Plamenova fotometrie
AES
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Spektrum

Hmota analytu interaguje s elektromagnetickym
zarenim pri specifickych vinovych délkach
(kvalitativni charakteristika)

® emisni spektrum — fotony o specifické energii
jsou uvolneny z excitovanych castic analytu
(Carove spektrum)

® absorpcni spektrum - fotony z externiho
zdroje zareni jsou absorbovany casticemi
analytu, detektor zaznamena snizenou
intenzitu zareni specifické vinové delky




Emise fotonu

Eleciron




Atomova spektra

Jsou carova — atomy urciteho prvku mohou pri emisi
vyzarovat nebo pri absorpci pohicovat jen fotony
urCitych energii, tj. zareni jen urcitych vinovych delek,
vinové déelky jsou charakteristické pro dany prvek

Predpokladem je, ze prvky jsou pritomny ve forme
atomu. Vazebné elektrony atomu se mohou
vyskytovat jen na urCitych energetickych hladinach —
atomovych orbitalech s presne danymi energiemi pro
dany atom




Atomova spektra — rozdil AAS a AES

AAS Pri prechodu na vyssSi hladinu absorpci
fotonu mohou prijmout jen foton, jehoz energie
odpovida rozdilu dvou hladin

a::Ez—El:hV:hAi

AES Pokud jsou elektrony na vyssi hladine,
mohou se zbavit energie vyzarenim fotonu a
prejit na hladinu nizsi. Energie vzniklého fotonu
odpovida rozdilu energii obou hladin.
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Molekulova spektra:

Jsou pasova

® Molekuly chemickych sloucenin maji slozity
elektronovy system. Je zde velky poCet moznych
energetickych hladin a proto také velky pocCet
moznych energetickych pfechodu.

® Energie jednotlivych prechodu jsou si navzajem
blizke, a proto je (vetsinou) nelze rozlisit. Pri
zaznamu spektra registrujeme pouze obalovou
krivku velkého mnozstvi spektralnich car.
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Atomova emisni spektrofotometrie
plamenova fotometrie

Pri této technice se meri emise zareni.
K emisi zareni o charakteristické vinove
délce dochazi pri navratu elektronu z
excitovaného stavu (vyvolaneho
budicim zdrojem) zpet do zakladniho
stavu.

Pristroje, ktere se pouzivaji k mereni
intenzity emisniho zareni se nazyvaji
emisni spektrofotometry




Absorpce vs. emise zareni

Emise zareni: Dodanim
energie (napf. kineticke,
tepelne) jsou Castice latky
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(slozky studovaneho vzorku)
prevedeny do vyssiho
energetického stavu. Pri

|

Excitovane
stavy

zpetnem prechodu se energie
vyzari ve forme fotonu

Absorpce zéieni: Castice latky
absorbuje foton a prejde pfitom %
do vyssiho energetickeho

stavu. (Navrat zpét do

energeticky nizsiho stavu jiz

neni sledovan.)
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Kvantitativni charakteristiky
emise

intenzita emitovaného zareni (l) je primo
umerna koncentraci (c) stanovovaného
prvku:

| =k c (plativomezenéeém rozsahu)
Plati pro AES ICP, plamenovou fotometrii

Vztah mezi signalem (emise — intenzita
zareni) a koncentraci se urcuje kalibraci




Energie emitovaneho
svétla odpovida rozdilim
mezi moznymi
energetickymi hladinami
(zakladni a excitovanou) a
zavisi na usporadani
elektronu v atomovych a
molekulovych orbitalech
Emitované svétlo ma pro
jednotlivé prvky
charakteristickou
vinovou délku, ktera
odpovida urcité barve
spektra zareni

Atom Symbol Atgir:Izvé orbita s | orbita p | orbita d orbita f
Vodik H 1 1

Helium He 2 2
vt | | s | 2 | 0+ ] | |
rBnerylliu Be 4 2 2

Bor B 5 2 3

Uhlik C 6 2 4

Dusik N 7 2 5

Kyslik (0 8 2 6

Fluér F 9 2 7

Neon Ne 10 2 8

Sodik Na 11 2 8 1

Horcik Mg 12 2 8 2

Hlinik Al 13 2 8 3

Kremik Si 14 2 8 4

Fosfor P 15 2 8 5

Sira S 16 2 8 6

Chlior Cl 17 2 8 7

Argon Ar 18 2 8 8
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Atomova emisni spektrofotomerie

Zakladnim vybavenim v AES je budici
zdroj, ktery dodava energii potrebnou pro
vyvolani emise zareni atomu vzorku. Vzorek
prevadi z tuhé faze nebo roztoku do plynnée
faze, ve které nastane atomizace a excitace

elektronu.




