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Anotace

BRABEC, Radek. Atomova spektrometrie, biomonitoring toXickych kovi, pfistrojova
technika. Hradec Kralové: Prirodovédecka fakulta Univerzity Hradec Kralové, 2014.
Bakalarska prace, 41 s.

V teoretické Casti prace je uveden piehled historie atomové spektrometrie a jeji tloze v
biomonitoringu toxickych kovu. Jsou zde popsany principy piistrojové techniky pro
atomovou absorpéni a atomovou emisni spektrometrii. V experimentalni ¢asti prace jsou
uvedeny pracovni navody pro praktické sezndmeni studenti bakalaiského studijniho oboru
Fyzikalni méfeni a vypocetni technika s atomovymi absorpénimi spektrometry s plamenovou
ionizaci, S elektrotermickou atomizaci, Sanalyzatory rtuti a s atomovymi emisnimi
spektrometry s indukéné vazanym plazmatem. Navody byly ovéfeny na stanoveni zinku,
kadmia, chromu, olova a rtuti v archivovanych vzorcich bioindikatori, hifibovitych hub
Boletus badius, z let 2011-13 z okoli péti referenc¢nich bodt dlouhodobé sledované Cesko-

polské pteshranicni oblasti.

Klicova slova: Atomova absorpcni a emisni spektrometrie, bioindikatory, toxické kovy



Annotation:

BRABEC, Radek: Atomic spectrometry , biomonitoring of toxic metals, instrumentation.
Hradec Kralové : Faculty of Science, University of Hradec Kralové, 2014. Bachelor Degree
Thesis. 41 s.

There is a summary of atomic spectrometry history and its role in the biomonitoring of toxic
metals stated in the theoretical port of the bachelor deggree thesis. Here are described the
principles of instrumentation for atomic absorption and atomic emission spectrometry. There
are work instructions for practical familiarization for students of bachelor branch of study
Physical measuring and computer technology with atomic absorption spectrometry with flame
ionization, with electrothermic atomization, with mercury analysers and with atomic emission

spectrometres with inductinely fixed plasma estatedin the experimental part of the thesis.

The instructions were verified at determination of zinc, cadmium, chromium, lead and
mercury in archival samples of bioindicators, mushrooms Boletus badius, from 2011 — 2013
from the area of five referential points in the long-therm monitoring Czech—Polish border

area.
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1. Uvod

Ukolem predkladané bakalaiské prace bylo seznameni s historii atomové spektrometrie a
jeji ulohou v biomonitoringu toxickych kovu.

V teoretické Casti prace je proto uveden piehled o biomonitoringu toxickych kovi se
zamé&fenim na jeden z jejich bioindikatord, na hiibovité houby Boletus badius.

Jsou zde uvedeny principy pfistrojové techniky atomové absorpcni spektrometrie, tj.
atomového absorpcniho spektrometru s plamenovou ionizaci (FA AAS), atomového
absorpcniho spektrometru s elektrotermickou atomizaci V grafitové picce (GF AAS),
satomovym absorpénim rtutovym systémem (Hg AAS) a s atomovym emisnim
spektrometrem s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP OES).

Cilem prace mély byt inovace praktického cviceni k predmétu Fyzikalni biomonitoring,
cast Atomova spektrometrie.

V experimentalni ¢asti prace jsou proto uvedeny, ve spolupraci s fy EMPLA AG as. a
Zdravotnim tustavem-zkuSebnimi laboratofemi v Hradci Kralové, vypracované navody pro
praktické seznameni studentll bakalarského studijniho oboru Fyzikalni méfeni a vypocetni
technika s atomovymi absorpénimi spektrometry s plamenovou ionizaci, S elektrotermickou
atomizaci, s analyzatory rtuti a s atomovymi emisnimi spektrometry s indukéné vazanym
plazmatem.

Navody mély byt ovéfeny na stanoveni zinku, kadmia, chromu, olova a rtuti v
archivovanych vzorcich bioindikatora - hiibovitych hub Boletus badius, z let 2011-13, z okoli
péti referencnich bodit dlouhodobé sledované cesko-polské preshrani¢ni oblasti - Bozanovsky
Spi¢ak, Vrchmezi, Velka Destna, Adam a Suchy vrch.

Pracovni navody mély byt koncipovany jednoduSe a srozumitelné tak, aby byly (po
piekladu) vyuzitelné také pro spoleCna vymeénna laboratorni cviceni ceskych a polskych

studentll z Ptirodovédno-technické fakulty Univerzity Opole PL.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Biomonitoring

Pouziti flory a fauny pro hodnoceni znecisténi zivotniho prostiedi, tzv. biomonitoring,
zacal byt popularni teprve v pribéhu druhé poloviny minulého stoleti. Biomonitoring je
provadén jako tzv. biomonitoring pasivni, pfi kterém je provadéna analyza Casti biot, které
rostou ve svém piirozeném prostiedi, a také jako biomonitoring aktivni, pii kterém jsou
rostliny rostouci v oblastech s malym zneciSténim transplantovany (metoda transplantace)
spole¢né se svym pfirozenym podlozim (napi. klra), pfip. jsou umistovany na pfirozeném
podlozi v misté expozice. Jsou také vyuzivany jako testové rostliny, kdy jsou umistovany na
syntetickém materialu, diky ¢emuz je mozné eliminovat sorpce analyti z podlozi. Hlavni
vyhodou aktivniho biomonitoringu je moznost kontrolovat ¢as expozice. Vadou jsou pak
mozné zmény metabolismu exponovanych vzorki, vyvolané zménou klimatickych Cinitelt
nebo koncentraci toxini v zivotnim prostiedi, coz muze ve svém dusledku vést k jejich
odumirani a zptsobit tak pferuseni experimentu.

V evropskych zemich jsou od roku 1990, s periodou 5 let, realizovany vyzkumy, které
se tykaji tézkych kovl kumulovanych v urcitych druzich mechd. Vyzkumy jsou provadény v
ramci International Cooperative Programme on Effects of Air Pollution on Natural Vegetation
and Crops. V roce 2005 se programu ucastnilo 28 statil, mezi nimi také Ceské republika [1].

Biomonitoring, ktery byl realizovan s pouzitim liSejnikt, se tykal hlavné hodnoceni
kyselosti atmosférického aerosolu, hodnoceni znecisténi téZkymi kovy a jinymi stopovymi
prvky, a dale hodnoceni znecisténi ptirodniho prostfedi radionuklidy. Série zkoumani, ktera
byla realizovana v mnoha evropskych zemich, byla zapoc€ata v roce 1970 po zvefejnéni
liSejnikoveé stupnice, kterd uvadéla prahové obsahy oxidu sifi¢itého ve vzduchu, nad kterymi
dochazi k zaniku nékterych druht liSejnikti. Ptikladem pouziti zjednodusSené verze této
stupnice byl program ,,Air Pollution Project Europe” [2].

Hiibovit¢é houby Boletus badius jsou vsoucasné dobé vyuzivany zejména k
biomonitoringu aktivity radionuklidu Cs-137, ktery se dostal do ptidy spadem po Cernobylské
havarii vr. 1986. Bylo zjiténo, Ze pficinou rizné aktivity *’Cs v piidé, méfené na uzemi
nékolika metrti ¢tverecnich, ve stejnych plidnich podminkéch, miize byt i translokace tohoto

radionuklidu vyvoland druhem rostlin v lesich, kde jsou houby pravdépodobné

vvvvvv

10



Dalsim poznatkem je, ze v plodnicich hub Boletus badius, v pfepoctu na suchou hmotu,

koncentrace Cs-137 je nékolikanasobné vétsi nez v pude.

Dolhanczuk, Ziembik Waclawek a HysSplerova v roce 2007 naméfili v nejvice
kontaminovanych regiénech Evropy aktivitu v plodnici houby Boletus badius cca 10 kBg/kg
cerstvé masy. V mistech rozkladu plodnice se tato aktivita ve vrchnich vrstvach ptidy dokonce

muze zveétSovat o 20 az 90 % ve srovnani s pudou, ve které se nachazi podhoubi [3].

Bylo zjisténo, ze aktivity Cs-137 i koncentrace toxickych kovu se v riznych castech

plodnic, zejména u hiibovitych hub, vyrazné lisi.

Pro vyjadreni téchto rozdilti v riiznych castech plodnice se pouziva pomér aktivit
radioaktivniho cesia a koncentrace mikroprvkii v kloboucich C (cap) a tfenich S (stalk).

V poslednich letech se zacinaji vyuzivat tzv. biokoncentra¢ni faktory pro klobouky
BCF ¢ (Bioconcentration factors of the cup) a tzv. biokoncentra¢ni faktory pro tfené

BCFs (Bioconcentration factors of the stalk).

