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Anotace

Specidlni vlastnosti vody vystavené vysokym teplotdm a tlakim (superkriticka voda) byly
vyuzity k cilenému strukturovani vnitiniho povrchu jinak chemicky téméf inertnich kiemennych
kapilar. Bylo provedeno pies 2000 experimenti s cilem definovat podminky vhodné pro vznik
ruznych typt povrchovych struktur a pro fizeni jejich velikosti. Vnitini povrchy kapilar byly
analyzovany elektronovou skenovaci mikroskopii a zpracovavany vlastni databazovou aplikaci.

Z databaze byly vybrany vzorky reprezentujici jednotlivé typy struktur a byla pfipravena fada
kifemennych kapilar s konfiguraci vhodnou pro elektromigra¢ni analyzy. Na takto upravenych
kapilarach pak byla provedena charakterizacni méteni a nejvhodnéjsi z nich pak byly vyuzity
k separacim nékterych tiid latek a biovzorkl, které nelze na standardni kapilate s hladkym
povrchem analyzovat.

Klicova slova

Superkritickd voda, kiemenna kapilara, struktura povrchu, elektroforéza, Staphylococcus Aureus,
bakteriofag, Lactoglobulin

Annotation

Special properties of water exposed to high temperatures and pressures (supercritical water)
were used for targeted structuring of the inner surface of silica capillaries that are otherwise
chemically almost inert. Over 2000 experiments were carried out in order to define conditions
suitable for formation of different types of surface and control of their size. The inner surfaces
of capillaries were analyzed with scanning electron microscopy and processed by own database
application.

A number of silica capillaries representing different types of structures were prepared with
configuration appropriate for electromigration measuremets. The properties of these capillaries
were then tested and the most suitable of them were used for separations of some classes
of substances and biosamples, which cannot be analyzed on standard capillaries with smooth
surface.
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Supercritical water, fused silica capillary, surface structure, separation methods, Staphylococcus
Aureus, bacteriophage, Lactoglobulin
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1 Uvod

Navzdory neustale vzristajicimu poctu védeckych praci a dostupnosti stale sofistikovanéjSich
pfistroji by se mohlo zdat, Ze vyvoj analytické chemie lehce stagnuje v porovnani se svym
bouflivym rozvojem v poslednich desetiletich. Zatimco “opravdu nové” principy a trendy jako
chromatografie, hmotnostni spektrometrie, elektromigra¢ni metody nebo spektroskopie byly ve své
dob¢ objevovany a masivné zavadény, souCasny vyzkum se zda byt z tohoto thlu pohledu mén¢
temperamentni a je pohanén predevsim ekonomickymi a ekologickymi faktory. Z téchto divodu
a s vyuzitim vsSech soucasnych poznatkl je velikost analytickych zafizeni neustdle zmenSovana
a metody zrychlovany a zlevitovany. Logickym vyusténim téchto pozadavkt je pak rozvoj technik
provadénych v mikro a nano méfitku, coz velmi Casto analyzy nejen zleviiuje, ale vede to i ke
nové oblasti chemie tzv. ,,Green chemistry* [1], kterd se zaméfuje na vyvoj novych metod,
chemikalii a materidl s potencidlem nahradit anebo alespon snizit ekologickou stopu stavajicich
postupd.

K prvnim tspé€$Snym pokustim o nédhradu toxickych rozpoustédel urcité patii extrakce stlacenym
oxidem uhli¢itym [2], modernéjsi vyzkum pak pfinesl ,,iontové kapaliny* [3,4]. Pokud bychom
rozpoustédlo umistila voda, ktera je také diky své dostupnosti a cené Siroce vyuZzivana. Méné
znamym faktem ale ziistava, ze voda muze byt uvedena pfi piisobeni vysokych tlakl a teplot do
dalSich specidlnich stavili, kde se zcela méni jeji fyzikalné-chemické vlastnosti. Tento efekt pak
umoznuje jeji vyuziti bud’ jako nahradu tradi¢nich organickych rozpoustédel anebo otvira cestu ke
zcela novym postuptim. Na rozdil od ostatnich latek mohou byt vlastnosti vody ménény v pomérné
Sirokém rozmezi volbou teploty a tlaku; pfi teploté¢ vody mezi jejim bodem varu a kritickym bodem
hovotime o podkritické vodé [5,6], po piekroceni kritického bodu (373°C, 220 bar) pak
o superkritické vod¢ [7-10].

Analytickou chemii lze zjednodusen¢ definovat jako obor zkoumajici chemické slozeni vzorku
nebo smési a stanovujici mnozstvi jejich jednotlivych slozek. Pro spravné stanoveni musi byt smeési
nejdiive rozdéleny na jednotlivé slozky tzv. ,,separovany®. Tato operace se historicky provadé¢la
riznymi zpusoby [11], ale pokracujici vyvoj a miniaturizace vedly nakonec k masivnimu nasazeni
velmi tenkych kfemennych kapilar [12], které postupné nasly vyuziti ve vSech odvétvich
chromatografie (GC, HPLC, SFC) a v elektromigra¢nich metodach. Protoze tyto kapilary jsou
vyrabény z kfemenného substratu tazenim za vysokych teplot, tak jejich vnitini i vnéjsi povrch je
dokonale hladky, a takto jsou i v praxi pouzivany.

Vzristajici pozadavky na kvalitu analyz vedly nejdiive k pokustim upravit jejich povrch po
chemické strance, pozd¢ji byly provadény 1 pokusy o hlubsi, viditelné zdrsnéni povrchu. K tomuto
ucelu byla testovana tada casto velmi agresivnich toxickych rozpoustédel [13-17], jejichz
nevyhodou bylo také nezddouci zanasSeni leptaného povrchu reakénimi produkty, které dale
znehodnocovaly naslednou analyzu.



Vyuziti specifickych vlastnosti vody k leptani vnitiniho povrchu téchto kapilar pak otevielo
cestu k ekologictéjsimu, cilené fizenému a chemicky Ccistému procesu, ktery ve spojeni
s origindlnim feSenim aparatury umoziuje tvorbu takovych struktur a jejich kombinaci, které
nejsou ostatnimi metodami proveditelné.

2 TEORETICKA CAST

2.1 Skupenské stavy vody a fyzikalné-chemické vlastnosti jejiho
sub/superkritického stavu

Za mimotadné vlastnosti vody, nepostradatelné pro vSechen zndmy Zivot na Zemi, vdécime
nejen jeji vlastni molekulové struktute, ale také existenci zvlastnich mezimolekularnich sil,
tzv. vodikovych mustkl. Kromé vetejnosti Siroce znamych forem vody - ledu, kapaliny a plynu
(obr. 1), tak existuji i jina jeji skupenstvi, ktera lze povazovat za jakési kombinace téchto
zéakladnich fazi.

Rozdilné chovani a vlastnosti jednotlivych skupenstvi H2O jsou zpusobeny kontinudlnim
pieskupovanim anebo destrukci pravé zminénych vodikovych mistkli pti piisobeni termickych
a tlakovych sil. Jako ptiklad mizeme pouzit pfechod z pevné do kapalné faze, kdy je pfti teplote
ledu 0°C potieba pro pfeménu v kapalnou vodu se stejnou teplotou systému dodat specialni energii

A

I
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| (Superkriticka voda
|
( fx Kapalna !

P..-| - Pevnd faze-1{------ P22 . - ertriaiai
(220bar) faze kriticky bod

faze

Teplota

>
T (374°C)

obr. 1 - stavovy diagram fazi vody
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(tzv. skupenské teplo). Ve struktuie ledu jsou totiz molekuly uspotadané do geometricky stabilnich
nactistént, jejichz tvar (diky malé vnitini energii molekul H20) jsou schopné vodikové mistky
udrzet. Jakékoliv dodané teplo o minimalni velikosti skupenského tepla zvétSuje kmitani
samotnych molekul H20 do takové miry, ze sila vodikovych vazeb je nedostacujici, struktura se
deformuje a voda kapalni. Z uvedeného vyplyva, ze pti konstantnim tlaku s rostouci teplotou
celkové uspotadanost a stabilita molekulové struktury vody obecné klesa.

Méné zndmym skupenstvim vody je stav subkriticky, ktery piedchazi stavu superkritickému
(obr.1). Vznika pfi ptiblizovani se vysokym hodnotam teploty a tlaku kritického bodu vody (374°C,
220bar), kde jiz jsou vodikové mistky natolik slabé [18], Zze dokdzi jednotlivé molekuly vody
udrzet pohromad¢ jen v maximalnim poc¢tu n¢kolika desitek molekul, tzv. “clustery”. V této fazi
zacina klesat polarita vody a dochazi ke zméné i dalSich fyz.-chem. vlastnosti (hustota, iontovy
soucin, permitivita apod.). To mé za nasledek snizovani rozpustnosti polarnich latek a latek iontové
povahy napt. NaCl, sachar6zy a naopak nardsta “naklonnost” vody k rozpousténi méné polarnich
latek.

V ptipadé ptekroceni kritického bodu jiz hovotime o vod¢ superkritické. Zde jiz vodikové vazby
zanikaji zcela, a diky izolaci jednotlivych molekul a dal$i zméné vlastnosti se voda chova jako
nepolarni rozpoustédlo a stava se tak vlastné svym vlastnim protipélem. V tomto stavu se chova
podobné jako hexan, rozpousti nepolarni latky napf. tuky, ale na rozdil od néj dokaze také agresivné
atakovat i takové odolné materidly jako je sklo nebo kiemen [19-22]. A pravé této specifické
vlastnosti bylo vyuzito v této praci pro modifikaci vnitinich povrchii kiemennych kapilar.