Atomova emisni spektrofotomerie

Rozdéleni dle pouzitého budiciho zdroje

» Plamenova — nejCastgjsi pouziti v KB
» jiskrovy vyboj

» obloukovy vyboj

» plazmovy vyboj




Metoda AES s indukCne vazanym
plazmatem

Plazma vznika pusobenim vysokofrekvenéniho

elektromagnetického pole pomoci indukcni civky
v prostredi argonu a jeji teplota je az 10 000 K.

Plazmovy horak je z taveneho kremene a je chlazen

argonem nebo dusikem.

plazmova
hlavice

-

e~ budici civka -
7~ primarni vinuti

plazmovy plyn (Ar)

\‘ /-E <— chladici plyn (Ar)

T aerosol vzorku v Ar




Metoda AES s indukcné vazanym
plazmatem

» Tato metoda dovoluje analyzovat vzorky v roztoku.

» Roztok je pruchodem argonu nasavan do zmilzovace,
kde se vytvari aerosol (jemné kapicky v plynu), ktery
se zavadi do plazmatu,

» Tam se vysusi, Castice se vyparuji, atomizuji (stepi
na volné atomy) a ionizuje (Stepi na kationty a
elektrony)

» vzniklé Castice (atomy a ionty, z nichz byl slozen
vzorek) jsou excitovany

» excitované Castice emituji (vyzaruji) zareni
prislusnych vinovych delek (vystupuje zareni jen s
takovymi vinovymi delkami, jake jsou schopny
vyzarovat atomy a iontu prvku pritomnych v méreném
vzorku).




Metoda AES s jiskrovym vybojem

Jiskrovy vyboj

® \/yuziva se opakujici se kratkodobé vysokonapetove
elektrické vyboje mezi dvemi elektrodami

® teplota je vyssi nez 12 000 K (vysoka teplota —>
velky poCet excitovanych stavu —> poskytuje bohaté
spektrum (hodné car)

dnes hlavné pro analyzu kovu ‘fl:iﬁ*gf{i!*’
- kvantometry
vhodné pro kvantitativni analyzu (1) Y




Metoda AES s obloukovym vybojem

Obloukovy vyboj — vznika, pokud je vlozen
trvaly elektricky vyboj mezi dvema elektrodami

teplota vyboje 4 000 az 8 000 K

spektrum chudsi, ale intenzivni Cary (na stejne
vinoveé délce vyzaruje vice atomu)

stanoveni stopovych prvku a hlavné kvalitativni
analyza

(snadnégji najdeme cary prvku ve spleti
spektralnich Car)




Atomova emisni spektrofotometrie -
plamenova

® V/ klinické biochemii se pouzivaly plamenové
fotometry, ktere jsou konstruované zpravidla
pro paralelni stanoveni koncentrace sodnych a
draselnych iontu v séru nebo moci. Mohou byt
vyuzity i pro analyzy lithia (monitorovani
lithnych psychofarmak).




Plamenové emisni fotometry

Nejvyznamnejsi vyrobci: fy Radiometr, Coring
Princip stanoveni: mereni intenzity zbarveni
plamene

v Roztok analyzovaného vzorku se pfivadi do
bezbarveho plamene ve forme jemneé mihy, ktera
se vytvari v pneumatickém zmizovaci -
atomizeru.

v K izolaci spektralnich ¢ar se pouziva
interferencnich filtru

v jako detektor intenzity emitovaného svételného
toku slouzi fotonka

v Pro zajisténi konstantnich podminek méreni se ve
vsech plamenovych fotometrech pouziva vnitrni
standard




Plamenovy fotometr - analytické faze

Nasavani zredéeného vzorku a prevedeni roztoku na aerosol

\ 4
Vstup aerosolu s topnym plynem a okysli€ovadlem do plamene

v

Odpareni vody z kapének aerosolu vlivem teploty plamene

\4

Rozlozeni molekul a redukce kationtli za vzniku volnych atomu
( Nat + e-= Na )

