CZASOPISMO INZYNIERII LADOWEJ, SRODOWISKA | ARCHITEKTURY
JOURNAL OF CIVIL ENGINEERING, ENVIRONMENT AND ARCHITECTURE

JCEEA, t. XXXII, z. 62 (3/1/15), lipiec-wrzesien 2015, s. 123-138

Ewa ILBA®
Grzegorz P. KASPRZYK?

WYKORZYSTANIE PRZEDZIALU UFNO SCI
KRZYWEJ KALIBRACYJNEJ DO OSZACOWANIA
GRANICY WYKRYWALNO SCI

| OZNACZALNO SCI MIEDZI W METODZIE FAAS

W pracy wykorzystano nowe metody obliczeniowe wykstywane do wyzna-
czania wartéci granic wykrywalnéci (LOD) i oznaczalnfci (LOQ), zalecane
przez m¢dzynarodowe organizacje normalizacyjne IUPAC i AC8,0dnaczenia
sladowych ilgci miedzi w metodzie FAAS. We wprowadzeniu przedsiao
podstawy teoretyczne standardowych metod statysygtz(SAL, SA2) wykorzy-
stywanych do obliczania granic wykrywakod (LOD) i oznaczalnéci (LOQ), jak

i nowe metody (ULAL, ULA2) wykorzystage przedziat ufnéci krzywej kalibra-
cyjnej. W celu poréwnania metod wyznaczania LOBDQ w czs$ci eksperymen-
talnej przeprowadzono serie oznacraiedzi w metodzie ptomieniowej atomowe;j
spektrofotometrii absorpcyjnej w zakresiezsfi 0,0-1,0 mg/L. Obliczenia dla da-
nych eksperymentalnych wykonane zgodnie z metodplmgjsanych technik, po-
zwolity na uzyskanie zhibnych wartéci granic oznaczalrsoi i wykrywalnasci
miedzi w metodzie FAAS na poziomie odpowiedniolgfL (LOD) i 80-100ug
Cu/L (LOQ) dla wszystkich stosowanych metod. Wynikiyskane dla metod sto-
sowanych w pracyaszgodne z danymi literaturowymi.

Stowa kluczowe: granica wykrywalnéci, LOD, granica oznaczaléa , LOQ,
ptomieniowa spektrofotometria absorpcyjna, oznaezéadoéw miedzi, FAAS

1. Wprowadzenie

1.1. Granica wykrywalnaosci i oznaczalndéci metody

Cechy charakterystyczn kazdej ilosciowej metody analitycznejasnaj-
mniejsze ildéci substancji, ktére magby¢ wykryte lub ilgsiciowo oznaczone
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z zalozonym poziomem ufriei. Obie te wielkéci okreslane g odpowiednio
jako granica wykrywalnosci orazgranica oznaczalnéci danej procedury ana-
litycznej. Wielkdici te definiowane gnasgpujaco [1]:

Granica wykrywalnosci (ang. LOD - limit of detection) jest jako najmniej
sze s¢zenie (lub ilg¢) substancji madiwe do wykrycia za pomagcdanej metody
analitycznej z okrdonym prawdopodobiestwem.

Granica oznaczalndci (ang. LOQ - limit of quantification) jest jako Raj
mniejsze stzenie (lub il@¢) substancji madiwe do ilosciowego oznaczenia za
pomoa danej metody analitycznej z oklenym prawdopodobigstwem.
Zgodnie z definicj IUPAC [2,3] granica wykrywalnei LOD w ujeciu staty-
stycznym w domenie sygnatowej peoby¢ wyrazona rownaniem:

Yp = Hp + kp * 0p (1)
gdzie:
yp — wart@g¢ sygnatu analitycznego odpowiagiegmu granicy wykrywalniei
metody,

Mp — Warté¢ oczekiwana sygnatu dla tlélépej proby),
op — odchylenie standardowe sygnatu odpowigaanuslepej probie.

Przyjmupc zat@enie, ze wart@¢ sygnatu analitycznego ma rozktad nor-
malny dla duej préby wartéci pb oraze, mogs by¢ przyblizone odpowiednio
przez warté¢ sredni sygnatu dla ttgy, oraz odchylenie standardowe préhy
Wowczas wyraenie definiujce granie oznaczalnéci (1) w domenie sygnato-
wej przyjmie post&

Yp = Vp +kp *sp (2)
gdzie:
Yo — wart@¢ sygnatu analitycznego odpowiagiegmu granicy wykrywalriei
metody,

yp —$rednia warté¢ sygnatu dialepej proby,

sp — odchylenie standardowe sygnatu odpowigmanuslepej probie,

kp- wspotczynnik dla LODk, = 3.

