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ULOHA ¢&.4

ATOMOVA ABSORPCNI SPEKTROMETRIE
Stanoveni médi ve viné metodou AAS

UKOLY:

4.1. Seznameni s metodou
4.2. Stanoveni médi ve viné
4.2.1. Metoda kalibra¢ni kiivky
4.2.2. Metoda standardnich pridavka
4.3. Vyhodnoceni analyzy

Pristrojové vybaveni:

Spektrofotometr novAA 330 pro atomovou absorpéni a emisni spektrometrii

Chemikdlie:

Zasobni roztok Cu(NOs); . 5H,0 (1mg/ml),1% roztok HNO;, tlakova lahev s acetylenem, vzorek vina.
Chemické sklo:

Odmeérna barka 100 ml (2x), 25 ml (11x), kadinka 100 ml (2x), 50 ml (1x), pipetovaci balonek, pipeta nedélena 5 ml (1x),
pipeta délena 5 ml (1x), 2 ml (1x), umélohmotna pipetka, sklenéna tycinka, nalevka, stficka

4.1. SEZNAMENI S METODOU

4.1.1. OBECNY PRINCIP METODY

TEORIE:

Atomova absorpcni a emisni spektrometrie patii mezi metody optické - vyuzivame zde absorpci €i emisi zafeni s
energii, odpovidajici vinovou délkou ultrafialové a viditelné ¢asti spektra. Obé tyto metody hraji velmi vyznamnou tlohu v
analytické chemii pfi stanoveni celkovych obsahti prvki (pfedevs§im kovovych) v nejriznéjSich typech vzorkt, véetné
vzorkd biologickych materiald.

Zakladem obou téchto metod je nejprve pievedeni vzorku, respektive analytu ve vzorku, do formy volnych atomu
v plynném stavu. Atom uréitého prvku ma elektronovou konfiguraci, ktera je pro néj charakteristicka. V atomové
absorpéni spektrometrii (AAS) vyuzivame skuteCnosti, Ze elektrony valenéni vrstvy atomu v zékladnim stavu mohou
pfijimat energii ve form¢ zafeni o vhodné vinové délce a dochazi k excitaci elektronu. Energie tohoto zafeni je shodna s
excitani energii prechodu valen¢niho elektronu do nékteré z vyssich, neobsazenych energetickych hladin. Dochazi k
absorpci zafeni volnymi atomy v plynném stavu a miru absorpce zafeni je mozno méfit. Atomy absorbuji zafeni ve velmi
uzkém spektralnim intervalu. V tomto intervalu 0,0005 — 0,005 nm musi zdroj zéfeni emitovat vysokou zafivou energii.
Proto se pouziva zafeni téhoz prvku, ktery stanovujeme. Mezi pivodnim tokem zafeni @, a tokem zafeni @, ktery je
vysledkem sniZeni toku @, absorpci atomy v plynném stavu, plati Lambertiv-Beeruv zakon
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ve kterém jednotlivé symboly znaci:

K — atomovy absorp¢ni koeficient
1 — délka absorpéni vrstvy
N — pocet atomil v jednotce objemu.

Po jeho tGpraveé zavedenim bezrozmérné veli¢iny absorbance, A ziskame vztah:

Ao

Pro prakticka meéfeni neni dulezité znat absolutni pocet atomi v absorpcnim objemu, nybrz obsah analytu ve
vzorku. Naméfend hodnota absorbance se proto vztahuje na koncentraci analytu ve vzorku. V atomovém absorpénim
spektrometru zafeni ze zdroje prochazi absorpénim prostfedim (atomizatorem), optickou soustavou a dopada na detektor a
zafizeni, kde se méfi a vyhodnocuje signal. Pro atomizaci analytu vyuzivame atomizatory - nejbéznéj$i je plamen
(napriklad acetylen - vzduch) nebo elektrotermicky atomizator (ohfev ohmickym odporem pfi prichodu proudu napiiklad
grafitovou trubici). Zdrojem zafeni pro méteni absorpce atomll jsou zpravidla vybojky s dutou katodou, vyrobenou z
prvku, ktery stanovujeme. Pro detekci zateni se zpravidla vyuziva fotonasobic.

