalnym dusikom alebo termoelektricky na teplotu nizsiu nez 80K, aby nedochadzalo

k vzniku nosi¢ov naboja tepelnou cestou, ale len dopadom fotonu réntgenového Zziarenia.

[8]
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2 LIMITY V RONTGENOVEJ FLUORESCENCNEJ
SPEKTROMETRII

V tejto kapitole popisujem niekol’ko druhov limitov. Najznamejsimi su limit detekcie
(LOD) a Limit kvantifikacie (LOQ). Su to pribuzné parametre, maju vSak odlisné definicie
a nemali by byt’ zamienané. Nasou snahou je definovat’ najmensiu koncentraciu analytu,

ktord moze byt’ detekované so zaru¢enou nepresnostou vysledku.

Tabulka 1 a 2 ukazuj, ako definuji detekény limit a limit kvantifikécie jednotlivé
autority ako st United States Pharmacopoeia (USP), Foods and Drugs Administration
(FDA), International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), International Con-
ference on Harmonisation (ICH) a Association of Analytical Communities (AOAC). Ako
je z tabuliek zrejmé, chemicke organizécie definuju limit detekcie aj kvantifikacie inak.

Tab. 1 Porovnanie charakteristik LOD podla svetovych chemickych organizdcii.

ICH AOAC USP IUPAC
najnizsie mnozstvo najnizsie
analytu vo vzorke, ktoré | najnizsi obsah, mnozstvo najmensie
moze byt detekované, | ktory moze byt analytu vo mnozstvo
Definicia ale nemusi byt’ nutne merany s vzorke, ktoré koncentracie
kvantifikované za primeranou moze byt analytu vo vzorke,
danych Statistickou | detekované, ale | ktoré je spol’ahlivo
experimentalnych istotou nie nevyhnutne | vyrazné od nuly
podmienok kvantifikované
1. vizuélne ohodnotenie Detekeny lm,nt
by mal byt
(kap. 3.1) dostatocne
2. pomer signalu a Sumu . .
zalozena na nizky pre
) (kap. 3.2) . .,
Metdda . viac ako 20 | analyzu vzorky o ,
3. zalozena na merani sleného SO ZNAmou nesSpecifikovana
smerodajnej odchylke P
. " pokusu konc. analytu
vysledkov merania a nad a pod
sklone kalibracnej krivky N P ,
pozadovanym
(kap. 3.4) L
limitom.
. . =1+
Vysledky metod LOD: . I+30 (2,)
) . kde I je stredna
vizualne hodnotenie
U hodnota
a pomer signal - Ssum .
. slepého
prezentujeme merania, pocet
Vyraz/ vypocet prislusnymi grafmi. 120 éi e nespecifikované | neSpecifikované
Vypocet LOD == @ 91
SO smerodajna
z kalibra¢nej krivky .
o i odchylka
p0c1tame Z0 vzorca. riemeru
LOD=3,290/k (1) prieme
merania
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Prijaté kritéria

pomer signalu k Sumu

>3; neSpecifikovany v

ostatnych kritériach

nespecifikované | neSpecifikované

nespecifikované

Zdroj: [9]

Tab. 2 Porovnanie charakteristik LOQ podla svetovych chemickych organizdcii.

ICH US FDA AOAC USP
najniz$ie mnozstvo
analytu, ktoré D
najnizsie moze byt Je najnizsie oy

mnoZzstvo analytu
vo vzorke, ktoré

kvantitativne
determinované s

mnozstvo analytu
vo vzorke, kt. moze
byt kvantifikované

analytu vo vzorke,
ktoré moze byt

Definicia moze byt . vhodn’o . S primeranou kvantifikované s
kvantifikované s presnostou a , 1oy
. ) presnostou a prislusnou
vhodnou spravnostou . , ,
, - N spravnost’ou pre presnostou a
presnostou a taktieZ nazyvané AR . )
. , PR prislusny analyt a spravnostou
spravnostou spodny limit matricu
kvantifikacie '
(LLOQ)
1. vizualne 5 priprava 1. vizualne
. standardnej krivky .
ohodnotenie A nainizéel kone ohodnotenie
(kap. 31) naJkalieraénej ‘ (kap. 31)
2. Pomer signalu a . P 2. Pomer signalu a
. krivke ma byt .
Sumu (kap. 3.2) s Sumu (kap. 3.2)
. prijatd ako LLOQ, L
. 3. zalozena na s . , 3. zalozena na
Metoda L ak splna tuto nespecifikovany -
smerodajnej . ) smerodajnej
, podmienku: ,
odchylke odchylke
, . hodnota pre . .
vysledkov merania o= vysledkov merania
LLOQ=5x 1. (3)
a sklone kde Tie stredna a sklone
kalibracnej krivky v . kalibracnej krivky
(kap. 3.4) hodnota slepého (kap. 3.4)
e pokusu e
limit by mal byt
overeny analyzou
vhodného poctu
Odporucania vzoriek nespecifikované nespecifikované nespecifikované
pripravenych na
limite
kvantifikacie
limit kvantifikacie LOQ=T+100 (4)
a r.netéda P oqﬁté kde I je stredna
termin/ na jeho areenie by - \ hodnota slepého . .
o mali byt nespecifikované nespecifikované
vypocet . pokusu a ¢
prezentované a smerodajné
vyjadrené ako odchylka vysledku.

analyticka konc.

Zdroj: [9]
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2.1 Vyjadrenie limitu detekcie a kvantifikacie pomocou limitu slepého

pokusu

Limit slepého pokusu (LOB) je d’alsi termin, pouzivany na popis najmensich koncentracii
meranych vzoriek. Vzorky je mozné s pozadovanym stupiiom spol’ahlivosti ur¢it’ pomocou
analytickej procedury. LOB (limit slepého pokusu) je najvyssia koncentracia analytu, Ktord
je mozné namerat’ pri merani slepého pokusu. Tuto hodnotu vypocitame zo vzorca 5:

LOB = @I, + 1,6450, (5)
Kde @Iy je priemerna intenzita signalov analytu v slepych vzorkach a o, je smerodajna

odchylka série slepych pokusov.

odlisit’ od limitu slepého pokusu. Detek¢ény limit je v tomto pripade definovany ako sucet
vypocitaného limitu slepého pokusu a smerodajnej odchylky opakovaného merania vzoriek
obsahujucich nizku koncentraciu analytu.

