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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva mrazovou sublimdaiygzaizeni Gatan Alto 2500
ve spojeni se skenovacim elektronovym mikroskopg®EM) JEOL JSM-7401F. Prace
se &li na teoretickou a praktickatast.

V teoretickécasti se zabyvamipdevsim fyzikalnimi viastnostmi vody a problematiko
mrazového suSeni. Popisuji také vlastnosti pomdtigtek, které se vyuzivajrigraci

s kryotechnologiemi. Sttmé popisuji pouzitou techniku: kryodaeni Alto 2500 a
SEM JSM-7401F.

V praktickécasti se ¥nuji popisu metody, kterou jsem vypracoval Zalém zngteni
Ubytku hmotnosti zmrazené latky vlivem jeji subloeave vakuu. Uvadim vysledky

meéieni sublimace pro latky: destilovana voda, Dextgiycerol a fosfatovy pufr (PBS).

Abstract

This thesis deals with freezy sublimation in cryachhement Gatan Alto 2500
connected to scanning electron microscope (SEM)LIB&M-7401F. The thesis is
devided into the theoretical and practical parts.

In the theoretical part | focus mainly on physigahlities of water and on problematics
of freezy-drying. | also describe qualities of ddiay substances which are being used
when working with cryotechnology. | briefly desaib technology used:
cryoattachement Alto 2500 and SEM JSM-7401F.

In the practical part | deal with the descriptidnttee method that | have developed in
order to measure weight decrease of frozen speciomering to its sublimation in
vacuum. | provide measurement results of the swbion of these substances:
demineralized water, Dextran, glycerol and phospbatfer saline.
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Uvod

Diplomova prace se zabyva moznostmi pozorovani atygh biologickych
vzorka pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEXthledem k tomu, Ze
biologické vzorky (kousky tkan buiky ...) obsahuji velké mnoZzstvi vody, je t&m
nemozné je pozorovat neupravené pomadného SEM. A to z iwvodu degradace
vzorku @i umiseni do vakua a také vlivem axwani elektronovym paprskem o
intenzié jednotek az desitek kV. Zdhto divodi je nezbytd nutné preparatipd
vloZenim do preparatorové komory mikroskopu upravit

Jako vhodna a Setrn& Uprava vzorku se ukazuje mgtchiZ je preparat velmi
rychle zamrazen na velmi nizkou teplotu, nasiedrobéhne sublimace povrchu (a
piipadné jemné pokoveni povrchu), pak jiz nasledupgopvani neposkozeného
vzorku. Tuto metodu nam umiadie provest elektronovy skenovaci mikroskop JSM-
7401F vyrobeny firmou JEOL ve spojeni s kryigzanim Alto 2500 od firmy Gatan.
Vzorek se necha prudce zmrznout v kapaném dusitav.vslushning station, poté je
pienesen ve vakuu do kryokomory, kde se provedersabé (a fipadné pokoveni) a
vzorek je nasledn transportovan do roe#d chlazené preparatorové komory
mikroskopu. Sublimace povrchu jéldzita, protoZe jinak dojde k degradaci povrchu
vlivem zaltivani vody (ledu) obsazené ve vzorku elektronovyaprpkem. Jelikoz
urychlovaci nagi mizeme v mikroskopu JSM-7401F snizitiidalow az stovky volt,
stai vysublimovat pouze tenkou vrstkiu vody na povrchu.

Mym hlavnim Ukolem proto bylo zjistit, jak probilsublimace v kryokomie@
Gatan Alto 2500, stanovit vhodnou teplotu sublimé&eeorek se nesmi poskodit) a
znefit casovou zavislost sublimace ledu ze vzorku. Vzhledetomu, Zze na tomto
(nebo i podobném) t&eni jde o ¥c dosud v literatte nepopsanou, byloeba
vyvinout metodu, jak mnoZzstvi vysublimované vodypec zngtit.

Pro mefeni sublimace byly pouZity origindlni duralové ¢tky urcené na
upevreni (prilepenim) pozorovaného vzorku. Ty jsem ale upraywrtanim otvoru
s ukitou (co nej¢tsi) plochou. Zde byla nakapnuta kapka vadyiné latky, tento
preparat byl poté zmrazertgmesen do kryokomory a sublimovéi fiznychéasech a
teplotdch. MnozZstvi latky (n&pvody) ged a po sublimaci bylo &eno pomoci
laboratornich vah ofipsnosti setiny miligramu. PréwodrZzet pesnost vazeni bylo
velmi nar@éné — vzorek bylo nutnéenaset z vah do dusiku, z dusiku do kryokomory a

z komory zgt na vahy. Nakonec se povedlo cely tento &@yqroces zoptimalizovat.



