spettrofotometria di assorbimento atomico

La spettrofotometria di assorbimento atomico si basa sull’assorbimento degli atomi degli elementi di alcune radiazioni di definita lunghezza d’onda. L’assorbimento atomico è seguito da un processo di rilassamento che avviene per via non radiante (termica) o radiante (emissione di radiazioni).
Assorbimento atomico e concentrazione

L’assorbimento è direttamente proporzionale all’intera popolazione di atomi presenti nel cammino ottico e quindi alla concentrazione dell’elemento nel campione.

STRUMENTAZIONE
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Lo spettrofotometro per AA può essere monoraggio e doppio raggio. Il raggio emesso dalla sorgente attraversa il sistema di atomizzazione, che contiene il campione allo stato di gas atomico, arriva al monocromatore, che elimina le radiazioni che non interessano; poi la radiazione monocromatica passa al rivelatore.

La luce dalla sorgente viene modulata (pulsata) mediante un chopper. La modulazione viene fatto, in modo da distinguere la luce emessa dalla lampada dalla luce emessa dall’atomo eccitato.

Il sistema doppio raggio consente di compensare le variazioni di intensità della sorgente o di sensibilità del rivelatore.

Sorgenti

L’AA è usato per le analisi quantitative, quindi non è necessario una lampada che emetta in tutto il campo spettrale. Per questo è indispensabile usare sorgenti che emettano spettri di righe, che hanno bande passanti molto piccole (0,002 nm). Per evitare che l’energia assorbita dal campione sia troppo bassa rispetto a quella emessa dalla lampada è necessario usare radiazioni molto monocromatiche; le radiazioni della sorgente devono essere molto intense, per compensare le dispersioni di energia che si verificano nel sistema.

La lampada più usata è quella a catodo cavo: è costituita da un bulbo in vetro, con finestra di quarzo in cui al suo interno contiene un catodo e un anodo; l’ambiente interno e riempito di gas (Ar o Ne).  Il catodo e costituita da una capsulina, la quale nel fondo contiene l’elemento caratterizzante della lampada. Quando viene applicata una d.d.p. agli elettrodi, il gas di riempimento si ionizza (+); gli ioni positivi urtano il catodo provocando l’aspulsione degli atomi superficiali, i quali eccitati dal gas di riempimento, ritornano allo stato fondamentale emettendo energia radiante. Queste lampade possono essere: a singolo elemento o multi elemento, meno sensibili di quello a singolo elemento perché possono dare sovrapposizione fra le righe spettrali.

Sistemi di atomizzazione

Atomizzazione a fiamma

È costituito da un tubo cilindrico diviso in due zone, la camera di nebulizzazione e la camera di premiscelazione; il tutto è collegato ad una testata dove avviene la combustione e l’atomizzazione. Il campione viene aspirato nel nebulizzatore, trasformato in aerosol e immesso nella camera di premiscelazione, dove si mescola con il gas combustibile e con il gas comburente (ossidante, es.: aria). Il gas comburente serve per mantenere viva la fiamma, ma funge anche da gas di trasporto nel nebulizzatore; ciò consente di variare il flusso del nebulizzatore senza variare il flusso alla testata. Nella camera di premiscelazione è presente un dispositivo che serve per abbattere le goccioline di soluzione troppo grosse. La velocità con cui il nebulizzatore aspira deve essere regolata ed ottimizzata qualunque volta che si inizia un’analisi; la velocità non deve superare un certo valore perché abbasserebbe la temperatura della fiamma riducendo l’efficienza di atomizzazione (quindi, la sensibilità dell’analisi). Tutti i materiali sono inerti. La testata del bruciatore è in titanio, per resistere alla corrosione e al calore.

Possono essere usati vari tipi di fiamma a seconda dell’elemento da analizzare: aria-acetilene (2300 °C), aria-idrogeno (2050 °C), protossido d’azoto-acetilene (2800 °C) e aria/argon-idrogeno (300-800 °C).

Nei bruciatori con premiscelazione, solo una piccola frazione di soluzione aspirata giunge alla fiamma. Nei sistemi a navicella è possibile aumentare i limiti di rivelabilità, aumentando la quantità di campione alla fiamma. Una navicella di tantalio (contiene da pochi μl a 1 ml) può scorrere dentro e fuori la fiamma mediante un sistema meccanico. Prima si evapora il solvente, ponendo la navicella vicino alla fiamma, poi si spinge la navicella sulla fiamma. Il campione si volatilizza e i vapori atomici intercettano la radiazione proveniente dalla sorgente.

La coppetta di Delves consente di effettuare misure più precise. È costituita da una coppetta di nichel, in cui al di sopra è posto un tubo orizzontale, in cui passa la radiazione. I vapori generati dalla coppetta passano nel tubo attraverso un foro centrale e fuoriescono dai lati. IN questo modo gli atomi rimangono più a lungo nel cammino ottico del raggio e l’assorbanza aumenta 

Fornetto di grafite

Questo sistema di atomizzazione senza fiamma è chiamata a fornetto di grafite e la relativa tecnica GFAAS. Si tratta di un sistema interamente automatizzato, che consente di abbassare notevolmente (1000 volte) i limiti di rivelabilità, inoltre consente di lavorare su aliquote molto piccole di campione.

Un piccolo volume di campione viene introdotto nel tubo di grafite, posto sul cammino ottico della radiazione emessa dalla sorgente. Nel tubo fluisce un gas inerte, che espelle l’aria rendendo l’atmosfera non ossidante e quindi adatta a far rimanere gli atomi del campione allo stato fondamentale. Il tubo viene riscaldato elettricamente secondo un programma a tre stadi, condotti a temperature crescenti:

· Evaporazione del solvente

· Incenerimento

· Atomizzazione

La misura di assorbimento viene fatta sui vapori atomici che si liberano rapidamente nello stadio finale del riscaldamento. Il segnale che si ottiene è un picco la cui area (altezza) è direttamente proporzionale alla massa dell’analita.