LOD= LOB + 1,6450y (6)
Pricom oy je sSmerodajna odchylka série vzoriek s nizkou koncentraciou analytu.

vwe

detegovat’ analyt, ale ktora taktieZ spifia preddefinované ciele odchylok a nepresnosti.
Koncentracia LOQ moze byt ekvivalentom k LOD, no mo6ze mat’ ovela vy$$iu hodnotu.
[10]
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Relauve
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(0] LoB LoD LoQ Total Error

Obr. 1 Vztahy medzi LOB, LOD a LOQ. [10]

2.2 Limit detekcie LOD a limit kvantifikacie LOQ

Délezita Statistickit rolu v XRF analyze zohrava schopnost’ pristroja zistit', ¢i je prvok
pritomny alebo nie je pritomny vo vzorke. Surcitou Statistickou presnostou mozeme
tvrdit, Ze dany prvok je pritomny vo vzorke, ak jeho namerana koncentracia je vacsia ako
urcity limit. Tento limit je limitom detekcie. Spravidla je ovela mensi ako limit
determinédcie LOQ. V praxi sa Casto stretdvame s predstavou, ze limit detekcie je
najmensia koncentracia prvku, ktori moézeme namerat. V skutocnosti sa jedna
0 koncentréciu, pri ktorej sme schopni posudit’, ¢i je hl'adany prvok pritomny vo vzorke
alebo nie. Limit detekcie je vyjadreny ako koncentracia (c_.) alebo mnozstvo (qi),
odvodené z najmensieho merania (x.), ktoré moéze byt detegované so spolahlivou

urcitost'ou pre danu analyticku proceduru. Hodnota x,_ je dané rovnicou 9,
XL= Xp + k0b| (7)

kde xp je priemer slepych merani, op je smerodajnd odchylka slepych merani ak je
konStanta vybrana podla poZadovaného stupiia spolahlivosti. Organizacia [UPAC
odporuca pre stupen spol'ahlivosti 90% pouzivat’ hodnotu konstanty rovnu trom. Bolo tak
rozhodnuté na zaklade predoslych empirickych poznatkov. Prepocet nameranych hodnot

XL ha koncentracie ¢ sa uskuto¢ni pomocou citlivosti.[11]
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Tab. 3 Limity detekcie a kvantifikacie

Hodnota limitu Relativna $tandardna
odchylka
Limit detekcie 36 33%
Limit kvantifikacie 106 10 %

Zdroj: [11]
2.3 Spodny limit detekcie LLD a Pristrojovy limit detekcie ILD

2.3.1 Citlivost’ pristroja

Dadlezity nastroj, potrebny pre determinéciu limitnych typov, je citlivost’ pristroja pre dany
prvok v danom vzorku. Definujeme ju ako stav hrubej intenzity ziskanej za jednotku
koncentracie. Pre vypocet stavu hrubej intenzity musime namerat’ intenzity piku analytu
na preskisanych referenénych materialoch, aby sme analyty mohli analyzovat. Pre
vypocet citlivosti pristroja nesmu byt zmerané intenzity opravované o matricove efekty
ataktiez musime predpokladat’ linearny vztah medzi intenzitami a koncentraciou.
Citlivost, pre kazdy analyt i, je po¢itana zo sklonu k; kalibra¢nej krivky.

Ak je kalibra¢na priamka plochou intenzity piku analytu I, a i je funkcia koncentracie Ci,
moézeme tento vzt'ah vyjadrit’ nasledovne: I, = mixCi + lp, kde skuto¢na intenzita pozadia

Ip je dana prieseénikom kalibra¢nej krivky a osi y. Sklon k; je potom dany rovnicou (8)

L,—1
ki == ®)

kde Ci je koncentracia analytu i , v %, ppm. Je to prave sklon kalibra¢nej krivky , ktory

umoznuje konvertovat’ merania ¢istych intenzit do koncentracii. [12]

2.3.2 Spodny limit detekcie LLD

Ked XRF analytik rozvija novy analyticky program, musi vypocitat  najmensiu
koncentraciu prvku, ktord méze najst’ vo vzorke. Je to kontrola citlivosti pristroja, teda ¢i
je pristroj dostato¢ne citlivy na to, aby detegoval celé koncentraéné rozmedzie prvku.
Najmodernejsi limit detekcie pouzity v XRF analyze je spodny limit detekcie (LLD),
ktorého hodnota zodpoveda trom smerodajnym poctovym chybam oy, suboru meranych
intenzit. Tento limit je nad optimistickym odhadom skuto¢ného limitu detekcie. V praxi je

obl'ibeny najmé vyrobcami analytickych pristrojov.
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Vyraz ,,Spodny limit detekcie” (LLD) sa ¢asto pouziva V literatire o XRF spektrometroch
k vyjadreniu najmensicho mnozstva prvku v danom vzorku, ktoré moze byt namerané pre
dand matricu. V praxi vSak nie je dobré pouzivat’ tento limit, hned’ z troch nasledujlcich

dovodov:

1. Z praktického hl'adiska neexistuje dovod, preco spajat’ terminy ako st horny alebo dolny
s vyrazom limit detekcie. Napriklad, ak auto dosiahne svoju maximalnu rychlost, nemdze

sa pohybovat’ rychlejSie. Spojenie slova ,,najnizsi* s vyrazom limit detekcie je zbyto¢né

a nelogické. V praktickych situaciach vyraz LLD nema ziaden vyznam.

2. LLD je definovany ako najniz§ia Cistd intenzita piku analytu, vyjadrena
Vv koncentraénych jednotkach, ktoré mézu byt merané s 95 % intervalom spolahlivosti.
Tuto minimalnu intenzitu vypocitame ako dvojnasobok smerodajnej odchylky slepého
pokusu z kalibra¢nej krivky prvku i, intenzity Sumu pod pikom analytu Ib a ¢asu merania
Tb u ktorého nepredpokladdme chybu. Limit je vyjadrena prostrednictvom koncentréacie vo

vzorci 9

2 I
ZUb =>k—lX T_l; (9)

Kde k; je sklon kalibracnej krivky alebo citlivost’ spektrometru v cps alebo %. V XRF
analyze su povinné merania intenzity pozadia a piku, chyba méze byt zva¢sena o Cinitel

V2, takze spodny limit detekcie je rovny

2 X2 ’Ib 3 ’Ib
LLD = X |[—~ —X |[— 10
k; T, ki Ty (10)

alebo nahradenim k; rovnicou (8), dostavame rovnicu 11

3XC(; I
LLD = X |= (11)
L,—I Ty

Takze sucasny LLD pouzivany vyrobcami je rovny trojnasobku smerodajnej poctovej

chybe intenzity pozadia. ,,Fiktivne Cisla® vypocitané rovnicou (13) alebo (14) nie su
predstaviteI'mi limitov detekcie pouzivanych v praxi. Je dolezité zdoraznit’, Zze LLD nie je

predstavitel'om skuto¢nych experimentalnych vysledkov, ale iba miniméalnym teoreticky
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odhadom. Kvantitativnu analyzu na LLD nie je mozné pouzit' z nasledujdcich ddvodov:
pocet skutocnych merani je vzdy limitovany koneénym c¢islom, nepresnost’ priemernej
intenzity pozadia (meranej na slepom vzorku) je =zanedbatelna a experimentalna
smerodajna odchylka (ob) je odhadovana teoretickou Standardnou poc¢tovou chybou Sb.

V praktickych situacidch nemézeme predpokladat’, ze merania buda presne nasledovat’
Gaussovo rozdelenie. Taktiez detekény limit pocitany s 95% intervalom spolahlivosti,
zvyCajne nie je stanoveny tak, aby poskytol dostato¢ni zaruku déveryhodnosti pre
analytické merania. Zaroven poctovy ¢as pozadia (Tb) je ¢asto nahradzovany celkovym
¢asom n na zmeranie vrcholu azdzemia (kde T=Tp+Th a Tp= Tb= T/2) a hodnota
pouzivana vyrobcami v tomto pripade reprezentuje 100 sekund. Jediny dévod, preco takto
ucinit’ je zrejme redukovanie LLD hodnoty, ktora klesa, ked poctovy cas rastie. Tieto
vSetky ,uskoky*“ maju za ciel vytvorit fiktivne Cisla, ktoré vyzeraji lepSie, no

nereprezentuju realitu.