V atomové (optické) emisni spektrometrii (AES, OES) vyuzivame toho, Ze u volnych atomti miizeme vhodnym
zplsobem excitovat valenéni elektrony do nékteré z vySsich energetickych hladin. Pfi deexcitaci (ndvratu elektronu na
nizsi ¢i ptvodni energetickou hladinu) se piebytecna energie vyzaii a dochazi k emisi zafeni. Energie (vlnova délka) zateni
odpovida energetickému rozdilu hladin a je charakteristicka pro dany pfechod - souvisi s elektronovym obalem atomu a
tedy i s prvkem, ktery dané zareni emituje. Spektralni analyzu emitovaného zéfeni lze vyuzit pro kvalitativni rozbor vzorku
a dukaz pritomnosti uréitych prvkd. Intenzita zafeni o vybrané vinové délce (analyticka vinova délka) zavisi na koncentraci
emitujicich ¢astic v excitatnim zdroji a ta je zavisla na koncentraci (¢i absolutnim obsahu) analytu ve vzorku. Pro
atomizaci a excitaci analytu lze vyuzit plamene jako v AAS (plamenova fotometrie, napiiklad pro stanoveni alkalickych
kovit), vétsi pocet prvkl je vsak excitovan v riznych plazmovych zdrojich (elektricky oblouk, indukéné vazané plazma,
mikrovinné plazma aj.). Pro izolaci zafeni o potfebné vinové délce se pouzivaji zpravidla monochromatory na principu
difrakéni miizky a intenzita zafeni je méfena fotoelektrickym detektorem. Atomovy plamenovy emisni spektrometr se
sklada z budiciho zdroje, monochromatoru, fotoelektrického detektoru a zafizeni pro vyhodnocovani signalu. V soucasné
dobé se vedle jednoucelovych plamenovych spektrometrti s vyhodou pouzivaji atomové absorpéni spektrometry, pficemz
je pfivod k primarnimu zdroji zafeni zakryt clonou a emitované zafeni je pferusovano (modulovano) vykonnym
prerusovacem za ucelem ziskani vystupujiciho signalu rozliSitelného od signalu pozadi. Témét kazdy komercni atomovy
absorp¢ni spektrometr 1ze snadno pouzit jako atomovy emisni spektrometr.

Vzorek vnasime do atomizaéniho (AAS) prostiedi zpravidla ve formé roztoku, a to zmlzovanim proudem plynu.
Vznikne aerosol, ktery vnasime do plamene - zde dojde k odpafeni rozpoustédla (vody), atomizaci a piipadné excitaci
atoml. Pevné vzorky ¢&i vzorky ve vodé nerozpustné je tedy nejprve nutno pievést do roztoku. Vyuzivame k tomu
rozpousténi napiiklad v kyselinach, smési kyselin, taveni s vhodnym cinidlem a dalsi postupy. V piipadé biologickych
materialti hovofime o tzv. mineralizaci, kdy pouzitym postupem odstranime (alespon ¢astecné¢) organické slozky vzorku
(bilkoviny, sacharidy, tuky aj.). V nékterych ptipadech neni nutno rozlozit vzorek zcela - staci, pokud se nami stanovovany
analyt rozpusti (vyextrahuje se) v pouzitém ¢inidle.

Kvantitativni analyza vyuziva zavislosti mezi naméfenym signalem (absorbanci) a koncentraci analytu v roztoku
vzorku. Nejde o metodu absolutni a proto je nutna kalibrace pomoci sady standardnich kalibracnich roztokti o vzrustajici
koncentraci analytu. Kalibrac¢ni zavislosti byvaji zpravidla linearni v urcité oblasti koncentraci, a proto je vhodné
koncentraci analytu ve vzorku upravit tak, aby intenzita zméfeného signalu lezela v linedrni ¢asti. Metoda AAS dosahuje
nizkych mezi detekce, je ureny pievazné pro stanoveni nizkych az stopovych koncentraci analytd, naptiklad tézkych kovi
¢i alkalickych kovil. Ve stopové analyze se vSak setkavame s problémy, které jsou pii stanoveni vy$Sich koncentraci
(odmérna analyza, gravimetrie aj.) opominutelné. Jde pfedev§im o hodnotu slepého pokusu - tedy koncentraci analytu
v roztoku, ktery obsahuje vSechna nami pouzita ¢inidla pro stanoveni a byl podroben vSem operacim, ale neobsahuje
analyzovany vzorek. V pfipad€ stanoveni nizkych obsahti analytu je takovyto slepy pokus nutny, protoze z pouzitych
chemikalii, nadobi, vody i ze vzduchu ¢&i pracovnika muze dochazek ke kontaminacim pfi zpracovani vzorku pred
méfenim. Hodnotu slepého pokusu je potom nutno odeéist od stanoveného obsahu, protoze by se tim zkreslil vysledek
stanoveni a analyza by byla nespravna.

Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) tedy vyuziva jako analytickou vlastnost absorpci elektromagnetického
zafeni volnymi atomy sledovaného elementu. Podstatou metody je absorpce vhodného elektromagnetického zateni
volnymi atomy v plynném stavu. Absorbovat se bude zaieni, které splituje podminku:
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E_‘—_ ?,Ezv_—_ ’,... atd.

71 Vdi

kde: E, — energie zakladni hladiny,
Ei, E,, ...atd — energie excitovanych hladin

Ubytek primarniho zafeni je mirou koncentrace volnych atomil prvku, ktery zafeni absorboval. Rozdily energii
mezi jednotlivymi elektronovymi stavy atomu jsou funkci atomového ¢isla sledovaného prvku. Piechod atomu z nizsi
energetické hladiny m na vy&si hladinu n neni spontanni, ale je vynucen piitomnosti zafeni o vhodném kmitoétu Vo, [s'] a
energiii fotonu h.vy, Absorpci fotonu vznika excitovany atom. Excitovany atom mize samovolné piejit na nizsi
energeticky stav, rozdil energii AE,, .« mize vyzafit v podobé¢ fotonu o stejném kmitoctu vy, a energii h.vyy:

— - h -
A N— | pin— 2'

kde: Enm — energie v elektronvoltech[eV], pfipadné v Joulech [J],
A — vlinova délka v nanometrech [nm],

Rozdil energii, odpovidajici pfechodu mezi energetickymi stavy m a n pii pohlceni nebo vyzateni fotonu se 1isi
jen znaménkem. Tuto vlastnost hmoty emitovat a absorbovat elektromagnetické zafeni téze vilnové délky vyjadiuje
Kirchhofftiv zakon, ktery je téz zakladem pro analytické vyuziti atomové absorpce. Pro tvorbu volnych atomd se nejéastéji
v AAS pouziva plamen, ktery podle druhu paliva a oxidovadla dosahuje teploty 2000 - 3150 K. Pfi téchto teplotach se
prevazna ¢ast volnych atomi vétsiny prvkd nachazi v zakladnim energetickém stavu E; a pohlcenim fotonu se dostava na
nekterou z vyssich energetickych hladin. Elektronové prechody ze zékladniho stavu, stejné jako emisni procesy na tomto
energetickém stavu koncici, se nazyvaji rezonancni. V. AAS maji nejvétsi pravdépodobnost pfechody mezi zédkladnim a
nejbliz§im excitovanym stavem o energii E;. Témto pfechodlim odpovidaji tzv. zakladni rezonan¢ni cary, které jsou pro
atomy jednotlivych prvki nejcitlivéjsi a zcela specifické, nebot’ jsou funkci vzajemného ptsobeni elektricky kladné
nabitého jadra a pro dany prvek charakteristické konfigurace elektronového obalu. Pro pomérné zastoupeni poctu atomt ve
vy$8im a niz§im energetickém stavu podle Boltzmannova rozdélovaciho zakona plati:

N=g o i

kde: Ny (resp. Ny) — koncentrace atomti v zakladnim (resp. excitovaném stavu) vyjadiena jejich poétem v objemové
jednotce [m™],
go a g; - statistické vahy téchto stavil,
k - Boltzmannova konstanta [J K],
T - absolutni teplota [K]

Podil excitovanych atomti N;, za predpokladu ze g, = gy, je v plamenech pii rozdilech energetickych hladin
E, — Ey, odpovidajicich emisi zafeni ve viditelné a ultrafialové oblasti spektra, velmi maly. Pro v = 1015 Hz, A = 300nm a
T = 3000 K je N; /Ny =1,5.107. Naprostd vétsina volnych atomil se nachizi v zékladnim stavu a je proto schopna
absorbovat zafeni svych rezonanénich vinovych délek (nebo kmitocti).

