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Obecné zaklady

Atomova absorpéni spektrometrie (zkratka AAS) je spektrometricka analyticka metoda
slouzici ke stanoveni obsahu stopovych i1 vyznamnych koncentraci jednotlivych prvka v
analyzovaném roztoku. Metodou lze analyzovat pies 60 prvka periodické tabulky s citlivosti od
tisicin do stovek mg/l. Metoda sleduje ubytek zafeni primarniho zdroje absorbovany volnymi
atomy. Mirou zeslabeni zafeni je veli¢ina absorbance definovana jako logaritmus podilu svételného
toku vstupujiciho do absorpéniho prostiedi (D) a svételného toku vystupujiciho (@ = ®g — Dyps):

0 abs

D
A=log———
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Absorbance je mirou koncentrace atomut sledovaného prvku v absorpénim prostiedi:
A=¢-N-b

Kde ¢ je tzv. atomovy absorpéni koeficient [m?], N je koncentrace volnych atomt sledovaného
prvku v absorpénim prostiedi [m™], a b je délka absorpéni drahy paprsku [m].

Pfi absorpci zafeni atomy se excituji energetické stavy valencnich elektronli atomi. Protoze
energetické rozdily mezi excitovanymi a zakladnimi elektrond jsou charakteristické pro jednotlivé
prvky, lze volbou vinové délky selektivné stanovovat jednotlivé prvky. Typickym zdrojem
primarniho zafeni je vybojka s dutou katodou (viz obrazek). Katoda je vyrobena z prvku, ktery ma

byt analyzovan, a vybojka proto vyzatuje pouze to zafeni, které je nasledné vzorkem absorbovano.
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K atomizaci vzorku slouzi bud’to plamen nebo elektrotermicky atomizator. Ten je tvofen dutym
grafitovym valeCkem o délce 30 — 50 mm a vnitinim praméru kolem 5 mm (viz obrazek). V
poloviné délky valeCku je maly otvor, ktery slouzi pro davkovani vzorku do atomizatoru a odvod
inertniho plynu (argon nebo dusik), ktery béhem analyzy protéka jak vnittkem, tak vné okolo

atomizatoru a chrani ho pfed vzdusnym kyslikem

Ohfev atomizatoru, nutny pro odpafeni a atomizaci vzorku, je
realizovan prichodem elektrického proudu. Zareni vybojky
s dutou katodou prochazi podélnou osou atomizatoru a méfeni

rozdilu intenzity zéafeni probihaji pied atomizaci vzorku a v

intervalu, kdy jsou atomy analyzované¢ho prvku odpafeny

vysoko teplotou do vnitiniho prostoru atomizatoru.

Casovy priibéh teploty atomizatoru se sklada z nékolika kroka:

- suseni: odpafi se rozpoustédlo (obvykle voda a anorganické kyseliny) a teplota je zde volena tak,

aby nedoslo k varu a analyzovany material nebyl rozptylen po sténach atomizatoru.

- pyrolyza: je odstranovana matrice vzorku. Pro zajisténi lepSiho oddéleni analyzovaného prvku od
matrice vzorku se casto do atomizatoru ke vzorku pfidava tzv. modifikator matrice.
Nejobvyklejsimi modifikatory matrice jsou chlorid palladnaty, dusi¢nan hofe¢naty nebo fosfore¢nan

amonny.

- atomizace: dochazi k atomizaci analyzovaného prvku a méfeni absorpce svétla jeho volnymi
atomy. V tomto kroku se zastavuje proud ochranné atmosféry, aby uvolnéné atomy nebyly
vyplachovany z méfeného prostoru. Vysledny signdl ma potom tvar piku a pro vyhodnoceni obsahu

prvku ve vzorku se méti bud’ jeho vyska nebo plocha.

- Cisténi: slouzi k vyc€isténi kyvety pied dal§im meéfenim a kyveta se pfi ném pii maximalnim

pritoku argonu kyvetou na nékolik sekund zahtiva na teplotu vyssi nez je teplota atomizace.



Navod laboratorni prace:

1 Uvedeni pristroje do chodu

e zapne se spektrometr (zelené tlacitko vpravo na Celni strané pfistroje),

e zapne se zdroj elektrotermického atomizatoru (vypinac je na zadni strané pfistroje),
e zapnéte pocitac a obrazovku,

e spusti se program GBC Avanta,

e spusti se ob¢h chladici vody (zafizeni je umisténo pod stolem),

e oteviete ventil tlakové lahve N, nebo Ar

2 Hlavni prvky ovladani software

Software spektrometru je rozdelen do Sesti modulil, mezi kterymi se voli pomoci tlacitek
umisténych na levé liste:

Method: parametry métent,

Samples: popis a umisténi vzorki,

Analysis: nastaveni vystupnich souboru,

Results: zobrazeni vysledka v tabulkové i grafické formé,

Instrument: hardwarové nastaveni.