3. Vo vicsine pripadov dochadza k nepochopeniu vyznamu spodného limitu detekcie.
Mnoho odbornikov si pletie limit detekcie a limit determinacie. Vyraz limit detekcie,
ktory je zaloZeny na meraniach pozadia alimit determinicie, ktory je zaloZeny na
meraniach I'ubovolnej intenzity piku nad pozadim, su ¢asto pouZzité nespravne a bezne sa
medzi sebou zamienaju. Inymi slovami, najmensia koncentracia analytu v danej vzorke
mobze byt determinovana pristrojom a nemdze byt odhadovana iba z merani intenzity

pozadia. [12]
2.3.3 Pristrojovy limit detekcie ILD

Autor DR. RICHARD M. ROUSSEAU navrhuje zastarany vyraz LLD nahradit’ inym, viac
realistickej$im. Mal by mat’ vystiznejsi nazov, definiciu a taktiez vypocet. Navrhuje zacat
pouzivat’ vyraz Pristrojovy Limit Detekcie (ILD), ktory je definovany ako minimalna ¢ista
intenzita piku analytu, vyjadrend v koncentra¢nych jednotkach. Moze byt detegovand
pristrojom v danom analytickom kontexte s 99.95% intervalom spol'ahlivosti. ILD zavisi
od pristroja vzorkového matricového zlozenia a analytu.

AvSak ¢itanie rovnakého piku prvku vo vzorku avrovnakych experimentdlnych
podmienkach, rozdielnymi pristrojmi ndm da rozdielne ILD hodnoty. ILD nezavisi na
matematickych metodach pouzitych pre vypocet koncentracnych hodnét. ILD zavisi, pre

dany analyt v danom vzorku, iba na pristroji. [12]
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Limit detekcie je spojeny so schopnostou pristroja rozliSovat’ intenzitu piku (Ip) od
fluktuacii intenzity pozadia (Ib), spésobenych poc¢tovymi Statistikami alebo Sumom
schopni namerat’ tak, aby bola jasne rozpoznatelna od Sumu pozadia?*“ Ak& velkd je
intenzita pozadia Ib, ak sa vSetky merania tykaju pocétovych Statistickych chyb,
kolisajucich okolo priemernej hodnoty I,. Takze mnozstvo opakovanych merani intenzity
pozadia bude mat’ za vysledok distribuciu dat, ktoré sa priblizuji ku Gaussovej distribucii
charakterizovanej strednou hodnotou I,a Standardnou pocétovou chybou oh. Ta
reprezentuje Kkolisania intenzity Ib, spésobené pocétovymi Statistickymi chybami alebo

Sumom pozadia. [12]

XRF analytik musi pre tvrdenie, Ze analyt je pritomny vo vzorke zvolit' stupei
spolahlivosti. Napriklad, 95% interval spolahlivosti znamena, ze pre velky pocet
skumani, 95% pozorovani udava pritomnost’ analytu, zatial’ co 5 % pozorovani odraza
iba nahodné kolisanie v zazemove]j intenzite. AvSak, 95 % nie je dostato¢ny
spolahlivostny interval, s ktorym by sme si mohli byt isti, ze hocijaka merana intenzita je
odlisena od zazemového Sumu. Z toho dévodu je autoritou IUPAC odporucana hodnota
99.95%. V praktickych situaciach, charakteristicka krivka intenzity Ip klesa s klesajicou
koncentraciou analytu anakoniec sa strdca Vv zazemovom Sume (Vv pripade slepého
pokusu). Znacne odlisnd od zdzemia, vrcholova intenzita Ip, nesmie byt iba vacsia ako Ib
,ale tiez Statisticky odliSitelnd od zdzemového Sumu. Pravdepodobnost, ze analyt je
pritomny na 99.95%, ak vrcholova intenzita Ip je vidc¢sia ako (Ib +3.29cb). V tomto
pripade, pravdepodobnost’, Ze zazemové meranie mdze prevysit (Ib +3.29cb) je iba
0.05%. Akakol'vek namerana intenzita, bude mat’ interval spolahlivosti 99.95%, ak bude
vyssia ako (Ib +3.29cb) a nebude detegovanda, v rovnakom intervale spol’ahlivosti, ak
bude mensia ako (Ib+3.29cb). [12]

Rozhodnutie ,,detegovany* alebo ,,nedetegovany* je tak zaloZzené na porovnaniach hranice,
teda limitu detekcie, ktory je kombinaciou priemernej zazemovej intenzity a zazemového
Sumu. ILD reprezentuje hranicu, nad ktorou vrcholova intenzita méze byt odliSiteI'na od
zazemového Sumu na Specifikovanom stupni hodnovernosti. Pod tymto prahom
predpokladame, Ze vrcholova intenzita nie je odliSitelna od zazemového Sumu. V XRF

analyze je akakol'vek koncentracia vypocitana z hrubej vrcholovej intenzity ( to je
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intenzita, ktora sa rovna rozdielu medzi zmeranou vrcholovou intenzitou (Ip) a zazemovou
intenzitou (Ib) ). Avsak, smerodajnd poctova chyba (op), je spojend s akymkol'vek
meranim vrcholovej intenzity. A taktiez, kazdé meranie zazemovej intenzity je
sprevadzané smerodajnou poctovou chybou (ob). Z tohto dévodu, XRF analytik prichadza
do konfrontacie s problémom odliSovania skutoénych hrubych vrcholovych intenzit od

nahodnych vykyvov vo vrcholovych a zazemovych intenzitach. [12]
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3 METODY STANOVENIA DETEKCNYCH LIMITOV
INSTRUMENTALNYCH METOD CHEMICKEJANALYZY

3.1 Vizualna metdda (Visual method)

Na prvy pohl'ad vel'mi nespolahliva, subjektivna a neortodoxna metéda, moze dobre
posluzit’ ako vychodisko pre porovnanie s inou analytickou metddou. Jedna sa o metodu,

ktorou sa snazime vol'nym okom odhadnut’ ¢i pik vy¢nieva nad Sum pozadia.

Tato jednoduchd metédu moézeme vyuzit' pri nepristrojovom (riedim roztok, dokial

vykazuje charakteristické sfarbenie), ale aj pristrojovom odhade limitu detekcie. [13]

3.2 Metoda pomeru signalu k Sumu (Signal to noise ratio)

Pri pouzitim tejto metody stanovenia detekéného alebo kvantifika¢ného limitu porovndme
vysky pikov analytu a pikov Sumu pozadia. Tie sU merané, a nasledne je koncentrécia
analytu, ktora by preukazovala signal rovnajici sa uréitej hodnote pomeru $um k signalu
odhadovana. Vyska Ssumu moze byt merana bud’ manualne z grafu alebo autointergratorom
pristroja. Zlomok signdl k Sumu (S/N) rovny trom, je vSeobecne akceptovany pre
odhadovanie LOD a zlomok S/N rovny desiatim je pouzivany pre LOQ. Tato metdda je

bezne pouzivana pre analytické metody, ktoré ukazuju zazemov liniu Sumu.
Pomer signalu a Sumu je pocitany z rovnice 12
S/D=2H/h (12)

kde H je vyska piku, ktory zodpoveda prislusnému analytu, v chromatograme meraného
roztoku. Meria sa od vrcholu piku signalu analytu po zé&kladnd liniu pozorovaného na
vzdialenost’, 20 nasobku $irky pri polovi¢nej vyske h, ¢o je Sum pozadia. v chromatograme
pri merani analytu alebo slepého pokusu. pozorovat' do vzdialenosti rovnajicej sa 20

nasobku §irky v polovici vysky piku na chromatograme. [14]