O tom, ze superkriticky stav vody neni
jen produktem védeckych laboratofi, ale
ma svlj vyznam i v pfirodnim kolob¢hu
svedet jev nazvany “black
smokers” (obr. 2). Pfi tomto procesu je na
dné oceanu pomoci vysokého
hydrostatického tlaku vody a tepla
pochézejiciho z vulkanické Cinnosti
dosazeno kritického bodu vody a vznikla
SCW je schopna rozpoustét 1 ty
nejodolnéjsi horniny zemské kury. Pii
svém vystupu na povrch se poté ochlazuje
; ! a rozpusttné minerdly se usazuji

obr. 2 - Black smokers v napadnych kruhovych kominech
vysokych az 55 metrti. Tak se do ocednu dostavaji dalsi mineraly a vzacné kovy, potfebné bud’

k zivotu samému anebo k udrzeni vhodné salinity ¢i pH motské vody.
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2.2 Vyuziti superkritické vody v primyslu a armadé

Jak bylo zminéno v predchozi kapitole, vlastnosti superkritické vody a jeji role v transportu
rozpusSténych kovli a riznych minerdlti z hlubin zemé do ocednt je geochemickym inzenyram
znama jiz po desetileti. Praktické vyuziti superkritické vody je vSak relativné novym smérem a je
zkoumano jen v n¢kolika laboratofich na svéte, komeréni firemni nasazeni této technologie je pak
jesté vzacnéjsi. Asi nejcastejSim vyuzitim SCW je spalovani riznych organickych latek v SCW
reaktoru za soucasné dodavky kysliku. Extrémni podminky totiz zptsobi totalni rozklad a oxidaci
chemickych latek na jejich zékladni prvky — uhlik, dusik, kyslik, vodik a jejich oxidy, v ptipadé
ptitomnosti kyselinotvornych prvkl pak vznikaji pfislusné kyseliny — HCI, HF, HNOs3 apod., coz
predstavuje, na rozdil od béznych spalovacich procest, jen minimalni anebo zddnou zatéz pro
zivotni prostredi.
napt. chemické zbrané. Ty totiz nelze zlikvidovat béznym zplisobem, tak jako béZznou munici,
vystfilenim pfi cvi¢eni anebo hromadnym odpalem nékde v pousti. Na obrazku 3 jsou znazornény

Oxidacni reakce v superkritické vodé

Dioxin (2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo[1,4]dioxin) TNT
CH

a o cl ON NO,
Di Ij: +22H,0, —™ 12C0,+22H,0+4HCl , +21H,0, —» 14C0,+26H,0+3N,
a o) cl

NO,
PCB (2,3,4,5,6,2' 3',4',5,6'-Decachloro-biphenyl) -
o-Dichlorobenzen

clocl 1 a  a

Cl Cl
Cl
C

Cl +22H,0, — 12C0,+ 14H,0+10HCI + 13H,.0, —> 6CO,+ 14H,0+2HCl
1 Cl Cl Cl

Nervovy plyn

H, H,

c S C
1/ NSNS \1+14Hﬂow —»  4CO0,+16H,0+2HCl+H,S0,
C c c C e

H, H,

obr. 3 - rozklad bojovych latek a polutantii superkritickou vodou

priklady reakci probihajici prave pii likvidaci tohoto druhu zbrani (nervovy plyn, TNT) a rozklady
latek vysoce nebezpecnych zivotnimu prostiedi a ¢lovéku (PCB, Dioxin, dichlorbenzen).

Superkriticky reaktor spalujici za pomoci kysliku odpadni latky byl také nainstalovan na
americkych jadernych ponorkach, kde slouzil k likvidaci vznikajicich odpada s moznosti pfimého
vypousténi produkti do oceanu.
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Na obrazku 4a je fotografie poloprovozni jednotky s reaktorem o objemu cca 1001 urcené
k likvidaci chemickych zbrani, na obradzku 4b pak ilustrace velkého zafizeni instalovaného
v nemocnici (Soul, Jizni Korea), které slouzi k likvidaci vysoce infekénich materialti. Kapacita
tohoto zafizeni dosahuje fadl tuny/rok.

Zpracovani
odpadniho tepla

A

=
— e

1
i

separator separator

obr. 4a likvidace chemickych zbrani obr. 4b likvidace infekcniho odpadu

2.3 Upravy povrchu skla a kifemene

Povrchové upravy skla lze principidlné provadét mechanickymi ndstroji anebo chemickou
cestou. Mezi mechanické operace patii piskovani skla, brouseni a gravirovani. Dale 1ze povrch skla
upravit nandSenim novych vrstev napt. lakovanim nebo UV tiskem. V ptipad¢ pouziti chemické
cesty Ize pouzit ke zdrsnéni povrchu skla za zvySené teploty hydroxid sodny, ale reakce je pomérné
pomala a siln€ z&visla na druhu pouzitého skla. Jednim z nejbéznéjsich zplisobt pro cilené leptani
sklenénych a kfemennych povrcht se stalo pouziti kyseliny fluorovodikové. Vyuziti této kyseliny
je diky jeji vysoké agresivité pomérn¢ ucinné, na druhou stranu se ovSem vyznacuje i vysokou
toxicitou. Negativni strankou je proto nejen vysoké nebezpeci pii manipulaci s ni, ale i nepiijemny
dopad na Zivotni prostiedi.

Chemicky lze tento proces zapsat:
Si0, (xl) + 6 HF (ag) ——> H,[SiF ] (aq) + 2H,0 (aq)

Dalsi variantou, jak dosdhnout vyleptani cileného tvaru nebo struktury je pouziti roztoku
znamého pod pojmem leptaci pufr (smés HF, NH4F, HCI a H20), ktery je nejen G¢innéjsi nez Cista
HF, ale hlavn€ volbou poméru jednotlivych slozek lze ovliviiovat jeho leptaci silu s ohledem na
druh pouzitého skla. V mensim meéfitku bylo k leptani také vyuzito etheru anebo hydroxidu
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methylamonného (TMAH). Z principu vSak vSechny tyto metody ve vysledku kontaminuji
vysledny povrch reakénimi zbytky a novymi heteroatomy, coz miize zptisobit zasadni problémy
pii zpracovani nebo separaci vzorki biologického charakteru.

S néastupem mikro a nano zatizeni do laboratoii i bézného Zivota, jejichz vyroba je z velké ¢asti
zalozena na litografickych procesech a nasledném leptani, zac¢al na UIACH Brno pilotni vyzkum
smeétujici k vyuziti specifickych vlastnosti superkritické vody jako nadhrady vyse uvedenych smési.
Vysledky ukazaly, ze leptani takovou vodou je efektivnéjsi (rychlost procesu), piesnéjsi (ostré
hrany tutvarti), laditelné (teplota, tlak) a predevSim nekontaminuje zivotni prostiedi z divodu
ptirozeného vyskytu vody v piirodé. Za soucasnych technickych moznosti firem je ovSem vyuZziti
superkritické vody prozatim omezené na specializované laboratote (napf. vyroba mikroCipi),
a proto se zatim neuplatnilo v bézné komercni vyrobé.

Prvni databazovana publikace o rozpousténi skla ve vodném prostiedi pochazi od Jasmunda
z roku 1952, ktery zapsal rovnici rozpousténi nasledovné:

Brady 1953, Jasmund 1952 and 1958, Franck 1956, Mosebach 1957, Wood 1958, Kitahara 1960

Si0,(x)) + 2HO (aq) _—_~= $i0,.2 H,0 (aq) or Si (OH), (aq)

-

O deset let pozd¢ji pak Wendlandt and Glemser 1962 spolecné s Bradym 1963 tuto rovnici
zrevidovali a zohlednili vliv tlaku a teploty (tedy hustoty) vody, ve které rozpousténi probiha.
Vyslednym produktem je vzdy kyselina kiemicitd, avSak ve tfech jejich rtiznych konfiguracich:

Wendlandt and Glemser, Brady 1963 and 1964

8i0,(xl) + 2H,0 (a9 —=> Si(OH), (aq) at 0.05 g.cm’
28i0,(xl) + 3H,0 (1) ———> Si,0(OH), (ag) at 0.45 g.cm?
Si0,(xl) + HO (aq) _———> SiO(OH), (aq) at 0.65 g.cm’

Si(OH)4 Si20(OH)s SiO(OH)2
ortokremicita kys. parakiremicita kys. metakiemicitad kys.
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2.4 Upravy povrchu ki'emennych substrata s vyuZitim PHWE/SCW
na Ustavu analytické chemie

Schopnosti rozpoustét sklo, a dokonce rizné formy kiemene bylo tedy poprvé vyuzito na
UIACH Brno pii leptani dnes tolik populdrnich ,,mikro¢ipi“ [23], coz jsou sklenéné nebo
kfemenné desticky o velikosti desitek mm s vyleptanymi drahami, zabudovanymi detektory
a osazenymi piisluSnymi vstupy a vystupy. Odborné jsou nazyvany terminem ,,Lab on chip* —
laboratof na Cipu a mohou
pfedstavovat  nahradu  velkych
laboratornich pfistrojii. Obr. 5a
ukazuje sklenény mikrocip
vyleptany na UIACH Brno
superkritickou vodou pfed finadlnim
osazenim, na obr. 5b je zndzornén
ptiklad jiz hotového mikrocipu.

obr. 5a obr. 5b
zdroj: UIACH Brno a https://www.news-medical.net/life-sciences/Benefits-of-a-Microfluidic-System.aspx

Primysloveé jsou tyto Cipy vyrabény litografickym procesem s findlnim leptanim pomoci smési
zalozené na kyselin¢ fluorovodikové a fluoridu amonném, tedy pomoci velmi agresivniho
a neekologického ¢inidla. Proces leptani mize trvat az hodiny a vysledkem jsou kanalky s nepfili$
ostrym okrajem (obr. 5c). Leptani také probiha stejnou rychlosti ve vSech smérech, takze nelze
dosahnout hlubokého kanalku, aniz bychom soucasn¢ nezvétsovali jeho $itku. Nahrazeni uvedené
smési superkritickou vodou pak umoznilo vyleptat ¢ip béhem pouhych 5 min, okraje jsou témet
dokonale ostré (obr. 5d) a pomér Sitky kanalku k jeho hloubce Ize ovliviiovat vhodnou volbou
teploty a tlaku.