Atomova absorpéni spektra vyuzivame v rozpéti vinovych délek 190-900 nm. Prochazi-li monochromatické zateni
vhodnym absorpénim prostfedim o tloustce b a poc¢tu volnych atomd v zakladnim stavu Ny, dochazi k zeslabeni toku
zéfeni z ptivodni hodnoty @, na hodnotu @ [J s™']. Za konstantni teploty a poétu elektronil je podet atomi na zakladni
energetické hladiné imérny koncentraci c, sledovaného prvku (analytu) v roztoku, ktery do plamene zmlZujeme.
Matematickym vyjadienim uvedenych skutecnosti je spojeny zakon Bougheriv-Lambertiv a Beertiv ve tvaru:

AJO% s

kde: A — absorbance,
@, © — piivodni a prosly zarivy tok,
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b - tloustka absorbujici vrstvy [cm],

¢, - koncentraci analytu [mol.I"" ]

&, — molarni absorp¢ni koeficient (konstanta imérnosti, ktera je pfi dané vinové délce charakteristicka pro absorbujici
prvek, jeho hodnota a rozmér zavisi na vyjadfeni koncentrace [1.mol™.c™'].

!POZOR!

Pokud uvedeme koncentraci analytu jako hmotnostni (napf. mg.I"") a tloustku vrstvy v cm, potom se absorp&ni
koeficient zna¢i symbolem a; a jeho rozmér je [l.g.cm™].

V ptipad¢, ze ziistaneme u koncentrace vyjadiené poctem volnych atomti Ny v objemové jednotce, potom se jedna
o tzv. atomovy absorpéni koeficient, oznadovany symbolem X; , ktery ma rozmér plochy [m?*], jejiZ velikost odpovida
ucinnému prufezu atomu pro absorpci fotonu.

Kromé absorbance je dilezitou veli¢inou transmitance (propustnost) T - pomér toku zafeni proslého absorpcnim
prostfedim ku zativému toku do prostiedi vstupujiciho:

r- )
")

Transmitanci vyuzivame pfi nastaveni maxima vlnové délky rezonancni Cary ve spektralnim intervalu vymezeném
monochromatorem. Mezi absorbanci a transmitanci plati jednoduchy pfevodni vztah:

A g

Metoda AAS je jako vétSina analytickych metod metodou srovnavaci, u niz méfenou veli¢inou je absorbance.
Hodnota absorbance jako mira koncentrace sledovaného prvku nezavisi na velikosti zafivé energie primarniho zdroje, ale
hustotou zafivé energie je ovlivnéna velikost nejmensi méfitelné absorbance (odstup signalu od Sumu) a tim i mez detekce.
Vyhodnocovani vysledkt provadime metodou kalibracni kiivky, sestrojené proméfenim absorbanci srovnavacich roztoki o
znamé koncentraci, nebo metodou standardnich pfidavkl. Ve vzorcich prichazejicich k analyze se obvykle sledovany
prvek vyskytuje spolu s dal$imi elementy ¢i slouceninami, které mohou vyznamné ovlivnit hodnotu absorbance. Toto
ovlivnéni miry signalu slozkami matrice vzorku oznacujeme jako interferenci, tj. rusivy vliv. Interference rozliSujeme
spektralni a nespektralni. Spektralni interference jsou zplsobeny nedokonalou izolaci absorpéniho signalu analytu a
interferentu. Prekryv absorpénich linii ¢arovych atomovych spekter je v AAS dosti vzacny. Zafeni primarniho zdroje vSak
mize byt pfi prichodu absorpénim prostiedim zeslabeno nejen volnymi atomy analytu, ale i tzv. nespecifickou absorpci,
kterad je zptsobena rozptylem zafeni na nevypafenych Casticich aerosolu a molekulovou absorpci. Zatimco rozptyl se
nejvice projevuje v oblasti kratkych vinovych délek (do 250 nm), mé absorpce molekulami Sirokopasmovy charakter a
projevuje se v celé vyuZitelné oblasti spektra. Nespecificka absorpce se pficita k signalu analytu a vyvolava vzdy pozitivni
chybu. Korekce neselektivni absorpce se nejéastéji provadi pomoci zdroje kontinualniho zateni, kterym byva v ultrafialové
oblasti (do 350 nm) deuteriova vybojka a ve viditelné oblasti halogenova zarovka s wolframovym vlaknem. Nespektralni
interference zahrnuji ostatni jevy, napf. rusivy vliv transportu vzorku do plamene (zmény v rychlosti sani a u¢innosti
zmlzovani, ovlivnéné riznym povrchovym napétim, hustotou a viskozitou vzorki), rusivy vliv vypafovani kondenzované
faze vznikem sloucenin s odlisnou tékavosti (depresivni vliv fosfatl pfi stanoveni vapniku ¢i pozitivni vliv fluoridt pfti
stanoveni hliniku) a interference v plynné fazi, dané posunem disociacni a ionizac¢ni rovnovahy a zménami prostorového
rozlozeni volnych atoml v plameni. Nespektralni rusivé vlivy nejsou aditivni, mohou tedy vyvolat jak kladné tak zaporné
chyby a ndhodné¢ mtize dojit i k jejich vzdjemné eliminaci. SloZeni srovnéavacich roztokdl by proto mélo co nejlépe
odpovidat matrici vzorku, ve kterém sledujeme urcity prvek. Provadime-li potom za stejnych podminek (zmlzovani, vinova
délka, slozeni plamene, délka Stérbiny hofdku aj.) méfeni absorbance analytu ve vzorku, zjednodu$i se matematické
vyjadieni zakona Bougherova-Lambertova a Beerova na piimou umérnost mezi absorbanci a koncentraci analytu ve