Je dolezité spomenut, ze systém je nezavisly od zna¢ného driftu zdkladnej Ciary a
dochadza k zmene pocas tejto detekcie. Obrazok 2 ukazuje priklad S/N zlomok 10:1 a 3:1
ktory priblizuje poziadavky pre LOQ a LOD. Tento pristup funguje iba pre vrcholové

vyskové merania. Modelovy priklad je zobrazeny na obréazku 2.
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Obr. 2 Metoda signal k sumu, priklad 10:1 (hore) a 3:1 (dole) [14]

3.3 Metdda slepého pokusu (Blank determination)

Metdda slepého pokusu sa pouziva, ak nam pri merani slepého pokusu vychadza nenulova
hodnota merania (smerodajna odchylka). LOD je vyjadrené ako koncentracia skimaného
prvku, ktord zodpoveda suctu trojnasobku smerodajnej odchylky a hodnoty slepého
vzorku. LOQ reprezentuje koncentraciu skumaného vzorku, ktora zodpovedd suctu

desatnasobku smerodajnej odchylky a hodnoty slepého vzorku vid’ vzorec 13 a 14 .
LOD =T +3c (13)
LOQ = 1 +10c (14)

Kde: x- priemerna hodnota signdlu meraného vzorku, o- smerodajnd odchylka tohto

vzorku.

Ak budeme predpokladat, Ze merané veli¢iny maju rovnaky rozptyl a normalové
rozdelenie, iste mdze nastat’ situcia, Ze metdda bude detekovat’ prvok, ktory vo vzorke
pritomny nie je, chyba typu | (falo$ne pozitivna chyba, o chyba). Alebo naopak, prvok
detegovany nebude, napriek tomu, ze je vo vzorke pritomny, chyba typu Il (falosne
negativna chyba, B chyba). Vysvetlenie toho javu spociva vo vlastnostiach normalového

rozdelenia a smerodajnej odchylky, kedy v intervale +3c lezi 99,75% vysledkov.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

Z toho vyplyva, Ze s ur€itou malou pravdepodobnost'ou vzorka s nulovou koncentraciou
analytu, moze nahodne vytvorit’ signal prekracujuci limit detekcie, alebo naopak, vzorka
s koncentraciou analytu tesne pod limitom detekcie mo6ze ndhodne vytvorit' signal pod
limitom detekcie. Tieto chyby sa 'ahko odhalia opakovanou analyzou toho istého vzorku.

[15]

3.4 Metoda kalibra¢nej krivky

Zakladom metody zo Statistického hladiska je regresna analyza, na zaklade ktorej
urCujeme parametre a chyby kalibratného modelu. NajznadmejSia a najpouzivanejsia
metdda pre stanovenie LOD a LOQ. Graficky znazorfiuje zavislost nameraného signalu na
velkosti meranej veli¢iny, koncentracie analytu. Pri tejto metdde musi pracovnik pripravit’
sériu roztokov, ktoré obsahuju analyt v presne stanovenych koncentraciach v rozsahu

detek¢éného limitu. [8]

3.4.1 Linearna regresia

Pre linearnu kalibra¢nti krivku zavaddzame predpoklad, ze odpoved’ pristroja (hodnota osi
y) je linearne zavisla na koncentracii (hodnota osi x) v pripade limitovaného rozsahu

koncentracii. Dany vztah vyjadrujeme pomocou rovnice:
y = kx +q (15)

Kde k reprezentuje citlivost' a sklon kalibra¢nej krivky q je konStanta, ktora popisuje
pozadie. Tato metoda mdze byt pouzita vo vsetkych pripadoch, nakolko vyuziva pre
kalibradnt krivku nizke hodnoty blizke nule. Cim pouZijeme homogénnejsie rozdelenie

bodov kalibra¢nej krivky, tym dostdvame spolahlivejSie vyhodnotenie.

VVyhodou tejto metddy je spolahlivy spdsob ako vypocitat' neistotu koncentracie,
spocitanej z kalibracnej krivky (pomocou Statistik najmensSieho Stvorca). Taktiez je

vyhodou, Ze poskytuje udaje ziskané empiricky.

Nevyhodou tejto metody je, ze skimany prvok potrebujeme vo vysokej Cistote a S vopred
zndmou koncentraciou, ¢omu predchadza naroéna priprava kalibraénych roztokov. TaktieZ
je nevyhodou, ze pripravované Standardizované roztoky musia mat’ rovnakl matricu ako
nezname vzorky.

LOD =222 (16)

Kde o je smerodajna odchylka série merani a k je sklon kalibra¢nej krivky. [16]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pomocky a pristroje

Analytické vahy PRECISA 120 A, Typ 290-9212/G AG (Ziirich, Svajéiarsko).

Pristroj sluzil k prevedeniu jednotlivych navazok chemikalii na pripravu roztokov.

ED XRF spektrometer ElvaX (Elvatech Ltd.; Kyjev, Ukrajina)

Na tomto pristroji sa merali jednotlivé pripravené roztoky.
Ostatné pristroje a pomdcky bezne pouzivané v chemicko-analytickom laboratériu.

4.1.1 Popis XRF spektrometra Elvax

Rozmery pristroja : 500 x 400 x 240 mm; hmotnost’: 18-20 kg ; prikon : 50 W ; nap4janie:
220 V/230 V, 50 Hz. Rozmery analytickej komory: 200 x 250 x 80 mm (mozna analyza aj

objemnejsich vzoriek) .
Analyzator:

Jedné sa o stolny analyzator s rozsahom analyzy prvkov od sodika po uran. Po technickej
stranke je zloZeny z generatora réntgenovych lacov (generator vysokého napétia: 4-50 kV,
0-100 pA, rontgenky - v nasom pripade striebornej s 125 um vystupnym Be-okienkom),
detektora pre vybudené rontgenoveé lu¢e a multikanalového analyzitora (MCA). V
zavislosti na danej analyze umoziuji optimalizaciu excitaénych podmienok zamenitel'né
primarne filtre (¢o vyzaduje servisny zasah do pristroja). Vyuzitie nizkej vystupnej energii
rontgenky (5 W) je podmienené malou vzdialenost'ou (14 mm) medzi an6dou skimanym

vzorkom.

Detektor:

Je polovodicovy Si-pin-diédovy detektor s termoelektrickym chladenim. Je zloZeny zo
vstupného Be-Okienka (8 um) a aktivnej plochy (7 mm? o hribke 600 pm) s rozlisenim
180 eV. Energeticky rozsah rontgenovych lucov je 2,5 - 30 keV .

