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Abstrakt

Tématem této diplomové prace byla pfiprava vlaken s novou polymerni fazi na bazi
polycyklofosfazeni pro headspace mikroextrakci na pevné fazi s naslednou separaci
na plynovém chromatografu.

Na povrch platinovych dratki byla pomoci elektrochemické polymerizace

deponovana vrstva poly(cyklofosfazen-benzochinonu). Charakteristika polymerni
vrstvy byla ovéfena pomoci infraCervené spektroskopie.
Novy polymerni material byl vyuzit jako stacionarni faze pro headspace mikroextrakci
na pevné fazi. Pro testovani selektivity filmu byly zvoleny dva odlisné modelové
roztoky, smés uhlovodikli v pentanu a alkoholi ve vodé. Bylo zji§téno, ze testovana
smés uhlovodiki se na film extrahuje 1épe, nez modelova smés alkoholti.

Extrakce vzorku se smési alkohold byla optimalizovana pomoci experimentalniho
designu, ktery umoznuje urcit faktory a jejich kombinace, které maji na zkoumanou
odpovéd nejvyznamnéjs$i vliv. Program Minitab 16 vyhodnotil kone¢na optima
pro jednotlivé alkoholy 1 pro soucet absolutnich ploch piki celé smési. Separace
modelovych latek byla provedena pomoci plynového chromatografu s plamenové

ionizaénim a hmotnostnim detektorem.

Klicova slova

elektrochemicka polymerizace, poly(cyklofosfazen-benzochinonovy) film,

mikroextrakce na pevné fazi, plynova chromatografie



Abstract

The topic of this thesis was the preparation of fibers with new polymeric
cyclophosphazene phase for a headspace microextraction on a solid phase followed by a
separation on a gas chromatograph.

The surface of platinum wires was covered by a layer of poly (cyclo) phosphazene-
benzoquinone using electrochemical polymerization. The characteristic of the polymer
layer was subsequently verified by the infrared spectroscopy.

The new polymeric material was used as a stationary phase a for solid-phase
headspace microextraction. Two different model solutions, a mixture of hydrocarbons
in pentane and alcohols in water, were selected to test the selectivity of the film. It has
been found that the films are extracting better hydrocarbons than alcohols.

The extraction of the alcohol mixture sample was optimized by the experimental
design, which makes it possible to determine the factors and their combinations, which
have the greatest influence on the investigated response. A Minitab 16 program
evaluated the final optima for individual alcohols as well as for the sum of the absolute
areas of the whole mixture. A separation of model analytes was performed using a gas

chromatograph with flame ionization and mass detector.

Keywords

electrochemical polymerization, poly (cyclo) phosphazene-benzoquinone film, solid

phase microextraction, gas chromatography
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1 Uvod

Trendem poslednich let je vyvoj novych prekoncentra¢nich metod a technik, které se
pouzivaji pro extrakci analyti zodliSnych matric. Jednou znich je metoda
mikroextrakce na pevné fazi (SPME). Tato metoda je jednoduchd, vysoce citliva, presna
a spravna sorpcné-desorpcni technika slouzici k zakoncentrovani analytu, kterou
v 1. 1989 vyvinul Janusz Pawliszyn se svym kolektivem'. Po dobu extrakce jsou analyty
ze vzorku sorbované piimo na vldkno, které je potaZzeno vrstvou chemicky véazané
stacionarni faze. Tato izola¢ni technika je kombinaci extrakce a prekoncentrace
v jednom kroku, zaroven je moznd i nasledna separace analytii pomoci plynové
chromatografie s plamenové ionizaéni (GC-FID) nebo hmotnostni (MS) detekci,
kapalinové chromatografie, ¢i kapilarni elektroforézy.

Pro SPME existuje omezené mnozstvi komer¢nich stacionarnich fazi, proto je kladen
daraz na vyvoj polymerd, které maji vhodné chemické a fyzikalni vlastnosti. V ramci
hledani nového vysoko chemicky a termaln¢ stabilniho materidlu byl objeven polymer,
ktery Dr. Mira Josowicz ve spolupraci se svymi kolegy studovala®. Pomoci
elektrochemické syntézy vyvinuli novou anorganicko - organickou hybridni slou¢eninu
poly(cyklofosfazenbenzochinon) (PPBQ), ktera byla pfipravena amperometrickou
depozici z hexachlorocyklotrifosfazenu a benzochinonu pfimo na povrch platinové
elektrody.

Cilem této prace je vytvofit PPBQ film na povrchu diskové platinové elektrody a
porovnat jej s vysledky dr. Josowicz. Dal§im cilem je elektrochemicka depozice PPBQ
filmu na povrchu platinového dratku, ktery by mél byt vyuzit jako stacionarni faze
pro SPME metodu. PPBQ polymer bude charakterizovdn pomoci infracervené
spektroskopie. V priitbé¢hu experimentii bude ovéfovano, jakou selektivitu ma noveé
pfipraveny PPBQ film a zda je schopny sorbovat rizné druhy analyti. Na zavér bude

provedena optimalizace procesu extrakce smési alkoholl ve vodé.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Cyklické fosfazeny

Tyto latky predstavuji hrani¢ni oblast mezi anorganickou a organickou chemii
z hlediska chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Spole¢nou charakteristikou téchto
sloucenin je vazebné uskupeni dusiku a fosforu ve formé¢ -N=PX,, kde X = halogen
(obr. 2.1.1)*".

Aplikace fosfazenovych sloucenin, vzhledem ke snadné nahraditelnosti atomi
halogenti v molekulach jejich prekurzorii, je velmi bohatd. Vyuzivaji se v pfipraveé
riznych polymernich latek jako napt. hybridnich cyklolinearnich polymeri,
modifikdtori  polymerti, nosi¢i protirakovinovych 1éCiv, retardéri  hofeni,
nanokompozitl, nanovldken a adheziv. V souCasné dobé jsou studovany
na pracovistich, kterd se =zabyvaji vyrobou novych technickych polymert
pro sitovatelné kompozity, napf. polyuretany, polyestery, epoxidy, polymethakrylaty a
polyamidy*.

Fosfazeny byly poprvé syntetizovany v roce 1834 chemiky Liebiegem a Wdhlerem,
kterym  se  podafilo  pfipravit malé  mnozstvi  cyklického  trimeru
hexachlorocyklotrifosfazenu P3;N3Clg reakci chloridu fosfore¢ného s chloridem
amonnym, resp. plynnym amoniakem. Ostatni halogenocyklofosfazeny byly pfipraveny
aZ o mnoho let pozdé¢ji. Cyklické bromofosfazeny je mozné ziskat reakci bromidu
fosforit¢ho s bromidem amonnym. Oproti tomu analogy s fluorem takto jednoduSe

ziskat nelze, ty se ptipravuji fluoraci odpovidajicich chloroderivati’.

F F Cl Ci Br. Br
F.. I | CI Br._| | _Br
zP\N/F-l PSR PSR
F Cl Br Br

Obr. 2.1.1 Strukturni vzorce hexafluorocyklotrifosfazenu (P;N;F¢),hexachlorocyklotrifosfazenu

(P3N3Clg) a hexabromocyklotrifosfazenu(P;N;Brg).
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V druhé poloviné 60. let 20. stoleti prod€lala chemie téchto latek velky rozvoj,
pozornost se soustiedila na syntézu organickych derivati cyklofosfazent, a
to predevSim na vyménu atomd chloru v molekule P3;N3;Clg za jiné substituenty.
V disledku snadné nahraditelnosti atomu chloru v molekule
hexachlorocyklotrifosfazenu v pribé¢hu nukleofilni substituce je mozné ptipravit nové

polymerni fetézce fosfazenovych jednotek®’.

2.1.1 Hexachlorocyklotrifosfazen

Mezi nejbéznéjsi zastupce halogencyklofosfazenovych sloucenin se fadi
hexachlorocyklotrifosfazen P3;N3;Clg. Tato latka je bila krystalicka sloucenina, ktera se
dobfte rozpousti v nepolarnich nebo malo polarnich rozpoustédlech, na vzduchu je stala,
avSak jeji derivaty, které maji navazané jiné substituenty misto chloéru, se mohou
na vzduchu rozkladat. Teplota tani této slouceniny se pohybuje v rozmezi 113-114 °C,
pfi  teploté 40-60 °C mize vprostiedi vakua snadno sublimovat™'’.
Hexachlorocyklotrifosfazen je komeréné dostupny a vyuziva se jako prekurzor
pro piipravu dalSich organickych a anorganickych substitu¢nich derivati fosfazeni,
technickych polymert pro sitovatelné kompozity, napt. polyurethany, polyestery,
epoxidy, polymethakrylaty a polyamidy™”.

