ATOMOVA ABSORPCNi SPEKTROMETRIE
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Obecné zaklady

Atomova absorpcni spektrometrie (AAS) vyuZiva jako analytickou vlastnost absorpci
zafeni volnymi atomy sledovaného elementu. Ubytek primarniho zafeni je mirou
koncentrace volnych atomU prvku, ktery zafeni absorboval. Rozdily energii mezi jednotlivymi
elektronovymi stavy atomu jsou charakteristické pro kazdy prvek.

Pfechod atomu z nizsi energetické hladiny m na vyssi hladinu n neni spontanni, ale je
vynucen pfitomnosti zafeni o vhodném kmitocétu v,,,. Energie fotonu hv,,, musi odpovidat
energetickému rozdilu mezi hladinami m a n:

AEn = hvgy, = % (1)
kde E znaci energii, h je Planckova konstanta, c je rychlost svétla a A je vinova délka zareni.
Absorpci fotonu vznikd excitovany atom, ktery mize samovolné (spontanné) prejit na nizsi
energeticky stav m, pficemz rozdil energii AE,,, mUZe vyzéafit v podobé fotonu o stejném
kmitoctu vpy,=vn,m. Rozdil energii, odpovidajici pfechodu mezi energetickymi stavy m a n
pfi pohlceni nebo vyzareni fotonu je co do absolutni hodnoty stejny a liSi se jen znaménkem.
Tuto vlastnost hmoty emitovat a absorbovat elektromagnetické zareni téze vinové délky
vyjadfuje Kirchhoff(iv zakon, ktery je téz zakladem pro analytické vyuziti atomové absorpce.

Pro tvorbu (generaci) volnych atomU se nejcastéji v AAS pouziva plamen, ktery podle
druhu paliva a oxidovadla dosahuje teploty 2000-3150 K. Pfi téchto teplotach se pfevaina
¢ast volnych atom0 vétsiny prvkd nachazi v zakladnim energetickém stavu E, a pohlcenim
fotonu se dostava na nékterou z vyssich hladin. Elektronové prechody ze zakladniho stavu,
stejné jako emisni procesy na tomto energetickém stavu kondici, se nazyvaji rezonancni.
V AAS maji nejvétsi pravdépodobnost prechody mezi zakladnim a nejblizSim excitovanym
stavem o energii £;. Témto prechodlm odpovidaji tzv. zakladni rezonancni ¢ary, které jsou
pro atomy jednotlivych prvkd nejcitlivéjsi a zcela specifické, nebot jsou funkci vzajemného
plUsobeni elektricky kladné nabitého jadra a pro dany prvek charakteristické konfigurace
elektronového obalu.

Obecny dvouhladinovy systém n-m lze potom nahradit systémem 1-0, ve kterém
pro pomérné zastoupeni poctu atomd ve vy$Sim a niiSim energetickém stavu podle
Boltzmannova rozdélovaciho zakona plati:

Ni_91, .

kde Ny, rep. N; je koncentrace atom( v zadkladnim resp. excitovaném stavu, vyjadrena jejich
pottem v objemové jednotce [m?], go @ g: jsou statistické vahy téchto stavl, k je
Boltzmannova konstanta [JK™] a T je absolutni teplota [K].

Podil excitovanych atomd N; za predpokladu g;=go je v plamenech pfi rozdilech
energetickych hladin E;-E; odpovidajicich emisi zareni ve viditelné a ultrafialové oblasti
spektra, velmi maly. Pro v=1015 Hz (A=300 nm) a T=3000 K je N;/Ny=1,5.10". Naprosta
vétSina volnych atom( se tedy nachazi v zakladnim stavu a je proto schopna absorbovat
zareni svych rezonancnich vinovych délek.

Atomova absorpcni spektra nalézame v rozpéti vinovych délek 190-900 nm. Prochazi-
li monochromatické zareni vhodnym absorpénim prostfedim o tloustce b a pocétu volnych
atoma v zakladnim stavu Ny, dochazi k zeslabeni toku zareni z ptivodni hodnoty @, [J s
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na hodnotu @. Matematickym vyjadfenim uvedenych skutecnosti je spojeny zakon
Bougheriv-Lambertlv a Beerlv ve tvaru:

A=log%=1c,1-b-No (3)

kde absorbance A, definovana jako logaritmus poméru plvodniho a proslého zativého toku,
je umérna tloustce absorbujici vrstvy b a poc¢tu atom( v zdkladnim stavu N,. Konstanta
umérnosti k;, jejiz velikost odpovida ucinnému priifezu atomu pro absorpci fotonu, je
pfi dané vinové délce charakteristickd pro absorbujici prvek a nazyva se atomovy absorpéni
koeficient, ktery ma rozmér plochy [m?]. Za konstantni teploty, po¢tu elektron(i v plameni
a ustalenych podminek pfi zmlZovani analyzovaného roztoku do plamene je pocet atom(
na zakladni energetické hladiné Umérny koncentraci sledovaného prvku (analytu) v roztoku.

