8. ATOMOVA ABSORPCNI A EMISNI SPEKTROMETRIE

TEORIE:

Atomova absorpéni a emisni spektrometrie patii mezi metody optické - vyuziva se zde absorpce ¢i emisi zafeni s energii, odpovidajici
vlnovou délkou ultrafialové a viditelné ¢asti spektra. Obé tyto metody hraji velmi vyznamnou tlohu v analytické chemii pfi stanoveni
celkovych obsahti prvkii (piedevsim kovovych) v nejriizn€jsich typech vzorki, véetné vzorki biologickych materialt.

Zakladem obou téchto metod je prevedeni vzorku, respektive analytu ve vzorku, do formy volnych atomti v plynném stavu. V atomové
absorpéni spektrometrii (AAS) se vyuziva skute¢nosti, ze elektrony valenéni vrstvy atomu v zadkladnim stavu mohou pfijimat energii ve
formé zafeni o vhodné vlnové délce a dochazi k excitaci elektronu. Energie tohoto zafeni je shodna s excitaéni energii pfechodu valenéniho
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 Gizkém spektralnim intervalu. V tomto intervalu 0,0005 — 0,005 nm musi
zdroj zateni emitovat vysokou zativou energii. Proto se pouziva zafeni téhoZ prvku, ktery stanovujeme. Mezi ptivodnim tokem zafeni @, a
tokem zafeni @, ktery je vysledkem snizeni toku @, absorpci atomy v plynném stavu, plati Lambertiv-Beeriv zakon:
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kde: K je atomovy absorpéni koeficient,
1 je délka absorpéni vrstvy,
N je pocet atomil v jednotce objemu.

Po jeho Gpraveé zavedenim bezrozmérné veli¢iny absorbance A se ziska vztah:

Alog "\

Pro praktickda méfeni neni dilezité znat absolutni pocet atomd v absorpénim objemu, nybrz obsah analytu ve vzorku. Naméfena 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 - nejb&znéjsi je plamen (napiiklad acetylen — vzduch) nebo elektrotermicky atomizator (ohfev ohmickym odporem
pfi prichodu proudu napriklad grafitovou trubici). Zdrojem zafeni pro méfeni absorpce atomil jsou zpravidla vybojky s dutou katodou,
vyrobenou z prvku, ktery stanovujeme. Pro detekci zafeni se zpravidla vyuziva fotonasobic.

V atomové (optické) emisni spektrometrii (AES, OES) vyuzivame toho, Ze u volnych atomii miizeme vhodnym zpiisobem excitovat
valen¢ni elektrony do nékteré z vyssich energetickych hladin. Pfi deexcitaci (navratu elektronu na niz§i ¢i ptivodni energetickou hladinu) se
prebytecna energie vyzafi a dochdzi k emisi zafeni. Energie (vlnova délka) zafeni odpovidd energetickému rozdilu hladin a je
charakteristicka pro dany ptechod - souvisi s elektronovym obalem atomu a tedy i s prvkem, ktery dané zareni emituje. Spektralni analyzu
emitovaného zafeni l1ze vyuzit pro kvalitativni rozbor vzorku a dikaz pfitomnosti urcitych prvki. Intenzita zafeni o vybrané vinové délce
(analytickd vinova délka) zavisi na koncentraci emitujicich ¢astic v excitacnim zdroji a ta je zavisla na koncentraci (¢i absolutnim obsahu)
analytu ve vzorku. Pro atomizaci a excitaci analytu lze vyuzit plamene jako v AAS (plamenové fotometrie, napiiklad pro stanoveni
alkalickych kovil), vétsi pocet prvkiu 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 sklddd z budiciho zdroje, monochrométoru, fotoelektrického detektoru a zafizeni pro
vyhodnocovani signalu. V soucasné dobé se vedle jednoucelovych plamenovych spektrometrii s vyhodou pouzivaji atomové absorpéni
spektrometry, ptic¢emz je piivod k primarnimu zdroji zafeni zakryt clonou a emitované zafeni je pferuSovano (modulovano) vykonnym
preruSovacem za ucelem ziskani vystupujiciho signalu rozliSitelného od signalu pozadi. Téméf kazdy komercni atomovy absorpéni
spektrometr 1ze snadno pouzit jako atomovy emisni spektrometr.