([} BC Avanta ver 1.33 - Instrument (Instrument1) i (=] ] o
File Instrument Module View Help q

[1nstrument not responding




3 Ovéreni hardwarového nastaveni
Zvoli se modul Instrument, pravym tlac¢itkem mysi se klikne na obrazek atomového spektrometru a

z nabidky se zvoli polozka Properties:
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Zalozka Configuration:

System Type: Furnace
- Accessories: PAL3000
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- Hardware Setup: Model 932G:
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Zalozka Element Lamp Table: ve sloupci ¢. 1 musi byt zapsany chemické znacky vSech

stanovovanych prvk:

i) GBC Avanta Ver 1.33 - Instrument (Instrument1) =3
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4 Manualni priprava spektrometru k méreni

Nastaveni polohy VDK a deuteriové lampy

Pravym tlacitkem mysi se klikne na horni pravy roh obrazku spektrometru a z nabidky se zvoli
polozka Optimize HC/DC:

[ GBC Avanta ver 1.33 - Instrument (Instrument1) =13
File Instrument Module Wiew Halp i

Welhod
] Status : Light Source
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Pomoci tocitek umisténych na pravé strané spektrometru se nastavi poloha lamp takova, aby se

ziskal maximalni emisni signal:
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Nastaveni polohy kapilary davkovace
Pravym tlacitkem mysi se klikne na obrazek davkovace a z nabidky se zvoli polozka PAL Probe
Tip Setup:
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Pomoci software se nastavi se vySkova a horizontalni (pravo-levd) poloha kapilary:
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Ptfedo-zadni poloha kapilary se upravi manualné posunovanim celého davkovace pomoci tocitka
umisténého na jeho spodni strané. Kapildra by méla smérovat doprostied atomizatoru tésn¢€ nade

dno.

5 Kontrola a dapravy mérici aplikace

VSechny tpravy se provadéji pomoci modulu Method.

Kontrola zakladniho nastaveni:

Pravym tlacitkem mysi se klikne na panel Method a z nabidky se zvoli polozka Properties:
- zalozka System: System Type — Furnace

- zalozka Samples: Sample Introduction — Automatic

Sample Preparation — Auto-Mix
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Vlastni nastaveni:

- zalozka Description:
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zvoli se analyzovany prvek, ostatni idaje maji pouze popisny charakter a nejsou povinné.

- zélozka Instrument:

{[lb GBC Avanta ver 1.33 - Method (Method1) ol x|f
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—_— GF Program
¥ Background Correction I
Sample Prep.

Instrumert

Lamnp Current (maA) must be between 0,0 and 25.0, [Instrument net respanding W

Zhavici prou vybojky (Lamp Current): nastavi se automaticky po volbé stanovovaného prvku
Vlnova délka (Wavelength): v piipadé Pb se zapiSe hodnota 283,3 nm; v piipadé¢ Cd se ponecha
automaticka volba

Sitka $térbiny monochromatoru (Slit Width): nastavi se automaticky po volbé stanovovaného prvku
Vyska §térbiny monochromatoru (Slith Heith): pro elektrotermickou atomizaci se voli redukovana
Sitka Stérbiny

Korekce pozadi (Backgroud Correction): zapnuta.



- zalozka Mesurement:
Zpisob vyhodnoceni signalu (Meassurement Mode): v zévislosti na typu ulohy se voli vyhodnoceni
z plochy piku (Peak Area) nebo z vySky pilu (Peak Height).
Casova konstanta detektoru (Time Constant): v zavislosti na typu tlohy se zada 0 nebo 0,1 s.

Pocet opakovani méteni (Replicates): v zavislosti na typu tlohy se zvoli v rozmézi 3 — 10.

1) GBC Avanta Ver 1.33 - Method (Method1)
File Method Window Module VYiew Help

2w HS| ?