Kromé absorbance je dlleZitou veli¢inou propustnost (transmitance), kterd je
definovana jako pomér toku zareni proslého absorpénim prostfedim ku zarivému toku
do prostfedi vstupujiciho:

7= ;% (4)

Transmitanci vyuZivame pfi nastaveni maxima vinové délky rezonancni cary
ve spektralnim intervalu vymezenému monochromatorem. Mezi absorbanci a transmitanci
plati jednoduchy prevodni vztah

A=-logt (5)

Metoda AAS je jako fada analytickych metod metodou srovndvaci, mérenou veli¢inou
je absorbance. Hodnota absorbance jako mira koncentrace sledovaného prvku nezavisi
na velikosti zarivého zdroje, ale hustotou zafivé energie je ovlivnéna velikost nejmensi
méritelné absorbance (odstup signdlu od Sumu) a tim i mez detekce. Vyhodnocovani
vysledkll provadime metodou kalibracni krivky sestrojené promérenim absorbanci
kalibracnich roztokd o zndmé koncentraci nebo metodou standardnich pridavkd.

V analyzovanych vzorcich se obvykle sledovany prvek vyskytuje spolu s dalSimi prvky
¢i slouc¢eninami, které mohou vyznamné ovlivnit hodnotu absorbance. Toto ovlivnéni miry
signalu sloZzkami matrice vzorku oznacujeme jako interferenci, tj. rusivy vliv. Interference
rozliSujeme spektralni a nespektralni.

Spektralni interference jsou zplUsobeny nedokonalou izolaci absorpéniho signalu
analytu a interferentu. Prekryv absorpcnich linii ¢arovych atomovych spekter je v AAS dosti
vzacny. Zareni primarniho zdroje vsak muze pfi prlichodu absorpénim prostfedim zeslabeno
nejen volnymi atomy analytu, ale i tzv. nespecifickou absorpci, ktera je zplsobena
rozptylem zareni na nevyparenych c¢asticich aerosolu a molekulovou absorpci. Zatimco
rozptyl se projevuje nejvice v oblasti kratkych vinovych délek (do 250 nm), absorpce
molekulami ma Sirokopasmovy charakter a projevuje se v celé vyuZitelné oblasti spektra.
Nespecificka absorpce se pficita k signalu analytu a vyvolava vidy pozitivni chybu. Korekce
neselektivni absorpce se nejéastéji provadi pomoci zdroje kontinualniho zareni, kterym byva
v ultrafialové oblasti (do 350 nm) deuteriova vybojka a ve viditelné oblasti halogenova
zarovka s wolframovym vilaknem.

Nespektralni interference zahrnuji ostatni jevy, napf. ruSivy vliv transportu vzorku
do plamene (zmény v rychlosti sani a ucinnosti zmlzovani ovlivnéné rlznym povrchovym
napétim, hustotou a viskozitou vzork(), rusivy vliv vypafovani kondenzované faze vznikem
sloucenin s odliSnou tékavosti (depresivni vliv fosfatl pfi stanoveni vapniku ¢i pozitivni vliv
fluoridQ pfi stanoveni hliniku) a interference v plynné fazi, dané posunem disociacni
aioniza¢ni rovnovahy a zménami prostorového rozlozeni volnych atomi v plameni.
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Nespektralni rusivé vlivy nejsou aditivni, mohou tedy vyvolat jak kladné tak zaporné chyby
a nahodné muze dojit i k jejich vzajemné eliminaci. SloZeni kalibracnich roztokd by proto
mélo co nejlépe odpovidat matrici vzorku, ve kterém sledujeme urcity prvek. Provadi-li se
potom za stejnych podminek (zmlZovani, vinova délka, sloZeni plamene, délka Stérbiny
horaku aj.) méreni absorbance analytu ve vzorku, zjednodusi se vztah (3) na pfimou
umérnost mezi absorbanci a koncentraci analytu ve vzorku

A=k-p (6)

kde p je hmotnostni koncentrace sledovaného analytu. Linedrni zavislost vSak plati jen
v oboru nizkych koncentraci, pfi vyssich hodnotach se zavislost zakfivuje.

Smeérnice kalibracni zavislosti k=dA/dp urcuje citlivost metody. V AAS se ¢asto uvadi
tzv. charakteristicka koncentrace prvku, coZ je takova koncentrace, ktera absorbuje 1%
plvodniho zéareni (t=0,99) a odpovidd hodnoté absorbance A=0,0044. Charakteristickd
koncentrace se vyjadfuje v hmotnostni koncentraci kovu v roztoku bez doprovodnych
pfimési a pro jednotlivé prvky se lisi az o nékolik radu.

Metoda AAS s plamenovou ionizaci umoziuje méfit koncentraci asi 60 prvk( (kov(
a prechodnych prvk() a pouziva se pfi analyzach vzork( rlizného plavodu. Vyznamny je podil
této metody pfti sledovani nizkych obsah( toxickych prvkd ve vzorcich Zivotniho prostredi,
kde se velmi dobfe uplatiuje pro svou vysokou citlivost a selektivitu.

Atomovy absorpcni spektrometr a jeho funkce

Zakladni konstrukéni prvky kazdého atomového absorpéniho spektrofotometru tak,
jak jsou za sebou zatazeny v optické ose, jsou:
- zdroj monochromatického rezonancniho zareni sledovaného prvku
- absorpcni prostredi s volnymi atomy
- monochromator k izolaci rezonan¢ni ¢ary primarniho zareni
- detektor zareni, kterym se méni proud foton( (zafivy tok) na proud elektront
(elektricky proud).

