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Atomova absorpéni spektrofotometrie

Uvod

Atomova absorpéni spektro(foto)metrie (AAS) je metoda slouzici ke stanoveni koncentrace vétsiho
poctu pievazné kovovych prvki. V laboratorni medicing se nejcastéji vyuziva ke stanoveni vapniku
hot¢iku, lithia, Zeleza, médi, hliniku, zinku, chromu, arsenu, kadmia, olova, manganu, molybdenu a
rtuti v lidském séru, moci a jinych biologickych materialech, ale uplatiiuje se pii méfeni koncentrace
téchto prvki i ve vzorcich vnéjsiho prostiedi, potravin a vody. Ma tedy Sir§i aplika¢ni spektrum nez
plamenova emisni fotometrie, je citlivéjsi, ale potiebna technologie je vyznamné slozit&jsi. Jedna se o
sofistikovanou exaktni metodu, ktera zpracovava limitované série vzorkll a je pouze z¢asti
automatizovatelna (v bezplamenovém provedeni).

Principy atomové absorp¢ni spektrofotometrie a zakladni informace

Principem atomové absorp¢ni spektrofotometrie je absorpce monochromatického svétla volnymi
atomy kovil v plynném stavu. Absorbované zafeni odpovida piechodu ze zakladniho energetického
stavu na vy$si energetickou hladinu. Kovové atomy absorbuji pouze svétlo takovych vinovych délek,
které samy mohou emitovat.

Absorp¢ni spektrum ma podobné jako emisni spektrum carovy charakter. Kazdé spektralni ¢are v
emisnim spektru odpovida jedna ¢ara stejné vinové délky v absorpcnim spektru. Atomy absorbuji
nejvice ty spektralni ¢ary (vinové délky), které samy nejsilngji emituji. Cary, které nejvice absorbuii,
se nazyvaji rezonan¢ni (analytické) ¢ary a na nich se tedy sleduje ubytek zareni. Vinova délka
svételného zdroje, jakou kovovy atom v plynném stavu absorbuje, je pro dany prvek charakteristicka.
Pti stanoveni se vyuziva skute¢nosti, Ze ubytek zafeni pfi této vinové délce zavisi na mnozstvi atomu
absorbujiciho prvku v zakladnim stavu.

Pro ucely stanoveni kovli metodou AAS je nutné prevést kovové ionty do stavu volnych atomi. To se
déje zahfivanim v plameni nebo elektrotermicky. Podle zvoleného zptisobu se AAS déli na
plamenovou AAS (Flame atomic absorption spectrometry, FAAS) a na elektrotermickou AAS
(Electrothermal atomic absorption spectrometry, ETAAS). Teplem se v obou ptipadech pterusi
chemické vazby, ionty jsou redukovany piijmem elektronil ze spalovani a vznikaji volné atomy. Do
ur¢ité miry mize dochéazet také k excitaci volnych atomii. K vylouceni rusivého zafeni a pro izolaci
rezonanc¢ni ¢ary je do optické drahy umistén monochromator.

Pristrojové vybaveni a méieni

Atomovy absorpéni spektrofotometr pro plamenovou AAS se skladd z atomizéru s nasavacim
zafizenim pro vzorek, ptivodem plynt a hotdkem, dale ze zdroje (zdrojii) zafeni, monochromatoru a
dalsich soucasti dvoupaprskového optického systému, detektoru a indikacniho a vyhodnocovaciho
zafizeni (on-line PC a vyhodnocovaci software).

Pomocnym a doplitkovym zatizenim jsou tlakové ldhve s plyny, vzduchovy kompresor, exhaustor,
mikrovinna mineralizac¢ni pec s ptislusenstvim a bézné laboratorni vybava.

Zakladnim krokem metody AAS je atomizace vzorku, a to v ptipadé FAAS atomizace plamenem. Ta
zacina ve zmlZovaci (mlzné komore, nebulizéru), kde se pneumaticky tvoii jemny aerosol slozeny ze
vzorku a smési paliva, napt. acetylenu se vzduchem. Aerosol se privadi ke stérbinovému lamindrnimu
hotaku a zde v plameni vznika vlastni absorp¢ni prostiedi.

U bezplamenové (elektrotermické) AAS se atomizace provadi elektrickym odporovym zahtfivanim
roztoku vzorku umisténého v grafitové nebo wolframové lodicce. S rostouci teplotou se nejprve odpaii
rozpoustédlo, potom probéhne pyrolyza a nakonec atomizace. Cyklus kon¢i Cistici fazi s nejvyssi
teplotou, a zafizeni je tim pfipraveno k analyze dalSiho vzorku.