Vystupny signal detektoru je spracovany elektronikou, pomocou multikanalového

analyzatora. Ten je zlozeny z tvarovacieho zosiliiovata (FSA) a stvorkanalového

analdgovo- digitalneho prevodniku (SADC).
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4.1.2 Meranie XRF spektier

XRF spektrd znazornuju zavislost’” pocetnosti impulzov na prislusnej energii (az 4096
kanalov). Tie vznikaju zo zaznamov detektora spektrometru. Vidite'né piky charakterizujd
pritomnost’ prvku vo vzorke. Pre presné zmeranie vzorky je nutnym predpokladom ¢o
najvyssi pocet kalibra¢nych Standardov. Meranie spektrometra je riadené pocitaCom za

pouzitia obsluzného softvéru ElvaX (verzia 2.8.2). [17]
4.2 Vzorky a popis pripravy roztokov

4.2.1 Kritéria pre voI’bu meranych prvkov

Né&s vyber prvkov, pre ktoré sme sa rozhodli hladat’ detekény limit pristroja bol

ovplyvneny niekol’kymi faktormi:

e Vyber na zdklade moznosti pristroja. Pristroj nedokdze analyzovat’ I'ahké prvky
S protonovym ¢islom menSim nez 11.

e NaSa dostupnost Vvramci chemicko-analytického laboratéria k vhodnym
chemikaliam.

e Zhladiska vyznamnosti prvkov aich zlucenin v zivotnom prostredi, pripadna

ekotoxicita.

TaktieZ bolo zamerom analyzovat’ o najviac prvkov, Vv ¢o najS$irSom rozpéti protdnovych

¢isel, aby mohli byt vzajomne porovnané detekcéné limity ,,lahSich a ,,taz8ich* prvkov.

4.2.2 Popis pripravy roztokov

Pre kazdy zo 14 prvkov bola pripravena sada kalibraénych roztokov s presne znamymi
koncentraciami, ktoré boli pripravené nasledovne: Na analytickych vdhach som navazili
navazku, pribliznu k vypocitanej navazke. Ta bola kvantitativne prevedena do cistej 100
ml odmernej banky, rozpustena v malom mnozstve destilovanej vody a nésledne bola

banka doplnena po rysku.

U pripravy  desatnasobne zriedenych roztokov sme postupovali nasledovne. Zo
zédkladného roztoku bolo (roztokom premytou) pipetou odobranych 10ml roztoku a
prevedenych do d’alSej odmernej banky, ktord bola nasledne doplnena destilovanou vodou

po rysku.
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Meranim roztokov bola zistend sada vysledkov- intenzit signélov, zavislych od

koncentracii skimaného prvku (analytu).

4.2.3 Pouzité chemikalie

Z niz8ie uvedenych chemikalii boli pripravené jednotlivé roztoky.

Dihydrogénfosfore¢nan amoénny (p. a.) NH4sH,PO,4

Siran amonny (p. a.) (NH4)2SO4
Chlorid amonny (p.a.) NH,4CI

Dusi¢nan draselny (p. a.) KNOs
Tetrahydréat dusi¢nanu vapenatého (p. a.) Ca(NO3),*4H,0
Nonahydrat dusi¢nanu chromnatého (p. a.) Cr(NO3),*9H,0
Nonahydrat dusi¢nanu zelezitého (p. a.) Fe(NO3)3*9H,0
Trihydrat dusi¢nanu med’natého (p. a.) Cu(NO3),*3H,0
Hexahydrat dusi¢nanu zino¢natého (p. a.) Zn(NO3),*6H,0
Bromid sodny (p. a.) NaBr
Tetrahydrat dusi¢nanu kademnatého (p. a.) Cd(NO3),*4H,0
Jodi¢nan sodny (p. a.) NalO3

Dusi¢nan barnaty (p. a.) Ba(NO3),
Dusi¢nan olovnaty (p. a.) Pb(NO3),
Kyselina dusi¢na 65% (p. a.) HNO3

4.2.4 Meranie intenzit

Samotné meranie intenzit signalov prebiehalo tak, ze cast’ pripraveného roztoku sa
previedla do plastovej kyvety, ktorej spodna strana je tvorena polyesterovou foliou Mylar
Film s hribkou 0,24mm. Cisty ¢as merania bol vo vietkych meraniach nastaveny na 100

sekund, mftvy cas tvoril priblizne 5 az 10 % casu ¢istého.

4.3 Postup vypoétu navazok meranych prvkov

Pri vypoéte navazky meranych prvkov sme vychadzali z molarnej hmotnosti zltc¢eniny. Po

priprave roztoku sme vypo¢itali realnu hmotovl koncentraciu z realnej navazky.

Vypocet navazky zluceniny:

mxyz = M]\;ilz * My (17)
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Kde myy, je hmotnost’ navazky zliceniny a my je hmotnost’ skimaného prvku v navazke (v

naSom pripade 1g)

Vypocet skuto¢nej hmotovej koncentracie zakladného roztoku:

myx

c= 7 (18)

Kde V je objem zakladného roztoku. Komplexna tabulka s vypocitanymi a realnymi

navazkami vSetkych meranych prvkov je uvedend v prilohe na konci préace.
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5 ZHODNOTENIE VYSLEDKOV A DISKUSIA

Limit detekcie bol pre vSetky skimané prvky stanoveny metodou kalibra¢nej priamky
(krivky). Koncentra¢na hodnota detek¢ného limitu bola spocitana z odhadu smerodajnej
odchylky a sklonu kalibra¢nej krivky podl'a vzorca 1 (LOD= 3,29c/k). V pripade, Ze pri
nulovej koncentracii analytu, teda slepom pokuse, vychéadzala nenulova intenzita, bol pre
tento analyt stanoveny detekény limit aj metodou slepého pokusu. V tomto pripade, bol za
rovnakych podmienok (napati a prudu), zmerany slepy pokus (destilovana voda) ato 10
krét.

5.1 Fosfor

Jednotlivé roztoky fosforu boli merané za tychto podmienok: napdtie: 10kV, prud: 25pA
a jednotlive intenzity su zaznamenané v tabul’ke 4. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 3 a vysledna hodnota limitu je 0,146 g/l.

Tab. 4 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentrécie fosforu.

roztok & Koncentréacia P [g/1] 11 12 13
1 10,0097 4713 4575 4560
2 2,5024 1152 1204 1302
3 1,0010 494 563 624
4 0,1001 176 234 206
5 0,0100 244 151 321
6 0,0010 164 155 244

slepy p. 0 213 199 132

Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany z grafu 3 a vysledna hodnota limitu je 0,1461 g/l.
Pre tento prvok boli podla vypocitaného limitu pripravené koncentracie: 2LOD ktorej
vysledok bol kladny, LOD s negativnou odpovedou a koncentracia 1/2LOD s taktieZ

negativnym vysledkom.

Tabulka 5 zaznamenava namerané intenzity signalov slepych vzoriek, teda destilovanej
vody, z ktorych bola vypocitana hodnota smerodajnej odchylky. Hodnota LOD bola
vypo&itana podla vzorca 13 (LOD = T +3c), a jeho hodnota je 370 [s]. Po prepocitani
tejto hodnoty cez rovnicu kalibra¢nej krivky dostavame hodnotu LOD v koncentracii 0,459

g/l, co by malo zodpovedat intenzite limitu detekcie.
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Tab. 5 Intenzity signalov fosforu, stanovenych slepym pokusom.

¢é. m. 1.

2. 3.

4.

5. 6. 7.

8.

9.

10.
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311 | 232

117

242 | 239 | 213

175

242

188

51,8

5000

4500 -
4000 -
©,3500

]
o
o
o

Intenzita signalu [s
= N N w
o O
o O
o O
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R2 =0,9985
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10 12

5.2 Sira

Obr. 3 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentracii fosforu.