Zdroj zareni

Zdrojem primarniho zafeni je nizkotlakd, neonem plnénd vybojka s dutou katodou
(VDK). Vybojka pracuje v doutnavém rezimu pfi proudu nékolika miliampér a tlaku radové
0,1 kPa. Emituje ¢arové spektrum prvku, ze kterého je vyrobena dutd katoda nebo ktery je
v materidlu duté katody obsazen. Tim je ddna vysoka selektivita této metody, kterou je
mozné stanovit koncentrace jednotlivych prvkd ve vzorku obvykle bez nutnosti pfedbéziného
déleni. Podminky buzeni pfi nizkém tlaku i teploté zarucuji, Ze rezonancni zareni je vysoce
monochromatické a ma polosiiku profilu (tj. Sitku mérenou v poloviné vysky profilu ¢ary) jen
asi 0,001 nm.

)

Obr. 1: Vybojka s dutou katodou



Zareni vysilané vybojkou je modulovdano. Modulace se provadi elektricky nebo
mechanicky prferuSovacem. Modulaci se umozni méfit jen zareni vybojky, nikoli zareni
emitované z atomizaéniho prostfedi, napf. z plamene. Na stejnou modulaéni frekvenci je
naladén i stfidavy zesilova¢ signdlu detektoru. K napajeni vybojky slouZi stabilizovany
proudovy zdroj o napéti asi 400 V. V soucasné dobé se vyrabéji vybojky s dutou katodou
pro vice nez 60 prvku. Pro prvky, které maji podobné fyzikdlni vlastnosti a priblizné stejné se
i katodicky rozprasuji, je mozné vyrabét vybojky s viceprvkovou katodou, ktera je v tomto
pfipadé zhotovena sintraci smési dvou az Sesti druh( praskovych kov(.

Atomizator

Absorpcni prostredi, kde vznikaji volné atomy analytu, musi mit teplotu alespon
2000 az 3000 K. Nejjednoduseji realizovatelnym prostfedim k atomizaci je laminarni
predmichany plamen, ktery se ziskdva laminarnim horenim pfedmichané smési acetylenu se
vzduchem, popf. oxidem dusnym ve specidlnim hofaku. Jeho Usti ma tvar uzké Stérbiny,
pro plamen acetylen—vzduch dlouhé 10 cm a pro plamen acetylen—oxid dusny s vyssi
rychlosti hofeni pouze 5 cm. Délkou sStérbiny je dana i maximalné dosazZitelna tloustka vrstvy
absorpéniho prostredi, kterym prochazi zareni z vybojky. Analyzovany vzorek se pfivadi
do plamene ve formé aerosolu. ZmlZovani roztoku se provadi pneumatickym zmlZovacem
pomoci tlaku oxidujictho plynu, kterym je vzduch, popf. oxid dusny. Potfebné plyny se
odebiraji z tlakovych lahvi, vzduch obvykle z kompresoru. Kazdy AA-spektrometr musi byt
vybaven regulaci a mérenim pritoku paliva i oxidovadla. Pomérem obou plynd ve smési se
ziskava bud’ oxidacni, nebo redukéni typ plamene. Redukéni plamen je vhodny k atomizaci
prvkl, které tvori termostabilni oxidy (napf. Cr, Al). SloZeni a teplota plamene se méni
s vySkou. Pro kazdy prvek tedy existuje optimalni zéna v plamenu dana vyskou nad Ustim
horaku, kde je koncentrace volnych atomU nejvyssi. Tuto vysku je tfeba zjistit pokusné.
Poloha hotaku je tedy nastavitelnd ve vertikalnim i horizontalnim sméru.

Monochromator

Za plamenem nasleduje mfizkovy monochromator, ktery slouzi k izolaci zareni
vhodné vinové délky. Natacenim mfizky se nastavuje vinova délka rezonancni cary
na maximum propustnosti. BEZny monochromator miva pomoci vstupni a vystupni Stérbiny
regulovatelnou Sitku spektralniho intervalu od 0,1 nm do 2,0 nm. Jak jiz bylo uvedeno, Sitka
profilu rezonanéni ¢ary je fadové 0,001 nm. Sitka spektralniho intervalu se voli tak, aby spolu
s rezonancénim zarenim nedopadalo na detektor neabsorbuijici Cili balastni zafeni ¢ar blizkych
vinovych délek. To by zplsobilo zakfiveni koncentracni zavislosti absorbance (neplatnost
Bougherova-Lambertova-Beerova zakona). Je-li rezonancéni c¢ara ve spektru vybojky
osamocena, lze pracovat s $irSim intervalem (napf. 0,5-1,0 nm).

Detektor

K detekci tokd zareni @y a @ (rovnice (3)) se zafazuje tésné za vystupni Stérbinu
monochromatoru fotondasobi¢ s fotokatodou, jejiz citlivost je dostaCujici pro sledovanou
oblast spektra, tj. od 190 do 900 nm. Ziskany fotoproud se zesiluje jednak vkladanym napéti
na dynody ndsobice elektrond, jednak dalSim zesilovacem. V AAS se pouZzivaji fazové citlivé
zesilovace (lock-in) ladéné na frekvenci modulaéniho zareni vybojky. Pro pfimé odecitani
hodnot absorbanci na linedrni stupnici je indikaéni systém vybaven logaritmickym
prevodnikem. AA-spektrometry jsou vybaveny analogové—digitadlnim prevodnikem
avdigitalni formé se provadi ovladani nastavitelnych parametrd, automatické
vyhodnocovani vysledk(, statistika apod.