Tew Open Saue Stop Tube Clean

Measurement Mode | Peak frea A A
Description
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GF Program
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Instrument not responding

- zalozka Calibration:

i) GBC Avanta Ver 1.33 - Method (Method1)
Fle Method Window Module View Help

Cone. Units [pg#ml [ aaa
Kl
Conec. Decimal Places Measurement
Calibration Failure On | Mone -
Calibration Failure Limit |1 11
Calibration Failure Action | Stop -

¥ Zer Before Calibration

Lalibration
Standards

Quality

GF Program

[~ ZeroBetween Samples
I Measure Sample Blank After Cal Sample Prep.
I~ Auto Save Method After Cal

Instrument

\Instrument nak responding

Zpusob vyhodnoceni kalibracni zavislosti (Calibration Mode): vybere se vhodny zptisob

vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti, napt. metodou nejmensich ctverct.
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- zalozka Standards:

([} GBC Avanta Ver 1.33 - Method (Method1)
Fie Method Window Moduls View Help

Standards | Description

Instrument

Measurement
Standard 1 0500
Stendad 2 1.000 Edibiatiog
Standard 3 1.500
Standard 4 2.000

Standards

Quality

GF Program

Sample Prep.

Instrumert

|Instrument niot responding

Zapisi se koncentrace kalibracnich roztoki. V piipadé€ stanoveni Cd to budou koncentrace 0,5; 1,0;

1,5a2,0 ng/ml Cd. V piipad¢ stanoveni olova to budou koncentrace 10, 20, 30 a 40 ng/ml.

- zalozka GF program:

([lF GBC Avanta Ver 1.33 - Method (Method1)
File Method FProgram  Window Module View Help

BGCICI

Fzw Open Save Print Help

Ramp
Time Description

0 Instrument

50 1 Measurement
50 —
20 ] Lalibration

1.0

Standards
Quality

GF Program

—
—
—

mme Prep.

Instrumert

Instrument ot responding

V tabulce se uptesni teplotni program grafitového atomizatoru. V kroku €. 1 se provadi davkovani
vzorku do atomizatoru, v kroku ¢. 2 dojde k odpafteni rozpoustédla, v kroku ¢. 3 dojde k dosuseni
vzorku, v kroku ¢. 4 dojde k pyrolyze vzorku, v kroku ¢. 5 k atomizaci a k méfeni a zdznamu
hodnoty absorbance, v kroku ¢. 6 se vy¢isti kyveta.
Jednotlivé parametry maji tento vyznam:

- Final Temp.: kone¢na teplota[°C],

- Ramp Time: doba naristu [s],

- Hold Time: doba setrvani [s],
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- Gas Type: voli se vhodny typ ochranné atmosféry. Atomizator pracuje se dvéma zdroji plyna
oznacenymi jako Inert a Auxilary, je mozné zvolit jeden z nich, misit je dohromady ci
pratok ochranné atmosféry uplné zastavit.

Béhem optimalizace teplotniho programu se méni hodnota konecné teploty v krocich pyrolyzy a

atomizace a hodnota doby nartstu v kroku atomizace.

- zalozka Sample Prep.:

([} GBC Avanta Ver 1.33 - Method [Method1)
Fle Method Window Moduls Yiew Help

tod. | Aus.
ol | Mod.
8

Calibration
Standards

Quality

GF Program

Sample Prep.

Instrumert

|Instrument niot responding

Zapisi se davkované objemy vSech roztokl, udaje jsou v pl. Objem davkovaného vzorku bude
vzdy 20 pl, objem modifikatoru bude podle feSené tlohy 0 nebo 2 pul, objemy zdkladniho
kalibra¢niho roztoku a fediciho roztoku se voli tak, aby jejich soucet byl 20 ul a zarovenn po

smichani vznikl roztok o pozadované koncentraci.
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6 Vzorky a jejich méreni

V panelu Samples se zada métena série vzorka:

1) GBC Avanta Ver 1.33 - Samples (Samples1)
File Edt samples Module View Help

g | @

Hew Open Saue Pririt Hﬁp Stop
| Measuement | Label Position
albration [Caibration

Method Sample 2
Sample 3
Sample 4
Sample &

Instrument

e e et e A S

[Instrument: nok responding A

- Mesurement: typ vzorku (kalibrace, vzorek, kontrolni vzorek apod.). Typ vzorku se voli poté,
co se pravym tlacitkem mysi klikne na pfislusSném tadku tabulky a nabidky se vybere piikaz

Properties:

{[} GBC Avanta Ver 1.33 - Samples {Samples1) I [ 5
File Edit Samples Module VYiew Help

e
Ll zZ 2] &lal i |
Measurement ISamp\el

M.ahnd Measurement Type m

e Sampls

i | abel [55) Calibration

13 Rescale

Samples ) Check Sample

“Weight |11 Sample & Spike

] Sl Blark

Analysis Yolume |1.000

& o

= Sample Position |Sample 1 il ‘/
Report
Instrumert

Pt | Napoveda |

= ||| =] ]

[Tnstrument not responding “

- Label (nazev vzorku): zapise se zvoleny nazev vzorku.
- Position (poloha): oznacuje umisténi vzorku v karuselu automatického davkovace. Zadava se

obdobnym zptsobem, jako typ vzorku.
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Pozor: néktera mista v karuselu jsou vyhrazena pro speciadlni roztoky: modifikator se umisti do
polohy oznacené M, fedi roztok do polohy oznacené B a zakladni kalibracni roztok se umisti do

polohy K.

