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Plamenova fotometrie

Uvod

Jednou z metod pro méteni koncentraci iontd sodiku, drasliku, lithia, pfip. také vapniku a cesia v
biologickych tekutinach je plamenova emisni spektrofotometrie, flame atomic emission spectroscopy
(FAES). Ke stejnému ucelu se dnes v klinickych laboratofich ¢astéji pouziva méfeni pomoci iontove
selektivnich elektrod nebo fotometrie chemicky vytvotenych barevnych komplexi té€chto iontt. Diive
nalezely mezi béZné metody také titrace a polarografie. VSechny tyto metody se li§i nejen principy
stanoveni a analytickymi znaky, ale také pracovnimi a ¢asovymi naroky, moznostmi automatizace a
materialovymi naklady.

Principy plamenové fotometrie a zakladni informace

Tato metoda vyuziva vlastnosti nékterych alkalickych kovii a kovi alkalickych zemin charakteristicky
zbarvit plamen hotici smési vhodného paliva a okysliCovadla. Lithium barvi plamen ¢ervené, sodik
zluté, draslik fialové, vapnik cihlové ¢ervené a cesium modrofialové. Zbarveni pfitomnych piimési se
odstrani filtrem nebo jinym monochromatorem, jimz se souc¢asné vybird potiebna ¢ast emisniho
spektra. Plamen je tedy zdrojem svétla a fotometricky se méfi intenzita jeho zbarveni, ktera je ptimo
umeérna koncentraci iontli ve vzorku.

Vzorek se do plamene dopravuje ve formé¢ aerosolu. Elektrony nejvyssi obsazené hladiny pfitomnych
prvki (valenéni elektrony) se teplem budiciho zdroje excituji a zaujmou na zlomek sekundy vyssi
energetickou hladinu. Pfi navratu do pivodnich drah v chladngjsi ¢asti plamene potom vyzafi (emituji)
svétlo, jehoZ vinova délka je pro kazdy prvek charakteristicka.

Emisni spektra jsou ¢arova a pocet Car je u vySe uvedenych prvki nevelky. Hlavni emisni ¢ary
vyuzivané pro méfeni lezi ve viditelné oblasti spektra.

Charakteristické ¢arové spektrum vysila prvek pouze tehdy, kdyz je v plameni ptitomen jako volny
atom. Energie plamene musi rozrusit chemické vazby a kation prvku musi ptejit do stavu volného
atomu. Mnozstvi atomll doty¢ného prvku, tzv. stupeii atomizace, zavisi na teploté plamene a na
sloZeni hofici smési. Pocet excitovanych atomu pfedstavuje vzdy pouze asi 10 % z celkového poctu
piitomnych atomi. Teplota plamene propan-vzduch (1925 °C) dostacuje pro excitaci atomi
alkalickych kovi. K excitaci vapniku je zapotiebi vyhifevnéjsi plamen, napf. smési acetylen-vzduch
(2300 °C). V laboratorni praxi se to ale nepouziva a referenéni metodou pro stanoveni vapniku je
atomova absorp¢ni spektrofotometrie (AAS).

Pristrojové vybaveni a méieni

Plamenovy fotometr obsahuje ¢ast pro ipravu vzorku zvanou atomizér, hotak s ptislusnou ptivodnou a
regulacni jednotkou, soustavu pro izolaci spektralnich ¢ar a vymezeni optické drahy, a detek¢ni a
mefici ¢ast (viz schéma plamenového fotometru). Pomocnymi zazizenimi jsou tlakové lahve s plyny,
vzduchovy kompresor a dilutor vzorku.

Zakladni ¢asti atomizéru je zmlzovac (nebulizér), v némz se metodou laminarniho pneumatického
zmlzovani vytvari jemny aerosol s kapénkami o priméru asi 10 pm. Michd se zde palivo S
oxidovadlem (napft. vzduchem) a se vzorkem a vznikla smés se dopravuje k horaku.

Plamen, ktery vznika v usti hofdku zapalenim této smési, je zdrojem emisniho zafeni. Jeho teplota
zavisi na slozeni a vzajemnych pomérech palivové smési. Pro sniZeni vlivu pozadi je do optické osy
detektoru zafeni nastavena nesvitiva ¢ast plamene.