Prace se spektrometry GBC SensAA

Popis pristrojt

K méreni atomové absorpce se v posluchaéskych laboratofich atomové absorpéni
spektrometrie pouzivd dvoupaprskovy spektrofotometr firmy GBC, model SensAA Dual,
vybaveny deuteriovou vybojkou pro korekci neselektivni absorpce. Zdrojem zareni je vybojka
s dutou katodou, jejiz zafivy tok je modulovan elektricky prerusovanim napajeciho proudu
presné stanovenou frekvenci, se kterou je elektronicky synchronizovan frekvencné ladény
zesilovac. Pristroj je vybaven mfizkovym monochromatorem konstrukce Fastie—Ebert
s mfizkou 1800 vrypld/mm a s fokalni vzdalenosti 333 mm, Sitka vymezeného spektralniho
intervalu je v rozsahu 0,2-2 nm. Kdetekci relativnich intenzit zafivych tokl je pfistroj
vybaven univerzdlnim fotonasobi¢em s pracovnim rozsahem 175-900 nm.

Spektrometr GBC typ SensAA ma jednu pozici pro vybojku s dutou katodou (VDK),
napajenou modulovanym stejnosmérnym proudem o hodnoté 3-20 mA podle
stanovovaného prvku a doporuceni vyrobce. Pro VDK je nutné dodrzet dobu zhaveni 15—
20 minut pred zacdtkem analyzy. Vybojku v pracovni pozici Ize justovat ve vertikalnim
i horizontdlnim sméru tak, aby co nejvétsi ¢ast primarniho zareni dopadala na detektor.

111 POZOR !!! Justacnimi Srouby deuteriového korektoru pozadi je zakdzdno
manipulovat!

Umisténi ovladacich a kontrolnich prvk( spektrometru je patrné z obrazku 2 a 3.

Obr. 2: Spektrometr pro atomovou absorpci GBC model SensAA

1.
2.
3.
4.
5.
6.

Sitovy vypinac

IN-OUT: justace polohy horaku ve vodorovném sméru
UP-DOWN: justace polohy horaku ve svislém sméru
Nastavitelny zmlZovac s kapilarou pro nasavani vzorku
Odkap zkondenzované casti nasdvaného vzorku
Horak se Stérbinovym ustim



Kromé nastaveni pratokd plyn( je pfistroj plné fizen pocitacem prostrednictvim
software SavantAA. V plynové ¢asti je mikroprocesorem fizeno monitorovani vstupniho tlaku
paliva i oxidovadla, automatické zapalovani plamene, volba druhu plamene s automatickym
zajisténim bezpecného sloZeni plamene acetylen—oxid dusny a spravna volba hordaku.
Pti jakékoliv zavadé v této ¢asti je plamen automaticky zhasnut a nelze jej zapalit, dokud neni
chyba odstranéna. Pro plamen acetylen—oxid dusny je bezpodminecné nutné pouzit hotrak se
Stérbinou dlouhou pouze 50 mm, opatfeny napisem N,O—-ACET. Plamen acetylen—vzduch je
mozZné provozovat v obou typech horakl. PouZiti spravného horaku je jiSténo spinacim
konektorem. S chybnym hordkem pro vysokoteplotni plamen acetylen—oxid dusny nelze tuto
smés zapalit.

Meéreni absorbance ¢i koncentrace pfipravenych kalibracnich roztokd a vzork( a graf
kalibracni krivky Ize sledovat na obrazovce i vytisknout na pfipojené tiskarné.

SUPPORT
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Obr. 3: Kontrolni panel spektrometru GBC SensAA s automatickym fizenim plamene

7. SUPPORT: regulace pritoku oxidovadla

8. FUEL: regulace pratoku acetylenu

9. PrGtokomér pro oxidovadlo

10. PrUtokomeér pro acetylen

11. AIR ACET: tlacitko pro spusténi a nastaveni pratoku plynd pro plamen acetylen—vzduch. SlouZi zdrover
pro zhadseni plamene

12. N,O ACET: tlacitko pro spusténi a nastaveni pritoku plynd pro plamen acetylen—oxid dusny. SlouZi zdroveri
pro zhdseni plamene

13. IGNITION: tlacitko pro zapdleni plamene

14. Signalizace nespravného tlaku vzduchu

15. Signalizace nespravného tlaku oxidu dusného

16. Signalizace nespravného tlaku acetylenu

17. Signalizace zhasnuti plamene

18. Signalizace pouziti nespravného typu horaku nebo chybného zasunuti konektoru

19. Signalizace prazdného sifonu pojistné lahve



Zapojeni a uvedeni pristroje do chodu

1. Atomovy absorpcni spektrometr se zapina sitovym vypinaéem zelené barvy (oznaceny 1
vobr. 1).

2. Po zapnuti sitového vypinace se automaticky spusti operacni systém Windows 7
a vlastni fidici software GBC SavantAA. (Po ukonceni prace lze sitovym vypinacem
vypnout pocitac i pristroj soucasné.) Software GBC SavantAA (Obr. 4) umoznuje fizeni
pfistroje AAS pomoci systémového menu umisténého v horni listé, pomoci tlacitek
umisténych ve vodorovném panelu nahore a tlacitek modulll umisténych ve svislém
panelu vlevo.