Altri sistemi di atomizzazione senza fiamma

Nel caso analizzassimo il mercurio useremmo il sistema a vapori freddi. Il campione viene fatto reagire con un potente riducente (SnCl2 o NaBH4). Gli atomi di mercurio (Hg0) vengono allontanati dalla soluzione facendo gorgogliare l’aria nella soluzione, che viene successivamente essiccata e indirizzata sulla cella a tubo orizzontale di uno spettrofotometro attraversata dalla radiazione. Con questo metodo è possibile rilevare tracce di mercurio fino a 9 ng/l.

Nel sistema di campionamento a idruri volatili si preparano gli idruri dei metalli da determinare per reazione con NaBH4. Gli idruri vengono trascinati, mediante correnti di Argon, su una fiamma argon-idrogeno. Il segnale è un picco, la cui altezza è direttamente proporzionale alla concentrazione del metallo nel campione Con questa tecnica i limiti di rivelabilità si abbassano fino al di sotto dei μg/l.

sistemi di correzzione dell’assorbimento di fondo

Interferenze non spettrali

Possono essere di vario tipo:

· I. FISICHE: dipendono dalla viscosità del campione; essa si comporta in modo diverso nella fase di nebulizzazione, impedendo la riproducibilità delle misure, perché varia il numero degli atomi che arrivano alla fiamma.

· I. CHIMICHE: dipendono dalla presenza di specie che possono formare composti termicamente molto stabili. La presenza di fosfati interferisce nella determinazione del calcio, perché si forma il pirofosfato, che non si dissocia (l’assorbimento diminuisce). Questa interferenza può essere eliminata aggiungendo una piccolissima quantità di lantanio, che dà un fosfato più stabile di quello di calcio. Oppure si può aggiungere un eccesso di EDTA che complessa il calcio, il chelato Ca-EDTA si decompone facilmente rapidamente in fiamma e quindi non interferisce.

· I. DA IONIZZAZIONE: La fiamma, avendo elevate temperature, può causare una parziale ionizzazione dell’elemento. Per ovviare a questo problema si aggiunge un’altro elemento facilmente ionizzabile. 

Interferenze spettrali

Possono essere di vario tipo:

· I. DA EMISSIONE: avvengono quando la radiazione emessa dall’elemento eccitato sovrappone quella della lampada. Questo si può evitare usando luce pulsata.

· I. SPETTRALI ATOMICHE: avvengono quando nella matrice si trova un elemento, diverso dall’analita, che dà una riga spettrale vicino alla riga analitica; questo causa un aumento dell’assorbanza. Le sovrapposizioni non sono molto frequenti perché la lampada fornisce bande passanti molto strette (0,002 nm).

· I. SPETTRALI molecolari: la presenza di specie molecolari presenti nella fiamma può generare notevoli errori nell’analisi. Per esempio la presenza di calcio nella matrice di un campione di bario può provocare un errore (in eccesso) nella determinazione del bario. Infatti, il radicale CaOH assorbe 554 nm, molto vicino alla riga di assorbimento del bario (553,6). Questo tipo di interferenza può essere minimizzato usando fiamme con temperature più elevate, in questo modo tutto è atomizzato.

· I. DI SCATTERING: nella fiamma possono esservi particelle solide o gocce di soluzione non perfettamente vaporizzate che provocano fenomeni di diffusione della luce (scattering), aumentando l’assorbimento. L’intensità della radiazione diffusa è inversamente proporzionale alla quarta potenza della lunghezza d’onda. Questo fatto può creare problemi a lunghezze d’onda piccole (< 250 nm).

Correzione dell’assorbimento di fondo

Metodo delle linee
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Per eliminare il rumore di fondo (r.d.f) si misura il segnale del r.d.f. misurando l’assorbanza vicino al picco dell’analita. Per ottenere il valore di assorbanza dell’analita ripulito dal r.d.f si sottrae l’assorbanza del r.d.f all’assorbanza dell’analita misurata.

Sistema a sorgente continua

Si colpisce il campione con radiazioni pulsate emesse da una sorgente continua (bande passanti di 0,2 nm) e da una lampada a catodo cavo (bande passanti di 0,002 nm). Il rivelatore legge sia il valore di assorbanza dell’analita, colpito dalla radiazione proveniente dalla lampada a catodo cavo, insieme al rumore di fondo; sia il valore di assorbanza dell’analita colpito dalla radiazione emessa dalla lampada continua, che avendo bande passanti grandi, legge solo l’assorbanza dovuta al valore del r.d.f e non quello dell’analita che è troppo piccolo, quindi insignificante.

Effetto Zeeeman
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Quando si applica un forte campo magnetico alla radiazione emessa o assorbita, si ottiene uno sdoppiamento della riga caratteristica. Dopo l’azione del campo magnetico si ottengono due picchi in più a distanza simmetrica dalla riga caratteristica, tutti e tre sono di luce polarizzata. La luce polarizzata avendo una sola componente, si misura direttamente al luce depurata dal r.d.f..

Sistema Smith
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Se aumento il flusso della corrente alla lampada, essa aumenterà la propria luce (fino ad un valore massimo). Aumentando di colpo la corrente alla lampada, otterrò uno sdoppiamento della lunghezza d’onda di lavoro dell’analita, che adesso assumerà valore molto basso, quindi non misurerò l’assorbanza dell’analita, bensì il r.d.f.. Basta sottrarre all’assorbanza del campione il segnale del r.d.f misurato, e otterremo il segnale pulito. 