Vysledky méfeni jsou zobrazeny v panelu Results. Horni ¢ast panelu udava piehled o vSech
meéfenych vzorcich: nadzev vzorku, naméfena absorbance, vypoctend koncentrace a dalsi. V levé
spodni ¢asti panelu je mozné nalézt detailni udaje o zvoleném vzorku: datum a Cas méfeni a
vysledky jednotlivych opakovani. V pravé spodni ¢asti panelu je umistén graficky zaznam pribéhu

meéfeni zvoleného vzorku, ptipadné je zde mozné zobrazit kalibracni kiivku.

{[Jb GBC Avanta ver 1.33 - Results (Results1) =] 3]
File Resuts Window Module View Help
o
g 7 @ L | e
Hew Open Save Print Help Stop Start Zero | Tube Clean
Label [ Conc | | RSO] Rep [Weight olums i Factar[ a]
Full Calibration
method || Takle Blank — 0.000 —
1 Standard 1 0500 0.184 — -
1 Sample 2 High 0533 — 1 1000 1000 1.000

2
z?nples Analysis : ChProgram Files\GBC Avanta ver 1.33VAnalysis1 anl
hethod Cil
% Full Calibration
fnzlysis || Table Blank — o.non — -
Standard 1 0.500 0.184 — -
£ Sample 2 5 2 1000 1onn 1000

< |

heasured Sarmple Sample 2
Feport || Tye Aug 21 13:26:54 2007 1.000
] 0538 0.549
£ 0500
Instrument T
B | 0.0000
0100 + T 1
RunningCone 0.000 ond 250 5.00
Seconds
[Instrument not rescanding ~

Na horni li§té€ programu jsou umisténa tlacitka pro ovladani méfeni:
Start: spusténi méfeni série vzorkd zdané v panelu Samples,

Stop: predcasné ukonceni méfeni,

Zero: nastaveni nulové absorbance,

Tube Clean: vyc¢isténi grafitového atomizatoru.
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7 Ulohy
Uloha 1
Optimalizace teplotniho programu
nastaveni:
pocet opakovani: 3
meéfici program: jeden vzorek 40 ng/ml Pb nebo 2 ng/ml Cd, bez kalibrace
Casova konstanta detektoru: 0,1 s
vyhodnoceni signalu: vyska piku
a) optimalizace teploty pyrolyzy s pouzitim modifikatoru modifikator: 2 pl 20% niho roztoku
H4H,PO4
teplota atomizace: 1 800 °C
b) optimalizace teploty pyrolyzy bez pouziti modifikatoru
teplota atomizace: 1 800 °C
teplota pyrolyzy: od 400 °C, zvySuje se po 50 °C az do vyrazného poklesu signalu
teplota pyrolyzy: od 400 °C, zvySuje se po 50 °C az do vyrazného poklesu signalu
C) optimalizace teploty atomizace s pouzitim modifikatoru
teplota pyrolyzy: optimalni teplota zjiSténa v piedeslém kroku
teplota atomizace: od 1 100 °C, zvySuje se po 100 °C az po stabilizaci signalu
d) optimalizace pritoku ochranné atmosféry
teplota pyrolyzy: optimalni teplota zjiSténa v predeslém kroku
teplota atomizace: optimalni teplota zjiSténa v predeslém kroku
prutok ochranné atmosféry: od 4 dilkl na rotametru, zvySuje se po 1 dilku. Sleduje se vySku
piku i opakovatelnost signalu (RSD).
e) optimalizace rychlosti nartuistu teploty atomiza¢niho kroku
snizuje se hodnota ,,Ramp time* z 2,5 s po 0,5 s az na hodnotu odpovidajici maximalni mozné

rychlosti nartstu teploty. Sleduje se vysku piku 1 jeho tvar — chvostovani a piipadné rozdvojeni.