vzorku:
A Kk .

kde: p — hmotnostni koncentrace sledovaného analytu.

Linedrni zavislost vSak plati jen v oboru nizkych koncentraci, pfi vysSSich hodnotich p se zakfivuje k ose
koncentraci, protoze zdkon Boughertiv-Lambertiiv a Beertiv byl odvozen pro nizké koncentrace. Nejbéznéjsim vyjadienim
koncentrace prvku v AAS je oznadeni ppm, coz pro hmotnostni koncentraci analytu v roztoku znamena pg.ml™” (mg.17").
Totéz oznadeni mize vyjadiovat i koncentraci analytu v pevném vzorku, napt. pg.g™' nebo mg.kg™.
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Smérnice zavislosti k = dA/dp urcuje citlivost metody. V AAS se Casto uvadi tzv. charakteristicka koncentrace prvku, coz
je pfevracend hodnota citlivosti pro koncentraci, kterd absorbuje 1% pivodniho zafeni (T = 0,99) a odpovida hodnoté
absorbance A = 0,0044. Charakteristickd koncentrace se vyjadiuje v hmotnostni koncentraci kovu v roztoku bez
doprovodnych pfimési a pro jednotlivé prvky se lisi az o nékolik fadid. Moderni pfistroje s atomizaci v plameni dosahuji

napt. pro Ca a Mg charakteristickou koncentraci 0,003 ppm a pro Cr hodnotu ppm.

Metoda AAS s plamenovou atomizaci umoziuje méfit koncentraci asi 60 elementt (kovi a prechodovych prvki)
a pouziva se pii analyzach vzorkli rizného plvodu. Vyznamny je podil této metody pii sledovani nizkych obsaht
toxickych prvkl ve vzorcich zivotniho prostfedi, kde se velmi dobie uplatiiuje pro svou vysokou citlivost a selektivitu.

4.1.2. INSTRUMENTACE - 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 rezonanéniho zafeni sledovaného prvku,
- absorpéni prostiedi s volnymi atomy,
- monochromator k izolaci rezonan¢ni ¢ary primarniho zafeni,

- detektor tohoto zafeni, kterym se méni proud fotont (zafivy tok) na proud elektroni (elektricky proud),

- pocitacové zpracovani signalu.

Obr.1: Pohled na atomovy absorp¢ni spektrofotometr novAA 300 Analytik Jena s vestavénou dotykovou obrazovkou (v
laboratofi analytické chemie je umistén pistroj fizeny externim pocitacem, bez této lokalni dotykové obrazovky)

fotoniasohic
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a) schéma jednopaprskového AAS
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elekironika + datovi fidici

elekironika + datova Fidici

Zdrojem primarniho zafeni je nizkotlaka, neonem plnéna vybojka s dutou katodou. Vybojka pracuje v doutnavém
rezimu pii minimalnim proudu nékolika miliampér a tlaku fadové 10" kPa. Emituje ¢arové spektrum toho prvku, ze
kterého je zhotovena duta katoda, nebo ktery je v materialu duté katody obsazen. Tim je dana vysoka selektivita této
metody, jiZ je mozné stanovit koncentrace jednotlivych prvkl ve vzorku obvykle bez nutnosti déleni.