||| GBC SavantAA Ver 31 - Method
File Method Window Security Module View Help

=R

Element _Qﬂ Super Lamp

Matix | Description

Notes

Measurement

Calibration

Obr. 4: Ridici panel ovladaciho programu: modul Method

Instrument

Funkce vodorovné umisténych tlacitek

New D vytvoreni nového souboru

Open B nahrani souboru z disku

Save u ulozeni souboru na disk. Pfi ukladani nové vytvoreného souboru software
automaticky voli jméno pro tento soubor. Pfi préci v laboratoftich
pouzivame pfikaz File—Save As a metody ¢i vysledky ukladame ve tvaru
PRIJMENI-MERENYPRVEK.MTH nebo PRIUMENI-MERENYPRVEK.RES
do adresare Studentské laboratore na disku D—-Data.
Pozor: typ zpracovdvanych soubort je urcen volbou svisle umisténého
tlacitka nebo volbou menu Module.

Print E tisk celého obsahu daného modulu

Help ? napovéda

Stop . zastaveni sekvence méreni

Start . spusténi sekvence méreni

Zero I nastaveni nulové hodnoty absorbance
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Funkce svisle umisténych tlacitek (volba modulu)

Method

editace podminek méreni (metody), podrobnosti viz dale

Samples

71—
D
33—

slouzi kuréeni typu (1. sloupec tabulky) a oznaceni (2. sloupec
tabulky) mérenych vzorkl. Pocet fadkd v tabulce se méni pomoci
kldves Insert a Delete nebo pomoci tlacitek ve spodni ¢asti panelu.
Funkce tlacitek je zfejmd z jejich grafické podoby. Oznaceni vzorku
(Label) se zapisuje pfimo z kldvesnice. Typ vzorku se voli
(Measurement) tak, Ze se na pozadovaném fadku klikne pravym
tlacitkem mysi a z nabidky se zvoli polozka Properties. Pozadovany
typ vzorku se zvoli v nabidce Measurement Type a volba se potvrdi
kliknutim na tlacitku OK. Dulezité typy vzork( jsou Sample (vzorek)
a Calibration (kalibrace).

Poznamka: typ vzorku Calibration zpUsobi proméreni celé kalibracni
krivky. Nemusi se tedy zaddvat jednotlivé kalibraéni roztoky

Analysis

z tohoto modulu je dulezity panel Sequence, ve kterém se voli poradi
mérenych vzorkd. V fadku First Measurement se zvoli poradové Cislo
vzorku odpovidajici tabulce vzorkd (viz vyse), ktery se bude méfit
prvni. Dalsi vzorky se méfi v poradi, v jakém jsou v tabulce zapsany.
Pokud je zaskrtnuta poloZzka Measure to End, proméfi se vzorky az
k poslednimu zapsanému vzorku; v opacném pfipadé bude poslednim
mérenym vzorkem vzorek s pofadovym Ccislem uvedenym v fadku
Last Measurement.

Results

tabulka vysledkd méreni

Report

nastaveni parametrd externiho vystupu

Instruments

optimalizace pfistrojovych parametr(

Poznamka: modul pro optimalizaci polohy lampy se aktivuje se tak, ze
se klikne pravym tla¢itkem mysi na stfedni horni ¢asti schématu
pfistroje (Obr. 5)

Configure / Optimize Light Source

Instrument 1

Obr. 5: Ridici panel ovladaciho programu: modul Instrument

8




Zapaleni plamene

Nejprve se uvede do chodu kompresor. Za pfitomnosti asistenta se otevie hlavni
ventil tlakové lahve s acetylenem pootocenim o 1,5 otacky (ne az do krajni polohy) a otevie
se i boc¢ni ventil. Vystupni tlak acetylenu se nastavi na 60—-70 kPa a vycka se natlakovani
kompresoru. Stiskem tlacitka (11) se otevie pfivod plyna a tlacitkem (13) se zapali plamen
zapalovace, od kterého se zapaluje plamen ve Stérbinovém horaku. Jakmile plamen hofi,
provede se kontrola nastaveni prltoku vzduchu rotametrem (9) (cca 5 dilk(i rotametru),
pratoku acetylenu rotametrem (10) (1-2 dilky), pfipadné vystupniho tlaku z lahve. OkamZité
po zapaleni se zatne do plamene zmlZovat destilovana voda. Odpafovanim vody
ve zmlZovaci komore dochazi k jejimu ochlazovani a chrani se tak jeji vnitfni teflonovy
povlak. Je-li plamen zapaleny, musi se vidy zmlZovat do plamene roztok, bud vzorek, nebo
destilovand voda.

Béhem hoteni plynovd automatika pfistroje hlidd nebezpecné stavy, které mohou
béhem provozu vzniknout, a signalizuje takovou situaci pomoci fady diod (14-19). Pfi zjisténi
jakékoli chyby se okamzité zhasina plamen. Zhasnuti plamene po skonceni méreni se docili
zmacknutim tlacitka (11). Plamen nenechdvame zbytecné hotet a vypindme jej okamzité
po kazdém zméreni pfipravené série vzork(.

Méreni

Za optimalizovanych podminek se muZe méfit podle pripravené metody (modul
Method) a sekvence vzorkd (moduly Samples a Analysis). Méreni se aktivuje stiskem tlacitka
Start nebo pomoci prikazu menu File—Start Analysis.