Vzorek vnasime do atomizacniho (AAS) ¢i excitacniho (AES) prostiedi zpravidla ve formé roztoku, a to zmlzovanim proudem plynu.
Vznikne aerosol, ktery vnasime do plamene - zde dojde k odpafeni rozpoustédla (vody), atomizaci a ptipadné excitaci atomi. Pevné vzorky
¢i vzorky ve vodé nerozpustné je tedy nejprve nutno prevést do roztoku. Vyuzivame k tomu rozpousténi napiiklad v kyselinach, smésich
kyselin, taveni s vhodnym ¢inidlem a dalsi postupy. V piipadé biologickych materialti hovofime o tzv. mineralizaci, kdy pouZzitym postupem
odstranime (alesponi ¢astecné) organické slozky vzorku (bilkoviny, sacharidy, tuky aj.). V nékterych pfipadech neni nutno rozlozit vzorek
zcela - staci, pokud se ndmi stanovovany analyt rozpusti (vyextrahuje se) v pouzitém cinidle.

Kvantitativni analyza vyuziva zavislosti mezi naméfenym signalem (absorbanci, intenzitou emitovaného zafeni) a koncentraci analytu v
roztoku vzorku. Nejde o metody absolutni a proto je nutné kalibrace pomoci sady standardnich kalibra¢nich roztokt o vzristajici koncentraci
analytu. Kalibra¢ni zavislosti byvaji zpravidla linearni v urcité oblasti koncentraci, a proto je vhodné koncentraci analytu ve vzorku upravit
tak, aby intenzita zmétfeného signélu lezela v linedrni ¢asti. Obé metody dosahuji nizkych mezi detekce, jsou urceny pievazné pro stanoveni
nizkych az stopovych koncentraci analyti, naptiklad tézkych kovu ¢i alkalickych kovii. Ve stopové analyze se vSak setkavame s problémy,
které jsou pii stanoveni vysSich koncentraci (odmeérna analyza, gravimetrie aj.) zanedbatelné. Jde predev§im o hodnotu slepého pokusu - tedy
koncentraci analytu v roztoku, ktery obsahuje vSechna ndmi pouzitad ¢inidla pro stanoveni a byl podroben vSem operacim, ale neobsahuje
analyzovany vzorek. V pfipadé stanoveni nizkych obsahli analytu je takovyto slepy pokus nutny, protoze z pouzitych chemikalii, nadobi,
vody i ze vzduchu miize dochazek ke kontaminacim pfi zpracovani vzorku pfed méfenim. Hodnotu slepého pokusu je potom nutno odecist
od stanoveného obsahu, tim by se zkreslil vysledek stanoveni a analyza by byla nespravna.

Tabletu vitaminového piipravku je tieba nejprve rozpustit ve vhodném ¢inidle a roztok zbavit nerozpustnych piimési, které by rusily pti



stanoveni. Roztok nafedit tak, aby se koncentrace analytu nachazela v rozsahu koncentraci kalibra¢ni zavislosti a proméfit absorbanci, resp.
intenzitu emise, na atomovém absorpénim spektrometru. Pro oba analyty (Zn i K) se pfipravi sady kalibra¢nich roztoku, které se vyuziji
k sestrojeni kalibra¢nich zavislosti. Cilem ulohy je stanoveni obsahu Zn a K v jedné vitaminové tableté - 1ze postupovat tak, ze jedna tableta
se cela rozlozi a stanovi se obsah analytll v roztoku, nebo se tableta zvazi, rozdrti, v alikvotnim podilu se po rozlozeni stanovi obsah analyti
a prepocita na celou tabletu. Vedle kvantitativniho stanoveni obsahu drasliku se vyuzije emisni spektrometrie také pro kvalitativni dikaz
nékterych dalsich prvku.