Jednotlivé roztoky siry boli merané za tychto podmienok: napdtie: 10kV, prad: 16pA

a jednotlive intenzity su zaznamenané v tabul’ke 6. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 4 a vysledna hodnota limitu je 0,360 g/I.

Tab. 6 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie siry.

roztok ¢. Koncentréacia S [g/1] 11 12 13
1 9,9677 8886 | 8744 8811
2 10,0004 8690 | 8645 | 8586
3 7,5003 6484 | 6462 6478
4 5,0002 3883 | 3798 3703
5 2,4919 1740 | 1878 1911
6 0,9968 836 666 793
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Obr. 4 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentrdcii Siry.

Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany z grafu 4 a vysledna hodnota limitu je 0,3601 g/l.

Pre tento prvok bola podla vypocitaného limitu pripravend koncentracia: 2LOD ktorej

vysledok bol kladny, koncentracia LOD s pozitivnou odpovedou a koncentracia 1/2LOD s

negativnym vysledkom.

5.3 Chlor

Jednotlivé roztoky chléru boli merané za tychto podmienok: napétie: 10kV, prad: 16pA

a jednotlive intenzity su zaznamenané v tabul’ke 7. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 5 a vysledna hodnota limitu je 0,049 g/I.

Tab. 7 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentréacie chloru.

roztok ¢. Koncentracia Cl [g/1] 11 12 13
1 10,0020 20137 20062 20397
2 2,5005 5254 5459 5575
3 1,0002 2493 2596 2601
4 0,1000 854 831 882
5 0,0100 588 738 708
6 0,0010 848 641 758

slepy p. 0 687 676 834
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Obr. 5 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentrdacii chloru.

Tabulka 8 zaznamendva namerané intenzity signalov slepych vzoriek, teda destilovanej

vody, z ktorych bola vypoéitana hodnota smerodajnej odchylky. Hodnota LOD bola

vypogitana podla vzorca 13 (LOD = T +30), a jeho hodnota je 612 [s™']. Po prepocitani

tejto hodnoty cez rovnicu kalibra¢nej krivky dostavame hodnotu LOD v koncentracii 0,028

g/l, ¢o by malo zodpovedat’ intenzite limitu detekcie.

Tab. 8 Intenzity signélov chldru, stanovenych slepim pokusom.

. smerodajna
¢m.| 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. odchylka
Cl | 451 | 354 | 510 | 431 | 389 | 451 | 536 | 432 | 464 | 487 53,9
5.4 Draslik

Jednotlive roztoky draslika boli merané za tychto podmienok: napétie: 10kV, prud: 16pA

a jednotlivé intenzity su zaznamenané v tabulke 9. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 6 a vysledna hodnota limitu je 0,128 g/l.
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Tab. 9 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie draslika.

roztok ¢. Koncentracia K [g/1] 11 12 13
1 10,0314 21698 22063 21332
2 2,5079 9622 9740 9215
3 1,0031 7407 7511 7358
4 0,1003 5874 5968 5868
5 0,0100 5500 5647 5754
slepy p. 0 5514 5301 5778
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Obr. 6 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentracii draslika.

Tabulka 10 zaznamendva namerané intenzity signalov slepych vzoriek, teda destilovanej

vody, z ktorych bola vypocitana hodnota smerodajnej odchylky. Hodnota LOD bola

vypocitana podla vzorca 13 (LOD = T +30), a jeho hodnota je 6137 [s™]. Po prepoitani

tejto hodnoty cez rovnicu kalibraénej krivky dostavame hodnotu LOD v koncentracii 0,305

g/l, ¢o by malo zodpovedat’ intenzite limitu detekcie.
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Tab. 10 Intenzity signalov draslika, stanovenych slepim pokusom.

« smerodajna
ém.| 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. odchylka
K | 5879 (5770 | 5851 | 5839 | 5727 [ 5880 | 5895 | 5868 | 5822 | 5748 59,6

5.5 Vapnik

Jednotlivé roztoky vapnika boli merané za tychto podmienok: napétie: 10kV, prad: 16pA
a jednotlivé intenzity su zaznamenané v tabul’ke 11. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany
z grafu 6 a vysledna hodnota limitu je 0,043 g/l.

Tab. 11 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie vapnika.

roztok ¢. Koncentracia Ca [g/1] 11 12 13
1 9,9244 24073 23989 24104
2 2,4811 5986 6172 6038
3 0,9924 2675 2837 2811
4 0,0992 564 617 611
5 0,0099 508 344 397
6 0,0010 523 385 368
slepy p. 0 452 587 335
30000
— 25000 1 y = 2362,8x + 375,9
& R2 = 0,9999
= 20000
=
5
= 15000
S
N 10000
3
c
— 5000
0
0 2 4 6 8 10 12
Koncentracia vapnika [g/l]

Obr. 7 Kalibracnad priamka, zavislost intenzity na koncentrdcii Vapnika.

Tabulka 12 zaznamenava namerané intenzity signalov slepych vzoriek, teda destilovanej

vody, z ktorych bola vypocitana hodnota smerodajnej odchylky. Hodnota LOD bola
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vypo&itana podla vzorca 13 (LOD = T +3c), a jeho hodnota je 617 [s™']. Po prepocitani
tejto hodnoty cez rovnicu kalibracnej krivky dostivame hodnotu LOD v koncentrécii
0,4594 [g/l]. Po prepocitani tejto hodnoty cez rovnicu kalibracnej krivky dostavame

hodnotu LOD v koncentracii 0,102 g/l, ¢o by malo zodpovedat intenzite limitu detekcie.

Tab. 12 Intenzity signalov vapnika stanovenych slepim pokusom.

. smerodajna
ém.| 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. odchylka
Ca | 506 | 407 | 410 | 407 | 424 | 452 | 437 | 442 | 497 | 404 37,1

5.6 Chrém

Jednotlivé roztoky chromu boli merané za podmienok: napétie: 10kV, prud: 14pA
a jednotlive intenzity su zaznamenaneé v tabul’ke 13. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 6 a vysledna hodnota limitu je 0,093 g/I.

Tab. 13 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie chrému.

roztok ¢&. koncentréacia Cr [g/l] 11 12 13
1 10,1291 43130 | 43137 43128
2 2,5323 11598 | 11695 11408
3 1,0129 4893 4950 4894
4 0,1013 536 555 600
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5.7 Zelezo

Obr. 8 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentrdcii chrému.

Jednotlivé roztoky zeleza boli merané za tychto podmienok: napétie: 10kV, prad: 14pA

a jednotlivé intenzity su zaznamenané v tabul’ke 14. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 9 a vyslednd hodnota limitu je 0,169 g/I.

Tab. 14 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie Zeleza.

roztok &. koncentracia Fe [g/1] 11 12 13
1 10,0214 42863 43045 42971
2 2,5054 12586 12895 12756
3 1,0021 5516 5465 5354
4 0,1002 758 808 771
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Obr. 9 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentracii zeleza.

5.8 Med

Jednotlive roztoky medi boli merané za tychto podmienok: napétie: 45kV, prud: 3uA
a jednotlive intenzity su zaznamenaneé v tabul’ke 15. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 10 a vysledna hodnota limitu je 0,101 g/l.