Az doposud byly vyvinuty tfi odlisné chemické postupy pro syntézu polyfosfazenti:
makromolekularni substituce, substituce cyklickych trimerd a tetramerti a pfima syntéza
organosilylfosfazeni pomoci kondenzace. Az pozdé€ji se anorganicko-organické
polymerni kopolymery zacaly pfipravovat elektrochemickou polymeraci z cyklického

fosfazenového trimeru (NPCl,); a benzochinonu (BQ)?.
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2.2 Elektrochemicka syntéza PPBQ filmu

Elektrochemickou syntézu (depozice PPBQ filmu) lze provést naptf. pomoci
amperometrie za konstantniho potencialu'®. Vlastni depozice PPBQ je zaloZena
na polymerizaci vyvinutou potenciostatickou metodou v tiielektrodovém uspofadani>'".

Tento zpusob polymerace je slozen ze dvou riznych kroki. U prvniho,
elektrochemického déje dochazi k reverzibilni generaci reaktivniho intermediatu,
kterym je radikalovy anion benzochinonu BQ™ (Obr. 2.2.1 A). Tento radikal podléha
druhému, chemickému kroku, ve kterém dochazi k nukleofilni substituci, diky reaktivité
vazby P-Cl, satomem chloru na heteroatomu fosfazenu. Vznik4 intermediat
N;P;C1sBQ’, ktery podléha dalsi nukleofilni substituci a reaguje s dal§im N3P3;Clg, ¢imz
vznikd N;P;CIsBQ N3;P3;Cls (Obr. 2.2.1 B). Postupnym navazovanim dalSich aniond
BQ™ vznika zesitovana trojrozmérna struktura PPBQ filmu, ktera byla pozdé&ji uréena

Caoo oy : . . ; 2,11,12
pomoci infra¢ervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)™ -,

Elektrochemicky krok
A ¢ - ¢
BQ BQ-
Chemicky krok
' N, o
ST T \Q
B ~pZ
- C’f! \EI c{ \ﬁl *
BQ- N3P3Clg N3P3CisBG"

Obr. 2.2.1 Elektrochemicky d¢j (A) - tvorba radikalového aniontu benzochinonu. Chemicky

d&j (B) - postupné navazovani molekuly hexachlorocyklotrifosfazenu. (upraveno dle?).
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Elektrochemicka syntéza poly(cyklofosfazenbenzochinonového) (PPBQ) filmu
piimo na povrchu elektrody ma schopnost ovlivnit strukturni, kompozi¢ni a
morfologické vlastnosti v trojrozmérné zesitované vrstvé. Skelet polymeru je tvotfen
kruhy z benzochinonovych a hexachlorocyklotrifosfazenovych jednotek. Propojeni mezi
anorganickou a organickou molekulou je tvofeno vazbou -O- (Obr. 2.2.2). PPBQ film je
amorfni, chemicky inertni, elektricky nevodivy, nehoflavy a porézni a ptedstavuje
velkou intramolekuldrni barieru pro ptenos naboje. Tloustku a porozitu PPBQ filmu lze

ovlivnit podminkami elektrochemické depozice'.

Obr. 2.2.2 Schéma idealni struktury poly(cyklofosfazenbenzochinonového) (PPBQ) filmu

(upraveno dle').
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2.3 Mikroextrakce na pevné fazi (SPME)

Mikroextrakce na pevné fazi (SPME) je jednoduchd sorpcné-desorpcni technika
zakoncentrovani analytu, kterou v r. 1989 vyvinul Janusz Pawliszyn se svymi kolegy'.
Je to extrakéni metoda, kterd se pouzivd na extrakci organickych latek, napf.
ze zivotniho prostfedi (vody, vzduchu, puady, pisku a kalu), vyfukovych plyna
z dieslovych motort a kondenzatu cigaretového koufe'*',

Technika je kombinaci extrakce a prekoncentrace v jednom kroku. Po dobu extrakce
jsou analyty ze vzorku sorbovany pfimo na kiemenné vlakno, které je potazeno vrstvou
chemicky vazané staciondrni faze. Nedochazi pfitom k tuplné, vycerpavajici extrakei, ale
k ustaleni rozdélovaci rovnovahy analytu mezi matrici vzorku a stacionarni fazi vlakna.
Pocet molekul, které piejdou do staciondrni faze je pfimo umérny rozd€lovacimu
koeficientu, objemu stacionarni fize a koncentraci analytu ve vzorku''’. Vlikno je
potom zavedeno do vyhiatého injektoru plynového chromatografu (GC), kde jsou
analyty termicky desorbovany a nasledné analyzovany'®.

Na zakladé riznych typt vzorkovani lze metodu SPME rozdé€lit na piimou (,,direct
sampling®), headspace a membranovou extrakéni techniku. U pfimého vzorkovéni je
vlakno ponofeno do roztoku s analyty, které jsou transportovany z matrice piimo
do extrakéni faze. U vzorkovani headspace je vlakno v plynné fazi nad kapalnym nebo
pevnym povrchem vzorku. VIdkno je tedy chranéno pifed kontaminaci netékavymi
slozkami z roztoku. Extrak¢ni ¢asy mohou byt zkraceny, jestlize jsou zkoumané analyty
extrahovany z headspace modu oproti pfimé extrakci, protoZe difuze analytl v plynné
fazi je vy$si nez u vodné faze"'”. Poslednim typem extrakce u SPME je membranova
extrakce, ktera je vhodna pro stanoveni latek, které jsou méné t€kavé a nedaji se urcit
v headspace systému. Hlavnim téelem je ochrana vlakna pied poskozenim'®'?,

Hlavnimi vyhodami metody SPME jsou rychlost, jednoduchost, vysoka citlivost,
piesnost, spravnost a schopnost pracovat s malymi objemy vzorku. Nevyhodou této
metody je nizkd schopnost zachytit velmi malé molekuly, protoze u téchto sloucenin

J r v ’ I sro v s . . v 7 1
dochézi k rychlému dosaZeni rovnovéahy a maji zaroveti nizkou distribu¢ni konstantu'”.
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2.3.1 Zatizeni pro SPME

Pro ucely SPME se dnes pouzivaji komercné dostupnd zafizeni ve formé
mikrostiikacek. Vlakno, které je pokryté staciondrni fazi v délce 1 cm, je spojeno
socelovym pistem a je umisténo uvnitt duté ocelové jehly, ktera ho chrani
pied mechanickym poskozenim.

Vlakno je nejprve zasunuto do jehly, pomoci které je propichnuto septum v zatce
vialky se vzorkem. Stlacenim ocelového pistu je vldkno vysunuto bud piimo
do kapalného vzorku, nebo tésné¢ nad hladinu vzorku, kde je analyt sorbovéan
na stacionarni fazi pokryvajici vlakno. Po skonceni extrakce je vldkno zasunuto zpét
do jehly, ktera je vytazena z vialky.

K desorpci analyti dochazi ve vyhtatém injektoru plynového chromatografu,

do kterého je jehla vpichnuta a vldkno vysunuto, poté muze dojit k separaci analytli

8
E“ pist

na kolon&'®,
|— vilec
| - pojistka pistu
L "7" - térbina

otvor pro barevny

kod vlakna
B jehla na
nastaveni jehly propichnuti septa
napinaci pruZina jehla upeviiujici
vldkno

tésnici septum

kifemenné vlikno

Obr. 2.3.1 Schéma SPME vzorkovaée Supelco (upraveno dle").
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2.3.2 Fyzikéln¢ — chemicky princip metody SPME
Pro pitimé vzorkovani SPME je mnozstvi analyti sorbovaného na vldkno az

do ustaleni rovnovahy ve velkém objemu vzorku je linedrné¢ zavislé na koncentraci

analytu v kapalné fazi a je vyjadrené nasledujici rovnici (2.1),

n=~Ke V-G, 2.1)

kde n - latkové mnoZstvi analytu sorbovaného na stacionarni fazi, K - rozdélovaci
konstanta analytu mezi polymerni vrstvou a kapalnou fazi, /'y - objem polymerni vrstvy,

¢y - pocatecni koncentrace analytu ve vzorku.