Pozor: pri kazdém spusténi méreni se znovu automaticky nastavuje nula pristroje,
proto je nutné v tomto okamZiku zmlzZovat pouze destilovanou vodu a nikoli roztok obsahujici
stanovovany prvek

Vlastni méreni absorbance daného vzorku se aktivuje stiskem tlacitka OK v okné
Manual sampling, které se automaticky otevie po spusténi méreni. Po stisku tlacitka Repeat
Sample je moiné zméfit posledni vzorek znovu. V modulu Results Ize priibéziné sledovat
vysledky méreni. Pfedcasné ukonceni méreni se provede stiskem tlacitka Stop, jinak se
méreni samo ukondéi po proméreni vsech vzorkd zadanych v modulu Samples.

Navod laboratorni prace

Stanoveni chromu a médi/vapniku a hoféiku atomovou absorpéni spektrometrii

1. Pfipravte kalibracni roztoky Cr a Cu nebo Ca a Mg.

Seznamte se s pfistrojem a vytvorte metody pro stanoveni Cr a Cu nebo Mg a Ca.
Optimalizujte podminky méfeni.

Promeérte kalibracni zavislosti a zmérte vzorky metodou AAS.

Vyhodnotte hmotnostni koncentrace stanovenych prvkd ve vzorcich a sepiste protokol.

e wnN

Priprava kalibracnich roztoku

- 100 ml zakladniho roztoku Cr o hmotnostni koncentraci 1 mg ml™ Cr se pfipravi
navazenim vypocteného mnozstvi K,CrO4 a jeho rozpusténim v destilované vodé.

- 500 ml zakladniho roztoku Cu o hmotnostni koncentraci 1 mg mlt se pfipravi
rozpusténim presné navazieného vypocteného mnozstvi CuSQ4.5H,0 CdCistoty p.a.
v destilované vodé.



- 500 ml zékladniho roztoku Ca o hmotnostni koncentraci 1 mg ml™* Ca se ptipravi
rozpusténim vypocteného a presné odvazeného mnozstvi CaCO;, Cistoty p.a., v asi 10 ml
zfedéné HCl p.a. (1:1, V/V).

- 500 ml zékladniho roztoku Mg o hmotnostni koncentraci 0,1 mg ml™ Mg se pfipravi
navazenim vypocitaného mnoizstvi krystalického MgS0,4.7H,0 Cistoty p.a. a jeho
rozpusténim v destilované vodé.

VSechny tyto zdkladni roztoky jsou pfili§ koncentrované, proto se pred pfipravou
kalibracnich roztok(i desetkrat, resp. dvacetkrat natedi (pipetuje se 25 ml do 250 ml
odmeérné banky pro Cr, Cu a Ca; pipetuje se 25 ml do 500 ml odmérné barnky pro Mg ). Tyto
roztoky maji koncentraci 0,1 mg ml™ Cr, 0,1 mg ml* Cu, 0,1 mg ml™ Ca, respektive
0,005 mg ml™ Mg. Z téchto zfedénych roztokd se pak pripravi vlastni kalibraéni roztoky:

- pro stanoveni Cr: 0,2, 4,6,8a 10 ug ml™? Cr

- pro stanoveni Cu: 0, 2,4, 6,8a 10 ug mi™ Cu

- pro stanoveni Ca: 0, 2,4, 6,8 a 10 ug ml™* Ca

- pro stanoveni Mg: 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,42 0,5 ug ml™? Mg

Kalibracni roztoky pro Ca a Mg, resp. Cu a Cr se ptipravuji ve smési. Pfipravuje se vzdy
100 ml kazdého kalibrac¢niho roztoku. Vypocteny objem fedéného zakladniho roztoku
prislusného kovu se odméruje z byrety. Pfed doplnénim se smés Cu a Cr okyseli pridanim
1 ml koncentrované HNO;!!!

Vytvoreni aplikace pro stanoveni Cr, Cu, Ca nebo Mg.

Vytvoreni nové méfici aplikace nebo editace stavajici aplikace se provede v modulu
Method. Jednotlivé parametry aplikace se voli v souladu s tabulkou | a dalSimi pokyny
asistenta. Modul Method obsahuje nékolik zalozek:

Description nezapomernte zvolit méreny prvek. Ostatni parametry maji charakter popisek
a nejsou povinné
Instrument zapisi se hodnoty Zzhaviciho proudu vybojky (Lamp Curent), vinové délky

(Wavelength), sirky stérbiny (Slit Width), vysky Stérbiny (Slit Height) a podle
potieby se aktivuje korekce nespecifické absorpce (Background Correction)

Measurement | zvolte zplsob méreni (Measurement Mode) a zapiste délku odectu jedné
repliky (Read Time), ¢asovou konstantu detektoru (Time Constant) a pocet
replik méreni (Replicates)

Calibration zvolte zplsob vyhodnoceni kalibracni zavislosti (Calibration Mode),
koncentracni jednotky (Conc. Units), pocet desetinnych mist (Conc. Decimal
Places), zaskrtnéte nulovani pred kalibraci (Zero Before Calibration) a v pfipadé
optimalizace také nulovani mezi jednotlivymi vzorky (Zero between samples)

Standards pomoci tlaéitek na spodnim okraji stranky rozsifte tabulku na odpovidajici
pocet radkl a zapiste koncentrace kalibracnich roztokl. Pozor: pomoci
posledniho tlacitka vpravo muZete po proméreni kalibracnich roztoku graficky
zobrazit pribéh kalibrace.