\4

Excitace nékterych atomu do vyssiho energetického stavu

\4

Excitované atomy prechazeji zpét do zakladniho stavu za vyzareni
(emise) svetelné energie charakteristické vinové délky

\4

Vyzarena svetelna energie je detektorem prevedena na elektrickou
velic¢inu a prepocitana na koncentraci méreného prvku




Plamenovy fotometr - analyticke faze

1. Nasavani zredéného vzorku a prevedeni
roztoku na aerosol:

v biologicky material se pred mérenim musi
zredit (100x):
- vzhledem k vysoke citlivosti PF je nutné
snizit intenzitu signalu na meritelne hodnoty
- shizeni rozdilu ve viskozité vzorku
- snizeni mnozstvi bilkovin (ktere by po
denaturaci v horaku mohli zpusobit jeho
ucpani)
Redé&ni vzorkl probiha bud automaticky pomoci
dilutoru, ktery je soucasti plamenoveho fotometru,

nebo manualne.
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Plamenovy fotometr - analyticke faze

1. Nasavani zredéného vzorku a prevedeni roztoku
na aerosol:

v" Pneumaticky zmlzovac€ (nebulizér, atomizér):
je soucasti pristroje - vzorek je nasavan
pomoci vzduchu (ktery slouzi zaroven jako
plynné oxidovadlo) do zmlzovaci komory kam
je zaroven privadeno plynne palivo, vznika
jemny aerosol, ktery je unasen do plamene.
Velikost kapenek aerosolu je 10 um




Pneumaticky rozprasovac se zmlzovaci
komurkou

1. privod stlaceného
vzduchu
2. roztok vzorku
3. kapilara nasavajici
vzorek
4. rozprasujici tryska
5. oddelovac kapek
6. smesovac
/. privod vyhrevneho
p|ynu )—==E:
8. oddelovac kapek
9. horak
10. plamen




Zmlzovaci komora







Plamenovy fotometr - analytickeé faze

Vstup aerosolu s topnym plynem a okyslicovadlem do plamene
Palivova smeés: Propan - vzduch nebo Acetylen - vzduch

Plamen ma nekolik zon, jejichz teplota, tvar a velikost zavisi na
vlastnostech pouzitych palivovych plynu a horaku. K vlastni |
atomizaci a excitaci dochazi na rozhrani reakcni zoény nesvitive casti
plamene.

Pro stanoveni Na, K, Li — se pouziva relativhe studeny plamen
,propan — vzduch® ktery poskytuje teplotu 1930 °C,

aby se predeslo excitaci i ostatnich prvku pfitomnych ve vzorku,
které by mohly vyvolat nezadouci interferenci

pro stanoveni Ca se pouziva palivo acetylen-vzduch, ktery ma
vyhrevnéjsi plamen (2300 °C)

Pomer slozek palivové smesi je nastaven tak, aby byla (odezva
pristroje) intenzita emitovaného svétla co nejvyssi
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Plamenovy fotometr - analyticke faze

3. Odpareni vody z kapének aerosolu viivem teploty
plamene

v Teplota plamene zpUsobi odpareni rozpoustédla a
disociaci molekul na volné atomy.

4. Rozlozeni molekul a redukce kationtu za vzniku
volnych atomu ( Na+ + e -= Na)

5. Excitace nékterych atomu do vyssiho
energetického stavu

v Plamen je zdrojem budiciho zafeni (excitadni energie).
Termicky (= srazkovym mechanismem) dojde k excitaci
atomu, poté nasleduje deexcitaCni proces spojeny s
emisi pfislusného zareni. (zdroj emitujiciho zareni)

6. Excitované atomy prechazeji zpét do zakladniho
stavu za vyzareni (emise) sveételné energie
charakteristické vinové délky