Ziskané vysledky méfeni ploSné aktivity radioaktivniho cesia v lesni pidé a aktivity
v susin¢ vzorku hub Boletus badius potvrzuji, ze tyto hodnoty jiz nepiekracuji pramérné
hodnoty aktivit ¥'Cs z oblasti prokazatelné nezasazenych radioaktivnim spadem po
Cernobylské havarii. Vyzkum koncentrace toxickych kovii v houbach Boletus badius,
umoznuje vyznaceni pasem zne€isténi a sméry jeho Sifeni [5].

Bylo zjisténo, ze mechy, liSejniky a houby jsou také jedny z nejlepSich bioindikatort
zneCisténi zivotniho prostiedi toxickymi kovy Cr, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg a Pb.

Pro posouzeni kontaminace bioindikatori toxickymi kovy jsou Vv nékterych

publikacich pouzivany tzv. ukazatele koncentracniho poméru CR (Concentration ratios).

CR = Chioty [mg/kg susiny] Q)
Csoil [mg/kg susiny]

Chioty koncentrace mikroprvku v bioindikatoru

Csoil koncentrace mikroprvku v padé
K témto vypoctim jsou vyuzivany koncentrace a aktivity métené pouze v organické
vrstvé pudy, ktera je, z hlediska kontaminace jak radioaktivnim cesiem, tak toxickymi kovy,

nejvyznamngj$i. V nizSich pidnich vrstvach je stabilni cesium pevné véazano ke zde se

11



vyskytujicim mineralim a piijem prostfednictvim kotenll je oproti organickym horizontim
zna¢né omezen.

Byly definovany tzv. biokoncentra¢ni faktory pro celé houby BCF (klobouk a prvni

tretina tien¢), BCFc a BCFs pro jednotlivé ¢asti téchto bioindikatort.

BCFc = Mc, )
Mso
BCF ¢ (Bioconcentration factors of the cup) biokoncentra¢ni faktor pro klobouky
Mc (the mean concentration of the metal in cap) koncentrace stopovych kovovych
prvka v kloboukach
Mso (the mean concentration of the metal in the soil) koncentrace kovovych

mikroprvkl v padé

BCFcs = Mcs ©)
Mso
BCFs (Bioconcentration factors of the stalk) biokoncentra¢ni faktor pro tiené
Ms (the mean concentration of the metal in stalk) koncentrace stopovych prvki

V tfeni [9].

2.2 Odbéry vzorku bioindikatori

K urceni polohy odebiranych vzorki bioindikatori byl vyuzivan ruéni mapovy piistroj
fy Garmin s vestavénym barovySkomérem a elektromagnetickym kompasem, vhodnym pro
terénni mapovani GPSMAP 60CS [4].

Referen¢ni body (RB) pro oblasti odbérti vzorkt a jejich GPS zaméfeni byla vyty¢ena
Vv ramci diplomové prace [20].

U hiibovitych hub Boletus badius ur¢enych pro biomonitoring je vhodné odebirat

pfiblizné 1/3 nadzemni ¢ésti tfené a cely klobouk.

Odebranou houbu je dilezité oCistit od veskerych necistot. Odbéry se provadeji 100 m
od kraje lesa a 200m od staveb a cest piistupnych pro auta. Vzdalenost od kmene stromu by

méla byt kolem 2 m.
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Celkova hmotnost odebraného vzorku ma byt asi 100 g. Dale jsou houby vysuSeny pfi
pokojové teploté a nasledné zvazeny. Pokud je vzorek pfed mineralizaci potieba n¢jakou dobu

uchovat, déje se tak v uzaviratelnych plastovych nadobkach.

Cislo GPS N- GPSE -
RB | Nazev X Y Z Sitka délka

Velka

3001 |Destna -600071 | -1036653 | 1115 | 50°18'05" 16°23'52"
Suchy

3002 |vrch -581919 | -1066826 | 995 | 50°03'14" 16°41'14"

3005 | Adam -587648 | -1059587 | 765 | 50°06'31" 16°3723"

3007 | Vrchmezi -601984 | -1030860 | 1084 | 50°21'01" 16°20'59"
Bozanovsky

3009 |Spicak -603464 | -1012629 | 773 | 50°31'03" 16°19'00"

Tab. ¢. 1. Referen¢ni body pro biomonitoring na ¢esko-polské pieshrani¢ni oblasti

Pted mineralizaci je nutné vzorky zhomogenizovat v plastové tfeci misce. Pracovni

postup pro mineralizaci vzorkl bioindikatort je popsana v praci [7].

2.3 Atomova spektrometrie, historicky vyvoj

Atomova absorpéni spektrometrie byla poprvé popsana jiz v roce 1802, kdy William
H. Wollaston pozoroval slunecni spektrum, kde objevil tmavé cary, které v roce 1815

podrobné studoval Joseph Fraunhofer.

Gustav Robert Kirchhoff a Robert Wilhelm Bunsen provedli pokus s kuchynskou soli,
kdy pfes plamen svitiplyn-vzduch prochazelo spojité zafeni zbarvené sodikem. Po rozkladu
proSlého zafeni hranolem se na misté sodikové ¢ary objevila tmava cara. Ptitom zjistili, ze
Fraunhoferova tmava ¢ara D je totozna s ¢arou sodiku. To vedlo v r. 1859 k formulovani

Kirchhoffova zakona o vztahu mezi emisi a absorpci svétla.
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G. R. Kirchhoff a R. W. Bunsen pak rozvinuli metodu spektralni analyzy. Touto
metodou je mozné urCovat slozeni hvézd. V letech 1860-1861 objevili pomoci spektralni

analyzy dva nové chemické prvky cesium a rubidium.

I ptes znalosti téchto principt vSak trvalo pomérné dlouho, nez byly vyuzity v praxi. Z
pocatku byly tyto poznatky pouzivany astronomy pro stanoveni koncentrace kovi v atmosféte

hvézd.

Az v roce 1939 E. A. Woodson vyuzil rtutové vybojky jako zdroje zéfeni k analyze rtuti
v ovzdusi [9], [10].

Za objevitele AAS (Atomic Absorption Spectrometry) se povazuje A. Walsh, ktery
vroce 1954 na vystavé CSIRO v Melbourne vystavoval pfistroj — atomovy absorpcni

spektrometr. Jako zdroje zateni pouzil vybojku s dutou katodou.

V Cechach se prvni piistroje za¢aly vyuzivat v roce 1967. Od té doby byla vyvinuta fada
variant téchto pfistroju pro rizna pouziti [11], [12], [13].
Nejcastéji je pouzivana:

- plamenova atomizace (FA AAS- Flame Atomisation Atomic Absorption Spectrometry)
pro stanoveni vyssich koncentraci (desetiny az desitky pg/ml)

- clektrotermicka atomizace (ET AAS nebo GF AAS - Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry) pro stanoveni stopovych a ultrastopovych koncentraci (setiny
az desitky ng/ml)

- hydridova technika AAS (HG AAS-Hydride Generation Atomic  Absorption
Spectrometry) pro stanoveni stop As, Se, Sb, Te, Sn

Tzv. jednoucelové atomové absorpéni spektrometry predstavuji analyzatory rtuti.

Termooxidani metoda stanoveni celkového obsahu rtuti ve vzorku spocivd v tepelném

rozkladu vzorku v proudu kysliku, uvolnéni veSkerych sloucenin rtuti a zméfeni absorbance

vzniklych atomovych par pti vinové délce 253,65 nm.

AMA-zdokonaleny rtutovy analyzator (Advanced Mercury Analyser) je oznaceni
jednoucelovych atomovych absorpénich spektrometrii vyvinutych a vyrabénych v CR fy
Altec s.r.0. pro stanoveni celkového obsahu rtuti (THg) v pevnych i kapalnych vzorcich bez
potfeby piedchozi Upravy vzorku (mineralizace, separace). Bylo vyvinuto nékolik ptistroja

vyuzivajicich tuto metodu. Dva z nich jsou ceské vyroby. Stopovy analyzator rtuti (Trace

14



Mercury Analyzer) TMA-254 (1985) a jeho nastupce AMA-254 (1990). Oba byly vyvinuty
firmou Altec, s.r.o.

Americka firma Milestone vyvinula v roce 2006 Direct Mercury Analyzer — DMA-
80, vychazejici principidlné z AMA-254.

Atomova emisni spektrometrie (AES- Atomic Emission Spectrometry) je zalozena
na sledovani emise elektromagnetického zareni vzorku, ktery je v disledku dodéani energie
pieveden do atomarniho excitovaného stavu. Excitované atomy emituji Carové
polychromatické zéaieni. Spektrum je rozloZeno na jednotlivé vinové délky.

Metoda s indukéné vazanym plazmatem (ICP -Inducitevly Coupled Plasma) byva
oznacovana jako (ICP-AES). Byla piedstavena ve Velké Britanii a prvni komeréné dostupny
ptistroj byl pfedstaven v roce 1974. Predstavuje nejpopuldrnéj$i analyticky néstroj pro
stanovovani stopovych prvkil o koncentracich nizSich nez 1 ppm (mg vzorku / kg materialu) v
mnoha typech vzorku [14], [15], [16].