W sposéb analogiczny moa zdefiniowd wartas¢ sygnatu dla granicy ozna-
czalngci:

Yo =V t ko *sp 3
gdzie:
Yo — wart@é sygnatu analitycznego odpowiagegmu granicy oznaczaléw
metody,

¥, —$rednia warté¢ sygnatu dlalepej proby,
sp — odchylenie standardowe sygnatu odpowigmanuslepej probie;
kq- wspotczynnik dla LOGk, = 10.
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Zgodnie z rownaniami (2) i (3) za graaiwykrywalnasci i oznaczalnéci meto-
dy analitycznej uznaje gistzenie analitu dla ktérego wakm sygnatu anali-
tycznego ¥ , Yo roznia sig od sygnatu zarejestrowanego dla probki gestiu
zerowym yb o wielokrotni@ odpowiednio k i kq odchylenia standardowego
wyznaczonego dla tta.

W praktyce przyjmuje siwartasci wspoétczynnika k=3 dla granicy wy-
krywalndsci (LOD) oraz warté¢ ko=10 dla granicy oznaczalfm (LOQ).

Yp = Vb + 3 *sp 4)
yq=Yp+10*sy (5)

Przyjecie wartdgci wspotczynnika k=3 dla granicy oznaczalda oznaczaze
istnieje niewielkie prawdopodohistwo popetnienia bHu | rodzaju (0,135%
prawdopodobigstwo ze warté¢ sygnatu dla tta przekroczy waétoLOD). Jed-
noczenie warté¢ wspotczynnika k=3 oznaczaze prawdopodobiestwo bbdu

Il rodzaju (uznania rzeczywistego sygnatu dla prébkniezerowym stzeniu
za sygnat dla tla) jest bardzo wysokie p880%. Schematycznie zostato
to przedstawione poigj.

LOD LOQ

Rys. 1. Prawdopodohistwo bkdu | rodzaju dla granicy decyzjipk3
w domenie sygnatowej

Fig. 1. Probability of type | error for kd=3 dedisilimit in signal domain

Z tego powodu w literaturze [5-7] sugerowaneng/zsze wartéci wspot-
czynnika dla granicy wykrywalrci w zakresie Kk =3-6, (l =6 odpowiada
jednakowemu prawdopodolagtwu popetnienia ktu | i 1l rodzaju) oraz war-
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tos¢ ko=10 dla granicy oznaczalfm. Zostato to schematycznie przedstawione
na rysunku pomej.

0 VD V1 Yo
analit zakres wykrywalnosci zakres oznaczalnosci
nieoznaczony analitu analitu
4 >4 > ¥
0 by 30y ™6 Oy HyT10 oy

Rys. 2. Granice tiych obszaréw (wykrywalrigi i oznaczalnéci) w domenie sygnatowej
Fig. 2. Boundaries of different regions in signaihin

1.2. Granica wykrywalnosci i oznaczalndci w metodzie standardowej

W praktyce laboratoryjnej postugujemy szeczywistymi wartéciami gra-
nic wykrywalnaci i oznaczalnéci wyrazonymi w jednostkach stenia, nie z&
wartcsciach sygnatu analitycznego. Rzeczywiste wéaitgranic wykrywalnéci
i oznaczalnéci oblicza s¢ z rbwna regresji odwrotnej.

W przypadku najcgciej wykorzystywanego w praktyce modelu liniowego,
zaleznos¢ miedzy wartéciami LOD w domenie sygnatowey/f,p), a rzeczywi-
stymi wartgciami granicy wykrywalnéci wyrazonych w jednostkach gtenia
cLop Mazna przedstawiréwnaniem (6) oraz analogiczne dla granicy ozrlacza
nosci LOQ (cppq ) rwnaniem (7)

Yiop = Yp = bo + by * cLop (6)
oraz

YLog = Yo = bo + b1 * CLog (7
gdzie:

Yo, Yo — Wartd¢ sygnatu analitycznego odpowiagleg granicy wykrywalngci i
oznaczalnéci metody,

bo, by - wspétczynniki modelu kalibracyjnego,

CLops CLog - Wartdci skzen analitu dla LOD i LOQ.