Mnozstvi analytu sorbovaného na polymerni vrstvu zroztoku vzorku s malym

objemem vyjadfuje nasledujici vztah (2.2),

_ Kfs 'Vf 'VS 'CO
Kfs 'Vf + VS

(2.2)

kde Vs - objem vzorku. Latkové mnozstvi extrahovan¢ho analytu je tedy zavislé
na koncentraci analytu ve vzorku a na typu a tloustce polymeru na vlakné. MnoZstvi
sorbovaného analytu zavisi také na distribu¢ni konstanté a tedy i na teploté. Celkova
doba extrakce je urCovana podle analytu snejvy$si distribuéni konstantou, kdy
distribu¢ni konstanta obvykle nartista s rostouci molekulovou hmotnosti a bodem varu

analytu'*.

Pro headspace vzorkovani plati nasledujici rovnice (2.3),

_ Kfs 'Vf 'VS 'CO
Kfs Vit Kps -Vt Vs

(2.3)
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kde V;, - objem headspace prostoru, Kj - rozdélovaci konstanta analytu mezi polymerni
vrstvou a headspace prostorem. Z tohoto vztahu vyplyva, ze mnozstvi extrahované¢ho
analytu je zavislé na umisténi vldkna v systému. Vldkno miize byt umisténo
v headspace prostoru, nebo pfimo v kapalném vzorku, pokud je objem polymerni

vrstvy, headspace prostor a objem vzorku konstantni'""”.

2.3.3 Optimalizace SPME

SPME metoda umoznuje dosdhnout vysoké piesnosti a spravnosti pii zachovani
konstantnich podminek. Shodnost vysledkii a spolehlivost detekce pii nizkych
koncentracich je ovlivnéna celou fadou faktort napft. tloustkou filmu, Cistotou povrchu
elektrody, zpisobem vzorkovani, teplotou vzorku, michanim apod. U metody SPME je
dialezité dodrzovat vzdy stejny Cas extrakce, teplotu vzorku, aktivni plochu elektrody

pti headspace SPME*.

Doba extrakce

U vzorkovani je doba extrakce velmi kritickym faktorem. Zavisi pfedevSim
na umisténi vldkna ve vialce, na molekulové hmotnosti extrahovanych sloucenin a
zérovenl na typu pouzit¢ho vldkna. Dobu extrakce je mozno zkratit, pokud jsou
analyzovany vzorky s nizkou molekularni hmotnosti, pfi pouziti vldkna se slabsi

s ; 220,21,22
vrstvou polymeru nebo vyssi koncentraci analytd™ ",

Teplota headspace extrakce

Dulezitym faktorem pro optimalizaci je i teplota pfi headspace extrakci. Pti zvySené
teplot¢ mohou analyty ze vzorku snadnégji prechézet do vlakna. Distribu¢ni konstanta
muze poklesnout, coz ma za nasledek snizeni mnozstvi extrahovaného analytu

na stacionarni fazi’"%*.
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Rychlost michani vzorku

Rychlost michéni vzorku zkracuje a zlepSuje extrakci hlavné u slouCenin s vyssi
molekulovou hmotnosti. Michdni musi byt konstantni, protoze v pfipadé¢ zmén se

oy 2
snizuje presnost stanoveni.

Objem vzorku

V zéavislosti na velikosti extrakéni nadobky je objem vzorku dalSim faktorem
vhodnym k optimalizaci. JelikoZ metoda SPME muze pracovat s malymi objemy, je

zbytedné volit velké objemy vzorku s analyty®>>.

Teplota / ¢as kondicionace

Teplota a ¢as kondicionace zavisi na druhu analyti ve vzorku a jejich bodu varu.
Smyslem kondicionace je zabranéni pfenosu analytl mezi jednotlivymi analyzami
(tzv. carry-over). Teplotni a ¢asovy rozsah kondicionace je volen tak, aby stacionarni

’ v o v 72
faze nebyla poskozena a ziistala funkéni®.
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2.4 Optimalizace

Optimalizace je v analytické chemii chdpana jako souhrnné oznaceni rtznych
postupti pro nalezeni experimentdlnich podminek, jejichz pouzitim je ziskana
maximalni nebo jina pozadovand odpovéd. Optimalizaci se rozumi zlepSovani
vykonnosti systému, procesu nebo produktu k dosazeni maximalnich vysledku.

Z divodu neexistujiciho, nepiesn¢ popisujictho nebo neustadleného ceského
nazvoslovi bylo pro popis optimalizaci pouzito pivodni anglické nazvoslovi, ptipadné

bézné uzivané trividlni terminy.
One Factor at Time (OFAT)

Jedna se o metodu optimalizace, pfi které se méni pouze jeden z experimentalnich
faktori v Case za pfedpokladu, ze ostatni faktory ziistdvaji konstantni. Sleduje se tak
vliv pouze jednoho faktoru na odpovéd. Mezi hlavni nevyhody tohoto typu
optimalizace patii vyfazeni mozného vlivu vzajemnych interakci mezi faktory. Dalsi
nevyhodou je financni a Casovd narocnost. Z téchto divodl se v poslednich letech

N N R PRI ror v o7 L) 7 24,2
zadaly vyuzivat slozit&jsi vicerozmérné statistické metody”**.

Vicerozmérné statistické metody

Vicerozmérné statistické metody jsou zaloZzeny na efektivnim navrhovani
experimentll, z nichZ lze ziskat objektivni a ucelené zavéry o sledovanych veli¢inach.
Oproti OFAT se méni vice faktor béhem jediného kroku optimalizace a vysledky
téchto postuptli jsou zpracovany formou matematické funkce. Vicerozmérné statisticke
metody jsou Casto pouzivany v laboratorni praxi pro optimalizaci ptipravy vzorka ¢i

chromatografickou separaci.

V ramci statistickych metod se pouzivaji odborné terminy jako napf-.:

Experimentalni design — soubor experimentl, definovany matici rGznych urovni

studovanych faktord.
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Faktor — je experimentalni proménna, kterou Ize ménit nezavisle na ostatnich, napf.

tlak, teplota, Cas, koncentrace.

Uroveri faktoru — vybrany rozsah hodnot, ktery vymezuje oblast, v niz je odpovéd

hledana.

Odpoved’ — veliina, pomoci které vyjadiujeme vysledky experimentl. Nejcastéji se

jako odpovéd’ pouziva signdl, vyjadieny jako napéti, elektricky proud, absorbance.

Experimentalni prostor — prostor, ktery je vymezeny urovnémi faktori. V této oblasti se

nachdzi pozadovana odpovéd'.

Experimentalni design (DOE) patii mezi nejcastéji pouzivané vicerozmérné
statistické metody. Zakladnim principem DOE je pouziti minimalni série planovanych
experimentll s cilem =ziskat optimalni odpovéd systému, pificemz po provedeni
pozadované série experimentti lze hledat optimum jak pro jednotlivé analyty, tak

pro jejich kombinace®.

DOE se déli na ¢tyii hlavni kroky:

1. Vybér odpovédi a faktoru

Pied provedenim DOE je tfeba zvolit odpovéd (odpovédi), kterd nejlépe
charakterizuje dany ucel. Pro analytické ucely se voli nejCastéji signal
(u chromatografickych metod napt. plocha pikii apod.).

Zkoumané faktory by mély byt voleny na zéklad¢ technickych a experimentalnich
moznosti pfislusné metody. B&hem optimalizace jsou testovany faktory, které mohou
byt popsany kvantitativné (Cas, teplota, koncentrace ¢inidla, tlak, pH) nebo kvalitativné
(druh chemikalie, zptisob provedeni). U téchto faktort je pfed zacatkem urcen rozsah

hodnot, ktery definuje experimentalni prostor.
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2. Screening

Hlavnim cilem screeningu je sniZeni poctu zkoumanych faktort a zjisténi, zda maji
statisticky vyznamny vliv na odpovéd. K tomuto ucelu je tfeba wvytvofit plan
experimentu, ktery stanovuje pocet a pofadi méfeni a podminky, za kterych se
jednotliva méfeni uskutecni.