Tab. 15 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie medi.

roztok ¢. koncentrécia Cu [g/l] 11 12 13
1 9,9813 48390 48145 48116
2 2,4953 13344 13076 13382
3 0,9981 5455 5535 5570
4 0,0998 523 556 534
5 0,0100 31 41 30
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Obr. 10 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentrdcii medi.
5.9 Zinok

Jednotlive roztoky zinku boli merané za tychto podmienok: napdtie: 15kV, prad: 4uA
a jednotlive intenzity su zaznamenaneé v tabul’ke 16. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 11 a vysledna hodnota limitu je 0,193 g/l.

Tab. 16 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie zinku.

roztok &. | koncentracia Zn [g/l] 11 12 13
1 10,0673 62816 62229 62758
2 2,5168 18009 17886 17591
3 1,0067 7545 7652 7673
4 0,1007 643 628 865
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5.10 Brom

Obr. 11 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentrdcii zinku.

Jednotlive roztoky bromu boli merané za tychto podmienok: napétie: 45kV, prud: 2uA

a jednotlivé intenzity su zaznamenané v tabul’ke 17. Sklon kalibraénej krivky bol od¢itany
z grafu 12 a vysledna hodnota limitu je 0,122 g/l.

Tab. 17 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie bromu.

roztok ¢&. koncentracia Br [g/1] 11 12 13
1 9,9913 114298 | 114699 | 114966
2 2,4978 32157 30560 32006
3 0,9991 12634 12765 12905
4 0,0999 1363 1326 1371
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Obr. 12 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentracii bromu.
5.11 Kadmium

Jednotlivé roztoky kadmia boli merané za tychto podmienok: napatie: 45kV, prad: 4pA

a jednotlive intenzity su zaznamenaneé v tabul’ke 18. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 13 a vysledna hodnota limitu je 0,198 g/I.

Tab. 18 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie kadmia.

roztok ¢. koncentracia Cd [g/l] 11 12 13
1 10,1409 42486 40864 38223
2 2,535225 14377 14146 13860
3 1,01409 6351 6816 6035
4 0,101409 1923 1842 1975
5 0,010141 1374 1353 1317
6 0,001014 1248 1482 1230

slepy p. 0 1373 1344 1338
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Obr. 13 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentracii kadmia.

Tabul'ka 19 zaznamendva namerané intenzity signalov slepych vzoriek, teda destilovanej
vody, z ktorych bola vypocitana hodnota smerodajnej odchylky. Hodnota LOD bola
vypo¢itana podla vzorca 13 (LOD = T +30), a jeho hodnota je 1599 [s™]. Po prepo¢itani
tejto hodnoty cez rovnicu kalibra¢nej krivky dostavame hodnotu LOD v koncentracii 0,055

g/l, co by malo zodpovedat’ intenzite limitu detekcie.

Tab. 19 Intenzity signalov stanovenych slepim pokusom.

em | |2 |3 | a|s |6 | 7| s | o |10 | Smerodana
odchylka
cd | 1363 | 1141 | 1275 | 1006 | 1154 | 1380 | 1358 | 1174 | 1149 | 1296 123,2

5.12 Jod

Jednotlive roztoky jodu boli merané za tychto podmienok: napatie: 45kV, prud: 4uA
a jednotlivé intenzity si zaznamenane v tabulke 20. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 14 a vysledna hodnota limitu je 0,427 g/l.
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Tab. 20 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie jodu.

roztok ¢. [ koncentrécia | [g/1] 11 12 13

1 10,0950 11885 11861 11706

2 9,9987 11290 11025 11265

3 7,499025 8473 8134 8677

4 4,99935 5166 5445 5711

5 2,5238 3243 3030 3074

6 1,0095 1231 1232 1316

14000
12000 +
— 10000 +
&2,
> 8000 -
NG
c
2 6000 -
wn
I y =1131.3x + 29.811
‘N 4000 - R2 =0.9942
3
< 2000 -
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Koncentracia jodu [g/l]
Obr. 14 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentrdcii jodu.
5.13 Barium

Jednotlive roztoky baria boli merané za tychto podmienok: napétie: 45kV, prad: 5uA

a jednotlivé intenzity si zaznamenane v tabulke 21. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 15 a vysledna hodnota limitu je 0,391 g/l.
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Tab. 21 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie baria.

roztok ¢. koncentracie Ba [g/1] 11 12 13
1 10,0011 3692 3276 3531
2 7,500825 2581 2596 2586
3 5,00055 1616 1656 1652
4 2,5003 764 976 890
5 1,0001 337 231 258
4000 -+
3500 -
3000 -
Tﬂ. 2500 +
=
2 20001 y = 356.08x - 80.869
2 R2 = 0.9933
i 1500 H
N
& 1000 -
£
500
O T T
0 2 4 10
-500 - L .
Koncentracia baria [g/l]
Obr. 15 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentracii baria.
5.14 Olovo

Jednotlive roztoky olova boli merané za tychto podmienok: napétie: 45kV, prad: 2uA

a jednotlivé intenzity su zaznamenané v tabul’ke 22. Sklon kalibra¢nej krivky bol od¢itany

z grafu 16 a vysledna hodnota limitu je 0,112 g/l.
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Tab. 22 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie olova.

roztok ¢. | koncentrécia Pb [g/l] 11 12
1 9,7222 53744 54164 53942
2 2,4306 15809 16143 15888
3 0,9722 6631 6845 6434
4 0,0972 653 688
5 0,0097 74 80
6 0,0010 43 45

slepy p. 0 39 45

y =-138.89x? + 6897.2x + 21.507
Rz2=1

4
Koncentracia olova [g/1]
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8

12

Obr. 16 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentracii olova.

Tabulka 23 zaznamenéva namerané intenzity signalov slepych vzoriek, teda destilovanej

vody, z ktorych bola vypocitana hodnota smerodajnej odchylky. Hodnota LOD bola

vypocitana podla vzorca 13 (LOD = T +30), a jeho hodnota je 51 [s?]. Po prepocitani

tejto hodnoty cez rovnicu kalibraénej krivky dostavame hodnotu LOD v koncentracii 0,004

0/l, ¢o by malo zodpovedat’ intenzite limitu detekcie.

Tab. 23 Intenzity signalov olova stanovenych slepim pokusom.

em | 1 2.l 3. | 4 | s |6 | 7| 8 | o | 10 | Smerodana
odchylka
Pb | 40 | a1 | a1 | a8 | a2 | a3 [ 37 | 37 | a3 | 43 32
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5.15 Diskusia k vysledkom

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace sa Ciastoéne preukazalo, ze u tohto typu
spektrometru sa so zvySujicim proténovym ¢islom, raddovo zvysuje aj odhad smerodajnej
odchylky nameranych intenzit. Co sa tyka podmienok, za ktorych boli jednotlivé vzorky
merané (napétie a prad privadzané do rontgenky), pre kazdy analyt boli stanovené zvlast'.
Dovodom je minimalizacia Sumu pozadia - spravidla plati, ze ¢im je protonové ¢islo prvku
vyS$§ie, tym je napdtie vysSie a prud niz$i. Z nameranych a vypocitanych udajov je mozné

vypozorovat’ niekol'’ko malo savislosti.