W niniejszej pracy przyjo, ze dla metody standardowej SAdednia war-
tos¢ sygnatu dla ttay, = by, jednoczénie wprowadzono uproszczony zapis
wartasci granic wykrywalnéci c,op = LOD i 0znaczalnéci ¢, = LOQ.
Korzystapc wczeniejszych definicji LOD (4) i LOQ (5) oraz zapisuzigwych
kalibracyjnych w postaci réwma(6) i (7), odpowiednie warfgi granic wykry-
walndsci i oznaczalnéci w domenie stzeniowej mana obliczy korzystajc
z rbwna regresji odwrotnej:
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Podsumowujc klasyczna metoda obliczania granicy wykrywatio
i oznaczalnéci (ang. SA — standard approach) oparta jest nigmgsgcych zato-
zeniach [8]:

(1) przyjmuje s§, ze rozktad statystyczny wynikow ditepej proby jest rozkia-
dem normalnym,

(2) obliczenia wykonuje sidla duej préby R>30, co pozwala przy¢ zataze-
nia:

Yb = Up Orazs, = op,

(3) przyjmuje st (metoda SAl}e srednia warté¢ sygnatu dla tlay, = by,

(4) wszystkie punkty ey doktadnie na krzywej kalibracyjnej, a parametry-mo
delu kalibracyjnego fi by nie $ obarczone lgdem.

W praktyce laboratoryjnej povigze warunki nie gsspetnione ze wzgtu
na wykonywanie pomiaréw dla matych serii pomiarotvydlatego wartei
liczbowe LOD i LOQ obliczone metoda klasyazmog by¢ oszacowane nie-
wiasciwie (zbyt mata préba). W kolejnym rozdziale opigazostanie metoda
oparta na przedziale ufém krzywej kalibracyjne;j.

1.3. Zaawansowana metoda szacowania granica wykrgmosci
i 0znaczalndci oparta na przedziale ufndci krzywej kalibracyjnej
(ULA)

Standardowa metoda szacowania granic wykrywaind oznaczalnéci
wymaga zarejestrowania wielu powtdiizella slepej proby, a ponadto nie
uwzgkdnia niepewngci zwigzanej z konstruowaniem krzywej kalibracyjnej.

W codziennej praktyce laboratoryjnej dto rejestrowanych pomiaréw
na podstawie ktérych obliczagsgranice LOD, LOQ i tworzy sikrzywa kali-
bracyjg jest ograniczona. W rezultacie niespetnienie wiabun dla metody
standardowej mae powodowa niewtaciwe oszacowanie waro granic ozna-
czalngci.

Biorgc pod uwag powyzsze ograniczenia stosowanych metogdnynaro-
dowe organizacja normalizacyjna IUPAC zaleca wykstanie metod opartych
na przedziale ufrigi krzywej kalibracyjnej (ang. Upper Limit Approath. A).

W zaproponowanej metodzie (ULA) granice wykrywaltia oznaczalno-
§ci oszacowuje si na podstawie warfoi gornej granicy przedziatu ufgad
krzywej kalibracyjnej y w postaci réwnania:

yy = J(co) + t(v,a)s (10)
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gdzie:

yy—odpowiada wartwi gornego przedziatu ufdoi krzywej kalibracyjnej w
punkcie g,

¥(cy) — wartd@é sygnatu analitycznego wyznaczona na podstawie laddsgi-
bracyjnego w punkcieyc

t(v, a)- wartas¢ z rozktadu t-Studenta dla przedziatu uftiax=0,99 ,

v - liczba stopni swobody =n —m ,

m - liczba parametrow modelu kalibracyjnego,

(ULAL1 m=1, y=hb*c; ULA2 m=2, y=hytb,*c),

s- odchylenie standardowe dla wszystkich punkt&ywej kalibracyjnej.

Wartas¢ s wyznacza gize wzorow (11) i (12):

1 n
s=S,, |1+—+(cog—T)?%/ (ci—c_)zl (11)
e |14+ o Z
oraz:
[zl (i = yl)z i [zl 1(yl 92" 12)
gdzie:

Sy~ resztowe odchylenie standardowe dla krzywej katiginej (RSD),
y;- warta¢ sygnatu y;- wartas¢ funkcji modelowej,
n- catkowita ilg¢ pomiaréw dla krzywej kalibracyjnej i tta,
m- liczba stopni swobody,
¢ - srednie stzenie dla krzywej kalibracyjnej,

- sezenie dla analitu dlélepej proby (tta).