K izolaci spektralnich car, tj. k vybéru vinové délky vhodné pro ucely méfeni se pouzivaji
interferencni filtry. Jejich ucelem je zajisténi nejvyssi propustnosti pro svétlo zvolené vinové délky a
omezeni ¢i zabranéni prichodu svétla jinych vinovy délek téhoz prvku nebo ostatnich ptitomnych



prvki. Opticka soustava plamenového fotometru se dale sklada z parabolického zrcadla zesilujiciho
intenzitu svétla, a ze souboru kondenzort soustied’ujicich paprsek k optické ose.

Pro méreni intenzity emitovaného zareni je plamenovy fotometr vybaven fotoelektrickymi ¢lanky
(foto¢lanek nebo fotobuiika). Vznikly proud je zesilovan a analogove nebo digitalné indikovan.
Plamenové fotometry uzivané v klinickych laboratofich pracuji s tzv. vnitinim standardem, coz
znamena, Ze pro vyhodnoceni signalu stanovovaného prvku pouzivaji jiny srovnavaci prvek nazyvany
vniti‘ni standard. Ten se nesmi pfirozené vyskytovat v méfeném vzorku, ale jeho chovani v plameni
musi byt podobné stanovovanym prvkim. Vnitinim standardem byva obvykle lithium nebo cesium.
Kdyz je tfeba naopak stanovit lithium ve vzorku, napf. pti monitorovani 1é¢by solemi lithia, pouZzije se
jako vnitini standard draslik. Méfeny vzorek se fedi roztokem vnitiniho standardu o definované
koncentraci. Koncentrace stanovovaného prvku je potom pfimo imerna pomeéru intenzit emitovaného
svétla tohoto prvku a vnitiniho standardu. Metodou vnitifniho standardu se eliminuji mozné chyby
zpasobené nestabilitou plamene, nehomogenitou aerosolu, nerovnomérnym transportem vzorku a
dalsimi faktory.

Kalibrace pti plamenové fotometrii je jednobodova a pii stanoveni sodiku a drasliku se k ni pouziva
roztok obsahujici definované koncentrace obou ionti (140 mmol Na*/l a 5 mmol K*/1). Vicekanalova
konstrukce plamenového fotometru umoznuje métit soucasné vice prvki: jeden kanal je referencni a
je vyhrazen k méfeni vnitiniho standardu, ostatni kanaly slouzi pro méfené prvky.

Videosekvence ,,Plamenovy fotometr*

Plamenovou fotometrii demonstrujeme na star§im vicekanalovém piistroji FLM 3 (Radiometer), jehoz
palivem je smés propan-vzduch.

Pti ¢elnim pohledu na plamenovy fotometr je nahoie vidét ¢erny kominek z¢asti zakryvajici hotak. Na
prednim panelu jsou umistény ovladaci prvky a digitalni ukazatel. Pod nimi Ize spatfit nasavaci jehlu
pro vzorky a kalibra¢ni roztoky. Na levé strané piistroje je pripevnén vzduchovy filtr a pfed nim
odpadni trubicka pro prebytecny vzorek.

Propan je dodavan z tlakové lahve a zdrojem stlaceného vzduchu je piidavny kompresor.

Dalsim perifernim zafizenim je mechanicky dilutor, ktery slouzi k fedéni standardd a vySetfovanych
vzorkd.

Obsluha pfistroje je pfevazné manualni. Operator(ka) shroméazdi pfedem oznacené vzorky, u nichz je
pozadovano stanoveni vySe uvedenych ionti a uvede plamenovy fotometr do provozu. Nejprve si
pomoci dilutoru ptipravi prislusna fedéni kalibratort sodiku a drasliku roztokem vnitiniho standardu a
provede jejich méreni (kalibraci).

Vzorek séra nebo moci pro stanoveni sodiku a drasliku se fedi v poméeru 1:200, vzorek séra pro
stanoveni lithia se fedi 1:50. Vnitfnim standardem pro stanoveni Na a K je vodny roztok LiCl o
koncentraci 3 mmol/l a vnitinim standardem pro stanoveni lithia je vodny roztok KCI o koncentraci 2
mmol/l.

V dal$im kroku se vnitinim standardem fedi jednotlivé vzorky a postupné se méfi. Na zacatek a konec
kazdé série méteni vzorkl pacientl se vkladaji komer¢ni kontrolni vzorky s definovanou koncentraci
iontl (vnitfni kontrola kvality).

Vysledky vSech méteni operator(ka) bezprostfedné zaznamenava do protokolu a po skonceni série je
vklada do laboratorniho informac¢niho systému nebo pii urgentnim pozadavku je telefonicky hlasi
zadateli.
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