Plan experimentu je tvofen pomoci riznych faktoridlnich designti. Jednim z nich je
uplny faktoridlni design (Full Factorial Design), ktery spocivd v méfeni vSech
kombinaci urovni vSech faktorti. Nevyhodou tohoto designu je velky pocet méteni.
Pocet vSech experimentli roste exponencidlné s poctem sledovanych faktort.
Dvoutroviiovy uplny faktorialni design obsahuje 2* mé&feni (¢islo 2 v mocning znadi
vys$si a niz$i hodnotu faktoru, kédované hodnoty (+1) a (-1), & oznacuje pocet
zkoumanych faktor), a proto se ke sniZzeni poctu experimenti pouziva frakcni
faktoridlni design. Vliv faktorli na zkoumanou odpovéd se hodnoti pomoci analyzy
rozptylu (ANOVA), statisticky vyznam je urcen p-hodnotou, na hladiné¢ vyznamnosti

obvykle 95 %.

3. Modelovani

Oproti screeningu, ktery pracuje pouze s dvoudroviiovymi faktoridlnimi designy,
modelovani umoziuje matematicky popis zahrnujici 1 vzajemné interakce mezi faktory
viz rovnice (2.4). Jednou z pouzivanych metod pro polynomické modelovani je Central
Composite Design (CCD), ktery kombinuje né€kolik pfistupl: dvoutroviiovy uplny
faktoridlni navrh, dale design pocitajici s centralnim bodem 0 nachdzejicim se mezi -1
a +1 hodnotami faktort a tzv. alfa body (+a), které umoziuji charakterizaci ptipadného
kvadratického zakiiveni. V CCD je vyzadovano pét urovni kazdého faktoru (-a, -1, 0,
+1, +a). V ramci CCD existuje face-centered Central Composite Design (fcCCD), ve
kterém jsou a body 1. Tento typ designu vyzaduje jen tii irovné kazdého faktoru (-1,

0, +1).

¥y = agu"‘z;l ﬁz-x;-+ZEl ﬁﬁxf+zzl ﬁﬁxixj

(2.4)
kde y - odpovéd’, f - koeficient a X;; — faktor.



22

4. Optimalizace

Poslednim krokem experimentalniho designu je nalezeni konkrétnich hodnot
jednotlivych faktord, aby bylo dosazeno cilené odpovédi, tzn. minimalni, maximalni ¢i
libovolna konkrétni hodnota hledané odpovédi. Jednou z nejcastéji pouzivanych metod
je tzv. desirability funkce (popis funkce je mimo rozsah a téma této diplomové prace).
Obsahlejsi informace tykajici se experimentalniho designu jsou uvedeny v pfislusné

literatuie®”?%2°,
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu poly(cyklo)fosfazen-benzochinonového (PPBQ) filmu byly pouzity
benzochinon (BQ, > 98 %, Sigma Aldrich), hexachlorofosfazen ((NPCl,);, 99,0 %,
Sigma Aldrich), tetrabutylamonium tetrafluoroborat (TBATFB, 99,0 %, Sigma Aldrich)
jako zakladni elektrolyt a acetonitril (CH3CN, > 99,9 %, Sigma Aldrich) jako
rozpoustédlo.

Pro headspace extrakci byly pouzity dvé smési analytd. Prvni smési byly uhlovodiky,
které obsahovaly pentan (98 %, Aldrich), heptan (= 99,0 %, Fluka Analytical), oktan
(= 99,0 %, Reachim) a toluen (99,0 %, Lachema a.s.). Druhou skupinou analyti byly
alkoholy: butanol (> 99,9 %, Merck), amylalkohol (99,0 %, Lachema a.s.), hexanol
(98,0 %), oktanol (99,9 %, Fischer) a nonanol (> 95,0 %, Sigma Aldrich). Dale pak byla
pouzita deionizovand voda (Milli Q Plus, Millipore, USA).

Helium (99,9992 %), dusik (99,999 %), vodik (99,99 %) a stlateny vzduch

pro plynovou chromatografii byly erpany z tlakovych lahvi (Linde, CR).

3.2 Pouzité ptistroje

V dilnéach Ptirodoveédecké fakulty Univerzity Karlovy byla podle komeréni ptedlohy
SPME vlakna vyrobena sada péti platinovych dratkit k SPME pouziti. VSechny dratky
byly 10,5 cm dlouhé, jejich primér ¢inil 0,35 mm, kazdy dratek bylo moZné nasadit
do komer¢niho drzaku SPME vldken (Supelco Park, USA) (Obr. 3.2.1).

K elektrochemické depozici PPBQ filmu byl pouZit piistroj Eco - Tribo Polarograf se
softwarem Polar 5.1. (Polaro-Sensors, CR). Jako pomocna elektroda byla pouzita
platinova elektroda, referentni elektrodou byla stiibrnd Ag/0,1 M AgNO; v CH;CN,
pro optimalizaci piipravy PPBQ filmu byla jako pracovni elektroda pouzita platinova
diskova elektroda s primérem 2,0 mm, pro méteni infraervenych spekter vylouceného
filmu byl pouZit jako pracovni elektroda platinovy plisek o plose 10 mm®. Poté byl cely
proces piipravy PPBQ filmu aplikovan na sadu péti platinovych dratka s aktivni délkou

15 mm o priiméru 0,35 mm, které byly zapojeny jako pracovni elektrody.
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Obr. 3.2.1 Rozlozeny SPME vzorkova¢ (A - télo stiikacky, B - kryci cast téla strikacky,
C - dutd jehla na ochranu dratku, D - platinovy dratek s kovovou podlozkou, teflonovym
septem se silikonovou vrstvou a pruzinou. Mosazny dil na konci dratku fixuje drat

ve vzorkovaci, E - matice k zaSroubovani SPME vzorkovace).

PPBQ film, ktery byl vytvofen na platinovém dratku byl ¢istén kondicionovanim
za snizeného tlaku ve vyhtaté picce pro SPME (Hamilton, USA), kter4 byla piipojena
na membranovou pumpu (KNF 711) a regulator teploty. Pii headspace extrakci byla
pouzita magnetickd michacka MR 3001 (Heidolph, Némecko).

Pro separacni Ucely byly pouzity: plynovy chromatograf GC-2010 Gas
Chromatograph (Shimadzu, Japonsko) s plamenové ioniza¢nim detektorem (FID) a
plynovy chromatograf shmotnostni detekci GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu,
Japonsko). V obou GC méfenich byla pouZita shodnd nepolarni kolona SLB5-ms
(5% difenyl, 95% dimethyl polysiloxan) srozméry 30 m x 0,25 mm s tloustkou
staciondrni faze 0,25 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA).

Meéfeni infracervenych spekter probihalo na FTIR (infracervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci) spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific) vybavenym
mikroskopickym  pfisluSenstvim InspectlR ~ Plus  (Spectra-Tech) v  rozsahu
600-4000 cm ™ a s rozlisenim 4 cm™ za pouziti Happ-Genzelovy apodizace. Vzorky
byly studovéany reflexné-absorpéni technikou (primér méiené plochy cca 200 pm)

pfimo na platinové elektrodé.
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K vytvoteni mikrofotografie PPBQ filmu byl pouzit mikroskop (Handheld Digital
Microskope Powered by a 2.0 USB Cable, Celestron, USA) s programem Digital
Microskope suite 2.0. K pipetovani analytli slouzily automatické pipety (vSechny
Biohit, Finsko). Prorozpusténi pevnych latek byla pouzita ultrazvukova lazen

(Elmasonic P, Némecko).

3.3 Cisténi platinovych dratk

Pted depozici nového PPBQ filmu bylo nutné celou sadu platinovych dratka vycistit.
Metodou disténi bylo zvoleno mechanické obrouSeni filmu pomoci brusného papiru
(hrubost 3000 zrn na cm®) a nasledné dolesténi pomoci lestici soupravy
pro pevnolatkové polarografické elektrody (Al,Os 0,5 pm velikost ¢astic, ED spol.
s.r.0., CR). Vsechny dratky byly na zavér oplachnuty v acetonitrilu. Tento postup byl

opakovan, dokud nebylo dosazeno vizualnég ¢istého povrchu elektrod.

3.4 PPBQ film - ptiprava

Film PPBQ byl pfipraven polymerizaci v tfielektrodovém systému potenciostatickou
amperometrii. VyleStény a ocistény platinovy dratek byl pouzit jako pracovni elektroda
(ponofen v elektrolytu 15 mm).

