Atomowa Spektrometria Absorpcyjna (AAS)

Absorpcyjna spektrometria atomowa (AAS; ang. Atomic Absorption Spectrometry) jest techniką analityczną, która wykorzystuje zjawisko absorpcji promieniowania elektromagnetycznego o określonej długości fali przez wolne atomy znajdujące się w stanie podstawowym. Długość fali zaabsorbowanego promieniowania jest charakterystyczna dla danego atomu (1860 r., Kirchhoff - „atom może absorbować tylko takie promieniowanie, które sam jest zdolny wyemitować”), natomiast natężenie absorpcji jest proporcjonalne do stężenia atomów w badanej próbce. Technika ta została wprowadzona do większości laboratoriów w latach 60-tych XX w. i jest obecnie jedną z najczęściej stosowanych metod instrumentalnych. Umożliwia oznaczanie ok. 70 pierwiastków (głównie metali i metaloidów) w różnego rodzaju próbkach (środowiskowych, przemysłowych, farmaceutycznych, klinicznych, żywności).
Budowa spektrometru
Schemat spektrometru absorpcji atomowej został przedstawiony na rys.1.
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Rys.1.
Schemat spektrometru AAS: 1 - źródło promieniowania charakterystycznego; 2 - atomizer; 3 - monochromator; 4 - detektor (fotopowielacz) ; 5 - rejestrator 
Źródło promieniowania emituje linie charakterystyczne pierwiastka oznaczanego o znanej i ustalonej intensywności I0. Po przejściu przez atomizer część promieniowania zostaje zaabsorbowana przez atomy w stanie podstawowym znajdujące się w próbce, a jego intensywność osłabiona do wartości It. Zgodnie z prawem Lamberta - Beera wartość absorbancji A jest proporcjonalna do stężenia atomów oznaczanego pierwiastka c w próbce:
A = log (I0/It) = k·c·l
(prawo Lamberta - Beera)
Osłabiona wiązka promieniowania kierowana jest następnie do monochromatora (siatka dyfrakcyjna lub pryzmat), gdzie następuje oddzielenie linii rezonansowej, absorbowanej przez atomy w atomizerze, od linii emitowanych przez źródło promieniowania i płomień. W detektorze sygnał świetlny zostaje przekształcony w sygnał elektryczny, a następnie po wzmocnieniu przekazany do rejestratora
Źródło promieniowania
Stosowane w spektrometrach absorpcji atomowej źródła powinny emitować intensywne promieniowanie monochromatyczne o długości fali charakterystycznej dla oznaczanego pierwiastka oraz wykazywać dobrą stabilność wskazań i słabe tło.


W technice AAS jako źródło promieniowania stosowana jest najczęściej lampa z katodą wnękową HCL (rys.2). Stanowi ją rurka szklana z okienkiem szklanym lub kwarcowym. Katodą jest wydrążony walec, sporządzony ze spektralnie czystego metalu, którego promieniowanie chcemy otrzymać. Może być ona również wykonana z innego metalu, na który napylono warstwę oznaczanego pierwiastka. Anoda (na ogół w postaci pręcika) wykonana jest z metalu termicznie odpornego (wolfram, nikiel). Lampa wypełniona jest gazem obojętnym (hel, neon, argon) pod zmniejszonym ciśnieniem. 
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Rys.2.
Schemat lampy z katodą wnękową: A - anoda, K - katoda wnękowa, O - przezroczyste okienko, G - gaz szlachetny

Działanie lampy z katodą wnękową polega na tym, że po przyłożeniu odpowiedniego napięcia między anodę i katodę w gazie zachodzą wyładowania. Powstałe jony gazu szlachetnego bombardują katodę, rozpylając wprowadzony do niej pierwiastek, który przechodzi w stan gazowy i ulega wzbudzeniu. Atomy te wracając do niższych stanów energetycznych emitują promieniowanie o pożądanej długości fali. 