Atomova spektrometrie zahrnuje fadu metod, které slouzi k analyze prvka v riznych
matricich. Vyhodou téchto metod je moznost multiprvkového stanoveni velmi nizkych
koncentraci ve velmi kratké dobé.

Principem spektralnich metod je interakce elektromagnetického zafeni s ¢asticemi hmoty.
Castice hmoty mohou toto zafeni bud’ absorbovat, pak mluvime o absorpénich metodach nebo
emitovat v ptipadé metod emisnich. V praxi nejpouzivanéj$imi metodami atomové
spektrometrie jsou:

- atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS)

- atomova emisni spektrometrie (AES)

- rentgenova fluorescenéni spektrometrie
Atomova spektra jsou tvofena souborem spektralnich car. Poloha a intenzita téchto car
zaviseji na systému elektroni v atomech jednotlivych prvkll. Pfi interakci
elektromagnetického zafeni s atomy prechézeji elektrony ze svych ptivodnich energetickych
hladin na hladiny s energii vyssi a vzapéti se vraceji zpét na své ptivodni hladiny. Excitace
elektrond je uskute¢novana dodanim energie napf. tepelné, elektrické, kinetické apod. Pti
navratu elektronu na pivodni energetickou hladinu je vyzatovdno zafeni o energii dle
Plancka:

AE=h.v=E;-E1 4)

E2 a E1 energie vyssi a nizsi energetické hladiny,
v kmitocet a h Planckova konstanta
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Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) patii mezi nejrozsifenéjsi analytické metody.
Je zaloZena na principu absorpce zéafeni volnymi atomy v plynném stavu, které vznikaji v
atomizatorech. Volné atomy v plynném stavu absorbuji fotony urcité energie, zatfeni o urcité
vinové délce. Energetickd hodnota fotonli je pro urCity druh atomua charakteristicka, pocet
absorbovanych fotoni je mirou mnozstvi stanovovanych atomut. AAS lze stanovit vice nez 68

Klasickym zpisobem ziskani volnych atoma je plamen vysoké teploty, v némz
molekuly disociuji na atomy. Monochromatického zafeni se docili pouzitim specialnich
vybojek, jejichz elektrody jsou vyrobeny ze sledovaného kovu. Pfi vlastnim méfeni se sleduje
zeslabeni paprsku po prichodu analytickym prostiedim tvofenym volnymi atomy. Pro

absorpci plati obecné Lambertiv- Beertiv zdkon, ktery lze psat ve tvaru:

® = Poe™ (5)

kde @q je zarivy tok zdreni dopadajiciho na absorbujici atomy, @ je zdrivy tok po priichodu
absorbujici vrstvou tloustky |, « je atomovy absorpcni koeficient charakteristicky pro danou
Caru a N je pocet volnych atomii daného prvku v jednotce objemu. Zeslabeni prochazejiciho
paprsku tedy zavisi na koncentraci atomi n pii konstantnim |.

Absorbovand kvanta monochromatického zafeni prevadéji atom do excitovaného
stavu. Z ného se atom vraci do zakladniho energetického stavu v diisledku sraZzek s okolnimi

¢asticemi nebo vyzarenim fotonu stejné vinové délky, jakou mélo absorbované zatreni [10].

Atomovy absorp¢ni spektrometr se nejcastéji sklada z péti zakladnich Casti:
1) Zdroj zateni
2) Atomizator — produkuje volné atomy a je zaroven absorpénim prostiedim
3) Monochromator
4) Detektor

5) Zpracovani signalu, piipadné vypocetni systém [11].

Zdroje zareni
V AAS se uplatituji vyhradné carové zdroje zareni, které emituji intenzivni zéfivou
energii soustfedénou do uzkych spektralnich intervall, vyuzitelnych pro charakteristickou

absorpci zafeni. Zdroje musi byt stabilni, cenové pfijatelné a musi mit dlouhou Zivotnost.
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V praxi se prosadily tfi typy ¢arovych zdroji:
- Vybojky s dutou katodou (HCL — Hollow cathode lamps)
- Bezelektrodové vybojky (EDL — Electrodes discharge lamps)
- Superlampy

Vybojka s dutou katodou je evakuovand baitka z optického skla naplnénd plnicim
plynem na tlak 100- 500 Pa. Plynem je zpravidla ¢isty monoatomicky neon, nebo argon.
Vystupni okénko je vyrobeno z materialu propoustéjiciho ptislusné emisni cary (do 240 nm je
to opticky kiemen, nad 240 nm néktery specialni druh optického skla a nad 300 nm je
pouzivano bézné optické sklo). Uvniti vybojky je instalovana dutd katoda, a nad ni je
umisténa anoda z téZkotavitelného materidlu (Zr, W, Ta, T...). Katoda je vyrobena bud’
z ¢istého materialu prvku, ktery méa byt lampou stanovovan (Zn, Ni, Fe, ...) nebo je pouzit
tzv. nosi¢. Nosi¢ je duty valecek z materidlu s chudym emisnim spektrem (Al, Cu). Do jeho
vnitini dutiny je bud’ vlozena foélie stanovovaného kovu, nebo se piislusny prvek na nosic¢
nanas$i metodou praskové sintrace. Metoda sintrace se pouziva pro vzacné a drahé kovy, pro
tézko opracovatelné kovy a také pro vyrobu tzv. viceprvkovych lamp, které emituji spektrum
dvou az Sesti prvkl. U viceprvkovych lamp jsou omezeny pouzitelné kombinace prvku a tyto
lampy maji krat$i Zivotnost a vétSinou snizuji citlivost a zhorSuji detekéni limity pro nékteré
prvky. [11], [12]

Princip funkce vybojky je zaloZen na tvorbé doutnavého vyboje v dutiné katody. Na
elektrody se vlozi napéti 200 — 600 V, dochazi tak ke srazeni elektrond s atomy plniciho
plynu, a tim k jejich ionizaci. Kladn€ nabité ionty plynu bombarduji povrch katody a vyrazeji
zn¢j) atomy prvku. Nastava katodické rozpraSovani. Volné atomy jsou dale excitovany
srazkami s ionty a pii nasledné deexcitaci jsou emitovany fotony charakteristické pro material
katody. Zivotnost vybojek je dana &istotou materialu a stabilitou tlaku plniciho plynu. [11],
[12].

Bezelektrodové vybojky jsou banicky valcovitého, nebo sférického taru, vyrobené
Z kifemene, nebo skla. Délka banicky je n€kolik cm a §itka 5- 15 mm. Vybojka je naplnéna
n¢kolika mg smési Cistého prvku a jeho t€kavé slouceniny, nejcastéji jodidu. Banicka je
naplnéna plnicim plynem (Ar, Ne, He) na tlak 30-300 Pa a je umisténa do pole
vysokofrekvenc¢ni civky. Uvnitt vybojky dochazi k vytvoteni stabilniho prstencového vyboje
pfi sténach vybojky, takze zéafeni prochdzi zanedbatelnou vrstvou atomové pary uvnitt
vybojky a také samoabsorpce rezonancnich ¢ar je minimalni. Vyhodou pouziti EDL je

zlepSeni poméru signdlu a Sumu a tim také lepsi meze detekce (2- 3x proti HDL). Hlavni
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zakladnim principu jako vybojky s dutou katodou, navic je pouzit emitor elektronii a
cylindricka katoda beze dna, pod kterou je umisténa anoda. Vnitini prostor cylindrické katody
je bombardovan elektrony z emitoru elektronti, coz zpusobuje homogenni buzeni v celém
objemu cylindrické katody. Tim je ddna malé pravdépodobnost dlouhodobého vyskytu atomti
v zédkladnim energetickém stavu, ¢imz je potlacena samoabsorbance. Vyssi buzeni a vyssi
pouzivané zhavici lampy jsou pfi¢inou vysSich intenzit zéafeni. Vyhoda téchto vybojek
spociva ve veétsi intenzité Car, kterd 5- 75x vyssi nez u HCL v zavislosti na prvku. Superlampy
maji vyssi zivotnost nez HCL a mensi pofizovaci cenu nez EDL. [11], [12]. Atomizator ma
vV AAS funkci rezervoaru volnych atomt, a zaroven slouzi jako absorpéni prostfedi. Jeho
funkci je pfeménit stanovovany prvek na atomovou paru. K atomizaci se pouzivaji plameny,
elektrotermické atomizatory a kiemenné trubice, vétSinou vyhfivané. Podle pouzivanych

atomizatord se AAS déli na plamenovou AAS a AAS s elektrotermickou atomizaci.