Quality fizeni jakosti; tato strdnka neni pfi praci ve studentskych laboratofich vyuZivana

Flame nastaveni pfistroje GBC SensAA neni mozné fidit pfimo z pocitace, parametry
se proto nemusi vypliovat. Pozor: stiskem tlacitka Optimize na této strdnce se
otevie okno, ve kterém je mozné sledovat okamZité hodnoty absorbance.
Optimalizace sloZeni plamene se bude provdadét manudiné, tlalitka v tomto
okné nestlacujte!
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Tabulka I: Udaje pro vytvofeni méFici aplikace

prvek meéd’ chrom horcik vapnik
Description
Element Cu Cr Mg Ca
Instrument
Lamp Current 8 mA 8 mA 5mA 5mA
Wavelength 327,4 nm 425,4 nm 285,2 nm 422,7 nm
Slit Width 0,5nm 0,5nm 0,5nm 0,5 nm
Slit Height normal normal normal normal
Background Correction ne ne ano ne
Measurement
Measurement Mode Integration Integration Integration Integration
Read Time 3,0s 3,0s 3,0s 3,0s
Time Constant 0,4 ms 0,4 ms 0,4 ms 0,4 ms
Replicates 5 5 5 5
Calibration
. . Conc. Least Conc. Least Conc. Least Conc. Least
Calibration Mode
Square Square Square Square
Conc. Units ug/mi ug/mi ug/mi ug/ml
Conc. Decimal Places 2 2 3 2
Zero Before Calibration ano ano ano ano
Zero Between Samples ano/ne* ano/ne* ano/ne* ano/ne*

* pro optimalizaci polohy hotaku a sloZzeni plamene ano, pro méreni kalibrace a vzork( ne

Optimalizace podminek méreni

Nastaveni polohy VDK

V modulu Instruments se klikne pravym tlacitkem mysi v levé horni ¢asti ndkresu
pristroje. Z nabidky se vybere Optimize: HC/DC. Na obrazovce pocitate se zobrazi dva
ukazatele emitovaného svételného toku. Levy ukazatel zobrazuje emisni svételny tok VDK,

pravy ukazatel emisni svételny tok korektoru pozadi (Obr. 6).

e

Reference D2

P | S

Reference HC

0.00 100.00
EHT (V)

180

Obr. 6: Stavovy panel ovladaciho programu

20000 000

100 00 20000

Peak EHT + D2

Pomoci Sroubll umisténych na boku pfistroje se VDK nastavi do takové polohy, kdy je
stav levého ukazatele maximalni. Poloha korektoru pozadi se nenastavuje! Po ukonceni
justace se stiskne tladitko Peak EHT+D2, tim se provede rekalibrace napéti na fotonasobici

(EHT). Pokud se vychylka ukazatele vyznamné zméni, cely postup se opakuje.
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Nastaveni horizontalni polohy hotaku

Pfed zapdlenim plamene se provede predbéziné sefizeni horizontalni polohy horaku
pomoci tocitka (2). Obraz cerveného paprsku emitovaného VDK se pozoruje na prouzku
bilého papiru a mél by prochazet presné nad stérbinou hofaku po celé jeji délce.

Nastaveni vertikalni polohy horaku

Po optimalizaci VDK se podle vySe uvedeného postupu zapali plamen, v pfipadé Cr se
pracujeme s redukénim plamenem (mirné svitivym), pro Ca a Mg se voli stechiometrické
sloZzeni plamene a pro Cu spiSe oxidacni plamen chudy palivem. SloZeni plamene se reguluje
pouze tocitkem (8) (FUEL). OkamZité po zapaleni se za¢ne do plamene zmlZovat destilovand
voda. Hordk je po pravé strané oznacen stupnici 0-8 dilk(l, nastavte horak nejprve do polohy
0. V modulu Samples upravte tabulku tak, aby obsahovala deset fadk( a v kazdém radku
zadejte typ vzorku Sample. Jména vzork( budou odpovidat poloze hofaku. Spustte méreni
pomoci tlacitka Start. BEhem celého méreni se zmlZuje stdle stejny kalibracni roztok, obvykle
ten s nejvyssi koncentraci, a pro kazdy dalsi vzorek zvysujete polohu hotdku o polovinu dilku.
Poloha, které odpovidd maximdlni namérena absorbance je poloha optimalni, a viechna
dalsi méreni se budou provddét pravé na ni. Namérené hodnoty absorbanci se vynesou
do grafu.

Nastaveni sloZeni plamene

Podobnym zplsobem se nastavi optimalni sloZzeni plamene. Toto je kritické zejména
pfi stanoveni Cr. Postupuje se tak, Ze se po jedné poloviné dilku stupnice rotametru méni
pratok acetylenu od jednoho dilku dilkd (silné oxidacni nesvitivy plamen s prebytkem
vzduchu) aZ po max. Ctyfi dilky na stupnici (silné svitivy redukéni plamen s pfebytkem paliva)
rotametru (8). V modulu Samples upravte tabulku tak, aby obsahovala alespon deset radku
a v kazdém radku zadejte typ vzorku Sample. Jména vzork( budou odpovidat poloze horaku
(1-4 dilky). Spustte méreni pomoci tladitka Start. BEhem celého méreni se zmlZuje stéle
stejny kalibracni roztok jako v pfipadé nastavovani vertikalni polohy horaku. Pro kazdy dalsi
vzorek pridavate pull dilku acetylenu. Pritok, kterému odpovidd maximalni namérena
absorbance je prltok optimalni, a vSechna dalSi méreni se budou provadét pravé pfi ném.
Namérené hodnoty absorbanci se vynesou do grafu.