Przed rozpoczęciem pomiarów należy wygrzewać lampę kilkanaście minut. Jest to czas potrzebny do stabilizacji emitowanego promieniowania.
Ponieważ katoda powinna emitować promieniowanie charakterystyczne, konieczne jest posiadanie oddzielnej lampy dla każdego pierwiastka. Lampy wielopierwiastkowe wykonane ze stopu czystych metali (np. Ca, Mg i Al) charakteryzują się z reguły gorszymi parametrami.
Atomizery


Oznaczany pierwiastek występuje początkowo w formie związku chemicznego, z którego należy go wydzielić w postaci wolnych atomów. Uzyskuje się to przez dysocjację termiczną w tzw. atomizerach. 
W technice atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacją w płomieniu (Flame Atomic Absorption Spektrometry; FAAS) roztwór badany (rys.3) jest zasysany przez rurkę kapilarną do nebulizera i rozpraszany w postaci aerozolu. Krople o większej średnicy osiadają na ściankach komory mgielnej i spływają do odcieku. Mniejsze krople wraz z gazem palnym docierają do palnika, gdzie w stożku wewnętrznym płomienia odparowują, a związek chemiczny zawierający oznaczany pierwiastek ulega dysocjacji na atomy. Do najczęściej stosowanych płomieni należą: płomień powietrze - acetylen, podtlenek azotu - acetylen i powietrze - metan. 
W technice
atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacją elektrotermiczną (Electrothermal Atomic Absorption Spektrometry; ETAAS) atomizacja zachodzi w piecu grafitowym. próbka umieszczana jest w grafitowej kuwecie (rys.4) i ogrzewana elektrycznie w atmosferze gazu obojętnego.
Cykl ogrzewania pieca złożony jest z kilku etapów, w których określone są następujące parametry: temperatura, czas wzrostu i czas utrzymywania temperatury, przepływ gazu. Podstawowe etapy stosowane w każdym programie to:

1. Suszenie. Etap, w którym następuje odparowanie rozpuszczalnika. Temperatura tego etapu powinna być tak dobrana, aby odparowanie przebiegało łagodnie bez rozpryskiwania roztworu. Przy doborze temperatury suszenia należy kierować się przede wszystkim temperaturą wrzenia danego rozpuszczalnika.
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Rys.3. Atomizer płomieniowy: 1-roztwór badany, 2-kapilara,

              Rys.4. Atomizer bezpłomieniowy: a) ogrzewany

            3-gaz utleniający, 4-gaz palny, 5-komora mgielna,                                  podłużnie, b) ogrzewany poprzecznie


6-odciek, 7-palnik, 8-płomień

2. Rozkład termiczny. Etap, w którym następuje rozkład organicznych i nieorganicznych składników próbki. Temperatura tego etapu powinna umożliwić usunięcie jak największych ilości składników matrycy (aby podczas atomizacji maksymalnie obniżyć sygnał tła i wyeliminować zakłócenia chemiczne) w temperaturze niższej niż temperatura atomizacji oznaczanego pierwiastka. Zastosowanie modyfikatorów chemicznych pozwala na zwiększenie lotności składników matrycy lub zmniejszenie lotności analitu.

3. Atomizacja. Etap, w którym zostają wytworzone wolne atomy i prowadzony jest pomiar absorbancji. 

4. Wypalanie (czyszczenie kuwety). Etap, w którym usuwane są ewentualne pozostałości analitu i matrycy przez zastosowanie, o ile to możliwe, temperatury wyższej od temperatury atomizacji.
Zakłócenia występujące w technice AAS


Zakłócenia (interferencje) występujące w technice AAS można podzielić ze względu na charakter (fizyczne, chemiczne i spektralne) oraz ich pochodzenie (źródło promieniowania, atomizer, układ pomiarowy).

Zakłócenia spektralne mogą występować w źródle promieniowania (oprócz danej linii charakterystycznej źródło wysyła również linie innego pierwiastka; sytuacja taka zdarza się w lampach wielopierwiastkowych) i w atomizerze (wyizolowana linia jednego pierwiastka jest absorbowana przez inny pierwiastek obecny w próbce, charakteryzujący się zdolnością pochłaniania światła o zbliżonej długości fali np. λFe = 271,9025 nm i λPt = 271,9038 nm; emisja własna płomienia; rozpraszanie światła przez cząstki stałe; absorpcja cząsteczkowa; jonizacja).