Podminky buzeni pfi nizkém tlaku i teploté zarucuji, Ze rezonancni zafeni je vysoce monochromatické, ma
polositku profilu (tj. $itku méfenou v poloving vysky profilu ¢ary) jen asi 10° nm. Zafeni vysilané vybojkou je
modulovéno frekvenci, na kterou je naladén stiidavy zesilova¢. Modulace se provadi elektricky nebo mechanicky
prerusovacem. Modulaci se umozni méfit jen zafeni vybojky, nikoli zafeni emitované z atomizacniho prostedi, napf. z
plamene. K vysokonapétovému napajeni vybojky slouzi stabilizovany proudovy zdroj o napéti asi 400 V. V soucasné dobé
se vyrabéji vybojky s dutou katodou pro vice nez 60 prvki. Pro elementy, které maji podobné fyzikalni vlastnosti a
priblizné stejné se i katodicky rozprasuji, je mozné vyrabét vybojky s viceprvkovou katodou, ktera je v tomto ptipade

zhotovena sintraci smési 2 az 6 druht praskovych kovi.



Analyticka chemie organickych latek 7

Obr.3: Schéma lampy s dutou katodou

\ \_\ kremenné okno

patice

kontakty : sklenéni haiika

Atomizator

Absorpéni prostiedi, kde vznikaji volné atomy analytu, musi mit teplotu alesponn 2000 - 3000°C. Nejjednoduseji
realizovatelnym prostifedim k atomizaci je laminarni pfedmichany plamen, ktery se ziskdva laminarnim hofenim
pfedmichané smési acetylénu se vzduchem popft. oxidem dusnym ve specialnim hotéku. Jeho Usti ma tvar uzké Stérbiny,
pro plamen acetylén-vzduch dlouhé 10 cm a pro plamen acetylén-oxid dusny s vyssi rychlosti hofeni pouze 5 cm. Délkou
Stérbiny je déna i maximalné dosazitelna tloustka vrstvy absorpéniho prostfedi, kterym prochdzi zéafeni z vybojky.
Analyzovany vzorek s uréovanym prvkem se privadi do plamene ve formé aerosolu, tj. nepatrnych kapicek analyzovaného
roztoku. ZmlZovani roztoku se provadi pneumatickym zmlzovaéem pomoci tlaku oxidujiciho plynu, kterym je vzduch
popt. oxid dusny. Potifebné plyny se odebiraji z tlakovych lahvi,vzduch vétSinou z kompresoru. Kazdy AA-spektrofotometr
musi byt vybaven regulaci a méfenim pritoku paliva i oxidovadla. Pomérem obou plynti ve smési se ziskava bud oxidacni
nebo redukéni typ plamene. Redukéni plamen je vhodny k atomizaci prvki, které tvofi termostabilni oxidy (napf. Cr, Al).
Slozeni a teplota plamene se méni s jeho vyskou. Pro kazdy prvek existuje proto optimalni zéna v plameni dana vyskou
nad ustim hotéku, kde koncentrace volnych atomu je nejvétsi. Tuto vysku je tieba zjistit pokusné. Poloha hotdku musi byt
proto nastavitelna, a to jak ve vertikalnim, tak i horizontalnim sméru.

Monochromator

Za plamenem nasleduje miizkovy monochromator, ktery slouzi k izolaci vhodné rezonancni cary. Natdcenim
miizky se nastavuje vinova délka rezonan¢ni ¢ary na maximum propustnosti. Bézny monochromator miva pomoci vstupni
a vystupni $té€rbiny regulovatelnou §itku spektralniho intervalu od 0,1 nm do 2,0 nm. Jak jiz bylo uvedeno, §itka profilu
rezonanéni éary je fadové 0,001 nm. Sitka spektralniho intervalu se voli tak, aby spolu s rezonanénim zafenim nedopadalo
na detektor neabsorbujici Cili balastni zafeni ¢ar blizkych vlnovych délek. To by zplsobilo zakfiveni koncentracni
zavislosti absorbance (neplatnost Bougherova-Lambertova-Beerova zakona). Je-1i rezonan¢ni ¢ara ve spektru vybojky
osamocena, lze pracovat s Sir§im intervalem (napt. 0,5 az 1,0 nm).