Najnizsie detekéné limity vypocitané kalibracnou priamkou boli u prvkov 'ahsich ato
chléru, vapniku a chromu. U prvych dvoch limitna koncentracia nepresiahla hodnotu 0,05
gramov analytu na liter roztoku, u tretieho limit nepresiahol hodnotu 0,01 g/l. Komplexna
tabul'ka s vypocitanymi detekénymi limitmi vSetkych meranych prvkov je uvedena

v prilohe na konci préace.

Najvyssie detek¢éné limity stanovené pomocou metddy kalibraénej priamky, boli ndjdené
u prvkov s podstatne vys$im protonovym ¢&islom, s3l a ssBa maju svoje detekéné limity pre
rontgenflorescenény spektrometer pri koncentracidch okolo 0,4 gramu na liter roztoku.

Pomerne vysoky detekény limit bol vypocitany aj pre siru (0,36 g/l).

Stanovenie detekéného limitu pomocou metddy slepého pokusu prebehlo len u Siestich
prvkov a to fosforu, chléru, drasliku, vapniku a kadmia. Pri merani slepych pokusov tychto
prvkov, pristroj vyhodnotil pritomnost’ prvku s nenulovou a teda faloSnou intenzitou.
Najniz§ia intenzita 50 s a aj koncentracia (0,004 g/1) detekéného limitu bola stanovena
uprvku snajvy$sim protonovym c¢islom znaSej skupiny prvkov asice uolova gHg.

Najvyssia hodnota LOD bola vypocitana pre fosfor (0,459) g/l.
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ZAVER

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace som sa pokusil stanovit’” detekéné limity
energeticky disperzného, rontgenflorescenéného spektrometru pre 14 prvkov vo vzorke
svodnou matricou. Praktické overenie dvoch vypocitanych limitov detekcie (fosforu
asiry) potvrdzuje, Ze tato koncentracia je hranicou medzi ,,najdenim* a ,,nenajdenim®
detegovaného prvku. U fosforu bol pri limitnej koncentracii vysledok merania negativny,
usiry zas pozitivny. Limit detekcie je iraciondlne Cislo, ktorého presnd hodnotu nikdy
nestanovime. DoOvodom je nepresnost’ pripravy vzorku achyba merania. Avsak
v praktickych situacidch si vysta¢ime aj s pribliznou hodnotou. Vyrobcovia tohto
konkrétneho pristroja udévaji detekéné limity bez definovanych podmienok merania a

druhu matrice vzorku.

Uvedené vypocty a vysledky merania mozu d’alej posluzit’ pri merani realnych vzoriek

s vodnou matricou.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

XRF
LOD
LOQ
LLOQ
LOB
LLD
ILD
SIN
ICH
AOAC
USP
IUPAC

US FDA

(¢

Rontgenfluorescenéna (X-ray fluorescence)

Limit detekcie (limit of detection).

Limit kvantifikécie / determinécie (limit of quantification).
Najnizsi limit kvantifikacie

Limit slepého pokusu (limit of blank).

Spodny limit detekcie (lowest limit of detection).
Pristrojovy limit detekcie (instrumental limit of detection)
Metdda stanovenia limitu pomerom signalu a sumu (signal to noise ratio)
International Conference on Harmonisation

Association of Analytical Communities

United States Pharmacopoeia

International Union of Pure and Applied Chemistry

Foods and Drugs Administration

smerodajna odchylka
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8 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentracii chromu.
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13 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentracii kadmia.
14 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentracii joédu.
15 Kalibracna priamka, zavislost intenzity na koncentracii baria.

16 Kalibracna krivka, zavislost intenzity na koncentracii olova.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

ZOZNAM TABULIEK

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
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Tab.
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24 Porovnanie charakteristik LOD podla svetovych chemickych organizacii.
25 Porovnanie charakteristik LOQ podla svetovych chemickych organizacil.
26 Limity detekcie a kvantifikacie

27 Namerané intenzity pre jednotliveé koncentracie fosforu.
28 Intenzity signalov fosforu, stanovenych slepym pokusom.
29 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie siry.

30 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentrécie chléru.
31 Intenzity signalov chléru, stanovenych slepim pokusom.
32 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentréacie draslika.
33 Intenzity signalov draslika, stanovenych slepim pokusom.
34 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentrécie vapnika.
35 Intenzity signalov vapnika stanovenych slepim pokusom.
36 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie chromu.
37 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentrécie Zeleza.
38 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentréacie medi.

39 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie zinku.

40 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie bromu.
41 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie kadmia.
42 Intenzity signalov stanovenych slepim pokusom.

43 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentréacie jodu.

44 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie béaria.

45 Namerané intenzity pre jednotlivé koncentracie olova.

46 Intenzity signalov olova stanovenych slepim pokusom.
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P I Tabulka navazok zlucenin, koncentracii skimanych prvkov a ich detekénych limitov

vypocitanych z kalibra¢nej priamky



PRILOHAP I: TABUEKA NAVAZOK ZLUCENIN, KONCENTRACII SKUMANYCH PRVKOV A ICH

DETEKCNYCH LIMITOV VYPOCITANYCH Z KALIBRACNEJ PRIAMKY

Molarna Molarna Jeqen grlam . Realne Realne
. . IV , , | skimaného . .| Skutocénd L.
Skimany | Vybrana zlucenina hmotnost | hmotnost Skutoénd , . konc. pre | koncentracia
, . . . ] prvku vo . koncentracia
prvok pre skimany prvok vybranej |skimaného . navazka . medz pre medz
A vybranej roztoku ¢.1 . .
zluc¢eniny prvku AV detekcie detekcie
zlucenine
znacka vzorec M, [g/mol] | M, [g/mol] | navazka [g] [g] [g/dm?] [g/dm?] [mmol/dm?]

1. 15P NH4H,PO, 115,0563 | 30,973762 3,7146 3,7182 10,0096 0,146 4,718
2. 165 (NH4),S0, 132,1406 32,066 4,1209 4,1076 9,9677 0,360 8,725
3. 17Cl NH,CI 53,4912 35,4527 1,5088 1,5091 10,0020 0,049 1,387
4, 19K KNO; 101,10324 | 39,0983 2,5859 2,594 10,0314 0,128 3,283
5. »Ca Ca(NO3),*4H,0 236,149 40,078 5,8922 5,8477 9,9244 0,043 1,069
6. 2Cr Cr(NOs),*9H,0 338,1435 51,9961 6,5032 6,5872 10,1291 0,093 1,789
7. s6Fe Fe(NO3);*9H,0 403,99734 55,847 7,2340 7,2495 10,0214 0,169 3,028
8. 20CU Cu(NOs),*3H,0 241,6023 63,546 3,8020 3,7949 9,9813 0,101 1,582
9. 30ZN Zn(NOs3),*6H,0 297,49156 65,39 4,5495 4,5801 10,0673 0,193 2,950
10. 35Br NaBr 102,89377 79,904 1,2877 1,2866 9,9913 0,122 1,522
11. 45Cd Cd(NOs),*4H,0 308,482 112,411 2,7442 2,7829 10,1409 0,198 1,765
12. sl NalO; 197,89244 | 126,90447 1,5594 1,5742 10,0950 0,423 1,093
13. scBa Ba(NOs), 261,33688 | 137,327 1,9030 1,9426 10,2080 0,391 1,984
14. s2Pb Pb(NO3), 331,20988 207,2 1,5985 1,5541 9,7222 0,112 0,540
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