Jako zakladni elektrolyt byl pouzit 0,1 mol-1" TBATFB, ktery byl rozpuitén
v acetonitrilu. Pro depozici PPBQ filmu tento roztok jest¢ obsahoval 0,01 mol-I™
(NPCly)s, 0,01 mol-l" BQ. Pied zagatkem méfeni byl roztok zbaven kysliku
probublavanim dusikem po dobu péti minut. VSechna méfeni byla provadéna
za laboratorni teploty (20-23 °C).

Pro ovéfeni redukéniho potencialu byla nejprve pouzita cyklickd voltametrie, kde byl
nastaven potencialovy rozsah od -50 do -1200 mV a rychlost skenu 100 mV-s™'.
Depozice PPBQ filmu byla provadéna pomoci amperometrie, kde byl nastaven
konstantni potencial -1000 mV po dobu 10 min pro optimalizaci filmu na diskové
platinové elektrodé, nasledné byl proces aplikovan na sadu péti platinovych dratkt

za konstantniho potencialu -1000 mV po dobu 5 min.
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Na pracovni elektrod¢ se vytvofil bily polymerni film, ktery byl nejprve opatrné
oplachnut acetonitrilem, poté deionizovanou vodou a nasledné osusen pod proudem

dusiku po dobu 1 minuty.

3.5 Kondicionace vlakna

Pted vlastni headspace extrakci a k ¢iSténi mezi jednotlivymi extrakcemi byl dratek
vzdy opatrné zasunut do SPME picky, kterd byla ptfipojena na vakuové cerpadlo a
regulator teploty. Rozmezi teplot podle optimalizace bylo nastaveno od 165-200 °C a
narizné casové intervaly 10-60 minut, aby nedochazelo k pienosu analyti mezi

jednotlivymi analyzami.

3.6 Headspace extrakce vzorkl

Byly pfipraveny dvé smési modelovych roztokli, kazdy analyt mél koncentraci
0,1 % (v/v). Prvni smési byly uhlovodiky (toluen, oktan, heptan a pentan jako
rozpoustédlo). Druhou skupinou latek byly alkoholy (butanol, pentanol, hexanol,
oktanol a nonanol, zde jako rozpoustédlo byla pouzita deionizovana voda).

Do vialky o objemu 4 ml byl pipetovan modelovy roztok smési analytll o rizném
objemu podle optimalizace 0,5-2,0 ml vzorku. Do roztoku bylo pfiddno magnetické
michadlo a vialka byla uzaviena septem (silikon/teflon). Rychlost michani byla
nastavena dle optimalizace od 0 do 1250 rpm.

Princip  extrakce spocival vexpozici vldkna s polymerem v prostoru
nad roztokem. Cas extrakce se pohyboval od 10 do 30 minut. Po extrakci byl dratek

zasunut zpét do jehly a prenesen do injektoru GC chromatografu.

3.7 Experimentalni podminky GC separace

Pro GC-FID analyzy byl pouzit dusik jako nosny plyn s linearni pritokovou rychlosti
30 cm-s™ pii tlaku 407,0 kPa. Teplota injektoru byla nastavena na 165 °C a detektoru
300 °C. Teplotni program byl nastaven na 40 °C (3 min), 10 °C/min do 150 °C (5 min).
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Doba jedné analyzy ¢inila 19 min. Desorpéni ¢as platinového dratku v injektoru byl
30s.

Nosnym plynem pro GC-MS analyzy bylo helium a jeho linearni pratokova rychlost
byla 30 cm-s™, pii tlaku 66,0 kPa. Teplota injektoru byla nastavena na 165 °C, teplota
transfer line 250 °C a iontového zdroje 200 °C. Teplotni program byl nastaven na 40 °C
(3 min), 10 °C/min do 165 °C (5 min). Doba jedné analyzy ¢inila 20,5 min. Desorp¢ni
¢as platinového dratku v injektoru byl 30 s.

Vsechny analyzy byly méfeny ve splitless modu (30 s). Davkovani bylo provadéno

rucné pomoci SPME drzaku.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Elektrochemicka syntéza PPBQ filmu

Ptesny postup piipravy PPBQ filmu vychazi z publikovanych ¢lankt dr. Josowicz, se
kterymi byly porovnavany vysledky cyklické voltametrie a amperometrie pro depozici
PPBQ filmu>'".

Na Obr. 4.1.1 jsou zobrazeny cyklické voltamogramy, métené v polymeracni smési

na platinové diskové elektrod¢.

-200

Obr. 4.1.1 Cyklické voltamogramy b&hem elektropolymerizace 0,01 mol-1" BQ a 0,01 mol-1"'
(NPCl,); v roztoku 0,1 mol-1"" Bu,NBF, v CH;CN na platinové diskové elektrodé (@ 2,00 mm).
Rychlost skenu 100 mV-s™. Elektrodovy potencial nastaven od -50 do -1200 mV. Referentni
elektroda Ag/0,1M AgNO; v CH3CN/0,1M BuyNBF,v CH;CN a pomocna platinova elektroda.

Nastaveno na 20 cykld, zobrazen 1.; 2.; 3.; a 20.
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Na prvnim skenu pozorujeme, Ze generovani BQ™ na povrchu elektrody béhem
zvySovani zaporného potencidlu neni ovlivnéno pfitomnosti (NPCly)s v roztoku.
Narozdil od &anku dr. Josowicz’ nebyl pozorovan oxidatni pik, coZ mohlo byt
zpusobeno vétsim pokrytim filmu na povrchu diskové platinové elektrody. Absence
oxidac¢niho piku BQ™ dokazuje, Ze dominantni je vznik N3;P3;ClsBQN;P;Cls. Tvorbou
polymerniho filmu je omezeny piistup BQ k elektroaktivnimu povrchu elektrody.
Postupny pokles redukéniho piku u rostouciho poctu cykli signalizuje snizeni miry
elektropolymerizace. Limitniho difuzniho proudu bylo dosazeno pii potencidlu
-950 mV, proto byl zvolen potencial -1000 mV pro amperometrickou depozici PPBQ
filmu.

Po vyjmuti elektrody z roztoku pozorujeme bily matny PPBQ film na povrchu
diskové platinové elektrody (Obr. 4.1.2).

Obr. 4.1.2 Mikrofotografie platinové diskové elektrody (@ 2,00 mm), povrch elektrody pokryt
PPBQ filmem (bila ¢ast), ¢ast filmu odstranéna az na platinovy povrch elektrody (tmava cast).

Zvétseni 150x.
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Amperometrickd depozice PPBQ filmu byla navrzena v souladu s clankem
dr. Josowicz’. Amperometrické zdznamy byly provedeny za konstantniho potencialu
-1000 mV po dobu 10 min na diskové platinové elektrod¢ (@ 2,00 mm) v prostiedi jak
zakladniho elektrolytu 0,1 mol- 1" BuyNBF, v acetonitrilu, tak 1 0,01 mol-I"! BQ a smési
0,01 mol-I"' BQ a 0,01 mol-I"' (NPCl,); v acetonitrilu (Obr. 4.1.3).

-100 |
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Obr. 4.1.3 Amperometricky zaznam na platinové diskové elektrodé (@ 2,00 mm) v roztoku
zékladniho elektrolytu 0,1 mol-1" Bu,NBF; v CH;CN (1). 0,01 mol-I"" BQ (3), béhem
elektropolymerizace 0,01 mol-1" BQ a 0,01 mol-1"' (NPCL,); (2). VloZeny graf je ptiblizeny
zaznam zakladniho elektrolytu a smési latek BQ a (NPCl,); Nastaven konstantni potencial
-1000 mV po dobu 10 min. Referentni elektroda Ag/0,1M AgNO; v CH;CN/0,1M BuyNBF,

v CH;CN a pomocna platinova elektroda.
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Pti vlozeni konstantniho potencidlu -1000 mV v roztoku zakladniho elektrolytu
0,1 mol-1"! BusNBF; v acetonitrilu (kfivka 1 v Obr. 4.1.3) nedochazelo
k elektrochemické reakci. Pfi amperometrickém zaznamu 0,01 mol-1"" BQ (kfivka 3
v Obr. 4.1.3) dochazelo k redukci po celou dobu méfeni a pokles jeho signalu je dany
poklesem koncentrace v okoli elektrody, roztok nebyl po dobu méfeni michan.
U amperometrického zaznamu polymeraéni smési latek 0,01 mol-1"' BQ a 0,01 mol-1™
(NPClp); (ktivka 2 v Obr. 4.1.3) dochézelo k vylu¢ovani PPBQ filmu a tim k poklesu
vodivosti na povrchu diskové platinové elektrody, proto byly proudy niz§i nez
u amperometrického zaznamu 0,01 mol-1"" BQ (3).