_podleptand maska
-

kanal

D

hrana kanalu

o R S B

obr. 5c obr. 5d

15



Druhou aplikaci realizovanou na UIACH na piivodni neinovované verzi aparatury (obr. 9) bylo
postupné odleptavani materialu vnitini stény kiemenné kapilary za i¢elem zmény jejiho vnitiniho
priméru. Z podstaty vyrobniho procesu téchto kapilar lze totiz ziskavat kapilary pouze
konstantniho praméru (obr. 6A) a na trh jsou tak dodavany kapilary pouze né€kolika zabehnutych
praméra.

Za ucelem odleptavani a zmény prameéru byla pouzita kiemennd kapilara ve statickém stavu
(béhem leptani nedochdzelo k jejimu pohybu), umisténd v termostatovaném bloku (obr. 9-3)
ajejimz stfedem protékala SCW o hustoté definované teplotou a tlakem. V zavislosti na
podminkach pak byla vyrobena kapilara s postupné se ménicim primérem (obr. 6B) a nebo
kapilara s postupné se ménici strukturou povrchu (obr. 6C).

Pokud nebyla kapilara vyhtivana celd, ale jen jeji ¢ast, pak bylo mozno produkovat kapilaru
s detekénim okénkem (obr. 6D) a nebo kapilaru s dvéma vnitinimi praméry (obr. 6E). Vyhoda silné
zvétseného primeéru kapilary byla uplatnéna v elektromigracnich analyzach k nastfiku velkého
objemu vzorku, kapilara s detekénim okénkem pak umoziovala zvysit citlivost UV-VIS detekce.
Raritou je pak vyuziti kapilary s postupné se ménicim primérem k izotachoforetickym separacim
latek s velmi blizkym izoelektrickym bodem [24]. V 1ékaiské praxi pak lze vyuzit kapilary
s postupn¢ se ménici strukturou povrchu (obr. 6B) na separaci antifungalni latky Amphotericinu B
od Albuminu [25].

Originalni FS kapilara

» C—

i.d. 100 ym
Kapildra s menicim se primerem Kapilara s ménici se strukturou
COARSE FINE
i.d. 240 um i.d. 100 um i.d. 101 pm i.d. 100 um
rough. cca 2000 nm rough. cca 100 nm

E 1 ;1180 pm i.d. (up to 240pm [
|

! Lind | | (e}
100 mm 0.196 pl 400mm 0785yl 100mm 2,544l 10 220 mm 1,70 pl

Kapilara s detekcnim okénkem Dvouvdlcova kapildra

obr. 6 - kapilary s upravenym profilem priméru pomoci SCW
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Komerc¢ni pristroje a zarizeni

3.1.1 Vysokotlaka pumpa s vakuovym degasérem

Kromé vysoké teploty, zajisténé topnou jednotkou vlastni konstrukce, je pro vznik SCW nutné
také dosazeni dostate¢ného tlaku. K tomuto ucelu byla pouzita vysokotlakd pumpa Dionex

]

Scientific) (obr. 7), umisténa na zacatku

: B I Ultimate 3000 (ThermoFisher
- R celé aparatury. Jedna se o pumpu

ptvodné ur¢enou k UHPLC a ktera je
schopna operovat s tlaky do 1000 bar pfi
pratocich od 1pl do 8 ml. Pumpa je také
~ vybavena  vestavénym  vakuovym
- degasérem, ktery zvody pifed jejim
vstupem do  aparatury  odstranil
nezadouci rozpusténé plyny (zejména
kyslik) a tim snizil korozivni agresivitu,
kterou by generovand SCW na kovové
Casti aparatury pusobila.

obr. 7 - vysokotlaka UHPLC pumpa

3.1.2 Elektronovy skenovaci mikroskop

Jelikoz se bézna opticka mikroskopie pouzivana pii méfeni zmeén prameéru kapilar ukazala byt
pro zkoumani strukturdlnich zmén povrchu kapilary nedostatecna, bylo vyuzito pfistupu
k elektronovému skenovacimu mikroskopu od firmy TESCAN, ktery se na Ustavu analytické
chemie nachazi (obr. 8).

Jednd se o model Mira3 s maximalnim zvétSenim 100000x. Tato vysoce pokrocild, ale
1 nakladna technika vyuziva usmérnéného elektronového paprsku, ktery je “nastielovan” na vodivy
povrch vzorku a odraZené elektrony jsou pak zachycovany vybranym detektorem. Pro tuto praci
byla pouzita kombinace dvou detektorti, a sice SE a InBeam, snimani probihalo pfevazné v poméru
75/25. Snimky byly zaznamenany pti zvétSenich 5000x, 10000x, 25000x a 50000x.
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obr. 8 - elektronovy skenovaci mikroskop TESCAN/MIRA 3 s vysokym rozlisenim

3.2 Pristroje a zarizeni vlastni konstrukce

3.2.1 Zarizeni pro extrakci pevnych vzorki a pro zménu vnitiniho priméru
kapilary

Prvni verze aparatury umoziujici praci se SCW sestrojené na Ustavu analytické chemie AVCR
se skladala ze tii hlavnich ¢asti. Prvni z nich je elektronicky modul (obr. 9 1), ktery ovlada cely
systém a zobrazuje informace o teplotach a tlacich v jednotlivych ¢astech zatfizeni. Dalsi ¢asti je
vertikalni extrak¢ni cela (obr. 9 2), kterd slouzi ke statickym typlim extrakci, napt. k vyrobé
kfemennych mikroCipt jejich leptanim (kap.2.4). Protoze vétSina dilti extrakéni cely prichéazi do
kontaktu se SCW, musi byt kvili jeji vysoké agresivit¢ vyrobeny ze specialni oceli bez obsahu
zeleza, zde byla pouzita slitina Inconel 625 (Mo, Ni, Cr). Posledni, neméné diilezitou Casti je
frézovany, vyhtivany duralovy blok (obr.9 3), ktery se pouziva k Gpravé vnitinich primeért
kapilér (kap.2.4). Vystupy z obou ¢asti usti do ochlazovaciho zatizeni, které po extrakci umoznuje
vypusténi zkondenzované vody z aparatury.

K provedeni naSich experimenti byl z tohoto systému pouzit pouze elektronicky ovladaci panel,
a to k nastaveni teploty externi topné jednotky a k monitorovani tlaku. Pivodni aparatura byla
vybavena dvéma vysokotlakymi pumpami Jasco 980 (obr. 9 4) s maximalnim pracovnim tlakem
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400 bar. Tyto byly nahrazeny vhodngj$i vysokotlakou pumpou Dionex Ultimate 3000
s vestavénym degasérem.

obr. 9 - prvni verze aparatury pro praci se superkritickou vodou

3.2.2 Multifunk¢éni zarizeni pro programovatelny posuv kapilary

Jak vyplynulo z ptedchozich kapitol, aparatura ve stavajici konfiguraci neumoznuje leptani
konstantnich priméri kapildr nebo povrcht se stdlou, neménici se strukturou. Z tohoto divodu
bylo vyvinuto zcela nové

8 zatizeni, které zasadnim
5PS 6 zpusobem roz§ifuje moznosti
I vyuziti specifickych vlastnosti

vnitintho ~ povrchu  kapilar
(obr.10_6).

Originalita feSeni je zaloZzena
na faktu, Ze na vstup kapildry
neni SCW pfivadéna, ale

@ superkritické¢ vody k modifikaci
10
9

obr. 10 - schéma nového reseni s posuvem kapilary k jejimu vzniku dochézi piimo
v kapilafe, jen na malém tseku definovaném velikosti topné jednotky (obr.10 8). Touto zénou je
pak kapilara kontinualné posouvana. Zatizeni se sklada ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast tvoii krokovy
motor pripojeny pies pievodove ustroji na dv€ pogumovana kolecka (obr.10_7). Diky vysoké tieci
sile gumy se vloZend kapilara, standardné pokryta kluzkou polyimidovou vrstvou,
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jednoduse posouva topnou jednotkou. Druhou ¢asti je programovatelnd elektronicka jednotka
(obr.11), kterd ovladda vykon a smér otd€eni motoru. Software umoziiuje vyuzit Ctyf
prednastavenych a jednoho libovoln€ programovatelného modu posunu, pro nase ucely pak byl
pouzit mod posunu konstantni rychlosti. Nase méfeni byla provadéna pfi ¢tyfech rychlostech a to
4,8, 16 a 32 mm/min.

obr. 11 - technicka realizace posuvu kapilary

3.2.3 Multipozi¢ni polohovaci zaFizeni s topnou jednotkou

Poslednim zafizenim vlastni konstrukce je multipozi¢ni polohovaci zafizeni s jiz diive
zminénou topnou jednotkou (obr 12a). Vzhledem k vysokym teplotdm (az 500°C) bylo potieba
vlastni jadro dostate¢né tepelné odizolovat. To bylo provedeno pomoci duralového plaste
a vzduchové mezery, spojeni plasté a vyhfivaného jadra bylo minimalizovdno pomoci tfi hroti.
Vyhtivané jadro topné jednotky je vyrobeno z mosazného valce (245 mm) s dutym stiedem, do
kterého se dale vkladaji inserty podle pozadované délky topné zony (obr. 12b). Cely systém je fizen

obr. 12a - topnd jednotka obri2b — inserty s riznou délkou topné zony
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mikroprocesorovym regulatorem s piesnosti 0.1°C. I kdyz to neni na prvni pohled patrné, neméné
dalezitym prvkem sestavy je specialni pojezdova konstrukce (obr.13). Velikost otvoru v topné
z6né, kterym je posouvana kapildra, je totiz vyrobena co nejtésnéji (mezera mezi st€nou kapilary
ainsertu je 20um) a je mimotadné dulezité zachovat piesny a rovny prichod kapilary. Diky
vysokym tlakiim, teplotam a kiehkosti samotné kapilary hrozi pfi poruSeni souososti jeji prasknuti.
Vyrobena konstrukce umoziiuje pomoci mikrometrickych Sroubil pfesné nastaveni ve vSech trech
osach véetné nastaveni horizontalniho tihlu a tim poskytuje dostatecné moznosti jemného finalniho
nastaveni pojezdové drahy.

obr. 13 — pojezdova vodici draha jemné nastavitelnd ve vsech osdach

3.3 Software

Obecnym vystupem vétSiny védeckych ¢lanka v analytické chemii je soubor dat prezentujici
kvantitativni (mnoZzstvi, obsah, koncentrace) nebo kvalitativni (jaké chemické slozeni) udaje.
Protoze jde o ¢iselné hodnoty, tak je lze ptehledné zpracovavat matematicky, statisticky nebo
vystupil je vysledny snimek vytvorené struktury, na ktery nelze tyto postupy aplikovat. Jiz pred
zacatkem celé experimentalni ¢sti bylo z pfiblizného poctu experimentl zifejmé, Ze vznikne velké
mnozstvi fotografii, ve kterych se nelze bez vhodného systému orientovat. Z toho diivodu byla
vyvinuta vlastni aplikace v databdzovém programu Access, do které byla ke kazdému experimentu
vloZena vSechna dostupnd experimentalni data a odpovidajici snimek.