Poniewa wartcgs¢ LOD i LOQ obliczana jest na podstawie sygnatu kays

nego dla tta a wt ¢ =0 wiec y(cy) = by rownanie (10) i (11) przyjmajpo-
stec:

Yy = by +t(v,a)s (13)

S = Sy

1 +%+C_‘2/ZI(CL- —5)2] (14)

co odpowiada wartei dla gornej granicy przedziatu ufie dla G:
1/2

1 +%+C_2/Z(ci —5)2] (15)

i=1

Yu = by +t(v, a)syx
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Ostatecznie wartgi sygnatdow analitycznych odpowiadaym granicom wy-
krywalngici i oznaczalnéci (LOD i LOQ w domenie sygnatowej) oblicza gie

WZOrow:
1/2

1+ % + C_'Z/Z(Ci - 5)2] (16)

i=1

Yiop = Yp = bo + t(v,@)syy

1/2

1 +%+C_2/Z(ci —5)2] (17)

i=1

YiogQ = Yo = bo + 3t(v,a)sy

Korzystapc z wczéniejszych réwna krzywych kalibracyjnych w postaci row-
nan (6) i(7) odpowiednie warksi granic wykrywalnéci i oznaczalnfci

w domenie stzeniowej obliczamy ze wzordéw zbbnych do metody standardo-
wej:

—b, t(v,a)s kYLaZg
LOD = YLoD 0 — ( ) yx " B(n) — D Cyx (18)
b, b, by
—b 3t(v,a)s kY42
LOQ=YLO% 0 — ( s ) VX B( ) Q - VX (19)
1 1 1
_ 1 _1/2
gdzie B(n) = |1+ +22/ T (c; — )?] (20)

KUL42 = (v, a) * B(n) kg% = 3« t(v,a) * B(n)

Dla modelu kalibracyjnego y=bl*c (metody ULA1) ogtdnie standardowe s
z definicji danej wzorem (21) ktore dla tta &0) ulega dalszemu uproszczeniu.

n
1 +§2/2 c?
i=1

Wartasci sygnatow odpowiadage granicy wykrywalngci i znacznéci dla me-
tody z jednym parametrem (ULA1) upraszazsig do zalenosci:

S = Syx = Syx (22)

Yiop = Yp = t(V, @)Syx (22)

Yiog = Yo = 3t(V,@)sy (23)

Biorgc pod uwag jednoparametryczny model krzywej kalibracyjnej diatody
ULA1 w postaci :

Yiop =Yp = b1 * Crop (24)
oraz
Yoo = Yo = by * CLoqQ (25)
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Wartcici odpowiednich granic wykrywaldoi i oznaczalnéci w jednostkach
stezenia obliczaneasze wzorow:

t(v, kULAl
LOD = YLoD — (V a)syx — D Syx (26)
by by by
3t , kULAl
L0Q = yLoq _ 3t(v, @)syx _ kg™ Syx 27)
by by by

Gdzie wartéc¢ s,, dla modelu jedno parametrycznego (m=1) wyznacganai
podstawie rownania (28):

_ B0 - 907 28)

s
yx n—1

Podobnie jak standardowa metoda szacowania gramitgczalnéci (SA), row-
niez nowa metoda gornej granicy przedziatu dfokrzywej kalibracyjnej
(ULA, ang. Upper Limit Approach), oparta jest ndozaniach:

1. metoda wykorzystuje rozklad t-Studenta, a w&rt8o;, zastpowana jest
przez wartéci t(v,a)s, dla liczby stopni swobody i zadanego przedziatu
ufnosci w odr&nieniu od metody standardowej SA1, wykorzystanizkhadu
t-Studenta, pozwalana na obliczenia obu granic LODQ zaréwno dla ma-
lej ilosci pomiarow dla krzywej kalibracyjnej i ttan <30 jak i duych zbio-
réw danych kalibracyjnych,

2. metoda pozwala na wykorzystanie modelu linioweggednym y = h*c
(ULA1) lub dwoma parametrami y 5 b bi*c, (ULA2),

3. obliczenia uwzgldniajg niepewné¢ zwigzarg z 0szacowaniem parametrow
(b, by) krzywej kalibracyjnefy i sp1 -

4. dla krzywej kalibracyjnej zbudowanej z rownoodlettypunktowAc = const,
oszacowanie wargoi LOD i LOQ upraszczasido prostej operacji matematycz-
nej z wykorzystaniem parametrdff"4 i kg4 zestawionych w tablicach 1i 2.

Przedstawione w niniejszym rozdziale metody szaomavavartéci LOD
i LOQ dla metod opartych o g&mgranice przedziatu ufdoi sa nieco bardziej
zaawansowane obliczeniowo. W metodach ULAL i ULAZpfzypadku zacho-
wania warunku (4) przy konstruowaniu krzywej kadibyjnej), obliczanie obu
granic mana znacznie upéci¢ korzystajc ze stabelaryzowanych wadtd
t(v, o) oraz wspoétczynnikow B(n).