Zdrojem svétla je obvykle vybojka s dutou katodou. Pro kazdy stanovovany kovovy prvek je nutno
mit vybojku, jejiz katoda je zhotovena ze stejného kovu, jako je ten méfeny. Takova vybojka totiz
emituje zafeni s Carovym spektrem, které je pro dany prvek charakteristické, a jedin€ tak lze u



vybranych rezonan¢nich ¢ar detekovat jejich absorpci atomy méfeného prvku. V praxi se pouzivaji
vybojky multiprvkové, jejichz katody jsou zhotoveny ze slitin nékolika kovii a umoziuji proto meéfit
vSechny pfitomné prvky. Existuji vSak také jiné typy zdroji zafeni, napf. vysokofrekvencni
bezelektrodové vybojky naplnéné inertnim plynem spolu s ur¢itym mnozstvim doty¢ného kovu nebo
jeho soli.

Svétlo ze zdroje prochazi celou $itkou plamene. Za hotakem je umistén miizkovy monochromator,
jimz se izoluje charakteristicka rezonancni ¢ara. Detektorem zafeni je fotonasobi¢, vznikly proud se
po zesileni méti a ziskané hodnoty se dale zpracovavaji.

Vzhledem k tomu, ze se jedna o metodu relativni, je tieba porovnat naméfené hodnoty vzorkd s
hodnotami referencniho materialu, tedy kalibraci. To lze provést zhotovenim kalibra¢ni kiivky na
zakladé méfeni standardnich roztokli o znamé koncentraci nebo metodou standardniho pfidavku.
Sestrojeni kiivky kalibracni zavislosti i extrapolaci a vypocet koncentrace méfeného prvku ve vzorku
vykonava software pfistroje.

Videosekvence ,,Atomovy absorp¢ni spektrofotometr«

Zakladni kroky stanoveni vapniku, hoic¢iku a zinku v lidském séru metodou plamenové atomové
absorp¢ni spektrofotometrie demonstrujeme na star§im pristroji AAS Solaar M6 (viz schéma).
Pod spole¢nou karosérii tohoto ptistroje jsou uloZeny jak plamenovy AAS (pii ¢elnim pohledu je
umistén v levé ¢asti), tak bezplamenovy AAS (v pravé ¢asti). Prostor pro vybojky lezi uprostied.

V detailnim pohledu po otevieni dvitek mizeme vidét prostor hotaku a pod nim sméSovaci komoru
S nasavaci kapilarou pro vzorek. Dalsi detailni zabér ukazuje otevieny prostor s vybojkami v oto¢ném
karuselu.

K nezbytnému piislusenstvi patii tlakové lahve s plyny, vypocetni a fidici jednotka s PC a pfislusnym
software, odsavaci zafizeni (exhaustor) a mikrovinna mineraliza¢ni pec.

Laborantka si podle pozadavkt na Zadankach pfipravi oznacené vzorky a registruje je do software
pristroje. Pfed vlastni analyzou je tfeba biologicky material mineralizovat. Vzorky pacientl a také
standardni roztoky a kontrolni materialy se pipetuji do specialnich teflonovych rozkladnych nadobek a
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smes®).

Kyvety se vzduchotésné uzaviou a pienesou do mikrovinné pece, kde za zvySené teploty, tlaku a
ucinkem oxidacni smési probéhne mineralizace.

Po skonceni mineralizace se teflonové kyvety oteviou a mineralizované vzorky se z nich kvantitativné
prenesou do oznacenych odmérnych banék.

Obsah banék se po zazehnuti plamene atomového absorpéniho spektrofotometru postupné€ nassava na
vstupu plamenoveé ¢asti pristroje a proméiuje se. Do kazdé série méfeni vzorkll pacientl se zafazuje a
méii také kontrolni materidl (vnitini kontrola kvality).

Ziskané vysledky jsou automaticky prepocitany na hodnoty koncentrace a zobrazeny na displeji
tfidiciho pocitace. Po odsouhlaseni se mohou vytisknout a odeslat cestou laboratorniho informac¢niho
systému (kde se soucasn¢ archivuji) do nemocni¢niho informacniho systému.

Popsana metoda je v podstaté manualni a velmi narocna na praci kvalifikované obsluhy, protoze
laboratorni ¢ast preanalytické fize je zde prodlouzena o nékolikastupniovou tipravu vzorku
biologického materialu mineralizaci. Tim vice vynika dulezitost vnitini kontroly kvality.
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