Aplikace obsahovala kromé& souboru dat (obr. 14a) a vstupniho formuléaie (obr.14b) také
dotazovy formulat, diky kterému bylo mozné snimky tfidit dle hodnot zadané¢ho parametru nebo
jejich kombinaci a n€kolik typii sestav tiskovych vystupi (obr.14¢). Diky tomu bylo mozné snimky
jednoduse tadit vedle sebe podle konkrétnich pozadavkl a v takto vytvorenych sestavach hledat
zéavislosti na experimentalnich parametrech.
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3.4 Pouzité materialy a chemikalie

Vsechny experimenty byly provadény na kiemennych kapilarach (i.d. 100 pm; o.d. 365 um)
zakoupenych od firmy Agilent Technologies, Phoenix, USA. Po extrakci byly kapilary
profukovany dusikem (purity 3.0.) dodanym spole&nosti Linde Gas a.s., Praha, CR (purity 3.0) po
dobu 2 min k odstranéni zbytka reakcnich produkti a vody. K piipravé vzorka na elektronovou
mikroskopii byl pouzit napraSovaci tercik z Cistého zlata a specialni samolepici vodiva paska od
spole&nosti Tescan Brno, CR.

Nékolikrat redestilovand voda dale upravena procesem reverzni osmoézy Ultra clear UV (SG
Wasseraufbeeitung and Regenerierstation GmbH, Barsbuttel, Némecko) byla pied pouzitim
probubléna héliem (Linde Gas a.s., Praha, CR, purity 4. 8.) za u¢elem vytésnéni rozpusténého
oxidu uhlicitého a kysliku. Pro ¢isténi vnéjSich povrchl a duralového bloku na vzorky se kvuli
nutnosti zachovani vysoké Cistoty vnitinich prostor elektronového mikroskopu pouzival Aceton
p.a. (Riedel-deHaen, Seelze, SRN).

3.5 Postup prace

3.5.1 Leptani vnitiniho povrchu kifemennych kapilar

Ptiprava kapilary a leptani jejiho vnitiniho povrchu vyzadovalo provedeni né¢kolika rutinnich
krokti. Prvnim z nich bylo zapnuti vysokotlaké pumpy vybavené vakuovym degasérem a nastaveni
potiebné teploty topné jednotky (obr. 12a) na ovlddacim panelu systému. Na fidicim pocitaci
(obr. 10 _11) jsem spustil program Chromeleon, slouzici k ovlddani vysokotlaké pumpy a dale
program Sensirion, ktery zaznamenaval informace o presném pritoku vody z ¢idla zabudovaném
v systému (obr. 10_5). Dalsim krokem bylo zapojeni leptané kiemenné kapilary o piislusné délce
(60 cm) pomoci specialnich vysokotlakych konektorti do systému. Protoze extrakce probihaly za
velmi vysokych tlakii, musela byt na konec systému pfipojena kapildra o vyrazn€ mensim vnitinim
praméru (i.d. 10 um), tzv. “restriktor (obr. 10_10), jehoz délkou byl ovliviiovan pratok SCW
systétmem. Poslednim krokem pfed zahajenim leptani bylo nastaveni parametrQ
programovatelného zatizeni, které posunovalo kapilaru topnou jednotkou.

K zvySeni efektivity méfeni byly experimenty rozdéleny do sérii, které mély vzdy jeden
proménny parametr. Nejjednodussi byla isobarickd méteni, kde diky konstantnimu tlaku ztistaval
byla izotermickd méfeni (konstantni teplota), kde pro kazdy nastaveny tlak musel byt vybran
vhodny restriktor tak, aby byla udrzena pozadovana hodnota priitoku. Ve vétsin€ experimentti byl
prutok nastaven na 2000 nl/min. Pro kazdou kombinaci tlaku, teploty a pratoku byla také vzdy
v prab¢hu leptani 4x zménéna rychlost posunu kapilary (4, 8, 16, 32 mm/min). Z vySe uvedeného
také vyplyva, ze pro rizné nastaveni tlakti a pratokti bylo potieba vzdy provést vypocet spravné
délky restriktoru z davodu vzajemné zavislosti téchto dvou parametra.
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3.5.2 Priprava vzorki pro SEM a jejich fotografovani

Pouziti SEM se ukézalo jako nejvhodnéjsi a nejsnazsi metoda k ziskdni informace o struktuie
povrchu. Kazdéa leptand kapildra obsahovala 4 tseky odpovidajici ¢tyfem rychlostem posunu
kapilary. Pro zkoumani vlivu jednotlivych parametrii na vnitini povrch kapilary byl kazdy takovy
usek rozfezan keramickym nozem na dilky o délce cca 5-10 mm (obr. 15d). K ovéteni
reprodukovatelnosti a vylouceni piipadnych odchylek byly z kazdého experimentu nachystany
vzdy tii vzorky. Celkové tak zjedné kapilary vzniklo 12 vzorkdl, které byly nasledné kolmo
ptilepeny na duralovy blok pomoci specidlni oboustranné vodivé lepici pasky (obr. 15a). Protoze
SEM, na rozdil od optického mikroskopu, vyzaduje elektricky vodivé povrchy vzorki, musel byt
cely duralovy blok vcetné kapilar pozlacen. K tomuto ucelu byl pouzit pfistroj Bal- tec / SCD 500
Sputter Coater, ktery na vzorky pomoci plazmového vyboje v prostiedi vakua nanesl tenkou vrstvu
(12-20 nm) zlata (obr. 15b).

Nasledné byly pozlacené vzorky vlozeny na manipulacni stolek a zavedeny pod tubus
elektronového mikroskopu TESCAN Mira3 (napéti 10 kV, prac. vzdalenost WD 5 mm, Beam
intenzity 10 pA) (obr. 15c¢).

obr. 15a S obr. 15b

obr. 15¢

U tohoto kroku jsem pouze asistoval, jelikoz manipulace s timto drahym pfistrojem vyzaduje
praxi a certifikované zaskoleni. Z celkového poctu 520-ti experimentil vzniklo 1560 pozlacenych
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vzorkl. VSechny vzorky byly vyfotografovany ve Ctyfech zvétSenich (5000x, 10000x, 25000x,
50000x) (obr. 16). Celkové tak vzniklo 6240 snimki a tfetina z nich (2080) byla s patfi¢nymi tdaji
ulozena do vlastni aplikace v databazovém programu Access.

w polyimidovd vrstva Elektronova mikroskopie

kfemennd kapildra

5000 x

50000 x

X) """ (X) """"""""""""""""""""""""""" (}(} 60cm

obr. 16 ilustrace rezani kapilary a misto porizeni snimkii

3.5.3 Plan experimenti

Aparatura sestavena na UAICH (obr. 10) umoznuje pfi extrakci ménit nasledujici parametry:
teplotu, tlak, rychlost posunu kapilary, rychlost pritoku vody, smér pratoku vody, smér a typ
posunu kapilary. Pro tuto praci jsme se rozhodli sledovat zménu vnitini struktury povrchu kapilary
v zéavislosti na tlaku a teploté¢ podrobnéji, na priitoku vody a rychlosti posunu kapilary v omezeném
rozsahu, a parametry jako smér pratoku vody, smér pohybu kapilary a typ posunu kapilary byly
ponechany konstantni. K vytvofeni planu méfeni se vychazelo z rozsahu teplot (250-500 °C)
a tlakt (100-1000 bar), kterych bylo mozné v naSich podminkach dosahnout. Idealnim by bylo
zmapovani povrchi pii vSech kombinacich, ¢imz bychom =ziskali ptehled o vSech typech
dosazitelnych struktur. I kdyZ uvazime, ze bychom provadéli zmény téchto parametrii o 10 °C,
resp. 10 bar, potfebovali bychom provést celkem 2250 experimentii. Pfi zméné hodnot dalSich
parametrd, jako napfiklad rychlost posunu kapilary, pritok vody atd. dochazi k znasobeni tohoto
Cisla na desetitisice az statisice experimentd.