Hlavni rezonanéni ¢ary alkalickych kovil lezi pfevazné ve viditelné oblasti spektra. Spektralné se projevuji intenzivnimi dublety. Pti
stanoveni drasliku je nejcitlivéjsi ¢ara pti 766,5 nm, vyhodnou se jevi také druha ¢ara dubletu pti 769,9 nm. Vzhledem k nizké excita¢ni
energii staci k excitaci atomi i nizkoteplotni plameny. Pfi stanoveni alkalickych kovii pomoci AAS a AES se s modernimi pfistroji dosahuje
vysledkil podobné kvality. Pfednosti AAS jsou mensi spektralni ru$ivé vlivy. Diky nizkym hodnotam ionizac¢nich energii dochazi
u alkalickych kovll snadno k ionizaci, zejména pii vyssi teploté plamene. Pro jejich stanoveni se nékdy doporucuje chladnéjsi plamen zemni
plyn-vzduch nebo propan-vzduch. Nizka teplota plamene vSak vede ke zvySeni vlivu osnovy vzorku. Stechiometricky plamen acetylen-
vzduch je teplejsi, ziskané signaly jsou stabilni a reprodukovatelné. V plameni acetylen-N,O ionizuji vSechny alkalické kovy a jejich
stanoveni vyzaduje pfidavek ioniza¢niho pufiu k potlaceni ionizace (jeden z alkalickych kovli v nadbytku). K potlaceni ionizace drasliku je i
v plameni acetylen-vzduch tieba piidavku vysoké koncentrace Na (jako NaCl), kterd ale vede k nestabilité signalu pravdépodobné
ucpavanim hotaku. Pouziti koncentrace 1 g1 Na je feSeni kompromisni. Uginny je piidavek 1 g Cs. Kalibradni kiivky pii stanoveni
v plameni acetylen-vzduch jsou linearni v rozsahu do 2 mg.1" K.

Stanoveni zinku patii k nejcitlivéjsim stanovenim v AAS. Charakteristicka koncentrace je az 0,012 mg I"' Zn. Zinek je v plameni zcela
disociovan a na jeho stanoveni neptisobi zadné vyrazngjsi rusivé vlivy. Stanoveni se provadi AAS v plameni acetylen-vzduch pomoci

kalibragni kiivky sestrojené pro srovnavaci roztoky do 2 mg.I" Zn.

8.1.  Priprava vzorku vitaminového pripravku a blanku

Celou tabletu zalit ve 100 ml kadince 10 ml 10% roztoku kyseliny dusi¢né. Kadinku s vitaminovym
pripravkem mirné zahfivat, az se tableta rozpadne. Poté obsah kadinky nechat vychladnout, zfedit na
cca 60 ml destilovanou vodou a prefiltrovat ptes papirovy filtr do odmérné banky o objemu 100 ml. Do
odmérné banky je tfeba dostat kvantitativné veskery roztok z kadinky, tzn. kadinku je nutno nékolikrat
vyplachnout malym mnozstvim vody a prefiltrovat. Filtr nasledné promyt malym mnozstvim
destilované vody ze stficky. Odmérnou bainku poté doplnit vodou po znacku a umistime na 5 minut do
ulrazvukové lazné.

Stejnym zpusobem je tieba provést i piipravu slepého stanoveni (blanku), véetné zahfivani a filtrace,
vitaminovou tabletu nahradit 10 ml destilované vody.

Takto ziskané roztoky vitaminového piipravku se vhodné nafedi 1% roztokem HNO; tak, aby
koncentrace analytti (Zn i K) lezely asi uprostied kalibracni zavislosti, tj. pro stanoveni drasliku K se
napituje 5 ml roztoku vitaminového ptipravku do 50 ml odmérné baiky a doplni 1% HNO; po rysku,
pro stanoveni zinku Zn se napituje 1 ml roztoku vitaminového pfipravku do 100 ml odmérné banky a
doplni po rysku 1% HNO;. Diilezité je vSe fadné promichat.

8.2. Stanoveni drasliku metodou AES

Podminky pro stanoveni drasliku na plamenovém AA spektrometru: Ay = 766,5 nm, propoustény
spektralni interval 0,2 nm, pritok acetylenu 65 1. hod™, 100 mm hoidk, vyska horaku 7 mm, pritok
vzorku 5 ml min™, integracni cas 3 s. Vsechny tyto parametry véetné vyhodnocent kalibracni zavislosti
a vzorkii jsou nastaveny v prislusné metode pro jednotliva stanoveni.

8.2.1. Priprava kalibrac¢nich roztoki pro stanoveni drasliku

Ze zasobniho standardniho roztoku KNO; o koncentraci drasliku 1 g.I” se nejprve piipravi vhodnym
ziedénim 100 ml roztoku o koncentraci drasliku 10 mg.1”, tj. 1 ml drasliku K o koncentraci 1 g.1" je
tieba prevést do 100 ml odmérné baiky a doplnit destilovanou vodou po rysku.