Opticky systém

Ukolem optického systému je vést paprsek zafeni ze zdroje skrz absorpéni prostiedi do
disperzniho prvku, ktery izoluje pfislusny spektralni interval, a po vystupu z disperzniho
prvku, fokusovat zafeni na detektor. Optické systémy obsahuji Cocky, zrcadla, rotacni
zrcadlové sektory a polopropustna zrcadla. Cim vice je optickych prvki, tim vétsi jsou ztraty
zéafeni, coz zpusobi snizeni detekénich limitl. Proto je u modernich spektrometrii pocet
optickych prvkti minimalizovan a ¢ocky jsou nahrazovany odraznymi konkévnimi zrcadly,
ktera maji o polovinu niZsi ztraty zafeni neZ Cocky.

Monochromator slouzi hlavné k separaci urc¢it¢ho intervalu vinovych délek A A ze
spektra. Velikosti intervalu A A se voli velikost vystupni §térbiny monochromatoru, v AAS se

bézné pracuje s intervaly 0,2 — 2,0 nm [11].

Detektorem je v AAS fotonasobi¢, coz je evakuovana sklenéna baiika se vstupnim
okénkem z vhodného materidlu, vétSinou z kiemene. V barce je fotocitlivd katoda, anoda a
systém deviti az tfindcti dynod. Fotonasobi¢ byva umistén hned za vystupni Stérbinou
monochromatoru a je uzavien ve svétlotésném pouzdru. Dopadem fotonu na svétlocitlivou
vrstvu dojde K vyrazeni elektronu, ktery je urychlen v elektrickém poli a pfitazen na prvni
Z dynod. Dopad elektronti na dynodu zpiisobi vyrazeni n€kolika sekundéarnich elektronti, které
jsou pritahovany k dal$i dynodé. Mezi jednotlivymi dynodami je udrZzovan potencialovy spad

50 — 150 V, ¢imz je zarucen lavinovity vzrust poc¢tu elektronti a tim méfitelné vystupni
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proudy i pfi nizkych intenzitich dopadajiciho zafeni. M&H se zafivé toky v oblasti 10° az 10°
11 vystupni proudy jsou pfi citlivosti fotonasobicti 10- 100 A/Im fadové desitky mA a proud

se musi pro dalsi zpracovani jesté zesilovat. [11].

2.3.1 Plamenova AAS (FA AAS — Flame atomization AAS)

Plamenova AAS (Flame atomisation) je nejstar§Sim druhem atomizace. Jejim
principem je pievedeni roztoku na aerosol ve zmlzovaci a nasledné zavadéni tohoto aerosolu
do laminarniho pfedmichaného plamene. Homogenni smés smési aerosolu vzorku, paliva a

oxidovadla je zajistovana v mlzné komofte.

10

Obr. 1 Schéma atomového absorpéniho spektrometru s plamenovou atomizaci [21]

1 —vybojka, 2 — prerusovac, 3 — plamen, 4 — Sterbinovy horak, 5 — privod stlaceného vzduchu,
6 — vzorek, 7 — privod vyhirevného plynu, 8 — monochromator, 9 — fotondsobic se zesilovacem,
10 — indikacni zarizeni

V plameni probihd hotfeni, reakce paliva s oxidovadlem za vyvoje tepla a zafeni.
V AAS jsou nejpouzivanéjsi laminarni pfedmichané plameny. Vzorek je veden do plamene ve
formé aerosolu pomoci zmlzovace a mlzné komory. Rychlost proudéni plynti ve $térbiné
hotéku je 2 az 3 krat vétsi nez rychlost hoteni. Pfi vy$§im poméru je plamen nestabilni nebo

hasne, pfi niz§im poméru plamen projde do hotéku a hrozi nebezpeci vybuchu.
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Slozent plamene

- Plamen se sklada ze zony predehfivani, primarni reak¢ni, mezireakéni a sekundarni reakéni
zony. V zon¢ predehiivani dochazi k vyhtati plyni na zapalnou teplotu. V primarni reak¢ni
zon¢ se tvoii radikaly. V sekundarni reakéni zoné probihd difuzni hoteni a dohotiva zde

palivova smés.

Nejpouzivanéj§imi topnymi plyny pii plamenové atomizaci jsou acetylen — vzduch (2300 °C)
nebo acetylen — oxid dusny (2700 °C). Volba plyna je dana prvky, které se sleduji a jaka
teplota plamene pro tyto analyzy je optimalni.

Zavadéni kapalného vzorku do plamene se nejcastéji provadi pomoci pneumatickych
zmlZovacu, kde se vytvaii aerosol drobnych kapek zkoumaného roztoku.

Plamenové atomizatory nachdzeji uplatnéni pfi analyzach vétSich obsahii analytu ve vzorku.
M¢éteni probiha rychle a ve srovnani s elektrotermickou atomizaci je zde mens$i vliv
interferenci matrice vzorku. Konstrukce tohoto typu atomizatori je pomérné jednoducha.

Na druhou stranu je zde vSak nevyhoda, ze se vzorek velmi nafedi spalnymi plyny a jen maly

podil vzorku se vyuzije pro samotnou analyzu.

2.3.2 AAS s elektrotermickou atomizaci (GF AAS)

Atomizatory s elektrotermickou atomizaci jsou zalozeny na odpafovani vzorku
prichodem elektrického proudu. Nejcastéji se vyuZzivaji odporoveé vyhiivané atomizatory, kde
se vyuziva vlivu vlozeného napéti. Kapacitné vyhiivané atomizatory vyuzivaji opacnych
elektrickych naboji a induk¢ni atomizatory funguji pomoci indukce elektromagnetického
pole.

Pii elektrotermické atomizaci se davkuje velmi malé mnozstvi vzorku do specialni
miniaturni odporové vyhtivané kyvety. Kyvety jsou vyrobeny z elektricky vodivého materidlu
a jsou mechanicky a chemicky stalé pii vysokych teplotich. Nejcastéji se pouzivaji kyvety
z grafitu, skelného uhliku, nebo wolframu, molybden, nebo tantal. Vzorek 1ze davkovat bud’

na sténu kyvety, na platformu nebo na sondu.

Vyhodou bezplamenovych atomizatorti je fakt, ze se celé nadavkované mnoZstvi

vzorku podili na absorpci primarniho zateni. Tzn., Ze ve velmi malém mnoZstvi atomizatoru
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ziskdme mnohem vyssi okamzitou koncentraci volnych atomt volnych atomu v plynné fazi.

Jedna se o atomizaci, kterd oproti plamenové AAS dosahuje vyssi citlivosti.

K atomizaci vzorku dochazi postupnym ohfevem kyvety prichodem -elektrického
proudu. Grafitova kyveta se nachéazi ve specialni hlavici elektrotermického atomizatoru, ktera
jiudrzuje v optické draze atomového absorpéniho spektrometru. Aby bylo zabranéno piistupu
kysliku ze vzduchu krozzhavenému grafitu a volnym atomim analytu, probiha
elektrotermicky ohfev kyvety v atmosféte ¢istého argonu. Vzorek je do kyvety davkovan bud’
pomoci mikrodavkovace a nebo programovatelnym davkovacem. Po nadavkovani vzorku je
zvySovana teplota kyvety v Krocich podle teplotniho programu, ktery se skladada z nékolika
stupnii:

Prvnim krokem je ohfev nad teplotu varu rozpoustédla — dochazi k vysuSeni vzorku.
Druhym krokem je ohfev na teplotu pyrolyzy — dojde k odstranéni ptevazné Casti matrice
vzorku. Tretim krokem je ohiev na teplotu atomizace — vytvaii se oblak plynnych atomi
analytu v zakladnim energetickém stavu a dochazi k absorpci primarniho zatfeni t€émito atomy.
Ctvrtym krokem je kratkodobé zahiati kyvety nad teplotu atomizace — dojde k vygisténi
kyvety. Patym krokem je zchlazeni kyvety na pocate¢ni teplotu, kyveta je piipravena
k dalsimu méfeni.

Ve fazi atomizace se zaznamena analyticky signal. Optimalni teplota této faze se
urcuje z atomizacni kiivky sestrojené pro konstantni teplotu pyrolyzy. Optimalni teplotou je
zpravidla teplota 0 50 — 100 °C vyssi nez teplota, od které se jiz signal neméni. Doba
atomizace se voli tak, aby nedochédzelo ke zméndm plochy signdlu. DalSimi ddleZitymi
parametry pii atomizaci, které je nutno sledovat, jsou rychlost naristu teploty a pritok plynu

pfi atomizaci.

2.3.3 Rtut’ovy analyzator AMA

Zdokonaleny rtutovy analyzator AMA (Advanced Mercury Analyser) je oznaceni
jednoucelovych atomovych absorpénich spektrometrii vyvinutych a vyrabénych v CR fy
Altec s.r.o. pro stanoveni celkového obsahu rtuti (THg) v pevnych i kapalnych vzorcich bez
potieby ptedchozi upravy vzorku (mineralizace, separace).