Z rozdila ploch pod kiivkou u amperometrickych zaznamt zékladniho elektrolytu
0,1 mol-1"" BuyNBF, v acetonitrilu a smé&si latek 0,01 mol-1"! BQ a 0,01 mol-1"!
(NPCl,); byl spocitan prosly naboj 1,55 C, ktery odpovida naboji vyuzitému na tvorbu
PPBQ filmu. Mnozstvi zredukovaného BQ bylo vypocitano podle Faradayova zadkona
na 0,0017 g (molarni hmotnost BQ 108,09 mol/g, Faradayova konstanta 9,6487- 10* C,
jednoelektronova reakce’, pro§ly naboj 1,55 C). Jedna se o 1,6 % ubytek latkového
mnozstvi BQ béhem jedné elektrochemické depozice PPBQ filmu v 10 ml objemu
roztoku, plocha elektrody (@ 2,00 mm) 3,14 mm? po dobu 10 min.

Vlastni elektrochemickéd depozice PPBQ filmu byla nésledné aplikovéana na platinové
dratky (aktivni délka 15 mm, @ 0,35 mm) s plochou 16,6 mm? po dobu 5 min
za stejnych podminek. ProSly ndboj byl 4,02 C a odpovida naboji vyuzitému na tvorbu
PPBQ filmu na jednom platinovém dratku. Mnozstvi zredukovaného BQ bylo
vypocitano podle Faradayova zékona na 0,0045 g. Jedna se o 4,2 % ubytek latkového
mnozstvi BQ béhem jedné elektrochemické depozice PPBQ filmu. Tyto hodnoty jsou
srovnatelné¢ s hodnotami vypocitanymi pro diskovou platinovou elektrodu, protoze
aktivni plocha platinového dratku je ptfiblizn€ 5x vétsi nez plocha diskové platinoveé
elektrody a zaroven se o polovinu snizila doba depozice PPBQ filmu na platinovych

dratcich. Vysledky jsou tedy pfiblizné€ 2,5x vyssi.
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Po vylouceni PPBQ filmu na diskové platinové elektrodé¢ byl zméfen cyklicky
voltamogram. Pfi srovnéni s cyklickymi voltamogramy na vylesténé elektrodé (Obr.
4.2.4) je patrny vyrazny pokles signalu BQ, ktery je zpiisoben piitomnosti PPBQ filmu

na povrchu elektrody.

[, uA}

-1200 | 2600 Emy O

Obr. 4.1.4 Cyklické voltamogramy 0,01 mol-1" BQ na platinové diskové elektrods
(@ 2,00 mm) vroztoku 0,1 mol-1" BuyNBF,; v CH;CN pied (2) a po amperometrickém
vylou¢eni polymerniho filmu (3), zékladni elektrolyt (1). Rychlost scanu 100 mV-s.
Elektrodovy potencial nastaven od -50 do -1200 mV. Referentni elektroda Ag/0,1M AgNO;
v CH3CN/0,1M BuyNBF, v CH3CN a pomocna platinova elektroda.
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4.2 Charakteristika PPBQ filmu pomoci infra¢ervené spektroskopie

Pro ziskani infracervenych spekter bylo nutné deponovat PPBQ film na planarni
nosi¢, z tohoto diivodu byl pouzit platinovy plisek s plochou 10 mm? ktera je fadovs
srovnatelnd s plochou platinovych dratkti. Amperometricka depozice v roztoku
zékladniho elektrolytu 0,1 mol-1"! BusNBF, v acetonitrilu a smési 0,01 mol-1"! BQ a
0,01 mol-l" (NPCL); probihala za shodnych podminek (nastaven konstantni
potencial - 1000 mV po dobu 5 min).

Na Obr. 4.2.1 pozorujeme zaznamy reflexnich infracervenych spekter, kde byl
nejprve na platinovy pliSek amperometricky deponovan PPBQ film (A), poté byla
ve stejném roztoku deponovana celd sada péti platinovych dratkGh a nasledné
na oc€isténém platinovém plisku probéhla opét depozice PPBQ filmu (B).

Pti porovnani spekter ptfed (A) a po (B) vylouceni PPBQ filmi na sad¢ péti
platinovych dratki pozorujeme, Ze se celkovy charakter vibracnich spekter nezménil,
ur¢ité rozdily jsou patrné v relativnich intenzitdch péasu v oblasti (1335-1400 cm™),
coz miuze byt zptsobeno rozdilnou morfologii povrchu elektrody. Ve spektru (B) se
objevuje i slaby pas (1188-1212 cm™), ktery by mohl naznalovat uréité redoxni zmény
v polymeru. Charaktery vibra¢nich past ale ziistavaji v principu shodné.

FTIR méfeni poskytlo i charakterizaci PPBQ filmu. Pozorovana infracervena spektra
odpovidaji predchozi studii'’. Ve spektrech jsou patrné projevy vibraci, které
charakterizuji fosfazeny, hydrochinony a vazby —P-O— a —P—Cl-. Cyklofosfazeny maji
typické pasy ve dvou oblastech: 1150-1450 cm™, coZ je vazba P-N—P (asymetrické
kruhy) a 700-950 cm™, coz odpovidd P-N-P (symetrické &asti). Absorpce okolo
1500 cm™ charakterizuje vazbu C-O (O-C¢H4—0O), coz odpovida hydrochinonové

struktute, kterd je zabudovana do polymerniho fetézce PPBQ filmu.
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Obr. 4.2.1 Infracervena spektra pted (A) a po (B) vylouceni PPBQ filmG na sadé péti
platinovych dratk na platinovém pliSku. Primér méfené plochy cca 200 pm, piimo

na platinovém plisku. Podminky amperometrické depozice shodné jako u Obr. 4.1.3.
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4. 3 Aplikace PPBQ filmu

4.3.1 Extrakce uhlovodiku

Pro ovéfeni extrakéni UCinnosti PPBQ filmu byla vybrana modelova smés
uhlovodikii (heptan, toluen a oktan, viz 3.6 Headspace extrakce vzorkll) v pentanu.
Uhlovodiky byly vybrany jako zéastupci nepolarnich sloucenin a slouzi k ovéreni
selektivity stacionarni faze.

Vzorkovani probihalo za podminek: teplota headspace 25 °C, doba headspace
20 min, objem vzorku 1 ml, rychlost michani O rpm, teplota kondicionace filmu 165 °C,
¢as kondicionace 20 min.

Smés uhlovodikii po sorpci na film byla nejprve zmeéfena na plynovém
chromatografu s plamenové ionizaénim detektorem (FID). Na chromatogramu (Obr.
4.3.1) jsou zkoumané analyty ineznamé latky, proto byl pouzit pro identifikaci
neznamych sloucenin plynovy chromatograf s hmotnostni detekci (GC-MS).

Chromatografické podminky separace byly v obou ptipadech témé&f shodné.
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Obr. 4.3.1.1 Chromatogram méteny na GC-FID (A - pentan, B - heptan, C - toluen, D - oktan,
E a F - neznamé piky). Splitless mod (30 s), teplotni program: 40 °C (3 min), 10 °C/min
do 150 °C (5 min). Doba jedné analyzy 19 min. Desorp¢ni Cas platinového dratku v injektoru
30s. Vzorkovani: teplota headspace 25 °C, doba headspace 20 min, objem vzorku 1 ml,

rychlost michani 0 rpm, teplota kondicionace 165 °C, cas kondicionace 20 min.
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Na chromatogramu (Obr. 4.3.2), ktery byl méfen pomoci GC-MS, byly
identifikovany piky E a F, které odpovidaji BQ a TBATFB. Tyto latky nebylo mozné
odstranit ani oplachnutim cerstvé vyrobeného PPBQ filmu v acetonitrilu ani
kondicionovanim za vysokych teplot a za snizeného tlaku. Pik A - pentan neni
v chromatogramu uveden, protoze byl pouzit jako rozpoustédlo.