Wyliczone wspétczynniki pozwalajtatwe obliczenie wartei LOD i LOQ
w metodach ULAL i ULA2.

W tym przypadku oszacowanie upraszczadsi prostej operacji matema-
tycznej z wykorzystaniem parametrdff“4 i ky“4 zestawionych w tabelach 1
i 2 oraz danych modelu (paramet) braz odchylenia standardowegg )sizy-
skanych dla krzywej kalibracyjne;.
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Wartasci wspétczynnikowk g4, kg4t oraz k4%, kgt4? obliczone dla
przedziatu ufnéci 100(1e)=99 % zestawiono w tablicach 1 i 2 (porownaj prace
[9][10]).

W celu obliczenia rzeczywistych wastd granic oznaczalrgoi i wykry-
walnasci metali cezkich przedstawionymi metodami SA i ULA, weEi ekspe-
rymentalnej wykonano dwie serie pomiarowe dladowych ilgci miedzi
w metodzie ptomieniowej spektrofotometrii absorpeyj(FAAS).

Tabela 1. Wartri wspoétczynnikéw ki kg dla metody jednoparametrycznej ULAL oraz parame-
try pomocnicze C(n) i B(n)

Table 1. Values ofki kq coefficients for ULA1 method and some auxiliarygraeters C(n) i B(n)

v ULA1 model y=Rhc; t(v;a); v=n-1;0=0,99
n v=n-1 t(v;0,99) =k YLAL kAt
2 1 31,821 95,463
3 2 6,965 20,895
4 3 4,541 13,623
5 4 3,747 11,241
6 5 3,365 10,095
7 6 3,143 9,429
8 7 2,998 8,994
9 8 2,897 8,691
10 9 2,821 8,463
11 10 2,764 8,292
12 11 2,718 8,154
13 12 2,681 8,043
14 13 2,65 7,95
15 14 2,624 7,872
16 15 2,602 7,806
17 16 2,583 7,749
18 17 2,567 7,701
19 18 2,552 7,656
20 19 2,539 7,617
21 20 2,528 7,584
22 21 2,518 7,554
23 22 2,508 7,524
24 23 2,5 7,5
25 24 2,492 7,476
26 25 2,485 7,455
27 26 2,479 7,437
28 27 2,473 7,419
29 28 2,467 7,401
30 29 2,457 7,371
32 31 2,449 7,347
34 33 2,441 7,323
36 35 2,435 7,305
38 37 2,429 7,287
40 39 2,326 6,978
© 00 2,326 6,978

7 1~ liczba pomiaréw dla tta i krzywej kalibracyjngj— liczba stopni swobody
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Tabela 2. Wart&i wspoétczynnikéw kD i kQ oraz parametry pomocni€@) i B(n) dla metody
ULA2

Table 2. Values of kD i kQ coefficients for ULA2 @distant method and some auxiliary parame-
ters C(n) i B(n)

ULA2 model y=Ry+b,c; t(v;a); v=n-2;0=0,99

n C(n) B(n) v t(v;0,99) kgLAZ kgLAz

3 0,5 1,35401 1 31,821 43,08595 129,2579
4 0,45 1,30384 2 6,965 9,081246 27,24374
5 0,4 1,26491 3 4,541 5,743956 17,23187
6 0,35714 1,23443 4 3,747 4,625409 13,87623
7 0,32143 1,21008 5 3,365 4,071919 12,21576
8 0,29167 1,19024 6 3,143 3,740924 11,22277
9 0,26667 1,17379 7 2,998 3,519022 10,55707
10 0,24546 1,15994 8 2,897 3,360346 10,08104
11 0,22727 1,14812 9 2,821 3,238847 9,71654
12 0,21154 1,13792 10 2,764 3,145211 9,435633
13 0,1978 1,12904 11 2,718 3,068731 9,206192
14 0,18571 1,12122 12 2,681 3,005991 9,017972
15 0,175 1,1143 13 2,65 2,952895 8,858685
16 0,16544 1,10813 14 2,624 2,907733 8,723199
17 0,15686 1,10258 15 2,602 2,868913 8,606739
18 0,14912 1,09758 16| 2,583 2,835049 8,505147
19 0,14211 1,09304 17 2,567 2,805834 8,417501
20 0,13571 1,08891 18 2,552 2,778898 8,336695
21 0,12987 1,08512 19 2,539 2,75512 8,265359
22 0,12451 1,08165 20 2,528 2,734411 8,203234
23 0,11957 1,07844 21 2,518 2,715512 8,146536
24 0,115 1,07548 22 2,508 2,697304 8,091912
25 0,11077 1,07274 23 2,5 2,68185 8,04555
26 0,10684 1,07019 24 2,492 2,666913 8,00074
27 0,10317 1,06781 25| 2,485 2,653508 7,960524
28 0,09975 1,06558 26| 2,479 2,641573 7,924718
29 0,09655 1,0635 27 2,473 2,630036 7,890107
30 0,09355 1,06155 28 2,467 2,618844 7,856532
32 0,08807 1,058 30 2,457 2,599506 7,798518
34 0,08319 1,0548 32 2,449 2,583205 7,749616
36 0,07883 1,052 34 2,441 2,567932 7,703796
38 0,0749 1,0494 36 2,435 2,555289 7,665867
40 0,07134 1,0471 38 2,429 2,543406 7,630218
0 0 1 ) 2,326 2,326 6,978