Termooxidaéni metoda stanoveni celkového obsahu rtuti ve vzorku spociva v

tepelném rozkladu vzorku v proudu kysliku, uvolnéni veskerych sloucenin rtuti z rozlozené¢ho
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vzorku a jejich redukci na elementarni rtut. Ta je po prichodu spalin katalytickou trubici
zachycena v amalgamatoru, ze které¢ho je poté uvolnéna vSechna zarovenl a odvedena do
systému kyvet, kde je zméfena absorbance vzniklych atomovych par rtuti pii vinové délce

253,65 nm. Schéma je na Obr.3.
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Obr. 2. Jednoucelovy atomovy absorpéni spektrometr AMA [16].

Bylo vyvinuto nékolik pfistrojii vyuzivajicich tuto metodu. Dva z nich jsou ceské vyroby,
Stopovy analyzator rtuti TMA-254 (Trace Mercury Analyzer) (1985) a jeho nastupce
Zdokonaleny rtutovy analyzator AMA-254 (Advanced Mercury Analyzer) (1990). Oba byly
vyvinuty firmou Altec, s.r.o. CZ [16].

Americka firma Milestone vyvinula v roce 2006 Direct Mercury Analyzer — DMA-
80, vychazejici principialné¢ z AMA-254.

2.3.4 Opticka emisni spektroskopie (ICP OES)

Spektralni analyza urcuje kvalitativni 1 kvantitativni sloZeni latek podle emisniho
spektra téchto latek v plazmatickém stavu. Zafeni plazmatu je vytvareno emisi atomt, iontd,
molekul a ¢astic tuhych latek. Spektrum je vysledkem diskrétnich ptechodu elektront z hladin

s vys§i energii na hladiny s niZsi energii. Energie fotonu je ddna vztahem:

E =hv=hc/A, (6)
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kde v je frekvence zareni (Hz nebo s-1), h — Planckova konstanta (6,625 . 10 Js), ¢ rychlost

svétla (3. 108 ms™2), 2 — vinova délka zareni

Ze vztahu vyplyva kvalitativni charakteristika zafeni dand vlnovou délkou (frekvenci).
Vinové délky spektralnich car atomd jsou dany horni a spodni energetickou hladinou
ptechodu podle vztahu:

A =hc/(E2 — Ey) (7)
kde Ez je energie horni hladiny, E1 je energie spodni hladiny

Vsechny prvky s vyjimkou H, He, Ar, Kr, Xe, F, Cl, Br, I, N, O, S, P, C, Se, a Hg maji
ioniza¢ni potencidl nizsi nez 10 eV, lezi prevazné v rozsahu 4 - 6 eV. Pro excitacni energie E
= 6,0 eV budou mit spektralni ¢ary (podle vyse uvedené rovnice) A > 206,6 nm. Rezonan¢ni,
atomové cary vétSiny prvki se proto vyskytuji v oblasti nad 200 nm a lze je urCovat na

ey e

aparatura nebo inertni atmosféra (argon, dusik).

Sitka spektralni éary je vysledkem vlastnosti vyzatujiciho atomu a vngjsich podminek.

Teoreticka §ife ar (10™* — 10° nm) nezavisi na vinové délce, oviem redlna Sitka byva

mnohonasobné vétsi. V prevazné veétsSing piipadi je vSak vlastni Sitka ¢ary mnohem mensi

nez rozsifeni vyvolané Dopplerovym jevem a srazkovymi efekty.

Dopplerovo rozsiteni ¢ary jako vysledek tepelného pohybu zaticich ¢astic je dano vztahem:
AA=7,2.107 M (T/A) (8)

kde A je atomova hmotnost a Dopplerovo rozsifeni je tedy vétsi pro lehéi prvky a roste s

teplotou.

Srazkové rozsifeni Cary je zpusobeno interakci zaficich atomi s okolnimi ¢asticemi. Podle
jejich charakteru se mize velikost srazkovych efekti meénit. Tyto efekty mohou kromé
roz$iteni spektralni ¢ary vést také k jejimu rozstépeni a posunu. Relativni roz$iteni cary mize

zpisobit také samoabsorbce.
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Intenzita spektralnich car
Pti termickém buzeni se koncentrace Castic s ur€itou s danou excitacni hladinou stanovi podle
Boltzmanova vztahu:

Nm = No gm/go g’ Emk. T ©)

Intenzita spektralni cary, odpovidajici spontannimu pfechodu vzbuzeného atomu nebo iontu
mezi hladinami m — n vyplyva ze vztahu:

Imn = No hvmn Pmn gm/go e E™k- T (10)
kde No je pocet atomii nebo iontii, Pmn pravdépodobnost prechodu, gm, Qo jsou statistické vahy
vzbuzené a zakladni hladiny, Em energie vzbuzené hladiny k Boltzmanova konstanta a T je

absolutni teplota

Atomovy emisni spektrometr se obvykle skldda z budiciho zdroje, disperzniho systému

s pomocnou optikou, detektoru zateni a fidiciho a vyhodnocovaciho zafizeni.

Budici zdroje ve spektralni analyze plni dvé zdkladni funkce. Jednak prevadi vzorek z pevné a
kapalné faze na plynnou a pak také vytvaii plazma, v niz dochézi k excitaci, pfip. ionizaci
jednotlivych atomti vzorku. Vzhledem k tomu, Ze pro optimalni vybuzeni dan¢ho prvku je
potfebnd urcitd teplota, byly vyvinuty rizné typy zdroji. K nejvyznamnéj$im modernim
plazmovym zdrojum vyuzivanych k analytickym Gc¢elim patii indukéné vazané plazma (ICP).
Spektrometry

Ukolem spektrometru je soustiedit maximalni mnoZstvi spektralni energie, ktera je nositelem
analytické informace, odd¢lit dostate¢né zafeni s touto informaci od nezadoucich slozek a

detekovat toto zareni.

Hlavni charakteristiky spektralnich pristrojii:
Rozlisovaci schopnost:
R = Wd\ (11)

charakterizuje schopnost ptistroje rozlisit zafeni dvou blizkych vinovych délek.

Uhlova disperze
D = d5/d\ (12)
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kde o je thel, ktery sviraji dva paprsky blizkych vinovych délek vystupujici ze spektrometru
Ptevracend hodnota linearni disperze d A /dl (v nm/mm) vyjadiuje rozdil vinovych délek dvou

monochromatickych paprskti vzdalenych o hodnotu 1 v zobrazovaci roving.

Svetelnost urCuje efektivnost vyuziti svételné energie zdroje. Je dana geometrickou

konstrukci, absorpci a odrazem svétla na optickych ¢astech piistroje.

Osvétlovaci soustava soustiedi zafeni zdroje na vstupni Stérbinu monochromatoru tak, aby
osvétleni Stérbiny bylo homogenni. Nékdy je vyzadovdna moznost zeslabeni Casti spektra
filtry, popiipad¢€ osvétleni §térbiny jen urcitou ¢asti zdroje. Material optickych prvki (ocek)

musi byt vybiran vzhledem k propustnosti v daném rozsahu vlnovych délek.

Vstupni sterbina oddéluje z homogenniho obrazu zdroje paprsek tvaru této Stérbiny, ktery se
po priichodu spektralnim piistrojem zobrazi jako spektralni ¢ara. Sitka spektralni ¢ary je pak

tedy imérna Sifce vstupni Stérbiny.

Disperzni prvky rozdéluji dopadajiciho paprsky na monochromatické slozky. Nejcastéji se
rozklad svétla dosahuje miizkami nebo hranoly. Rozklad zafeni hranolem je zalozen na
zévislosti indexu lomu propustnych prostfedi na vinové délce. V modernich pfistrojich se jako
disperznich prvkll pouzivd mfiizek (hranoly se nicméné stale pouzivaji v kombinaci s
miizkami u Eschelle monochromatori s tzv. ,,zkfizenou optikou®). K rozkladu zafeni miizkou

4

dochazi difrakci na soustavé vrypt miizky. Mtizky ryté linedrné v roviné maji vetsi Cast
svételné energie soustiedénu ve spektru nultého fadu. Jestlize vSak zrcadlici plocha vrypu
nelezi v roviné miizky, méni se rozdéleni energie a jeji vétsi Cast se soustfed'uje v uhlu,
odpovidajicimu zrcadlovému odrazu od plochy vrypu. Tento thel maximalni odrazivosti je

nazyvan thlem odlesku a je dilezitou konstantou miizky.
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y=2a+¢

d

Obr. 3 Schéma rozkladu zafeni miizkou. [20]

Pro thel maximalni odrazivosti plati:

y=2a+¢ (13)

Uhlova disperze mfizky:
de/dr=k/d.cos ¢ (14)
kde k je rad spektra, d je vzdalenost vrypu, tzv. konstanta mrizky
Pro mal¢ thly odrazu je vyjadiena vztahem:
do/dh=Kk/d (15)
a zavisi tedy jen malo na vlnové délce. RozliSovaci schopnost miizky podle Rayleighova
kriteria je dana vztahem:
R =k.N (16)

kde N je celkovy pocet vrypii na mrizce.