Odezvy uhlovodiki byly dostatecné pii plamenové ionizacni i pfi hmotnostni

detekci, proto nebylo tieba optimalizovat extrakéni podminky.
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Obr. 4.3.1.2 TIC chromatogram (B - heptan, C - toluen, D - oktan, E - BQ a F - TBATFB)
méteny na GC-MS. Splitless mod (30 s), teplotni program: 40 °C (3 min), 10 °C/min do 165 °C
(5 min). Doba jedné analyzy 20,5 min. Cut off time nastaven na 3,25 min. Desorp¢ni Cas
platinového dratku v injektoru 30 s. Vzorkovani: teplota headspace 25 °C, doba headspace
20 min, objem vzorku 1 ml, rychlost michdni O rpm, teplota kondicionace 165 °C, cas

kondicionace 20 min.
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4.3.2 Extrakce alkoholu

Vlastnosti PPBQ filmu byly dale testovany pomoci headspace SPME extrakce
na modelové smési alkoholii rozpusténych ve vodé¢ (butanol, pentanol, hexanol, oktanol
a nonanol, viz 3.6 Headspace extrakce vzorki).

Sm¢és alkoholl rozpusténych ve vodé predstavuje komplexnéj$i matrici oproti smési
¢istych uhlovodika. Alkoholy jsou polarni slouceniny, které slouzi k dalSimu ovéteni
selektivity nové stacionarni faze (PPBQ filmu).

Vzorkovani probihalo za podminek: teplota headspace 25 °C, doba headspace
20 min, objem vzorku 1 ml, rychlost michani O rpm, teplota kondicionace 165 °C, Cas
kondicionace 20 min. Alkoholy zakoncentrované na SPME vldkné byly nasledné
zméteny pomoci GC-MS Splitless mod (30 s), teplotni program: 40 °C (3 min),
10 °C/min do 165 °C (5 min). Doba jedné analyzy 20,5 min. Desorp¢ni ¢as platinového
drétku v injektoru 30 s).

Chromatogram je uveden na Obrazku 4.3.3. Bylo zjiSténo, ze odezvy alkoholil
na PPBQ filmu byly nizs$i nez odezvy uhlovodikii, proto bylo nutné extrakéni proces

optimalizovat.
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Obr. 4.3.2.1 TIC chromatogram alkoholt (A - butanol, B - heptanol, C - hexanol, D - oktanol, E
- nonanol). Splitless mod (30 s), teplotni program: 40 °C (3 min), 10 °C/min do 165 °C (5 min).
Doba jedné analyzy 20,5 min. Desorp¢ni Cas platinového dratku v injektoru 30 s. Vzorkovani:
teplota headspace 25 °C, doba headspace 20 min, objem vzorku 1 ml, rychlost michani O rpm,

teplota kondicionace 165 °C, ¢as kondicionace 20 min.



40

4.4. Optimalizace extrak¢énich podminek pro alkoholy

4.4.1 Vybér faktort a odpovédi

Jako odpovédi byly zvoleny absolutni plochy piky vybranych alkoholl (butanol,
pentanol, hexanol, oktanol a nonanol) i jejich celkovy soucet.

Zvolené optimalizované faktory byly teplota headspace, rychlost michani, doba
headspace, objem vzorku, ¢as kondicionace a teplota kondicionace (Tab. 4.4.1). Tyto
faktory i jejich rozsahy byly zvoleny na zakladé predchozich zkuSenosti (viz 4.3.2
Extrakce alkoholt).

Tab. 4.4.1 Vybrané faktory pro optimalizaci SPME podminek a jejich tirovné

Uroveti faktoru

Faktor Oznaceni
-1 0 1
Headspace teplota (°C) A 25 52,5 80
Rychlost michéani (rpm) B 0 625 1250
Doba headspace (min) C 10 20 30
Objem vzorku (ml) D 0,5 1,25 2
Cas kondicionace (min) E 10 35 60
Teplota kondicionace (°C) F 200 225 250

4.4.2 Screening

Hlavni podstatou screeningu je urceni, které faktory a jejich piipadné vzijemné
interakce maji na hledanou odpovéd’ statisticky vyznamny vliv. K tomuto ucelu byl
zvolen frakéni faktorovy design®. Ke kazdému z vybranych faktori byly zvoleny dvé
urovné hodnot: nizsi (-1) a vyssi (+1). VSechny zkoumané faktory a jejich irovné jsou
v Tab. 4.4.1. Na zaklad¢ téchto faktorti byl ve statistickém programu navrzen plan

experimentl, podle néhoz bylo provedeno 8 méieni (Tab. 4.4.2).
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Tab. 4.4.2 Plan experimentii navrzeny statistickym programem podle frakéniho faktorového

designu.
Rychlost Doba Objem Cas Teplota
v Headspace s . ..
Meéfteni teplota (°C) michani  headspace vzorku kondicion. kondicion.

P (pm)  (min)  (mD) (min) (°C)

1 80 0 30 0,5 60 200

2 80 1250 30 2 60 250

3 25 0 30 2 10 200

4 25 1250 10 0,5 60 200

5 25 1250 30 0,5 10 250

6 80 0 10 0,5 10 250

7 80 1250 10 2 10 200

8 25 0 10 2 60 250

Po zméfeni celého planu experimentd bylo v programu Minitab 16 provedeno
statistick¢é vyhodnoceni dle ANOVA metody (analyza rozptylu), kde byly pomoci
t-testu stanoveny hlavni efekty (statisticky vyznamné faktory) s 95 % pravdépodobnosti.
Pro jasngjsi pfedstavu o vlivu faktorti na zkoumané odpovédi pro jednotlivé analyty
1 pro soucet jejich ploch byly ve statistickém programu vytvofeny Paretovy grafy, kde
na ose x jsou uvedeny standardizované efekty a na ose y jsou vyneseny faktory.

Test statistické vyznamnosti efektl na zéklad¢ frakéniho faktorového designu ukazal,
ze nejvetsi vliv na odpovéd’ u absolutni plochy pro butanol méla doba headspace, objem
vzorku a interakce headspace teploty a teploty kondicionace (Obr. 4.4.1).

Z Paretovych grafii pro ostatni alkoholy i pro soucet vSech ploch analytd (Obr. 4.4.2)

vyplyva, Ze zadna odpovéd’ nebyla statisticky vyznamna.



42

4,303
|
C 4
D
.
S
Y AF 4
<
€3
F -
Faktor
A headspace teplota
A C doba headspace
D objem vzorku
F teplota koncidionace
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 4.4.1 Paretiv graf pro absolutni plochu butanolu. Svisla ¢ara v grafu definuje 95 %

hladinu vyznamnosti.
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Obr. 4.4.2 Parettiv graf pro souet absolutnich ploch (butanol, pentanol, hexanol, oktanol,

nonanol). Svisla ¢ara v grafu definuje 95 % hladinu vyznamnosti.
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4.4.3 Modelovani
Modelovani bylo provedeno pomoci face centered Central Composite Designu
(fcCCD), ktery byl vytvofen v programu Minitab 16%. K planu experimentu

vytvofenych frakénim faktorovym designem bylo pfidano dalSich 12 méfeni (Tab.
4.4.3)

Tab. 4.4.3 Plan experimentd vytvoreny statistickym programem Minitab 16 podle fcCCD.

Rychlost Doba . Cas Teplota
Meéfteni tI:;ﬁ) c:zp(icce) michéni heads.pace VZ(())rEf I(Irlnl) kondi.cion. kondicion.

(zpm) (min) (min) (°C)
1 80 0 10 0,5 10 250
2 25 0 10 2 60 250
3 80 0 30 0,5 60 200
4 25 1250 10 0,5 60 200
5 25 0 30 2 10 200
6 25 1250 30 0,5 10 250
7 80 1250 30 2 60 250
8 80 1250 10 2 10 200
9 25 625 20 1,25 35 225
10 80 625 20 1,25 35 225
11 52,5 0 20 1,25 35 225
12 52,5 1250 20 1,25 35 225
13 52,5 625 10 1,25 35 225
14 52,5 625 30 1,25 35 225
15 52,5 625 20 0,5 35 225
16 52,5 625 20 2 35 225
17 52,5 625 20 1,25 10 225
18 52,5 625 20 1,25 60 225
19 52,5 625 20 1,25 35 200

20 52,5 625 20 1,25 35 250
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Po vyhodnoceni metodou ANOVA byly zprogramu Minitab 16 ziskany
matematické rovnice, které popisuji komplexni zavislosti jednotlivych odpovédi
(absolutni plochy pikt analyti, celkovy soucet ploch) na vybranych faktorech.