N Cm)=c?/X%,(c;—Cc)%;B(n) = [1+ 1/n+ C(n)]V/?
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2. Czs¢ eksperymentalna
2.1. Materialy i zastosowana aparatura badawcza

Aparatura

bada wykorzystano dwuwaizkowy spektrofotometr AAS SensAA firmy
GBC Scientific Equipment z korekcfta (lampa deuterowa), lamppvielopier-
wiastkowg z 6 katodami wekowymi do oznacze Cu/Zn/Co/Pb/Cr. Oznaczenia
przeprowadzono metgdtomieniovs (FAAS) na spektrometrze wyposaym
w standardowy nebulizer, tytanowy palnik o disigioszczeliny 100 mm i pto-
mien o skladzie acetylen — powietrze.

Parametry metody

— Prad lampy: 3 mA,

— dtugasé fali: 324 nm,

— szerokdé¢ szczeliny: 0,5 nm,

— korekcja tta: wiczona,

— tryb pomiaru: wysoké& piku,

— ilos¢ powtdrzé: pomiaru: wynik jakdgrednia arytmetyczna z 3 pomiarow,
- liczba powtorzé dla pojedynczego punktu krzywej kalibracyjnej: 10,

— rodzaj kalibracji: liniowa metagdnajmniejszych kwadratow,

— czas prébkowania: 3s.

Ustawienie pozycji palnika, lampy, parametry metdgyomienia zostaty
zoptymalizowane dla uzyskania maksymalnej wait@bsorbancji zalecanej
przez producenta aparatury dla wzorca miedziegestu 5 ppm i pozostawaty
state dla przez caly czas analizy dla obu seriiipoowych.

Odczynniki

Do analizy wykorzystano odczynniki analityczne jpolsipce certyfikat ma-
teriatu referencyjnego z NIST w tym wzorzec mieczystaci spektralnej - roz-
twér podstawowy o steniu 1000 mg Ci/L. Do przygotowania rozcigezeh
jako roztwory dodatkowe wykorzystano spektralnigsty stzony HNG; (Su-
pra Pure) i wogl dejonizowan do oznaczé ASA.

2.2. Zastosowana metodologia badawcza

Przygotowanie wzorcow kalibracyjnych

W celu wykonania pomiarow dla krzywej kalibracyjmpegygotowano segi
roztworéw wzorcowych o steniach: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg Cujdm
Wzorce kalibracyjne przygotowano przez roacEanie wzorca podstawowego
miedzi 1 g/ dm Jako roztwoér podstawowy do pomiaréw tta zastosmaddo
roztwor spektralnie czystego HN@ wodzie dejonizowanej, ktory wykorzysta-
ny zostat do rozciezer. Oznaczenia wykonano w szkle laboratoryjnym przy-
gotowanym do oznac#eladéw miedzi przemytym roztworem spektralnie czy-
stego HNQ[10,11].
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Opis procedury analitycznej

W celu oszacowania granic oznaczabio wykrywalnasci miedzi w meto-
dzie FAAS wykonano dwie serie pomiarowe dla roztwpodstawowego 1%
HNO; spektralnie czystego oraz serie kalibracyjnerdiaworoéw wzorcowych
w zakresie gtzen 0,2 — 1,0 mg Cu/di
Dla oszacowania wardoi LOD i LOQ dla metody standardowej wykonano seri
pomiaréw dla czystego 1% HNOejestrujc n,=52 wartdci absorbancji dla
proby zerowej (tla). Pomiary dla krzywej kalibraogj wykonano dla serii pi
ciu roztworéw wzorcOw o wzrastaych stzeniach: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/
dm3 . Zbidr danych kalibracyjnych skladaé gi dzies¢ciu powtorzé dla ka-
dego punktu kalibracyjnego. Dla catej serii ponmveep wykonano dcznie
Np+N=52+5*9=97 pomiarow.