Uloha 2

Vliv ¢asové konstanty detektoru a zpisobu vyhodnoceni signialu na opakovatelnost méreni
nastaveni:

optimalni teplotni program s pouzitim modifikéatoru

pocet opakovani: 10

meéfici program: jeden vzorek 40 ng/ml Pb nebo 2 ng/ml Cd, bez kalibrace.
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Prom¢éfi se tyto kombinace parametrti a zvoli optimélni kombinacie ktera vede k nejvyssi presnosti
méfeni:

a) cCasova konstanta 0 s, vySka piku

b) casova konstanta 0 s, plocha piku

c) casova konstanta 0,1 s, vySka piku

d) casova konstanta 0,1 s, plocha piku

Uloha 3

Stanoveni meze detekce

nastaveni:

optimalni teplotni program s pouzitim modifikatoru

optimalni ¢asova konstanta a zptisob vyhodnoceni signalu

pocet opakovani: 4

kalibra¢ni roztoky: slepy roztok — demineralizovana voda
10 ng/ml Pb nebo 0,5 ng/ml Cd, natedi se automaticky ze zasobniho
roztoku 40 ng/ml Pb nebo 2 ng/ml Cd,

vzorky: 2% (v/v) kys. dusicnd v demineralizované vod€ umisténé do deseti vzorkovacich pozic.

Uloha 4:
Proméfeni kalibracni k¥ivky, stanoveni Pb nebo Cd v pitné vodé VSCHT a ve vzorku

certifikovaného referen¢niho materiilu biologického materiialu nebo vzorku horniny

Rozklad CRM biologického materidlu:

Do pfedem vycisténych a suchych rozkladnych nadobek se navazi 0,5 g vzorku, mirné se ovlh¢i a
pfidaji se 3 ml konc. HNO3. Nadobka se uzavie a rozklada v mikrovinném rozkladném zafizeni
podle ptedvoleného teplotniho. Rozlozeny vzorek se pifevede do 50 ml odmérné banky a doplni po
rysku demineralizovanou vodou. Rozklada se 2 x vzorek a 1 x slepy pokus (do nadobky se piida
pouze 3 ml HNO3). Pozor: nezaménovat tento slepy pokus se slepym pokusem pouzitym k fedéni

kalibra¢nich vzorku.
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Rozklad horniny:

Do ptedem vycisténych a suchych rozkladnych nadobek se navazi 0,2 g vzorku, mirn€ se ovlhci se a
ptidaji se 4 ml konc. HNO3; a 2,5 ml konc. HF. Nadobka se uzavie a rozklada v mikrovinném
rozkladném zatizeni podle piedvoleného teplotniho. Rozlozeny vzorek se prevede do 50 ml
plastové odmérné banky a doplni po rysku demineralizovanou vodou. Digerat se pievede do suché
polyethylenové lahvicky a podle pokynt asistenta se pfed analyzou natedi demineralizovanou

vodou. Rozklada se 2 x vzorek a 1 x slepy pokus (do nadobky se piida pouze HNO3 a HF).

Uprava vzorku pitné vody:

obsah Pb v pitné vodé VSCHT kolisa, pfipravi se proto vzorek vody 100x a 10x fedény, tj. pipetuje
se 1 pripadné 10 ml pitné vody do 100 ml odmérné banky, okyseli se 2 ml kyseliny dusi¢né a doplni

demineralizovanou vodou po rysku. V piipadé stanoveni Cd se analyzujte nefedény vzorek vody.

Nastaveni spektrometru:

optimalni teplotni program s pouzitim modifikatoru

optimalni ¢asova konstanta a zptisob vyhodnoceni signalu

pocet opakovani: 4

kalibra¢ni roztoky: slepy roztok demineralizovana voda
roztoky 10, 20, 30 a 40 ng/ml Pb kter¢ se natedi automaticky ze
zasobniho roztoku 40 ng/ml Pb
nebo roztoky 0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 ng/ml Cd které se nafedi automaticky ze
zasobniho roztoku 2,0 ng/ml Cd

vzorky: vzorky rozlozenych vzorkli CRM véetné rozlozenych slepych pokust a ziedéna a

nefedénd pitnd voda

8 Zpracovani vysledkii a protokol

Kromé principu méteni AAS musi protokol obsahovat tabelarné a graficky zpracované vysledky
optimalizace, méfeni kalibracnich kiivek a vlastnich vzorkl. Soucasti protokolu je i ptiprava
kalibra¢nich roztoku véetné vypoctu navazek prislusnych chemikalii. V protokolu musi byt dale
uvedeny optimalni podminky, pii kterych bylo méfeni absorpce provadeéno, tj. vinova délka, sitka
spektralniho intervalu, napéjeci proud vybojky, hodnotu napéti na fotonasobici, teplotni program

atomizatoru aj.
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9 Kontrolni otazky

Jaké jsou hlavni kroky teplotniho programu elektrotermického atomizatoru
Jaké je funkce ochranné atmosféry.

Jak se optimalizuje teplotni program elektrotermického atomizatoru

Jaka je funkce modifikatoru matrice NH4H,;PO4
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