Jednou z dilezitych fyzikalné-chemickych veli¢in definujici superkritickou tekutinu je jeji
hustota (urcena teplotou a tlakem). Je znamo, Ze rozpustnost latek, v naSem ptipadé kiemene, je
Casto zavisla prave na hustoté rozpoustédla.
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Z tohoto diivodu jsme pro planovani experiment sestrojili graf zavislosti hustoty vody na tlaku
pro dané teploty, kde kazda jedna kiivka predstavuje jednu teplotu. Rozhodli jsme se provést
celkem tfi izotermicka (obr. 17) a pét izobarickych méteni (obr. 18). Prvni izotermické méfeni
(320°C) mapuje oblast nizkych teplot a vysokych hustot vody, druhé (400°C) se pak pohybuje
tésn¢ nad super-kritickou teplotou a predstavuje piechod od nizkych do vyssich hustot (prostfedni
ktivka) a posledni, 460°C, mapuje oblast niz§ich hustot vody. Pfi konstantnim pratoku vody
2000 nl/min a celkem Cctyt rychlosti posunu kapiladry piedstavovala tato série celkem 172
experimentt (priloha tab.1).
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obr. 17 — éervené body zobrazuji provedené experimenty

Druhé série byla vénovana izobarickym métfenim (obr. 18). Volba izobar (240, 310, 340, 500,

700 barti) byla provedena tak aby dochazelo pii experimentech k vyznamnym zménam hustoty.
Stejné jako v piedchozim piipadée byl kazdy experiment proveden pii Ctyfech rychlostech posunu
kapilary, coz znamenalo celkem 200 experimenti (pfiloha tab.1).
z kapacitnich diivodu nelze vSechny pfedchozi experimenty opakovat s riiznymi pritoky, tak se
z vysledkti predchozi Casti méfeni vybraly takové kombinace tlaki a teplot, které¢ vytvoftily
zajimavé struktury, a ty pak byly zméfeny s péti jinymi pratoky (3000, 4000, 6000, 8000
a 10000 nl/min), celkem 80 experiment (piiloha tab.2). Tato série méieni odhalila, Ze s rostoucim
pratokem ma struktura povrchu tendenci fidnout a slabnout. Z tohoto divodu se naplanovala
posledni série experimentd s polovicnim pritokem 1000 nl/min.
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Na zéklad¢ piedchozich vyslednych povrchll byla pro tuto sérii vybrana konstantni teplota
400°C se sedmndcti raznymi hodnotami tlakti (pfiloha tab.3). Celkové tedy bylo ze vSech sérii
ziskano 520 vzorkd, které byly dale analyzovany elektronovou skenovaci mikroskopii.
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obr. 18 — cervené body zobrazuji provedené experimenty
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Parametry ovliviiujici vyslednou strukturu
4.1.1 Zavislost na hustoté rizené tlakem

Znazornéni vlivu tlaku na tvar struktury vnitiniho povrchu kapilér Ize vidét na obr. 18. V prvnim
sloupci jsou struktury ziskané pfi leptani pod kritickou teplotou vody (320°C) a pfi tlacich od 200

660 bar

200 bar

320°C 400°C

obr. 18 — izotermicka méreni — hustota rizend tlakem
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do 660 bar. V tomto rozsahu ma voda relativné vysokou hustotu (0.697-0,766 g.cm™) a vytvaii
spise niz§i kuzelovité ttvary se Sirokou zakladnou. Pokud hustota ptesahne hodnotu 0.720 g.cm™
tvorba téchto utvarti mizi, ale rozpousténi povrchu pokracuje, coz dokazoval zvétSeny vnitini
pramér kapildry. Prosttedni sloupec (400°C) mapuje chovani systému v oblasti, kde i mald zména
tlaku iniciuje velkou zménu hustoty 0.101-0.629 g.cm™ (obr. 16-prosttedni kiivka). Vysledkem
jsou rizné typy struktur od jemného ,kulickovitého* povrchu pies vyleptané ,,dolicky* az po
vysoké uzké trny ,kartdCového* charakteru. V poslednim sloupci pii 460°C a 200 barech lze
pozorovat hloubkové podleptavani povrchu, které je pravdépodobné zptisobeno extrémné nizkou
hustotou vody (0.076 g.cm™) umoziujici jeji velmi snadné pronikani do mikropéri povrchu.
Zvysujici tlak pak podobné jako v predchozim ptipadé produkuje ,trny“ jejichz zakladna se
postupné ztencuje a pii 460 bar (0.420 g.cm™) je natolik tenka, Ze jsou zbytky trnd proudici vodou
ulamovany a ze systému odnéseny.

4.1.2 Zavislost na hustoté rizené teplotou

Obrazek 19 piredstavuje teplotni zavislost struktury (320°C-460°C) prezentovanou na Ctyfech
urovnich tlaku 240, 310, 340 a 500 bar. Pti 500 bar a vice nedochézelo ke tvorbé zadnych struktur,
voda o vysoké hustot¢ odleptavala povrch kapilary viceméné plosné. Vliv rostouci teploty na typ
a velikost vyleptané struktury byl tim vétsi, ¢im nizsi tlakova hladina byla pouzita, nejvyraznéjSich
zmén povrchu bylo dosaZeno pii 240 bar. Mohlo by se zdat, Ze kdyZ tlak a teplota definuji hustotu,
tak dvé popsané zavislosti 4.1.1 a 4.1.2 Ize shrnout do jedné: zavislosti na hustoté. Takto to ovSem
nelze zjednodusit, protoze stejné hustoty vody lze dosdhnout pii riznych kombinacich tlakt
a teplot, napf. na obr.17 je kiizkem pro hustotu vody 0.500 g.cm™ znazornéno celkem 14 takovych
kombinaci. Je zfejmé, Ze experimenty s konstantni hustotou, tzv. izochoricka méteni, by byla velmi
zajimava a pfinesla by dalsi poznatky o procesu leptani, ale vzhledem k rozsahu a naroc¢nosti
méfeni nejsou jiz experimenty tohoto druhu mozné v ramci této préce.
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obr. 19 — izobaricka méreni — hustota rizend teplotou
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4.1.3 Zavislost na priitoku superkritické vody

Jak vyplyva z vyse uvedeného, cilem prvni a druhé ¢asti naseho planu experimentii bylo
prozkoumat zavislost struktury vzniklych povrchi na zménach teploty a tlaku. Jednd se totiz
o parametry, které zasadnim zptisobem ovliviuji fyzikalné chemické vlastnosti superkritické vody
a predpokladali jsme tedy jejich nejvétsi vliv. Celou proceduru leptani kapilar vSak nelze
zjednodusit pouze na tyto dva “pfimé” parametry. Na cely proces leptani je potieba nahlizet jako
na komplex n€kolika déju, které probihaji bud’ soucasn¢, anebo jeden po druhém. Z tohoto divodu
je tedy nutné uvazit také vliv dalSich, vlastnosti vody pfimo neovlivitujicich parametri napf.
rychlosti posuvu kapilary (kap. 4.1.4) a rychlosti toku vody systémem.

Rychlost prutoku vody hraje zdsadni roli pfi tvorbé leptaného povrchu, a to zejména kvli jeho
zminit, ze studena voda, vstupujici do topné jednotky se musi nejprve ohfat na pozadovanou
teplotu, poté projit preménou do superkritického stavu, a predev§im pied findlnim ochlazenim
a vystupem z jednotky rozpustit ¢ast kiemenného povrchu kapilary. Pro hlavni sadu experimentt
byl zvolen priutok vody 2000 nl/min, ktery se z predbéznych testovacich métfeni ukazoval byt
nejvhodnéjsim.

Rychlost prutoku, tedy konkrétné mnozstvi vody, které projde topnym zafizenim za jednotku
Casu, tedy pfimo ovliviiuje mnozstvi rozpusténého SiO2, a tim i vzhled vysledné struktury.
Naptiklad pii pratoku vody 1000 nl/min trva cely tento proces 4.71s, kdezto v piipad¢ priatoku
vody 10000 nl/min je to jen 0.417s. ZjednoduSené by se tedy mohlo zdat, ze v druhém piipadé
projde systémem vice vody a rozpusti se vice SiOz, ale tak tomu neni, protoze jednak se voda
nestaci dostate¢n¢ prohtat a jednak nema dostatek casu k interakci s povrchem. A pravé rozhodnuti,
kam az lze posouvat pritok vody bylo cilem téchto méfeni, a tak kromé pratoku 2000nl/min byla
vybrana méfeni jest¢ zopakovana s priitoky vody v rozmezi 1000—10000 nl/min.

Vysledky téchto meéfeni jsou zobrazeny na obrazku 20. Je patrné, ze voda pii pratoku
1000 nl/min (viz. 4 mm/min) méla dostatek casu na fadné prohiati a rozpusténi povrchu, ¢imz
vytvoftila vysoky a husté strukturovany reliéf. U pratoki 2000 a 3000 nl/min stale dochazelo ke
strukturovani, ovSem se snizenou hloubkou a ¢etnosti vybeézku. Pii vyssich pratocich 4000 a 6000
nl/min uz byl povrch atakovén jen velmi malo, avSak i takové povrchy maji praktické uplatnéni
napft. pro chemické kotveni separacnich fazi ¢i upravu elektroosmotického toku. Nejvyssi pritoky
(8000-10000 nl/min-nezobrazeno) pak byly natolik rychlé, Ze se bud nevytvofila samotna
SCW nebo nebyl dostatek kontaktniho ¢asu na rozpousténi SiO2 a vysledny efekt na finalni povrch
byl nulovy.