Detektor

K detekci tokl zafeni @, a @ se zarazuje tésné za vystupni Stérbinu monochromatoru fotonasobic¢ s fotokatodou,
jejiz citlivost je dostacujici pro sledovanou oblast spektra, tj. od 190 do 900 nm. Ziskany fotoproud se zesiluje jednak
vkladanim napéti na dynody nésobiCe elektronl, jednak dal§$im zesilovacem. V AAS, se pouzivaji fazové citlivé
zesilovace (lock-in) ladéné na frekvenci modulacniho zafeni vybojky. Pro pfimé odecitani hodnot absorbanci na linearni
stupnici je indikacni systém vybaven logaritmickym pievodnikem. Moderni AA-spektrofotometry jsou vybaveny
analogové-digitalnim pfevodnikem a v digitalni formé se provadi ovladani nastavitelnych parametrt, automatické odecitani
nespecifické absorpce, nebo-li pozadi, vyhodnocovani vysledku, statistika, tisk vysledkt apod.
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4.2. STANOVENI MEDI VE VINE

PRINCIP:

Protoze sledujeme absorpci elektromagnetického zafeni volnymi atomy v plynném stavu, musime pted vlastnim
meéfenim absorbance pievést atomy stanovovanych prvkid do atomarniho stavu a nasledné volné atomy, které jiz nejsou
soucasti molekul do plynného stavu. Teprve v tomto stavu mizeme sledovat absorpci zafeni. Na pfevedeni atomu do
volného atomarniho plynného stavu je nutné dodat energii ve formé tepla. Vzorek musi byt vzdy pfipraven ve formé
roztoku.

Proces, ktery je souborem slozitych procesi, které vedou ke vzniku volnych atomti v plynném stavu se nazyva
atomizace. Potfebna teplota na atomizaci kovovych atomi je v rozmezi 2000 - 3000°C . Teplota pro atomizaci, ale nesmi
byt vyssi nez je teplota nutnd k excitaci elektrond. Jako zdroje zafeni o vhodné vinové délce, jehoz absorpci volnymi atomy
stanovovaného prvku sledujeme, se pouzivaji vybojky s dutou katodou. Katodu tvoii valecek z kovu, ktery stanovujeme
(napf. pro stanoveni Cu je katoda vyrobena jako médény valecek). Anodu tvoii bud’ wolframovy nebo molybdenovy drat.
Lampa je naplnéna argonem nebo neonem o tlaku 1 kPa. Mezi anodu a katodu je vlozeno napéti 400 V, kdy vznika
doutnavy vyboj. Pfi ném ionizované atomy argonu nebo neonu bombarduji kov, uvolnéné atomy kovu se srazkami excituji
a pii deexcitaci vysilaji potfebné zateni.

Pro AAS se pouzivaji dva druhy atomizatori — plamenovy atomizator (FA AAS) a elektrotermicky atomizator
(ETA AAS). Plamenovy atomizator pracuje na principu zmlzovani nasdvané¢ho vzorku teflonovou trubickou pomoci
ultrazvuku nebo pneumatického zmlzovani. Vznikly aerosol vzorku je unaSen plynem do plamene. V plameni probiha
atomizace — odpateni rozpoustédla vzorku, odpafeni molekul vzorku, disociace vazeb mezi atomy v molekulach a nasledné
pfevedeni uvolnénych atomi do plynného stavu. Plamen tvoii vzdy palivo a okyslicovadlo. Podle druhu paliva a
okyslicovadla je pak dosazeno uréité teploty.

Vznik atomt v plameni je slozity proces. Vytézek atomizace zavisi predevsim na teploté plamene a parcialnim
tlaku spalnych produkti plamene. Rozhodujici je vybér plynové smési, stechiometrie paliva a oxidovadla. Mnohdy je
vyhodou vhodné redukéni prostiedi v plameni, pfitomnost organickych sloucenin a rozpoustédel. Plamen musi byt opticky
propustny, nema absorbovat zareni, ma vést k maximalnimu vytézku atomizace prvku. Absorpce atomu je sledovana v
definované vysce plamene. Pevné nebo kapalné ¢astice v plameni mohou vyvolat rozptyl zafeni, nedisociované molekuly
pak nespecifickou absorpci zafeni. U laminarnich plameni dochazi k michani plynti pfed dosazenim hotéku.