Zakłócenia fizyczne wynikają z własności fizycznych próbki (tj. gęstości, lepkości, napięcia powierzchniowego, temperatury wrzenia rozpuszczalnika) i wpływają na wydajność nebulizacji w technice płomieniowej oraz na wydajność atomizacji w technice bezpłomieniowej. Interferencje fizyczne można wyeliminować stosując wzorcowanie metodą dodatków.

Zakłócenia chemiczne są związane z tworzeniem się związków o większej trwałości (tlenki, wodorotlenki, fosforany) lub powstawaniem lotnych połączeń. Eliminowanie tych zakłóceń w technice ETAAS polega na dobraniu odpowiedniego programu temperaturowego pieca, wyborze sposobu atomizacji (ściany pieca, platforma), doborze odpowiedniej powierzchni atomizera (grafit porowaty, pirolityczny, atomizery metaliczne), wyborze gazu ochronnego (argon, azot, domieszki gazów utleniających w celu efektywnego rozkładu matrycy) oraz dodatku modyfikatora (np. Pd, Mg(NO3)2, fosforany). W technice FAAS stosuje się dodatek kwasów, odczynników kompleksujących. Czasem wybór innej strefy pomiarowej umożliwia pomiar bezzakłóceniowy.
Analiza ilościowa

Absorpcyjna spektrometria atomowa jest wykorzystywana głównie w analizie ilościowej pierwiastków śladowych. Charakteryzuje się wysoką czułością (w technice FAAS granica wykrywalności jest na poziomie g/mL - ng/mL, w technice GFAAS ng/mL - pg/mL) i selektywnością. Technika bezpłomieniowa pozwala oznaczać niższe stężenia, natomiast technikę płomieniową charakteryzuje większa precyzja.              
AAS jest typową metodą porównawczą, dlatego metodyka oznaczeń oparta jest z reguły na dwóch sposobach postępowania: metodzie krzywej wzorcowej i metodzie dodatku wzorca.

Aby sporządzić krzywą wzorcową przygotowuje się serię roztworów o coraz większym stężeniu oznaczanego pierwiastka, mierzy ich absorbancję i wykreśla zależność A = f(Cwzorca) (rys.5). Następnie mierzy się absorbancję roztworu badanego (Ax) i z wykresu odczytuje wartość Cx. Należy zaznaczyć, że krzywa wzorcowa ma ograniczony zakres prostoliniowości (do celów analitycznych można wykorzystać tylko odcinek 0-a). 

Metoda dodatku wzorca pozwala wyeliminować wpływ składników matrycy na wynik oznaczenia. Polega ona na pomiarze absorbancji roztworu badanego Ax oraz absorbancji tego samego roztworu po dodaniu kolejnych, znanych porcji substancji oznaczanej Ax+s1, Ax+s2 itd. Otrzymana krzywa (rys.6) przedstawiająca zależność absorbancji analizowanej próbki z kolejnymi dodatkami wzorca Ax+sn od stężenia kolejnych dodatków csn przecina oś rzędnych w punkcie Ax. Ekstrapolując tę zależność do punktu Ax+Sn = 0 otrzymujemy w punkcie przecięcia prostej z osią odciętych stężenie analitu w badanej próbce cx.

                        Rys.5.  Krzywa wzorcowa                                         Rys.6. Krzywa wzorcowa w metodzie dodatków   
Celem ćwiczenia będzie próba wykrycia i oznaczenia ilościowego glinu w szczepionkach dostępnych na rynku techniką atomowej spektrometrii absorpcyjnej.
Wymagania:
1. Podstawy teoretyczne techniki AAS.

2. Zasada działania spektrometru

3. Rodzaje atomizerów

4. Rodzaje źródeł promieniowania

5. Rodzaje modyfikatorów i cel ich stosowania

6. Metody przygotowania próbek pod kątem analizy technika AAS

7. Wpływ szczepień na układ immunologiczny
8. Rodzaje szczepionek
9. Rola związków glinu w szczepionkach
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