Skutecnost, zda je tento trend obecné platny anebo je ovlivnén také rychlosti posuvu kapilary,
byla otestovana méfenim pfi Ctyfech riznych rychlostech linedrniho posunu kapilary (obr.20),
ktera se vzdy pohybovala opacnym smérem, nez byl tok vody. Pti vyhodnocovani potizenych
snimkti se ukdzalo, ze byl v pfipadé¢ vSech méfenych prutokt trend vlivu rychlosti toku vody
zachovan, a tim Ize tedy konstatovat, Ze se tyto dva parametry vzajemn¢ neovliviiuji.
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Pratok superkritické vody

[nl / min]
1000 2000 3000 4000 6000

4 mm/min

8 mm/min

16 mm/min

32 mm/min

obr. 20 — viiv rychlosti toku superkritické vody

4.1.4 Zavislost na rychlosti posuvu kapilary

Jednim z parametrii, jehoz dulezitost pii ovliviiovani povrchu vysledné struktury byla
predpokladana jiz pii stavbé aparatury a planovani experimentli, byla linearni rychlost posuvu
kapildry topnou jednotkou. Maximalni dosazitelna rychlost posunu je 83 mm/min a lze ji volit
s velmi jemnym krokem 0.08 mm/min. Protoze tento parametr 1ze velmi jednoduse zménit bez
preruSeni samotného méteni, byly vzdy u kazdé métené kombinace teploty, tlaku a pritoku SCW
provedeny Ctyfi experimenty s riznymi rychlostmi posunu. Rychlost posunu v podstaté predstavuje
¢as, po ktery je vnitini sténa kapilary v kontaktu s topnym zafizenim, a tedy také cas, po ktery miize
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byt povrch tekouci vodou leptan. Predbézné experimenty naznacovaly pomérné silné narusovani
vnitiniho povrchu jiz u rychlosti 4 mm/min, ktera byla zvolena jako vychozi, u pomalejsiho

Surf 2 Surf 1

Surf 3

§|'|
©
B~
vy

Surf 6 Surf 5

Surf_ 7

obr. 21 —vliv rychlosti posunu kiemenné kapilary
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posunu by pak hrozilo u ne€kterych experimentii proleptani stény a prasknuti kapilary. Abychom
mohli sledovat vyraznéj$i zmény na povrchu, byla vzdy kazda nésledujici rychlost dvojnasobkem
rychlosti pfedchazejici, méfeno tedy bylo pfi 4, 8, 16 a 32 mm/min, coz odpovida dob¢ leptani 150,
75, 37.5 a 18.8 s. Vyhodnoceni ukézalo pomérné¢ vzacnou shodu vlivu tohoto parametru u vSech
sérii snimkt, a protoze je prakticky nemozné prezentovat vSechny, jsou zobrazeny jen vybrani
zastupci rizné vyhlizejicich struktur (Surf 1-Surf 7). Z obrazku 21 je patrné, Ze s rostouci
rychlosti posunu dochézi u vSech struktur k postupnému snizovani vysky povrchu. V piipade, ze
se jedna o kuzelovitou strukturu se Sirokou zakladnou, pak pfi nejvyssich rychlostech dojde bud’
k otupéni Spicek (Surf 2, Surf 3) nebo ke vzniku jen samotné zakladny (Surf 4, 32 mm/min).
U struktur s vyleptanymi “dolicky” pak dochazi ke zmenseni jejich priméru a ke snizeni ¢etnosti
vyskytu. Obecné vSak Ize ucinit zavér, ze zvysujici se rychlost posunu snizuje hloubku struktury
a prakticky nikdy nemeéni jeji charakter. Z praktického hlediska se tak jednoznac¢né jedna
o parametr, pii jehoz volbé mizeme vzhled vysledné struktury predvidat jiz pfed experimentem,
a to s vysokou piesnosti.

4.2  Vybér riznych morfologickych struktur

Studium vlivu jednotlivych parametrii na hloubku a typ struktury bylo prvnim, a pomérné
dilezitym cilem této prace. Bylo ale také zjisténo, ze faktorti ovliviiujicich vysledny povrch je vice
a ze procesy probihajici v topném télese jsou relativné slozité a jejich pribéh nelze jednoznacné
definovat. I ptfes velké mnozstvi experimentli byla proméfena jen mensi Cast experimentalné
dostupnych kombinaci teplot a tlakii (obr. 17). Pokud zohlednime jest¢ zmény rychlosti toku vody
a posuvu kapilary, tak se dokonce jedna o ,,velmi malou zmapovanou* oblast moznych kombinaci.
Proto i po vyhodnoceni zna¢ného mnozstvi dat nelze vytvofit n¢jaky matematicky nebo
experimentalni model umoznujici doptedu predpovédet vysledny tvar nebo hloubku struktury.
Jistou pfedstavu o chovani systému jsme vsak ziskali a napt. dopad zmény dynamickych parametrti
(tok, posuv) dokazeme jiz velmi slusn¢ odhadnout.

Za nejhodnotnéjsi vystup, vzhledem k dal§imu praktickému vyuziti 1ze kromé takto originalné
upravenych kapilar povazovat také vznik a postupné plnéni databaze. Ta kromé piehledného
prohlizeni snimkii uchovava veskerd experimentalni data nezbytna k reprodukovatelné upravé
vnitiniho povrchu kapilar.

Pokud se tedy zamétime na samotné vlastnosti téchto povrchl a budeme hledat jejich uplatnéni
v analytické praxi, pak hlavnim kritériem vybéru z databaze by méla byt riznorodost povrchu. Na
obr. 22 je zndzornén set snimkd, jejichz vybér byl proveden z databaze praveé na zakladé tohoto
kritéria a kde nebyl zohlednén zaddny z diive popisovanych parametrti. Nékteré z téchto kapilar
byly pak pouzity pro praktickd méfeni, kde dosahovaly jedine¢nych vysledkl (viz. kap. 5), vétsi
¢ast z nich bude podrobena blizSimu vyzkumu v prabehu roku 2021.
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obr. 22 — vybrané typy struktur 35




5 VYUZITI V PRAXI

Praktické uplatnéni kapilar vyrobenych pomoci leptani superkritickou vodou je soucasti
bézicitho vyzkumu na UIACH Brno jiz né€kolik let. V této praci bylo vyrobeno velké mnozstvi
ruznych druht kapilar, které byly prabézn¢ dodavany na specializované oddéleni
k elektroforetickym analyzam. Protoze ma prace byla naro¢na svym experimentalnim rozsahem
a nakladani s viry a bakteriemi vyzaduje specidln¢ proskolené pracovniky, byly nasledujici analyzy
provadény Dr. Marii Horkou, které bych chtél timto vyjadrit také své podékovani. I kdyz provadéni
takovych odbornych analyz je jiz zcela nad ramec mych moznosti, prubézn¢ jsem se s dosazenymi
vysledky seznamoval a zpracoval stru¢ny piehled aplikaci demonstrujicich ,,uzitecnost® takto
vyrobenych kapilar.

5.1 Separace bakterii druhu Staphylococcus aureus

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA, zlaty stafylokok) je pievladajici
bakterialni patogen zodpovédny za nemocni¢ni a komunitni infekce lidi a zvitat po celém svété.
Tyto infekce jsou spojeny s vysokou nemocnosti a imrtnosti ve srovnani s infekcemi zptisobenymi
na methicilin citlivou variantou S. aureus
(MSSA). Pro identifikaci a prevenci téchto
) infekci je dilezité mit spolehlivou metodu,
Staphylococcus aureus , o, N .
kmen: MRSA a MSSA kterd v kratkém case rozlisi kmeny

rezistentni (MRSA) a citlivé na methicilin
(MSSA). Soucasné metody zahrnujici
polymerdzovou fetézovou reakci (PCR)
ajiné molekularni testy jsou obvykle
pracné, drahé a ¢asové narocné. Jednou

Kapildri elektroforéza

shir
dat

leptana sastkaplary s
(250mm) T o)

\ o
tup N wstup

450mm F3 kapilary
(bez spoju)

vysckonapétovy

na originalnim FS na modifikovaném zdroj
hladkém povrchu strukturovaném zascbc s ot ok e
anoda atoda
povrchu
obr. 23 — S.aureus na povrsich kapilar obr. 24 schéma kapilarni elektroforézy
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z moznosti je 1 vyuziti kapilarni elektroforézy (obr.24), ktera je v klinické praxi bézn¢ zavedenou
technikou. Ta je sice schopna odseparovat S. aureus od jinych patogent, nedokaze vsak jiz rozdélit
jeho jednotlivé kmeny od sebe (obr.25, Cervena kiivka). Zavedenim strukturovaného povrchu do
casti kapilary (obr. 23) se prubé¢h elektroforetické analyzy zménil natolik, ze jsme byli schopni
oddélit od sebe nejenom kmeny MRSA a MSSA, ale byli jsme navic i schopni ur€it, zda se jedna
o kmeny kultivované v laboratofi na misce (,,v agaru®) anebo zda jde o bakterie namnozené piimo
v lidské krvi (MSSA-B a MRSA-B, modra kfivka) a to v ¢ase nepiesahujicim 30 min.

120+
G 100 bunék (MSSA, MRSA, MSSA-B, MRSA-B)
UImV] | 2000 nl
100- " originalni FS MRSA - B
_~ MSSA + MRSA
MSSA -B
80-
MSSA
MRSA
60 -
40 .
solny roztok
0.05% PEG 10000
20 — : . . .
0 5 10 15 20 25 t[min] 30

obr. 25 — separace S.aureus na originalni a leptané kapilare

5.2 Replikace a separace bakteriofagii na Staphylococcus aureus
v kapilafe se strukturovanym povrchem

Bakteriofagy tvoii nejrozsitenéjsi zastupce zivocisné fiSe. Jsou nesmirné dileziti v regulaci
zivotniho cyklu bakterii. V podstaté¢ kazda bakterie na svéteé ma svého ,,faga®, ktery je schopen do
bakterie proniknout, namnozit se v ni a usmrtit ji, pfiCemz ostatni bakterie a vyssi organismy
nenapada. Pocatky seridoznéjsiho vyzkumu bakteriofagii spadaji do oblasti Gruzie, do roku 1920,
kdy tehdejsi vyzkumnici dokézali jejich pomoci 1é€it nékteré vazné infekce jako cholera, tyfus,
diabetickd noha, zanét mocovych cest apod. Velice slibny vyzkum byl vSak zastaven nejen
svétovymi valkami, ale predev§im objevem prvnich antibiotik. Ta dostala ve vyvoji absolutni
prednost a na ,,fagy* se zapomnélo. Teprve po valce byl v polské Wroclawi vyzkum obnoven a po
nadéjnych vysledcich byla teprve nedavno v roce 1995 oteviena klinika, kde jsou experimentalné
1é¢eni pacienti, pro které jiz nema medicina alternativu. Pomoci této terapie dokazali vylécit pres
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faga®™, po zniCeni infekce jsou bakteriofagy ztéla vylouCeny, a to bez jakychkoliv vedlejSich
nasledk.