RozliSovaci schopnost proto zavisi na fadu spektra a charakteristice miizky (jeji velikosti a

poctu vrypl na milimetr).

Indikace zéatfeni — Vizudlni indikace se dnes uplatiiuje vyjimecné, diive se pouzivalo tzv.
stiloskopti s optickym systémem o velké disperzi pro tfidéni kovovych materiala.

Detekce pomoci fotonasobic¢i se stale pouzivd u fady komercnich spektrometrt.
Uplatiiuji se jak v ptipadé polychromatorti, kde je vyuzivano vétsi mnozstvi téchto detektorti

pro simultdni méfeni na pfedem vybranych emisnich Cardch z&jmovych prvki, tak i u
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nékterych typli monochromatorti ¢i zatizeni pro Casové rozliSené méteni. Velka vétSina vSech
pfistroji vyrabénych v soucasné dobé¢ vyuziva polovodi¢ovych CCD nebo CID detektort

(ptipadné intenzifikovanych CCD detektor().

Indukéné vazané plazma (ICP) je vyuzivano v chemické prvkové analyze jiz téméf po Ctyfi
desitileti. Vyboj ICP byl nejdiive pouzit jako budici zdroj pro atomovou emisni spektrometrii
(ICP-AES), oznacovanou také jako ICP-OES (opticka emisni spektrometrie s ICP). Od
pocatku 80. let je vyuzivan také jako zdroj iontii pro hmotnostni spektrometrii (ICP-MS).
Schéma optického emisniho spektrometru s indukéné véazanym plazmovym zdrojem je

uvedeno na (obr.5).

Sber dat

Opticky spektrometr

ﬁ.

f;,«‘vi ~—— Zdroj ICP

«—— Systém zavadeni vzorku
(pneumatické
zmlzovani)

Vysokofrekvencni generator

Obr. 4 Schéma optického emisniho spektrometru s indukéné vazanym plazmatem [20]

Atomova spektrometrie s ICP zdrojem je pfevazné pouzivana pro analyzu kapalnych vzork.
Z roztoku je generovan zmlzovacim zafizenim jemny aerosol, ktery je nosnym plynem vnasen
do indukéné vazaného plazmového zdroje generovaného v proudu pracovniho plynu,

nejcastéji argonu.
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Q%g budici civka -
! e e} primarni vinuti
plazmova
hlavice

e «— plazmovy plyn (Ar)

Q F <— chladici plyn (Ar)

1‘ aerosol vzorku v Ar

Obr. 5. Schéma excitaéniho zdroje pro atomovou emisni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-AES) [9]

Ve vyboji je aerosol vysuSen, odpaien, atomizovan a volné atomy jsou excitovany,
ptipadné ionizovany a excitovany. Excitace a emise probihaji na urovni valen¢nich elektronti.
Zateni je tvoreno carovou emisi excitovanych atoml a iontll a pasovou ¢i spojitou emisi
dalsich Castic. Analyticky signal pfedstavuje Carova emise atomil a jedenkrat nabitych iont
(X+) analytu, pozadi je tvofeno spojitym rekombinaénim zafenim iontd argonu a pasovou
emisi molekuldrnich ¢astic z obklopujici atmosféry a vzorku. Zatfeni z ultrafialové (UV) a
viditelné (Vis) oblasti spektra je monochromatizovano v mtizkovém spektralnim pfistroji a
detekovano riznymi typy fotodetektort.

Plazma je ionizovany, makroskopicky neutrdlni plyn, v némz volné elektrony a ionty
vykazuji tzv. kolektivni chovani, za které jsou povaZzovany pohyby ¢éstic zavisejici nejen na
lokéalnich podminkach, ale i na stavu plazmatu ve vzdalenéjSich oblastech. Na rozdil od
plamene, kde je kineticka energie ¢astic potiebna pro srazkové procesy (disociaci, atomizaci,
excitaci) ziskdvana ze spalného tepla paliva, do ICP vyboje je doddvana energie volnym
elektroniim z vnéjsiho zdroje, kterym je Vf elektromagnetické pole indukéni civky. Vyboj ICP
je iniciovan ionizaci jiskrovym vybojem z Teslova transformatoru. Vytvotfené elektrony jsou

urychlovany vf elektromagnetickym polem a zptsobuji dalsi, lavinovitou ionizaci pracovniho

plynu (napft. Ar).

Ptestoze 1ze plazma vytvofit z libovolného plynu, v praxi se dava prednost vzacnym plyntm,

které maji jednoducha spektra a netvofi stabilni slouceniny. Jejich vysoké hodnoty ionizacni

energie navic umoziuji u¢innou ionizaci vétSiny prvki. Nejéastéji se dava piednost argonu,

ktery predstavuje kompromis z hlediska jeho fyzikéalnich vlastnosti a ceny.

S vyjimkou te¢kavych hydridi a nékterych dalsich tékavych sloucenin je vzorek do ICP vyboje
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transportovan v podobé€ vlhkého ¢i suchého aerosolu.

Spektrometr slouzi k separaci zatfeni podle vinovych délek a k méteni emise spektralnich cCar.

Jako disperzni ¢leny se pouzivaji miizky na odraz.

Spektrometr s rovinnou miizkou tvofi tyto soucasti:

a) osvétlovaci soustava,

b) vstupni (primarni) Stérbina,

c) zrcadlovy objektiv kolimatoru

d) rovinna mftizka, (u spektrometru s konkavni mtizkou misto rovinné zastava miizka
soucasn¢ funkci kolimatorového a kamerového zrcadla),

e) zrcadlovy objektiv kamery,

f) vystupni $térbina,

g) detektor

Osvétlovaci soustava je tvorena ¢ockami a slouzi:
k osvétleni vstupni $térbiny zadanou soucasti zdroje, k rovnomérnému osvétleni kazdého

bodu §térbiny kazdym bodem zdroje, k maximalnimu vyuziti svételnosti spektrometru.

Izolace selektivniho analytického signalu z bohatého ¢arového spektra emitovaného v ICP
vyzaduje pouziti spektralniho pfistroje s vysokou rozliSovaci schopnosti. S klesajici Sitkou
propousténého spektralniho intervalu klesd pocet a velikost spektralnich interferenci na

analytickych ¢arach a soucasné se zvysSuje pomér signalu k pozadi.

2.3.5 Validace metod atomové spektrometrie
Terminem validace je oznacovano uvedeni metody do analytické praxe. Je spojeno s

celou fadou pozadavk, které musi byt splnény a zjistény, aby bylo mozné metodu povazovat

za spravnou a pouzitelnou. Je to v podstaté oveéfeni spravnosti metody.
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Validace metody je proces potvrzeni vykonnostnich charakteristik a omezeni metody a
identifikace vlivli, které mohou tyto charakteristiky zménit. Urcuje, jaké analyty je metoda
schopna stanovit, v jakych matricich, za pfitomnosti jakych interferujicich slozek. A rovnéz

vypovida o urovni pfesnosti a spravnosti, jaké Ize za danych podminek dosahnout.

Validacnimi parametry jsou: selektivita a specifi¢nost, mez detekce, mez stanovitelnosti,
pracovni a linearni rozsah, spravnost, pfesnost, robustnost, vytéznost, citlivost, nejistota
meéreni [14].

Selektivita je rozsah, do kterého je mozné stanovit analyt bez ovlivnéni interferencemi.
Metoda, ktera je naprosto selektivni, je oznaCovana jako metoda specificka pro dany analyt,
popf. skupinu analyti. Méfeni na pfistroji AMA je specifické, zatimco u ICP-OES je
specifi¢nost splnéna pouze pro nékteré z analyti. Metoda je ale dostate¢né selektivni, diky

mnozstvi analytickych ¢ar, na nichZ Ize méfit a vyhnout se tak nékterym interferencim.

Mez detekce (MD) je nejnizsi detekovatelna koncentrace analytu za podminek
zkousky, ale nemusi byt nutné¢ kvantifikovana. UrCuje se jako odezva slepého vzorku plus

trojnasobek odhadu smérodatné odchylky (17).

MD = yo + 3-So (17)

v v

piijatelnou pfesnosti (opakovatelnosti) a spravnosti za uvedenych podminek zkousky. Urcuje

se jako odezva slepého vzorku plus desetinasobek odhadu smérodatné odchylky (18).

MS =yo + 10-So (18)

Pracovni rozsah je soubor hodnot koncentraci, pro né€z lezi chyba méticiho zafizeni

uvnitf stanovenych mezi.

Linearita je schopnost metody poskytnout vysledky zkousky piimo umérné

koncentraci analytu.

Pro ICP-OES byl stanoven pracovni rozsah s pfihlédnutim k ptredpokladanym
obsahtim a to MS — 2500 mg/kg pro pevny material, resp. MS — 5 mg/1 pro vyluhy.