Tab.: Plameny plynnych smési pouzivanych v AAS

plynna smés rychlost hofeni cm/s prumérna teplota °C rozsah teplot °C
propan - vzduch 80 1930
acetylen - vzduch 160 2300 2125 - 2400
acetylen - N,O 180 2700 2660 - 2800

Smés propan-vzduch je pouzivana jen pii stanoveni alkalickych kovi a Pb. Obvykla je smés acetylen-vzduch.
Maximalni absorp¢ni signal v plameni acetylen-vzduch pro stanoveni Cd, Pb nezavisi na sloZeni plamene, pro Cu, Zn, Ni,
Co, In a Ga je ziskan v palivoveé chudém - oxidacnim plameni. Siln¢ oxida¢ni plamen se pouziva pro stanoveni Au, Ir, Pt,
Pd, Rh, siln¢ redukéni pro kovy alkalickych zemin a svitivy palivové bohaty plamen pro stanoveni Mo, Cr a Sn.
Stechiometricky plamen se pouziva pro stanoveni Fe a Mn. Pfi pouZzivani svitivého plamene (velky nadbytek acetylenu) se
projevuje zvySeny Sum pfistroje.

Ve smési acetylen-N,O dochazi k atomizaci prvkl v ¢ervené zoné€ plamene (vysoka 5 - 50 mm u slabé redukéniho
plamene). Ve spektru plamene se objevuji pasy CN, CH, NH, které zvySuji Sum pfistroje a znemoziiuji stanoveni prvku pfi
pouziti slabych zdrojti zafeni. V tomto plameni se vSak odstrani vétSina chemickych rusivych vlivli a dochazi k rozruSeni
stabilnich oxidickych vazeb v binarnich a terndrnich oxidickych fazich. Atomy velkého poctu prvki jiz v plameni ionizuji.
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4.2.1 METODA KALIBRACNI KRIVKY

POSTUP:

Ze zasobniho roztoku o koncentraci 1mg Cu/ml pfipravime do 100ml odmérné banky roztok o koncentraci 10
pg/ml. Z tohoto roztoku ziedénim pripravime roztok o koncentraci 0,1pg/ml. Z takto zfedéného roztoku ptipravime
kalibra¢ni roztoky o koncentracich: 0,005; 0,01; 0,015; 0,02 a 0,03 pg/ml do 25 ml odmérnych ban¢k. Banky doplnime
1% HNO;.

Nastavime parametry analyzy a provedeme optimalizaci na maximalni signdl na stfedni kalibra¢ni roztok.

Parametry analyzy: A = 324,8 nm, Sitka $térbiny (propoustény spektralni interval ) 0,5 nm, pritok acetylenu 50 L.
hod™, proud vybojky s dutou katodou 8 mA, plamen acetylene + vzduch (stechiometricky) 100 mm hot4k, vyska hofaku 6
mm, pritok vzorku 5 ml min”, integraéni Gas 3 s. Viechny tyto parametry v&etné vyhodnoceni kalibraéni zavislosti
a vzorktl jsou nastaveny v prislusné metod¢ na piistroji.

Stejnym zplisobem provadime i piipravu slepého stanoveni (blank).

Analyzovany vzorek vina vhodné nafedime redestilovanou vodou tak, aby koncentrace analytu (Cu) lezela asi
uprostied kalibracni zavislosti (asi 10x), tzn. do 25 ml odmérné banky pipetujeme 5 ml a doplnime po rysku 1% HNO;.
Roztoky proméfime na pfistroji po navoleni pozadované metody.

4.2.2 METODA STANDARDNICH PRIDAVKU

POSTUP:
Do 25 ml odmérnych banék pipetujeme 0,0; 1,25; 2,5; 3,75; 5,0 a 7,5 ml roztoku o koncentraci 10 pg/ml Cu. Do
kazdé z ban€k ptfidame 5 ml neziedéného vzorku vina a doplnime 1% HNO;.

Jako blank pouzijeme Cisty roztok 1% HNO;.

Po zvoleni pozadované metody roztoky prométime na pfistroji.

4.3. VYHODNOCENI ANALYZY

1. K protokolu pfiloZime vytiSténé vysledky analyzy véetné kalibra¢ni kiivky.
2. Provedeme test na shodu vysledkiu ziskanych metodou pridavki a kalibraéni k¥rivky.

3. Zduvodnéni mozného chybného stanoveni.



