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Uvod

* Atomova absorpcni spektrofotometrie (AAS) je
metoda slouzici ke stanoveni koncentrace vetsiho
poctu prevazné kovovych prvku

* V laboratorni mediciné se nejcastéji vyuziva ke
stanoveni vapniku, horciku, lithia, zeleza, médi,
hliniku, zinku, chromu, arsenu, kadmia, olova,
manganu, molybdenu  a rtuti v lidském séru,
moci a jinych biologickych materialech
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EVROPSKA UNIE

e AAS se uplatiiuje pfi méreni koncentrace téchto prvku

rr i ve vzorcich vnéjsiho prostredi, potravin a vody
v * AAS ma SirSi aplikacni spektrum nez plamenova emisni
W fotometrie, je citlivéjsi, ale potrebna technologie je

vyznamne slozitéjsi

* Jedna se o sofistikovanou exaktni metodu, ktera
zpracovava limitované série vzorkU a je pouze z¢3sti
automatizovatelna (v bezplamenovém provedeni)
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* Principem AAS je absorpce monochromatického svétla
NG volnymi atomy kovl v plynném stavu. Absorbované zareni
odpovida prechodu ze zakladniho energetického stavu na
: vyssi energetickou hladinu. Kovové atomy absorbuji pouze
o SVetlo takovych vinovych délek, které samy mohou
W emitovat.

Univerzita Palackého

o * Absorpcni spektrum ma podobné jako emisni spektrum
carovy charakter. Kazdé spektralni care v emisnim spektru
odpovida jedna cara stejné vinové délky v absorpcnim
spektru. Atomy absorbuji nejvice ty spektralni cary
(vinové délky), které samy nejsilnéji emituiji.
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"gyl Zakladni informace (1)
o

wens e Cary, které nejvice absorbuji, se nazyvaji rezonanéni ¢ary
NE: a na nich se sleduje ubytek zareni.
=

— VInova délka svetelného zdroje, jakou kovovy atom
v plynném stavu absorbuje, je pro dany prvek
i charakteristicka.
W — Pri stanoveni se vyuziva skutecnosti, ze Ubytek zareni pri
této vinové délce zavisi na mnoZstvi atoms absorbujiciho
prvku v zakladnim stavu.

* Pro ucely stanoveni kovu metodou AAS je nutné prevést
kovové ionty do stavu volnych atomd. To se déje
zahrivanim v plameni nebo elektrotermicky.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



K8

Zakladni informace (2)

Podle zvoleného zpUsobu se AAS déli na:

— Plamenovou AAS (Flame atomic absorption spectrometry,
FAAS)

— Elektrotermickou AAS (Electrothermal atomic absorption
spectrometry, ETAAS).

Teplem se v obou pripadech prerusi chemické vazby, ionty
jsou redukovany prijmem elektronu ze spalovani a vznikaji
volné atomy.

— Do urcité miry mUze dochazet také k excitaci volnych
atomd.

— K vylouceni rusivého zareni a pro izolaci rezonancni cary je
do optické drahy umistén monochromator.
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wewsus e Atomovy absorpcni spektrofotometr pro plamenovou AAS
NG se sklada z:

— Atomizéru s nasavacim zarizenim pro vzorek

— Privodu plynu a hordku

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

W — Optického systému (zdroje/zdroji zafeni, monochromatoru)

Univerzita Palackého

— Detektoru a indikaéniho a vyhodnocovaciho zafrizeni (on-
line PC a vyhodnocovaci software)

— Pomocnym a doplrikovym zarizenim jsou tlakové lahve
s plyny, vzduchovy kompresor, exhaustor, mikrovinna
mineralizacni pec s prislusenstvim a bézna laboratorni
vybava
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e Zakladnim krokem metody AAS je atomizace vzorku,

NG a to v pripadé FAAS atomizace plamenem
.. ® Ta zacind ve zmlzovaci (mlzné komore, nebulizéru),
@ kde se pneumaticky tvori jemny aerosol slozeny ze

Univerzita Palackého

s vzorku a smesi paliva, napf. acetylenu se vzduchem

* Aerosol se privadi ke stérbinovému laminarnimu
horaku a zde v plameni vznika vlastni absorpcni
prostredi.
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* U bezplamenové (elektrotermické) AAS se atomizace
NG provadi elektrickym zahrivanim roztoku vzorku
umisténého v grafitové nebo wolframové lodicce