Na pfistroji AMA byl proveden test linearity a vytvoteny dva pracovni rozsahy MS —

0,2 mg/l pro nizké koncentrace a pro vyssi koncentrace 0,2 — 3,0 mg/I.
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Spravnost udava tésnost shody mezi vysledkem zkousky a pfijatou referencni
hodnotou. U obou prfistroji byla stanovena analyzou referen¢nich materiald o znamé

koncentraci jednotlivych analytd.

Presnost je tésnost shody mezi nezavislymi vysledky zkousek ziskanymi za predem
specifikovanych podminek. Nejb&znéjsimi mirami presnosti jsou opakovatelnost a

reprodukovatelnost.

Ptesnost byla pro oba pfistroje stanovena na zéklad¢ opakovaného méteni vybranych

materiali a porovnani s jinymi laboratofemi.

Opakovatelnost se ziska méfenim za podminek opakovatelnosti, tj. stejnou metodou,
na stejném materialu, v téze laboratofi, stejnym pracovnikem na stejném piistroji v kratkém

¢asovém obdobi.

Reprodukovatelnost 1ze ziskat méfenim za podminek reprodukovatelnosti, tj. stejnou

metodou, na stejném materidlu, ale v jiné laboratofi, jinym pracovnikem na jiném pfistroji.

Robustnost je schopnost analytického postupu zlstat neteény vuéi malym, ale
zamérnym zméndm parametri metody. Vliv zmény nekterych parametri ICP-OES se muze
projevit pouze pro nekteré prvky, zatimco jiné nebudou ovlivnény. Z tohoto divodu se

provadi méteni za optimalniho nastaveni dané¢ho vyrobcem.

Vyteznost udava pomér mnozstvi analytu ziskaného danou metodou k piijaté
referencni hodnoté. Ziska se méfenim certifikovanych referen¢nich materialii nebo vypoctem

z mé&feni obohacenych a neobohacenych vzorkl sledovanymi analyty.

Citlivost je podil zmény vystupniho signalu méticiho ptistroje a odpovidajici zmény
vstupniho signalu. Pro linearni zavislost kalibra¢ni pfimky je to jeji smérnice. Lze ji urcit
metodou nejmensSich ¢tvercli nebo experimentdlné za pouZiti vzorkdl o rizné koncentraci

analytu.

Nejistota méreni je parametr pfidruzeny k vysledku méfeni, ktery charakterizuje
rozptyl hodnot, které by mohly byt diivodné pfisuzovany k méfené velicing. Na velikost
celkové nejistoty maji vliv dil¢i nejistoty, které vstupuji do procesu, napt. nejistota objemu,

vazeni, nejistoty referen¢nich materialti, nejistota kalibrace, apod.

Stanoveni nejistoty pro AMA bylo provedeno na zadkladé¢ opakovaného méteni
vybranych materiali a vypoctem z ptislusnych hodnot.
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Pro ICP-OES byla nejistota stanovena jako kvalifikovany odhad na zéklad¢ opakovaného
meéteni certifikovanych referencnich materialt, vysledkii mezilaboratorniho porovnani

zkousek, srovnani s vysledky jinych laboratoti, apod. [16]
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3. Prakticka cCast

3.1 Pracovni metodika FA AAS

Atomovy absorpéni spektrometr Unicam SOLAAR M5 fy Waltham, MA, uspofadani s

atomizaci v plameni vzduch-acetylén s korekci pozadi deuteriovou lampou.

Prvek \ggf{\j Vzduch/acetylen Ia;rrr):gy proZu}::iaT;gwipy Stérbina | Hotak
Cd | 228,80 nm | 10 I/min/2,5 I/min | EDL 210 mA 0,5 nm 100 mm
Cr | 357,87 nm | 10 I/min/3,30l/min | HCL 25 mA 0,5-2nm | 50 mm
Pb | 283,31 nm | 10 I/min/2,5 I/min | HCL 10 mA 0,5-1nm | 100 mm
Zn 213,86 nm | 10 I/min/2,5 I/min | HCL 15 mA 0,5-1nm | 100 mm

Tab. ¢. 2 Parametry pro jednotlivé kovy méfené metodou FA AAS.

Pracovni postup FA AAS:

Oteviete piivod acetylenu a vzduchu.

Zapnéte pristroj, monitor a pocitac.

V pocitaci zvolte metodu FA AAS a méteny prvek.

Zasunte do pfistroje lampu a nastavte odpovidajici Zhavici proud dle udaji vyrobce
(napf. pro Zn 15 mA).

Dle udaji v Tab. ¢. X nastavte pro vybrany prvek Sifku $térbiny a odpovidajici vinovou
délku. ReZim lampy nastavte na maximum intenzity.

Po otevieni ptivodu plynt zapalte plamen a proved’te vynulovani pfistroje.

Dale proved'te kalibraci pro dany pocet pfedlozenych standarda.

Kalibraéni kiivka se zobrazi v samostatném okné. Kalibrace je zde nelinearni,
prochézejici nulou.

Postupné proméite vSechny pfipravené vzorky. Namétené hodnoty se zobrazi ptimo na
kalibra¢ni kiivce, soucasné se zapisi do souboru a zobrazi se na obrazovce.

Po skonfeném meéfeni zhasnéte plamen, ulozte data a ukoncete program. Dojde k
automatickému vypnuti lampy.

Nasledn¢ vypnéte pocita¢, monitor a piistroj, uzaviete ptivody plynt.
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3.2 Pracovni metodika GF AAS

Atomovy absorpéni spektrometr Unicam SOLAAR M5 fy Waltham, MA, uspofadani
s elektrotermickou atomizaci v grafitové picce

Pracovni postup GF AAS:

= Zapnéte piivod argonu.
= Praci zahajte zapnutim piistroje, monitoru a pocitace.
= Zvolte metodu GF AAS a zadejte zvoleny prvek.

= Zvolte teplotni program vhodny pro konkrétni analyzovany vzorek. (Pro kazdy prvek

ma teplotni program riiznou délku a teplotu jednotlivych fazi.)

= Proved'te kalibraci pro dany pocet pfedlozenych standardii. Kalibrace je zde nelinearni,

prochazejici nulou.

* Analyzovany roztok postupné davkujte automatickym davkovacem do grafitové trubice,

a tak postupné proméite vSechny pfipravené vzorky.

= Naméfené hodnoty se zobrazi pifimo na kalibra¢ni kiivce, soucasné se zapisi do souboru
a zobrazi se na obrazovce. (V piipad¢ piekroceni koncentrace, nebo pod mezi

stanovitelnosti vzorku se se objevi ptislusné chybové hlaseni.)

= Po skonfeném meéteni ulozte data a ukoncete program. Dojde k automatickému vypnuti

lampy.

= Nasledné vypnéte pocitac, monitor a piistroj a uzavrete piivod plynu.
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3.3. Pracovni metodika AMA 254

Otevite ptivod kysliku
Zapnéte pristroj, zapnuti ovladaciho PC s monitorem
Ustaleni podminek v peci AMA 254 — asi 30 min

Vycisténi systému — ikona ,,L“ — otevieni panelu Clean — spusténi analyzy s parametry
300 s suSeni/250 s termicky rozklad/45 s cekani (déale jen 300/250/45). Analyzu

opakujte min 3x do dosazeni konstantni hodnoty absorbance

Nastavte slepy pokus — ikona ,,B“ — otevieni panelu Blank — (60/150/45), spustte
START, po vysunuti lodi¢ky vyckejte asi 20 s, nez lodi¢ku stiskem ,,Continue (Insert)*,

zasunete zpét

Cely cyklus bez vzorku nechte probéhnout 5x. Naméfené hodnoty sledujte v sumarnim

panelu ,,ZB*.

Ovéfeni platnosti kalibrace — ikona ,,A“ — panel Analysis — parametry analyzy:
60/150/45. Nadavkovat znamé mnozstvi rtuti (100 pl roztoku o koncentraci 0,1 pg/ml
HQg). Povolena odchylka je do 20%.

Vycistéte systém (300/250/45). Dojde k vycisténi ptistroje od stop rtuti pochéazejici ze

standardu.

Veskeré pouzivané pomtcky pro méfeni (lodicku, pinzetu...) je nutné pted pouzitim
vyzihat v plameni do ¢erveného zaru, tim se odstrani pfipadnad kontaminace prachem.

Pti méfeni pevnych vzorkil se navazka tidi predpokladanym obsahem rtuti.