Na zéklad¢ téchto rovnic Minitab 16 vytvofil trojrozmérné grafy, které zndzornuji
zavislosti zkoumané odpovédi (absolutni plochy pikll) na vybranych faktorech.
Na osach x a y jsou uvedeny faktory, na ose z je hledana odpovéd’ za podminky, kdy
jsou ostatni faktory konstantni. Jsou uvedeny jen dva vybrané 3D grafy.

Obrazek 4.4.3 zobrazuje zavislost odpovédi (absolutni plochy piku butanolu) na dobé
headspace a headspace teplote. S rostouci teplotou a rostouci dobou headspace je mozné
pozorovat narlst plochy piku. Z Obrazku 4.4.4 je patrné, ze se zvySujici se rychlosti

michani a vyssi dobou headspace roste odpoveéd’ (absolutni plocha piku).
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30 “ L
te%%

doba headspace
10 headspace teplota

Obr. 4.4.3 Graf zavislosti odpovédi u butanolu (absolutni plocha piku) na headspace teploté a
dobé¢ headspace. Ostatni faktory za optimalnich podminek: rychlost michani 1250 rpm, objem

vzorku 2 ml, ¢as kondicionace 37 min, teplota kondicionace 250 °C.
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Obr. 4.4.4 Graf zavislosti odpovédi u butanolu (absolutni plocha piku) na rychlosti michani a

dob¢ headspace. Ostatni faktory za optimalnich podminek: teplota headspace 80°C, objem

vzorku 2 ml, ¢as kondicionace 37 min, teplota kondicionace 250°C.
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4.4.4 Optimalizace

Po nalezeni matematickych rovnic byla v programu Minitab 16 provedena vlastni
optimalizace. Pomoci statistické funkce desirability byly nalezeny optimélni podminky
pro ziskéani absolutnich ploch pikti pro jednotlivé analyty i pro soucet jejich absolutnich
ploch (Tab. 4.4.4). Z vyslednych optimalnich hodnot vyplyva, Ze extrakéni podminky
pro butanol vyZzaduji nizsi teplotu headspace a kondicionace oproti ostatnim alkoholtim.

Optimalni podminky u ostatnich alkoholl jsou podobné.

Tab. 4.4.4 Optimalni hodnoty zjisténé z programu Minitab 16 pro maximalni odpovédi

pro absolutni plochy analyti i pro soucet jejich ploch.

Faktor butanol pentanol hexanol oktanol nonanol soucet
ploch
Headspace teplota (°C) 25 80 80 80 80 80
Rychlost michéani (rpm) 0 1250 0 1250 1250 1250
Doba headspace (min) 30 30 30 30 30 30
Objem vzorku (ml) 2 0,5 2 2 0,5 2
Cas kondicionace (min) 30 36 40 35 35 37
Teplota kondicionace (°C) 200 250 250 250 250 250

Pro néslednou optimalni extrakci smési alkoholll byly zvoleny hodnoty pro soucet
ploch, protoZe nejlépe zahrnuji cely modelovy roztok. Na Obrazku 4.4.5 je zobrazen
vysledny chromatogram za optimalizovanych podminek pro pfipravu vzorku pomoci
SPME pro soucet absolutnich ploch vsech alkoholi, které jsou: teplota headspace 80 °C,
rychlost michani 1250 rpm, doba headspace 30 min, objem vzorku 2 ml, Ccas
kondicionace 37 min a teplota kondicionace 250 °C.

U Obr. 43.3 (viz 4.3.2 Extrakce alkoholl), kde je zobrazen chromatogram
za neoptimalizovanych extrakénich podminek (teplota headspace 25 °C, doba headspace
20 min, objem vzorku 1 ml, rychlost michani O rpm, teplota kondicionace 165 °C, ¢as
kondicionace 20 min) byly secteny absolutni plochy vSech pika alkoholti, které jsou
piiblizné 7x niz§i nez soucet vSech absolutnich ploch piki za optimalizovanych
podminek vzorkovéani. Diky optimalizaci extrakénich podminek se tedy absolutni

plochy pikit modelové smési alkohol sedmindsobné zvysily.
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Obr. 4.4.5 TIC chromatogram alkoholl1 (A - butanol, B - heptanol, C - hexanol, D - oktanol,
E -nonanol). Splitless moéd (30 s), teplotni program: 40 °C (3 min), 10 °C/min do 165 °C
(5 min). Doba jedné analyzy 20,5 min. Desorpcni Cas platinového dratku v injektoru 30 s.
Vzorkovani za optimalizovanych podminek pro soucet ploch: teplota headspace 80 °C, doba
headspace 30 min, objem vzorku 2 ml, rychlost michani 1250 rpm, teplota kondicionace 250 °C,

¢as kondicionace 37 min.

Pro hrubé srovnani selektivity PPBQ filmu byly secteny absolutni plochy vSech pikt
u modelové smési uhlovodikii za podminek vzorkovani (teplota headspace 25 °C, doba
headspace 20 min, objem vzorku 1 ml, rychlost michdni 0 rpm, teplota kondicionace
165 °C, ¢as kondicionace 20 min) a absolutni plochy piki u modelové smési alkoholll
za optimalizovanych extrakénich podminek (teplota headspace 80 °C, doba headspace
30 min, objem vzorku 2 ml rychlost michani 1250 rpm, teplota kondicionace 250 °C a
¢as kondicionace 37 min). Sumy absolutnich ploch byly vyd€leny poftem analytii, aby
byl vypocet uveden na primér absolutni plochy jednoho piku, kdy bylo zjisténo, ze
modelovad smés uhlovodiki ma ptiblizné€ 54x vyssi selektivu na PPBQ stacionarni fazi
nez modelova smés alkoholi po optimalizaci. Ztoho vyplyva, ze nova PPBQ

stacionarni faze ma vyssi selektivu vici uhlovodikiim nez k alkoholtim.
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5 Zavér

V této diplomové praci byla elektrochemicky pfipravena nova staciondrni faze
(PPBQ film) pro headspace SPME. Pro ovéfeni vhodného potencialu pro depozici byla
nejprve pouzita cyklicka voltametrie. Depozice PPBQ filmu byla provadéna pomoci
amperometrie, kde byl nastaven konstantni potencial -1000 mV po dobu 5 min. Piiprava
filmu byla nejprve optimalizovdna na diskové platinové elektrodé. PPBQ film byl
nasledné pfipravovan na sad¢ platinovych dratki vhodnych pro SPME vzorkovani.

Charakter PPBQ filmu byl ovéfen pomoci infracervené spektroskopie, kde bylo
potvrzeno, ze v naméfenych spektrech jsou patrné vibracni frekvence, které popisuji
fosfazeny, hydrochinony a vazby -P—O— a —P—Cl-.

Pro ovéfeni selektivity PPBQ filmu byla vybrana modelovd smés uhlovodikl
(heptan, toluen a oktan) v pentanu, ktera byla analyzovana na GC-FID. Z vyslednych
chromatogrami nebylo mozné identifikovat jiné neznamé slouceniny, proto byl dale
pouzivan GC-MS. Pomoci MS detektoru byly uréeny struktury neznamych latek, které
odpovidaji BQ a TBATFB. Tyto latky nebylo mozné odstranit ani kondicionovanim
vldkna za vysokych teplot a za snizen¢ho tlaku, ani oplachnutim v acetonitrilu.

Pro testovani selektivity staciondrni faze byl zvolen modelovy roztok alkoholi
rozpusténych ve vod¢ (butanol, pentanol, hexanol, oktanol a nonanol). Extrak¢éni
pfiprava vzorku byla optimalizovana pomoci faktorového designu. Pro pozadovanou
odpovéd’ (absolutni plocha) pro butanol mél statisticky vyznamny vliv: doba headspace
extrakce, objem vzorku a interakce faktorii teploty headspace a teploty kondicionace.
Pro ostatni alkoholy, ani pro soucet ploch smési alkoholti nebyl zadny z faktori
statisticky vyznamny Program Minitab 16 vyhodnotil optimdlni parametry
pro jednotlivé alkoholy i pro soucet absolutnich ploch celé smési.

Dalsi vyzkum by se mél zaméfit na validaci celé metodiky zahrnujici nejen extrakéni
postup ale 1 separacni proces na GC-MS. Selektivita stacionarni faze PPBQ filmu by

méla byt dale testovana na vétsSim poctu modelovych analyti.
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