Po ukonéeni optimalizace sloZeni plamene je vhodné proméfit i neznamé vzorky
a porovnat je s méfenym standardem. Pokud je absorbance vzorku vyssi nez absorbance
nejkoncentrovanéjsiho kalibraéniho roztoku, je nutno jej pred vlastnim mérenim kalibraéni
krivky a vzork(l naredit.

Méfreni kalibracni zavislosti a vzorkli metodou atomové absorpcni spektrometrie

Pfed mérenim se vzorky v odmérné bance doplni po rysku, v pfipadé smési Cr a Cu se
pred doplnénim okyseli 1 ml konc. HNO3s, dikladné promichaji a pripadné naredi (viz vyse).
Pro vlastni méreni se pfipravi tabulka v modulu Samples tak, aby obsahovala nejméné sedm
radka. Prvni vzorek bude typu Calibration, ostatni budou typu Sample. U téchto vzorkd
zvolte ndzev odpovidajici oznaceni vzorku. Je také vhodné udélat u mérenych vzork(
poznamku, zda a jakym zplsobem byly nafedény.

Po aktivaci méreni pomoci tlacitka Start se nejprve méfi nulovy kalibraéni standard
(Blank), potom kalibracni roztoky a nakonec vlastni vzorky o nezndmém slozeni. Kazdy
vzorek se proméri trikrat; postupuje se tak, Ze se stfidavé méfi vzorek A a B. Mezi za¢atkem
zmlzovani roztoku a aktivaci méreni absorbance musi byt ponechana dostatecnd casova
rezerva k dosazeni ustaleného stavu, postacujici doba je pét vtefin. Pokud néktery vzorek lezi
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mimo rozsah kalibrace a posluchaci nemaji pfedem pfipraveny naredény vzorek, musi se
po dodatecném naredéni vzorku proméfrit znova cela kalibraéni kfivka.

V modulu Results se na obrazovce pocitaCe zapiSe priimérna hodnota absorbance
(Abs), hodnota relativni smérodatné odchylky vypoctena z jednotlivych opakovani méreni
(RSD) a hodnota koncentrace odectena z kalibracni kfivky (Conc.).

Zpracovani vysledki a protokolu

Vysledkem méreni jsou nalezené hmotnostni koncentrace stanovovaného prvku
v zadanych vzorcich uvadéné v mg/l. V pripadé, Ze vzorek byl pred méfenim naredén, je
nutné provést prepocet.

Kromé principu méreni AAS musi protokol obsahovat tabelarné a graficky zpracované
vysledky optimalizace signalu, méreni kalibracnich kfivek a vlastnich vzork{. Nezapomernite
uvést Cislo vzorku. Soucasti protokolu je i pfiprava kalibracnich roztok( véetné vypoctu
navazek prislusnych chemikalii.

V protokolu musi byt dale uvedeny optimalni podminky, pfi kterych bylo méreni
absorpce provadéno, tj. vinova délka, Sitka spektralniho intervalu, napdjeci proud vybojky,
poloha hotdku, pritoky plyn(, hodnota napéti na fotondsobici. Soucasti protokolu bude
pfiloZzeny vytistény graf kalibracni zavislosti. Vyslednou hmotnostni koncentraci uvadéjte
jako prlimér méreni s intervalem spolehlivosti na hladiné vyznamnosti 0,95.

Kontrolni otazky
Jaky je fyzikalni princip AAS?
Co vyjadrtuje Kirchhoffav zakon
Které prechody elektrond oznacujeme za rezonancni?
Cemu odpovidaji zakladni rezonanéni ¢ary?
Jak je definovana absorbance a transmitance a jaky je mezi nimi vztah?
Co je atomovy absorpcni koeficient a na ¢em zavisi?
Co vyjadfuje zdkon Boughert-Lambertlv a Beer(v?
Které optické veliCiny a zavislosti sledujeme v AAS a za jakym analytickym ucelem?
Co znamena pojem ,charakteristickd koncentrace”?
. Kterou oblast spektra vinovych délek vyuzivd AAS?
. Uvedte zakladni stavebni prvky AA-spektrofotometru pro plamenovou atomizaci.
. Co je zdrojem primarniho zareni v AAS?
. Které instrumentdlni faktory maji vliv na citlivost a charakteristickou koncentraci
v plamenové AAS?
14. Jaké metody pouzivame k vyhodnoceni koncentrace prvku ve vzorku?
15. Na ¢em zavisi pfesnost a spravnost stanoveni prvku ve vzorku?
16. Jaké jsou hlavni analytické aplikace AAS?
17. Jakym zplsobem je nejcastéji vytvoreno absorpéni prostiedi v AAS a jakych teplot v ném
musi byt dosazeno?
18. Co slouzi k izolaci rezonancnich linii a jaka je funkce tohoto zafizeni?
19. Co je detektorem zareni v AAS a jaky je jeho princip?
20. Jak je formulovan Boltzmann(v zdkon pomérného zastoupeni atomuU v nizSim a vysSim
energetickém stavu?
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