Plamenovy fotometr - analytickeé faze

6. Excitované atomy prechazeji zpet do zakladniho
stavu za vyzareni (emise) svetelné energie
charakteristické vinové délky

v’ Zareni, které je emitovano vzorkem, se rozklada
vhodnymi disperznimi prvky

v Kizolaci jednotlivych spektralnich ¢ar, se pouzivaji
nejCastéji interferencni filtry s maximalni
propustnosti a nizkou hodnotou spektralni polosirky

v Interferencni filtry: zakladem jsou dvé reflexni plosky
s vybornymi odrazovymi vlastnostmi, ktere jsou
oddéleny vrstvou dielektrika (prusvitny nevodivy
material). Mnohonasobnymi odrazy od zrcadlovych
plosek filtru a po vicenasobné interferenci
dopadajicich paprsku ruzné vinové délky,
monochromator izoluje spektralni cary stanovovanych
prvku




Interferecni filtr

a, ¢ — polopropustne
vrstvicky

b — vrstva dielektrika
o tloustce A/2

d, e — Kryci vrstvy




Plamenovy fotometr - analyticke faze

7. Vyzarena svetelna energie je detektorem
prevedena na elektrickou veli¢inu a prepocitana na
koncentraci méreného prvku

v Detektor: nejCastéji se pouziva foto¢lanek

princip: zalozen na fotoelektrickém efektu - elektrony
uvolnéné z fotokatody po dopadu fotonu pohybuiji k
anode ucinkem saciho napeti. Fotoelektricky proud je

umerny toku zareni. Fotoelektricky proud prechazi
pres odpor RL a odpor je pfimo umerny
prochazejicimu proudu.




Plamenovy fotometr - analyticke faze

Detektor:

Fotonky mohou byt evakuované nebo plnéené
plynem. Ve vakuovych fotonkach je
fotoelektricky proud umerny toku zareni. Jsou-li
fotonky plnené plynem, mohou elektrony z
katody ionizovat jeho molekuly a tim dochazi k
zesileni fotoelektrickeho proudu.




Plamenova emisni fotometrie

Pro zajisteni konstantnich podminek mereni se
ve vsech plamenovych fotometrech pouziva
vhitrni standard.

Timto zpusobem se kompenzuje vliv zmén tlaku
plynné smesi a viskozity roztoku.

Jako vnitrni standard se pouziva: pro stanoveni

Na, K - roztok LiCl nebo CsCl a pro stanoveni
lithia roztok KCI




Plamenova emisni fotometrie — vnitrni
standard

Vlastni provedeni:

Vnitrni standard se ve znacném konstantnim
mnozstvi pridava ke kalibracnimu i zkoumanému
roztoku. Vzdy se meri soucasne spektralni linie
stanovovaneho kovu a kovu vnitrniho standardu.
Koncentrace stanovovaneho prvku je primo
umerna pomeru intenzit stanovovaného prvku a
prvku ve vnitrnim standartu. (Cs) Tento pomer
iIntenzit se nemeni ani pri kolisani plamene.




Plamenova emisni fotometrie

® Stanoveni Na, K, Li se provadi metodou
kalibracni krivky — srovnava se pomer intenzity
signalu ve vzorku o znamé koncentraci (Na, K) a
vypocita se koncentrace v merenem vzorku.




Plamenova emisni fotometrie

Nevyhody:
vyvoj plamenovych fotometru je uz uzavreny, dnes se v
rutinnim provozu klinické laboratore nepouzivaji

Plamenovy fotometr se obtizné zarazuje do vybaveni
automatickeho analyzatoru a vyzaduje dodrzovani
specifickych bezpecnostnich predpisu.

® Navic u pacientu v tézkych stavech (napf. pfi
dehydrataci) mohou vysledky zkreslovat skutecny stav
aktivity iontu v organismu — tento jev se oznacuje jako
»pseudohyponatremie®




Plamenova emisni fotometrie

Pseudohyponatremie

V pfipadé vysokych koncentraci bilkovin a lipidu
VvV séru, jsou vysledky méreni koncentrace iontu
plamenovou fotometrii nizsSi, nez namerena
aktivita ionoselektivnimi elektrodami. Je to
zpusobeno tim, ze ¢ast objemu rozhodného pro
vypocet koncentrace je obsazena bilkovinami a
lipidy, takze | kdyz se aktivita ve zbylem vodném
objemu nezmenila, bude koncentrace v
celkovém objemu nizSi. Proto u vzorku s
vysokym obsahem lipidu a bilkovin se toto
mereni nedoporucuje.




Dekuji za pozornost