Doporucuje se pracovat se dvéma lodickami: na jedné probiha analyza v piistroji a na

druhou se vazi.
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3.4 Pracovni metodika ICP OES Integra XL2, GBC

e Zkontrolujte konfiguraci piistroje (koncentricky zmlzova¢ 2 ml.min™

, cyklonicka
mlzn4 komora 50ml).

e Zapnéte odsavani pfistroje, zapnéte piivod argonu, spustte program pro obsluhu ICP-
OES.

e Zazehnéte plazmu, zahajte proplach pfistroje demineralizovanou vodou.

e Vaplikacnich programech pfiistroje vyberte Vv adresati vzorkovou sekvenci C:/
Program zahrnuje vSechny pracovni podminky a parametry nutné k provedeni analyzy
vcetné kalibracnich standardi.

e Vlozte do vzorkové sekvence jednotlivé analyzované vzorky. Pokud jsou vzorky
fedény, ve sloupci ,,Dilution* se uvadi fedici faktor.

e Zadejte parametry analyzy - je vyplnéno dialogové okno — je uveden nazev vzorkové
sekvence C:/

e Aktivovujte rezim analyzy.

e Proméite sadu kalibra¢nich roztokti bud’ v plném, nebo omezeném rozsahu (bod 3.
Kalibrace). Slepy pokus kalibraéni kiivky je roztok bez obsahu méteného prvku s
matrici kalibra¢nich roztoki (redestilovana voda s ptidavkem kyseliny dusi¢né 1 ml na
100 ml vysledného objemu).

e Analyzujte kalibraéni roztok snejvyssi koncentraci vrezimu analyzy vzorku.
Neodchyluje-1i se nalezena koncentrace od skute¢né hodnoty o vice nez = 5 %, Ize
analyzovat vzorky.

e Analyza vzorki. V podminkach metody je nastaven ¢as proplachu mezi vzorky 30 s,
coz je doba dostacujici k zamezeni vzajemnému ovliviiovani vysledki. Mezi
analyzovanymi standardy i vzorky neni tfeba zatfazovat proplach demineralizovanou
vodou.

e Hmotnostni koncentrace kazdého prvku je stanovena softwarem pfistroje a ukladana
do vysledkového souboru.

e Po ukonceni analyzy posledniho vzorku proplachnéte demineralizovanou vodou (5
minut).

e Vypnéte plazmu, vypnéte software, vypnéte privod argonu, vypnéte odsavani.
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3.5. Vysledky

Metoda FA AAS
Piistroj Unicam Solaar M5
Stanoveni Zn, nejistota 10 %
Navazka
Cislo Nazev pro Zn cd Pb Cr
ref. ref. mineralizaci | [mg/kg] | [mg/kg] | [g/kg] | [mg/kgl
bodu bodu [g]
Bozanovsky
3009 Spiéék 0,1838 207,1059 0,6057 |0,1095 pms
Vrchmezi
3007 0,1795 191,3182 pms |0,1244 pms
Velka
3001 Destna 0,1244 117,4236 pms 0,1908 pms
Adam
3005 0,1909 151,0879 pms 0,1894 1,0554
Suchy
3002 vrch 0,1965 139, 0236 pms 0,1678 pms

Tab. ¢. 3 Stanoveni obsahu zinku, kadmia, olova a chromu v su$iné vzorku
bioindikatord, hiibovitych hub Boletus badius, (pms-pod mezi stanovitelnosti).

Metoda GF AAS
PFistroj Unicam Solaar M5
Stanoveni Cd, Pb, Cr nejistota 15 %
Cislo Nazev Navazka cd Pb Cr
refer. referen¢niho | mineralizace | [mg/kg] [e/kg] [mg/kgl
bodu bodu [g]
Bozanovsky
3009 gpiéék 0,1838 0,6069 0,1095 0,5992
Vrchmezi

3007 0,1795 0,12219 0,1244 0,7983

Velka
3001 Destna 0,1244 0,3459 0,1908 0,4358

Adam
3005 0,1909 0, 0993 0,1894 1,0994

Suchy
3002 vrch 0,1965 0,1386 0,1678 0,9732

Tab. ¢. 4. Stanoveni obsahu kadmia, olova a chromu v susin¢ vzorkt bioindikatoru,
htibovitych hub Boletus badius, metodou GF AAS.
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Metoda Hg AAS
Pristroj AMA 254
Stanoveni Hg, nejistota 15%
Navazka Hg
Cislo Nazev suchého
referenc¢niho referenc¢niho vzorku [mg/kgl]
bodu bodu [g]
Bozanovsky
3009 Spicak 0,0254 0,1993
Vrchmezi
3007 0,0289 0,3204
Velka
3001 Destna 0,0237 0,1102
Adam
3005 0,0255 0,0949
Suchy
3002 vrch 0,0247 0,1733

Tab. ¢. 5 Stanoveni obsahu rtuti v susin¢ vzorkt bioindikatort,
hiibovitych hub Boletus badius, metodou Hg AAS

Metoda ICP OES
Pristroj ICP spektrometr GBC Integra XL

Stanoveni Zn, Cd, Pb, Cr nejistota 20 %

. ] N?"az"l‘:" Zn cd Pb Cr
o Neev | M| me/kel | Ime/ke] | le/kel | [me/ke)
bodu bodu [g]
Bozanovsky
3009 Spicak 0,1838 200,1088 |0,6057 0,1095 0,5992
Vrchmezi
3007 0,1795 189,4482 |0,12219 |0,1244 0,7983
Velka
3001 Destna 0,1244 107,4205 |0,3459 0,1908 0,4358
Adam
3005 0,1909 142,0889 |pms 0,1894 1,0554
Suchy
3002 vrch 0,1965 199, 0139 | 0,1386 0,1678 0,9732

Tab. ¢. 6. Stanoveni obsahu zinku, kadmia, olova a chromu v su$iné vzorkt
bioindikatord, hfibovitych hub Boletus badius, metodou ICP OES.
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4. Diskuse a zavéry

V teoretické Casti prace je uveden piehled historického vyvoje atomové spektrometrie.
Jsou zde stru¢né shrnuty vysledky biomonitoringu toxickych kovli pomoci bioindikéatora
hiibovitych hub Boletus badius. Jsou zde popsany principy piistrojové techniky pro atomovou
absorpCni a atomovou emisni spektrometrii. V experimentalni Casti prace jsou uvedeny
pracovni navody pro praktické sezndmeni studentd bakalaiského studijniho oboru Fyzikalni
meéfeni a vypocetni technika s atomovym absorpénim spektrometrem s plamenovou ionizaci
(FA AAS), a s elektrotermickou atomizaci v grafitové picce (FG AAS). Atomovy absorpéni
spektrometr Unicam SOLAAR M5 fy Waltham, MA je dvoupaprskovy opticky systém
S moznosti pouziti plamenové i elektrotermické atomizace. UZivatel sam softwarové definuje,
ktery z téchto paprskl je vzorkovy a tim také, ktery atomizér se bude konkrétné pouzivat. Pii
metodé FA AAS byly v§echny prvky ionizovany v plameni acetylén-vzduch s korekci pozadi
deuteriovou lampou. Pii metodé FG AAS byl pouzit jako nosny plyn argon. Tyto navody byly
zpracovany a ovéfeny na vzorcich bioindikatort v rdmci tydenni stdze autora v laboratotich
Zdravotniho tstavu v Hradci Kralové. S jednoucelovym analyzatorem rtuti AMA 254 se autor
prace seznamil a analyzy péti vzorkll bioindikatori provedl pii tfidenni navstévé na
Ptirodové&dno-technické fakulté¢ Univerzity Opole. Oba tyto pobyty byly spolufinancovany
projektem OPPS CZ-PL reg.¢. PL.3.22/2.3.00/11.02553 ,, Propagace vyzkumu kvality
Zivotniho prostredi preshranicni polsko-ceské oblasti“. Na pristroji ICP OES Integra XL2,
GBC autor pracoval v ramci tydenni staze v EMPLA AG a.s. podporované projektem OP VK
CZ.1.07/2.2.00/28.0118 ,, Inovace studijnich oborii zajistovanych katedrami PrF UHK *.

Pracovni navody pro vSechny tyto pfistroje byly ovéfeny na stanoveni zinku, kadmia,
chromu, olova a rtuti v archivovanych vzorcich bioindikatort, hfibovitych hub Boletus
badius, z let 2011-13 z okoli péti referen¢nich bodt dlouhodobé sledované cesko-polské
pfeshranicni oblasti. Bylo zji$téno, Ze atomovy absorpcni spektrometr Unicam SOLAAR M5
v usporadani FA AAS vyhovuje pouze pro stanoveni zinku ve vzorcich hub Boletus badius.
Stanoveni kadmia, chromu a olova vyhovuje uspofadani GF AAS. Rtutovy analyzator AMA
254 pro stanoventi rtuti ve vSech téchto vzorcich pln€ vyhovoval. Moderni a zna¢né nakladny
pristroj ICP OES, spektrometr GBC Integra XL vyhovoval pfi vSech analyzach vzorkl hub,
(pouze v jednom vzorku, zfejmé vlivem néjakého nedopatieni, nebylo kadmium stanoveno).

Tento ptistroj piedstavuje, vzhledem k rychlosti analyz a nizkym detekénim limitim,

progresivni smér v biomonitoringu, pfi stanovovani toxickych kovi v bioindikatorech.
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