Dla oszacowania wartoi LOD i LOQ dla metody zaawansowanej (ULA —
Upper limit approach) wykonano sggpomiarovws dla tta oraz dla serii pciu
roztworéw wzorcow o wzrastgych stzeniach: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mg/ﬁm
Liczba powtdrzé byta jednakowa dla roztworu podstawowego 1% HNja»-
miary tta) (n=10) jak i dla kadego z punktéw na krzywej kalibracyjnej. Dla
calej serii pomiarowej wykonangdznie n+n=9+5*9=54 pomiary.

Whyniki zapisano na dysku twardym przyde w celu dalszego przetworzenia za
pomog oprogramowania statystycznego.

2.3. Obliczenia wartdgci granic wykrywalnosci (LOD) i oznaczalndci
(LOQ) dla metody standardowej SA i metod wykorzystjgcych
przedziat ufnosci dla modelu kalibracyjnego

W metodzie ptomieniowej spektrofotometrii absorpeyjj(FAAS) w szero-
kim zakresie dopuszczalnym przez metafa miedzi 0,1 ppm-10 ppm zate
nos¢ kalibracyjna zwykle przyjmuje postaieliniowa A=1/(lby+b,*c). Testy sta-
tystyczne przeprowadzone dla krzywej kalibracyjwggznaczanej w ograniczo-
nym zakresie sten pierwiastka (0,0-1,0 mg/L) wykazyjze adekwatnym mo-
delem jest funkcja liniowa w postaci: Az#b;*c.

Obliczenia dla metody standardowej SAL opieradyr& wynikach otrzy-
manych dla pierwszej serii pomiarowej. Po obliceenartéci sredniej sygnatu
analitycznego dla tt&, oraz odchylenia standardowego préby zerasyedoko-
nano korekcji wartéci wszystkich punktéw pomiarowych w zbiorze danych
0 wartae y.

W wyniku analiza dla pierwszej serii pomiarowejzgimano model liniowy
w postaci:

Model krzywej kalibracyjnej SA1 AEB569 *c

Wspotczynnik determinacji >-R0,999

Krzywa kalibracyjna dla modelu SA1 oraz dane wykstane do oblicze zo-
staty graficznie przedstawione na rycinie 3.
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0,08 Metoda SA1
A=0,08569"c

R*=0,999
0,06 4
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Rys. 3. Wykres dla modelu kalibracyjnego Abg=el{metoda SA1)

Fig. 3. Series of experimental points for SA1 metlamd Abs=c
calibration curve for this method

Parametr krzywej kalibracyjnej loraz warté¢ odchylenia standardowego
dla $lepej préby s pozwolity oszacowawartasci LOD i LOQ dla metody stan-
dardowej SA1. Wyniki oblicae zestawiono w tablicy 3.

Obliczenia dla metody ULAL i ULA2 zostaly przepragzone dla drugiego
mniej licznego zbioru danych sktadeggo st z 9 powtorzé pomiarow dla 6
punktow kalibracyjnych (pomiary dla tta gdzono zbioru jako dane kalibracyj-
ne). Podobnie jak w metodzie standardowej wykoramaliz regres;ji liniowej
metody najmniejszych kwadratéw korzysiaj z prostego modelu A=bl*c w
przypadku metody ULAL1 oraz petnego modelu kalibjaego z dwoma para-
metrami A=b0+b1*c dla metody ULAZ2.

Whyniki analizy serii pomiarowej dla obu metod pigtawiaj rownania:
Model krzywej kalibracyjnej ULA1 A = 0,08636*c R23;9996

Model krzywej kalibracyjnej ULA2 A =0,0862*c + Q03 R2=0,9996

Krzywa kalibracyjna dla modelu ULA1 i ULA2 oraz dawykorzystane do ob-
liczen zostaly graficznie przedstawione na rysunku 4.
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Metoda ULA1
A=0,08636"c
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Rys. 4. Wykresy dla modelu kalibracyjnego (metoda\)J

Fig. 4. Series of experimental points for ULA mete@nd
calibration curves for these methods

Parametry modelu oraz wasthd odchylenia standardowego dla krzywych
kalibracyjnych g, dla obu metod oraz obliczone wadbLOD i LOQ zestawio-
no w tabeli 3.