Neustalé¢ naduzivani antibiotik, jejich preventivni nasazeni v ZivociSné vyrobé a neustalé
zvySovani jejich koncentrace v potrave, fekach a zivotnim prostiedi tvofi idealni prostredi, ve
kterém maji moznost stavajici bakterie rozvijet svoji odolnost. Nejnové¢jsi odhady hovofii o tom, ze
kolem roku 2050 jiz zemie vice lidi na infekce nez na rakovinu. Proto se pozornost védct opét
obraci k bakteriofagové terapii.

V ptedchozi kapitole bylo ukadzano, jak strukturovany povrch kapilary dokaze selektivné
zachytavat a separovat bakterie. A pravé této vlastnosti Ize také vyuzit pii studiu mechanismu
a rychlosti interakce bakterie-bakteriofag. Na kapilaru s ptisluSnym povrchem (obr. 26) je nejdiive
nainjektovan roztok s bakterii S.aureus (a), které se zde postupné zachyti. Na takto fixované
bakterie je nasledné¢ nanesen roztok s malou koncentraci bakteriofagii (b). Pokud se jedna
o ,,spravny typ* tak dojde k mnozeni téchto fagh na hostitelskych bakteriich, a to za jejich
soucasného ubytku. Nésleduje proplach kapildry fosfatovym pufrem, ktery zakoncentruje
namnozené¢ fagy v leptané Casti kapilary (c) a aplikaci vysokého napéti pak dojde ke
zpétnému pohybu a elektroforetické separaci jednotlivych slozek smérem k detekénimu oknu
(d, e). Po uplném rozdéleni slozek a jejich detekci (f), Ize potom samostatné stanovit mnozstvi
vzniklych fagh a zaniklych bakterii [26].
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ZACHYT BAKTERI]

10 pl of Staphyloccocus Aureus v fyz. roztoku
[]

MSSA

K1/420
(d) o kapilarni elektroforéza (ﬂ ZAKONCENTROVANI -+
BGE

©
N
N
. kapilarni elektroforéza EOF -
(e} e -
BGE len
©

(- kapilarni elektroforéza
()=l

obr. 26 — namnozeni a stanoveni mnozstvi nové vzniklych bakteriofigii K1/420

Pokud elektroforetickou separaci budeme spoustét v ndmi definovanych cCasech, l1ze timto
zpusobem také zkoumat dynamiku celého procesu, tj. urc¢it za jakou dobu vznikne jaké mnozstvi
fagh a kolik zanikne bakterii. To ndm mimo jiné dava také moznost spocitat kolik fagt je schopno
vzniknout replikaci na jedné bakterii. Piiklad takového méfeni je na obr. 27, kde po 18 minutach
pusobeni jest¢ nedoslo k méfitelnym replikacim, po 43 minutdch pak byly vSechny bakterie
zni¢eny a na zaznamu je vidét pouze segment namnozenych bakteriofagi K1/420.
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Absorbance [mAu]

600

S. aureus CCM 4082
1x107 buné&k mL"

inkubadni ¢as

4001 a 18 min
200
120 —
b 23 min
80+ K1/420
1x10° PFU mL"
40
0
801 ¢ 33 min
40+
400 B3
d 43 min
200-
-—....u....n.__f\_l\_’L_J\_n_
0 4 8 12 16

migracni ¢as [min]

obr. 27 — bunécna smrt S. aureus pomoci fagi K1/420 v zavislosti na case

5.3. Rychlé

vyplachu

stanoveni

Aspergillus jsou nejbéznéjsi a nejrozsirenéjsi houby zpusobujici Sirokou Skalu infekci u lidi,
vcetné zivot ohrozujicich infekci u imunokompromitovanych pacientl. Aspergillus spp. vylucuji
do okoli vzdu$né konidie (obr.28), které lidé vdechuji a patogen se miiZe rozsifit z plic 1 do jinych
organil. Imunita hostitele a stav jeho plic jsou kli¢ové faktory rozhodujici o nésledcich takoveé
expozice. Existuje vice nez 250 popsanych druhti, z nichz piiblizné 40 je ptivodcem lidskych
v ptipadé pozd¢ zahdjené 1écby mohou byt infekce zptisobené Aspergillus spp. spojeny s vysokou
umrtnosti, tak v¢asna a spolehliva identifikace tohoto agens je zasadni pro uspéch 1é¢ebné terapie.
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Diagnostika infekci Aspergillus, zejména na poCatku onemocnéni, je stale docela narocna.
Spoléhéd se na kombinace radiologickych udajii, mikrobiologické nastroje, sérologické detekce
protilatek nebo antigeny (B-D-glukan, galaktomannan), PCR analyzy a histopatologické vySetieni.

wo:azemm |\l

View fleld: 450 pm | Det: In-Beam SE 1 pm

obr. 28 — konidie zachycené na povrchu kapilary

Kultivaéni metody jsou ¢asoveé naro¢né a maji nizky vytézek, testy zalozené na protilatkach trpi
nizkou citlivosti a biopsie mlize byt pro vysoce nemocné pacienty pfili§ riskantni.

Novou alternativou, odstranujici vétSinu téchto nevyhod je spojeni leptanych kapilar a micelarni
kapilarni elektrochromatografie. UGelem tohoto feSeni neni v tomto piipadé samotna separace
latek, ale jejich zakoncentrovani a tim fadové zvySeni citlivosti stanoveni, navic provadéné
v jednom on-line kroku, tedy beze ztrat. Na obr. 29 je schéma odbéru vzorku z plic pacienta, po
odstfedéni nasleduje nastiik na kapilaru se strukturovanym povrchem (29 1) a proplach pti kterém
dojde jednak k zachyceni cilovych analytt a jednak k odstranéni ¢asti biologické tekutiny (29 2).

MALDI
TOF

Uv-vis

A_l A LL,JL_JJ&J, i ‘\,‘u L

o P SO SV PN T

obr. 29 — odbeér a analyza Aspergillus spp. na kapilare s upravenym povrchem
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Po provedeni elektrochromatografické separace (29 3) lze z migracniho Casu urcit, ktery
patogen vzorek obsahoval (obr. 30) a protoze se jednd o nedestruktivni UV-VIS detekci, tak 1ze
zakoncentrovany analyt na vystupu z kapilary odchytit a dale podrobit analyze na MALDI-TOF.
Tato technika pak pomoci nanosekundového laseru vytvoii spektrum, (,otisk prstu®)
charakteristické pro kazdou bakterii, pliseni atd. a tim definitivné potvrdi druh patogenu.

120

A g
o A flavus A. parasiticus
100 4 originalni FS A. niger
A. fumigatus
80 -
100nl 108 konidii mL"v PSS
60 -
40 - P S
20 15 . : ;
= 80 1 FS, strukturovand
E
3 60 +
{ o
[0
O
5 40 |
[72]
o]
0 10ul 10* konidii mL"v PSS
C ' ’ $
120 -
80 -
40 1 BALF injektovan Aspergillus conidia
M A N —
slepy vzorek BALF
0 5 10 15 20

migracni ¢as [min]

obr. 30 — elektroforeogram plisni Aspergillus na piivodni a leptané kapildre

Na obrazku A je demonstrovana separace Ctyt riznych druhti Aspergillus, ktera byla provadéna
na originalni, neleptané kapilafe. Bylo nastitknuto 100 nl roztoku o koncentraci 10° konidii/ml.
Pouziti strukturované kapilary (B) umoznilo nastfikovat vétSi mnozstvi roztoku, ale 100x méné
koncentrovaného ¢imz byla vyznamné zvysSena citlivost stanoveni, a to pii zachovani stale
vybornych separacnich schopnosti. Na obrazku C je pak jiz piiklad analyzy provadéné novou
metodou na skute¢ném vzorku odebraném pacientovi [27].
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5.4 Stanoveni alergenii lactoglobulin A a lactoglobulin B v mléce

Stanoveni obsahu proteinil v kravském mléce je diilezité nejen z hlediska kontroly jeho kvality,
ale také z hlediska lékaiského. Mezi nejcasteji studované proteiny nalezené v mléce patii sérovy
albumin (BSA), a-laktalbumin (a-LA) a B-laktoglobulin (B-LG). BSA jako hlavni protein krevniho
séra, ma mnoho funkci, v€etné udrzovani osmotického tlaku a pH krve. Kromé toho je dulezity
jako latka schopna vazat rozmanité spektrum molekul. Diky témto mimotfadnym vazebnym
schopnostem ma BSA Sirokou $kélu klinickych, farmaceutickych a biochemickych aplikaci. Méné
znamym je fakt, Zze BSA byl také identifikovan jako alergen.

a-LA je druhy nejhojnéjsi syrovatkovy protein, ktery ma kromé nutri¢niho vyznamu takeé
klicovou roli v syntéze laktozy.

B-LG jsou bilkoviny také obsazené v syrovatce, jejichz biologicka funkce je stale nejasna. Bylo

popsano nékolik genetickych variant tohoto proteinu, pficemz varianty A a B jsou nejhojnéjsi.
B-LG jsou hlavnimi alergeny v kravském mléce.
K detekci potravinovych alergend bylo vyvinuto mnoho metod. Stejné jako v ptredchozich
piipadech vSak tyto metody vyzaduji nakladnou a slozitou instrumentaci anebo jsou pracné
a Casoveé ndarofné. Pii pouziti kapilarni elektroforézy se standardni hladkou kapildrou bez
jakychkoliv iprav neni mozné tyto analyty rozdélit a jsou eluovany jako jeden peak (obr. 31-Cernd).
Po tpravé povrchovych vlastnosti kapilary pouzitim smési riznych aditiv a optimalizaci celého
procesu lze docilit ¢astecné separace, nikoliv vSak rozdéleni B-LG-A a B-LG-B (modrd).

80
CZE .
BGE, 5x10° mol L fosfatovy pufr B-LGAB albumin
aditiva: a-LA
. 5 % EtOH, 0.6% (w/v) Brij 35 l
2 60 0-6% wh) PI?Q 10000 |
= 10 pg ml' kazdého
)
Q
C
3 [
5 40 bez aditiv
2 100 ug ml' kazdého
20 _W
0 S 10 1S 20
migracni ¢as [min]

obr. 31 — déleni alergenii kravského mléka na neupravované kapilare
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Obrazek 32 pak znazoriiuje vysledek, kterého je mozné dosahnout pii pouziti kapilary
s povrchem naleptanym superkritickou vodou, coz umozni nejen identifikaci f-LG-A a B-LG-B
v mléce, ale 1 stanoveni obsahu kazdého proteinu zvIast’.