W e Srostouci teplotou se nejprve odpari rozpoustedlo,
potom probéhne pyrolyza a nakonec atomizace

llllllll

e Cyklus konci Cistici fazi s nejvyssi teplotou, a zarizeni
je tim pripraveno k analyze dalsiho vzorku
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e Zdrojem sveéetla je obvykle vybojka s dutou katodou

o

Pro kazdy stanovovany kovovy prvek je nutno mit vybojku,
jejiz katoda je zhotovena ze stejného kovu, jako je ten
mereny.
* Takova vybojka totiz emituje zareni s carovym spektrem, které
W je pro dany prvek charakteristické. Jediné tak lze u vybranych
rezonancnich car detekovat absorpci atomy méreného prvku.
* V praxi se pouzivaji vybojky multiprvkové, jejichz katody jsou
zhotoveny ze slitin nékolika kovl a umozZnuji proto mérit
vsechny pritomné prvky.
* Existuji vSak také jiné typy zdroju zareni, napf.
vysokofrekvencéni bezelektrodové vybojky naplnéné inertnim

plynem spolu s urCitym mnozstvim dotycného kovu nebo jeho
soli.
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EVROPSKA UNIE

e Sveétlo ze zdroje prochazi celou Sirkou plamene. Za

%) hoFskem je umistén miizkovy monochrométor, jim?
se izoluje charakteristicka rezonancni cara.
W  Detektorem zareni je fotonasobic, vznikly proud se

Univerzita Palackého

v

po zesileni méri a ziskané hodnoty se dale
Zpracovavaiji.
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* Vzhledem k tomu, Ze se jedna o metodu relativni, je treba
NE: porovnat nameérené hodnoty vzorkt s hodnotami
: I v ’ [ 4 [ v é
referencniho materialu, tedy kalibraci.

OP Vzdélavani

e o To |ze proveést zhotovenim kalibracni kfivky na zakladé
W méreni standardnich roztokt o znamé koncentraci nebo
metodou standardniho pfidavku.
— Sestrojeni krivky kalibracni zavislosti i extrapolaci a vypocet
koncentrace méreného prvku ve vzorku vykonava software
pristroje.
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Videosekvence ,, Atomovy absorpcni
spektrofotometr” (1)

Zakladni kroky stanoveni vapniku, horciku a zinku v
lidském séru metodou plamenové atomové absorpcni
spektrofotometrie jsou demonstrovany na pristroji AAS
Solaar M6 (viz schéma).

Pod spoleCnou karosérii pristroje jsou ulozeny:
— Plamenovy AAS (pfi ¢elnim pohledu je umistén v levé Casti)
— Bezplamenovy AAS (v pravé ¢asti)
— Uprostred lezi prostor pro vybojky
V detailnim pohledu po otevreni dvirek muzZzeme vidét
prostor horaku a pod nim smésovaci komoru s nasavaci

kapilarou pro vzorek. Dalsi detailni zabér ukazuje otevreny
prostor s vybojkami v otocném karuselu.
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wesane o K nezbytnému prislusenstvi patri tlakové lahve s plyny,
NG vypocetni a fidici jednotka s PC a prislusnym software,
odsavaci zarizeni (exhaustor) a mikrovinna mineralizacni
pec

OP Vzdélavani Y

Laborantka si podle pozadavkl na zddankach pfipravi
@ oznaceneé vzorky a registruje je do software pristroje.

Univerzita Palackého

* Pred vlastni analyzou je tfeba biologicky material
mineralizovat

— Vzorky pacientU a také standardni roztoky a kontrolni materialy se
pipetuji do specialnich teflonovych rozkladnych nadobek

— Pridavaji se k nim odmérené objemy kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku

vvvvv
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Videosekvence ,, Atomovy absorpcni
spektrofotometr” (3)

Kyvety se vzduchotésné uzavrou a prenesou do
mikrovinné pece, kde za zvySené teploty, tlaku a UcCinkem
oxidacni smeési probéhne mineralizace

Po skonceni mineralizace se teflonové kyvety otevrou a
mineralizované vzorky se z nich kvantitativné pfenesou do
oznacenych odmeérnych banék

Obsah banék se po zazehnuti plamene atomového
absorpcniho spektrofotometru postupné nassava na
vstupu plamenové casti pristroje a proméruje se

Do kazdé série méreni vzorkl pacientU se zarazuje a méri
také kontrolni material (vnitfni kontrola kvality)
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EVROPSKA UNIE

e Ziskané vysledky jsou automaticky prepocitany na

"rr hodnoty koncentrace a zobrazeny na displeji fidiciho

pocitacCe

— Po odsouhlaseni se mohou vytisknout a odeslat cestou

OP Vzdélavani

pro konkurence:

laboratorniho informacniho systému (kde se soucasné archivuiji)

W do nemocnicniho informacniho systému.

Univerzita Palackého

* Popsana metoda je v podstaté manualni a velmi narocna

na praci kvalifikované obsluhy

— Laboratorni cast preanalytické faze je zde prodlouzena o
nékolikastuprnovou upravu vzorku biologického materialu
mineralizaci

— Vyrazné vynika dulezitost vnitfni kontroly kvality.
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