Tabela 3. Poréwnanie obliczonych wadiogranic wykrywalnéci (LOD) i oznaczalnéci (LOQ)
miedzi w metodzie FAAS dla procedury metody staddewej SA i metod wykorzystagych
przedziat ufnéci dla modelu kalibracyjnego y=blc (ULA1) oraz mhdg=b0+blc (ULA2)

Table 3. Determination of copper by FAAS methadmparison of results of the LOD and LOQ
values obtained for standard (SA1) and upper lphiA1 and ULA2 approaches

Metoda standardowa Metoda gl?rnej g.rani.cy przgd;ia’:u ufod
rzywej kalibracyjnej
SAl, y=h*c ULA1, y=b;*c ULA2, y=bgtb,*c

Ny 52 1" 9 n 9
Ny 45 N 45 1" 45
N 97 n 54 n 54
Vb v=n -1 53 v=n -2 52
S 0,00084 S 0,000995 S 0,0011
35 0,0025 t¢,0.99) O t(v,0.99) 2,34
10 g 0,0084 B(n) O B(n) 1,0
bo O bo 0 bo 0,0003
b, 0,08569 ) 0,08636 ) 0,0862
LOD= 0,029 mg/L LOD= 0,027 LOD= 0,031
LOQ= 0,097 mg/L LOQ= 0,081 LOQ= 0,092

" objasnienie: n — ilos¢ pomiaréw dlaslepej proby, n- catkowita ilgé¢ pomiaréw dla tta ()) oraz pomiaréw
dla wzorcow (R) wykorzystywanych do oblictey,- - srednia z wynikéw dla tta (SA1),s odchylenie stan-
dardowe wynikéw pomiaru sygnatu analitycznego tHag, - odchylenie standardowe dla wszystkich punk-
téw pomiarowych dla danych kalibracyjnycly, - liczba stopni swobody, w0.99) - Wartéci krytyczne z
rozkladu t-Studenta dla poziomu ufed 0,99 (tablica 1), B(n) - wspoéiczynnik obliczemip dla metody
ULA2, by, by- parametry krzywej kalibracyjnej ysbb,*C
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3. Podsumowanie i dyskusja wynikow

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki oszacowagrianic wykrywalno-
sci i oznaczalnéci miedzi w metodzie FAAS dla nowych metod statgstych
wykorzystupcych przedziat ufmiei krzywej kalibracyjnej zalecanych przez
organizacje normalizacyjne IUPAC i ACS. Uzyskanenikiyporéwnano z obli-
czeniami dla standardowej metody szacowania LOD®QL Z poréwnania wy-
nikbw zestawionych w tablicy 3, uzyskiwanych dlamgch metodologii wyni-
ka, ze we wszystkich metodach uzyskuje #blizone wyniki granicy wykrywal-
nosci LOD na poziomie 3Qug/L oraz granicy oznaczaléa LOQ w zakresie
80-100ug/L.

Nalezy réwniez zaznacz§ , ze nowe metody ULAL i ULA2 sznacznie
wygodniejsze do zastosowania w rutynowej praktydmtatoryjnej, poniewa
pozwalay uzysk& zblizone wartéci LOD i LOQ dla znacznie mniejszej liczby
punktéw pomiarowych, niw metodzie standardowej. Wyniki obliczerze-
prowadzonych metadSA dla mniej licznego zbioru danych wykazaty wyrie
zanizone wartéci LOD i LOQ na poziomie odpowiednio 124)/L i 24,7ug/L
w stosunku do warkagi rzeczywistych.
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APPLICATION OF UPPER CONFIDECE BAND OF A CALIBRATIO N
CURVE FOR ESTIMATION OF LIMIT OF DETECTION AND
QUANTIFICATION OF COPPER IN FAAS METHOD

Summary

In this paper new procedures for estimation oftliafidetection and quantification recom-
mended by IUPAC and ACS have been applied for detertion of copper in FAAS method. In
introduction, the theoretical background for staddstatistical methods for LOD and LOQ calcu-
lation as well as new methods based on upper épproach has been described. In order to com-
pare presented procedures for calculation of lghiletection and quantification a series of FAAS
experimental data for copper in range of 0-1 ppiwehldeen recorded and analyzed. Presented
calculations for experimental data according tchimesented procedures gave similar results on
level of 30pg Cu/L (LOD) and 80-10Qug Cu/L (LOQ). Experimental results obtained are kimi
to levels reported in AAS literature.

Keywords: limit of detection, LOD, limit of quantification, OQ, flame atomic absorption spec-
trometry, trace determination of copper
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