200+ ey
CZE a-LA BGE
mlééné proteiny v 50pl PSS
'5'1 60- koncentrace: albumin
E 2.5 pg kazdého (50pg mL™")
8120
=
®
2
(@]
2 80
< J
40 - -
0 5 10 15 20
migracni ¢as [min]

obr. 32 — déleni alergenit kravského mléka na strukturované kapilare
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6 ZAVER

Aplikace a vyuziti superkritické vody v analytické chemii je stdle pomérné nezndmou a novou
technikou. V této praci byl vyuzit potencial superkritick¢ vody k ptipravé kiemennych kapilar
s rozdilnymi strukturami vnitiniho povrchu.

Na zacatku této studie byly definovéany a poté postupné realizovany Ctyfi hlavni cile: v praktické
¢asti se jednalo o vlastni leptani povrchii kapilar, kde bylo provedeno velké mnoZzstvi experimentti
doprovodnych experimentt, kde byly systematicky ménény ostatni parametry procesu, jako
napf. rychlost toku vody a rychlost posuvu kapilary, a to tak, abychom mohli posoudit jejich vliv
na typ a hloubku vznikajici struktury. V druhé, taktéz experimentalni casti, byly z vyleptanych
kapilér ptipraveny jednotlivé vzorky, které byly nalepeny na nosi¢, pozlaceny a podrobeny analyze
pod elektronovym mikroskopem. Snimky vyleptanych struktur byly pofizeny pfti zvétSenich 5000x
— 50000x. Ttetim cilem bylo vytvofeni databazové aplikace, do které lze vSechny naméfené
experimenty uloZit vetn€ obrazové informace a také dotazového ndstroje, ktery umoznil
vyhledavat, tiidit a porovnavat vysledky jednotlivych experimentd.

Poslednim cilem bylo vybrat z namétenych dat takové experimentalni podminky, které umozni
vyrobu co nejvétsSiho mnozstvi kapilar liSicich se vyslednou strukturou a jeji hloubkou. Bylo
vybrano celkem 24 riznych morfologickych struktur; pro tyto struktury pak byly vyrobeny kapilary
s leptanou ¢asti o délce 250 mm a celkovou délkou 500 mm. Na neleptané Casti kapilary bylo
vyrobeno detek¢ni okénko a kapilary byly pouzity pro elektromigracni méfeni.

Prakticka méfeni jednoznacné prokézala, Ze strukturovani povrchu umoziuje separovat analyty,
které nelze separovat na komercnich kapilarach napft. 1ze odd¢lit stafylokokové kmeny MRSA
a MSSA, a navic je Ize jest¢ dé€lit na zéklad¢é ptvodu (agar, lidskd krev). Kromé separacnich
schopnosti se strukturovany povrch ukazal byt vhodnym také pro zachyt bakterii, které¢ potom
mohou byt infikovany bakteriofagy a lze tak zkoumat jejich vzajemné interakce. Za up-to-date
aplikaci lze také povazovat stanoveni jednotlivych plisni rodu Aspergillus ve vzorku piimo
odebiraném z plic pacienta. Posledni ukazkou novych moznosti je stanoveni alergenti v mléce.

Zavérem je tieba konstatovat, ze 1 kdyZ lze povrch kapildry do jisté miry narusit hydroxidem
sodnym nebo smési zalozenou na fluorovodiku, vzdy piijde jen o jeden typ morfologické struktury,
ktera bude navic kontaminovana cizimi heteroatomy, coz mize byt zejména v ptipad¢ citlivych
biologickych analyz ptekazkou. Vyhodou pouziti superkritické vody je zejména Cistota vysledného
produktu, moznost vytvaret na jedné kapilaie segmenty s rozdilnymi strukturami, plné kontrola
procesu a obrovské mnozstvi kombinaci parametri, umoznujicich tvorbu jesté dalSich, v této praci
neprezentovanych struktur.
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7

PRILOHY

v was -

Plan experimentt - zdvislost na hustoté Fizené

teplotou/tlakem

lzotermy (172 experimentd)

Izo bary (200 experimenti)

Pritok=2000 nl za min / FSC=100 pm /

Zoom: 5000x, 10000x, 25000x, 50000x

T[°C) P [bar] p [g/fcm3] LRM [mm/min] P [bar] T[*C) p [g/fcm3] LRM [mm/min]
800 0,781 4;8;16;32 300 0,743 4;8;16;32
740 0,775 4;8;16;32 320 0,703 4,;8;16;32
660 0,766 4;8;16;32 340 0,655 4;8;16;32
600 0,759 4:8;16;32 360 0,589 4;8;16;32
520 0,749 4:8:16;32 0 370 0,540 4:8:16;32

37'0 440 0,737 4:8;16;32 1’& 380 0,451 4,8;16;32
380 0,728 4:8;16;32 400 0,167 4;8;16;32
340 0,721 4:8;16;32 420 0,132 4:8:16;32
300 0,714 4:8:16;32 440 0,115 4:8:16;32
260 0,706 4:8;16;32 460 0,104 4,8;16;32
220 0,697 4;8;16;32 300 0,752 4;8;16;32
300 0,660 4:8:16;32 320 0,715 4;8;16;32
740 0,647 4:8;16;32 340 0,672 4;8;16;32
660 0,629 4;8:16;32 360 0,619 4:8:16;32
600 0,612 4:8;16;32 0 370 0,585 4:8;16;32
520 0,586 4;8;16;32 3'\' 380 0,543 4;8;16;32
440 0,549 4:8;16;32 400 0,395 4:8;16;32
380 0,507 4:8:16;32 420 0,224 4:8:16;32
340 0,461 4;8;16;32 440 0,172 4;8;16;32

00 320 0,422 4;8;16;32 460 0,147 4;8;16;32

& 300 0,357 4;8;16;32 300 0,756 4;8;16;32
290 0,309 4:8;16;32 320 0,721 4:8;16;32
280 0,259 4:8:16;32 340 0,680 4:8:16;32
270 0,219 4:8;16;32 360 0,630 4;8;16;32
260 0,189 4;8;16;32 0 370 0,600 4;8;16;32
240 0,149 4:8;16;32 3& 380 0,564 4:8;16;32
220 0,121 4:8:16;32 400 0,461 4:8:16;32
200 0,101 4;8;16;32 420 0,298 4;8;16;32
800 0,543 4;8;16;32 440 0,212 4;8;16;32
740 0,521 4:8;16;32 460 0,174 4:8;16;32
660 0,504 4:8:16:32 300 0,777 4:8:16;32
600 0,450 4:8;16;32 320 0,746 4,8;16;32
560 0,420 4:8;16;32 340 0,712 4:8;16;32
520 0,385 4:8;16;32 360 0,674 4:8:16;32
480 0,342 4:8;16;32 0 370 0,653 4:8:16;32

&60 440 0,292 4;8;16;32 30 380 0,630 4;8;16;32
410 0,256 4:8;16;32 400 0,578 4;8;16;32
380 ;217 4:8;16;32 420 0,515 4:8;16;32
340 0,174 4:8:16;32 440 0,441 4:8:16;32
320 0,156 4:8;16;32 460 0,364 4,8;16;32
280 0,124 4:8;16;32 300 0,780 4,8;16;32
240 0,098 4:8:16;32 320 0,770 4;8;16;32
200 0,076 4:8:16;32 340 0,741 4:8:16;32

360 0,710 4,8;16;32

0 370 0,693 4:8;16;32
10 380 0,676 4:8;16;32
400 0,638 4:8:16;32

420 0,597 4,8;16;32

440 0,552 4;8;16;32

460 0,504 4:8:16;32

Tab.1
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Plan experimentu - zavislost na pratoku SCW (80 experimentt)

FC5=100 pm / Zoom: 5000x, 10000x, 25000x, 50000x

TI[°C] P [bar] Pratok [nl/min] | plg/cm3] | LRM [mm/min] T[°C] P [bar] Pritok [nl/min] | p[g/cm3] | LRM [mm/min]
3000 0,715 4,8;16;32 3000 0,461 4:8,16;32
4000 0,715 4;8;16;32 4000 0,461 4;8;16;32
320 310 6000 0,715 4;8;16;32 400 340 6000 0,461 4,8;16;32
8000 0,715 4;8;16;32 8000 0461 4:8;16;32
10000 0,715 4;8;16;32 10000 0,461 4;8;16;32
3000 0,721 4;8;16;32 3000 0,420 4;8;16;32
4000 0,721 4,8;16;32 4000 0,420 4:8,16;32
320 340 6000 0,721 4;8;16;32 460 560 6000 0,420 4;8;,16;32
8000 0,721 4;8;16;32 8000 0,420 4,8;16;32
10000 0,721 4,8;16;32 10000 0,420 4;8;16;32
Tab.2

Pritok 1000 nl/min (68 exp.)
T=400 °C/ Pritok=1000 nl za minutu
FSC=100 pm
Zoom: 5000x, 10000x, 25000x, 50000x

P [bar] p [g/cm3] LRM [mm/min]
800 0,660 4;8;16;32
740 0,647 4,8;16;32
660 0,629 4:8;16;32
600 0,612 4:8:16;32
520 0,586 4;8;16;32
440 0,549 4:8;16;32
380 0,507 4;8;16;32
340 0,461 4:8:16;32
320 0,422 4;8;16;32
300 0,357 4:8;16;32
290 0,309 4,8;16;32
280 0,259 4;8;16;32
270 0,219 4,8;16;32
260 0,189 4;8;,16;32
240 0,149 4,8;16;32
220 0,121 4:8;16;32
200 0,101 4;8;16;32

Tab.3
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