Dal3im fedénim zasobniho standardniho roztoku drasliku o koncentraci 10 mg.I"' 1% roztokem kyseliny
dusiéné je potieba piipravit sadu standardnich kalibraénich roztoki o koncentraci drasliku K 0-2 mg.1”
po 0,5 mg.I" (do 25 ml odmémych bangk).
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Méreni kalibrac¢nich zavislosti

Po nastaveni pfistroje (hordk nastavit na 90 °) prométit dle navodu intenzitu emise na analytické care
drasliku a pomoci obsluzného programu sestrojit kalibra¢ni zavislost (linearni, prochazejici pocatkem).
Zméfit koncentraci K ve slepém pokusu (destilovand voda) a v pfipraveném roztoku vzorku.
Koncentraci vyhodnocenou dle kalibracni zavislosti prepocitat na mnozstvi drasliku K v tableté (po
pripadné korekci na hodnotu slepého pokusu) a porovnat s deklarovanou hodnotou.

Kvalitativni spektralni analyza

Podle navodu k pfistroji nasnimat emisni spektrum pii zmlzovani nefedéného roztoku vzorku v rozsahu

vinovych délek 550 - 800 nm. Odecist vinovou délku pozorovanych emisnich ¢ar a identifikovat
jednotlivé Cary ve spektru (tj. ktery prvek zareni o dané vinové délce emituje). Spektrum zkopirovat a
prilozit k protokolu.

Stanoveni zinku metodou AAS

Podminky pro stanoveni zinku na plamenovém AA spektrometru: 1 = 213,9 nm, propousteny spektralni
interval 0,5 nm, lampa s dutou katodou, proud 4,0 mA, pritok acetylenu 50 | hod”, 100 mm hordk,
vika hordku 6 mm, pritok vzorku 5 ml min”, integracni ¢as 3 s. Vsechny tyto parametry véetné
vyhodnocenti kalibracni zavislosti a vzorkii jsou nastaveny v prislusné metodé na pristroji.

Priprava kalibracnich roztoki pro stanoveni zinku

Ze zasobniho standardniho roztoku ZnSO, . 7H,O o koncentraci zinku Zn 1 g.I"' se nejprve pfipravi
100 ml roztoku o koncentraci zinku Zn 10 mg.I"' vhodnym zfedénim, tj. I ml Zn o koncentraci 1 g.I" je
tieba prevést do 100 ml odmérné banky a doplnit destilovanou vodou po rysku

Dal§im fedénim pracovniho standardniho roztoku zinku Zn o koncentraci 10 mgl”' 1% roztokem
kyseliny dusi¢né je potieba pfipravit sadu standardnich kalibracnich roztokii o koncentraci zinku Zn 0-1
mg.1" po 0,2 mg.I" (do 25 ml odmé&rnych bangk).

Méreni kalibraénich zavislosti

Po nastaveni pfistroje proméfit dle navodu absorbanci na ¢afe zinku a pomoci obsluzného programu
sestrojit kalibracni zavislost (linearni, prochazejici pocatkem). Zméfit koncentraci Zn ve slepém pokusu
a v pfipraveném roztoku vzorku. Koncentraci vyhodnocenou dle kalibra¢ni zavislosti pfepocitat na
mnozstvi Zn v tableté (po pripadné korekci na hodnotu slepého pokusu) a porovnat s deklarovanou
hodnotou.

Vyhodnoceni AES A AAS

Pti vyhodnoceni stanoveni K a Zn ve vitaminovém ptipravku v protokolu do zavéru uvést:

1. Nasnimané emisni spektrum pri zmlZovani nefedéného roztoku vzorku v rozsahu vinovych
délek 550 - 800 nm a identifikovat jednotlivé ¢ary ve spektru

2. Hodnoty nalezenych koncentraci (mg/l) a obsahu (mg) K a Zn prepocitané na celou tabletu
vitaminového pripravku s pfihlédnutim k fedéni vzorku (v odmérné bance je pouze alikvotni
¢ast zadaného vzorku) zaokrouhlené na platny pocet mist, vyplnéné tabulky a sestrojené
kalibraéni zavislosti.

3. Srovnani nalezenych mnoistvi K* a Zn** a deklarovanych mnoistvi téchto latek ve
vitaminovém p¥ipravku.

4. Zdivodnéni moZného rozdilu od deklarovanych hodnot.