Terik byl priSroubovan ve specialnim drzdku a ten byl cely timigpochopitelg
pouze pi transportu mimo komoru) v uzgené sklesné vazence. VSe saniepre
muselo byt udrzovano zidodu mozné kontaminace a nasledné€myrwvahy v naprosté
cistot. Cely pivodni postup je saasti praktick&asti prace.

Poddilo se mi zngfit kiivku sublimace vody i teplog -80°C v ¢asovém
intervalu 0 — 120 minut. Teplotu -80°C jsem zvagklko posledni bezgaou —
nedochazi jestk degradaci vzorku a zaravgest probiha sublimace ledu viatelném
¢asovém horizontu, tj. naffené mnozstvi vysublimované vody Ize kvantifikovat.

Rovrez jsem otestoval dva zastupce latek, zvané kryegtanmty: testoval jsem
20% roztok Dextranu a ro¥h 20% roztok glycerolu. Testoval jsem také roztok
fosfatového pufru (PCB), ve kterém se biologickérky uchovavaji.

Diplomovou praci jsem rozitil na dw logicke ¢asti: teoretickou a praktickou.
V teoretickécasti se ¥nuji teoretickému zivodninim mrazové sublimace a moznym
vlivam a okolnostem. Podroblje rozepsan fazovy diagram vody; zvéést ¢asti, které
souvisi s problémem mrazové sublimace. Popsanyt@aihoji vyuzivané pomocné
latky, jako kryoprotektanty a pufry. Seasti jsou je$t kapitoly s popisem vyuZivanych
zaizeni: kryozéizeni Alto 2500 a skenovaciho elektronového mikopskJSM-7401F.

V praktické ¢asti se ¥nuji pouzité metod méreni, samotnému &eni sublimaci a

vyhodnocovani natitenych vysledi.



|. TEORETICKA CAST

2. Fyzikalni vlastnosti vody

2.1 Fazovy diagram vody

Obréazek 2.1: fazovy diagram H ,O zahrnujici vSechny faze [37:
10’
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2

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperature (K)

Fazovy diagram na Obrazku 2.1 (spolu s detailen®bgzku 2.2) znaztuje
jednotliva skupenstvi vody zéanych teplot a tlak Pri zménach skupenstvi se ném
chemickeé slozZeni vody, ale dochazi kesménfyzikalniho stavu. Za laboratorni teploty a
atmosfeérického tlaku (ozteano E) je voda kapalna, ale stdva se pevnou — |ekidyvi
se snizi teplota pod 273K a stava se plynou — p&ay¥ se teplota zvedne nad 373K
za stejného tlaku. Jak také vidime na obrazku, vodaiceit zakladni skupenstvi, ale
jednotlivych fazi vody (hlavhledu) zde nalezneme podstatrice.

Kazdéa kivka na Obrazku 2.%i 2.2 ukazuje hranici mezi jednotlivymi fazemi
vody a udava podminky, za kterych spolu mohoti fdve koexistovat. Na této hranici

zpasobi mala zréna teploty nebo tlaku rychlou 2mu faze z jedné na druhou. Spojime-
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li t¥i kivky, nalezneme tzv. trojny bod, kde mohou koexiatovSechnyit faze. Na
grafu (Obrazek 2.1) déle nalezneme tzv. kritickdl lfozn&en znakern), kdy jsou od
sebe d¥ faze nerozliSitelné. Fazovy diagram vody je komplema rkolik trojnych
bodi (termodynamicka datiznych trojnych botl jsou uvedena v Tabulce 2.1) a jeden
nebo dva kritické body. Mnoho krystalickych foremize byt metastabilnich a to

hlavre za nizkych teplot a tlaik

Obrazek 2.2: fazovy diagram H ,0 — detailni p fechod mezi kapalnym a pevnym

skupenstvim [37]:
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VSechny krystalické faze ledu obsahuji molekuly wospojené vodikovou
vazbou sé&tyfmi sousednimi molekulami. Ve vSectipmdech jsou oba vodikové atomy
v molekule HO ekvivalentni, udrzuji v molekule symetrii a dadgfztzv. ledové
pravidlo: dva vodiky na kazdém kysliku, jeden vouddkkazdé O...O vazbH-O-H ahel
v ledovych fazich je o trochu menSi nez uhel vatdru (109,47°) a to cca 107°.

Tabulka 2.1: termodynamicka data trojnych bod ¢ vody [37:

Trojny bod MPa °C | AS,JmoltK* | AV cm® mol?
0.000611657 0.010
, plyn — kapalina -132.5 -22050
plyn kapalina - Ih plyn —Ih 1545 122048
kapalina—lh -22.0 1.634
plyn Ih XI 0 -201.0
207.5 -22.0
. kapalina—lh -14.9 2.434
kapalina —Ih I alinas i 113.9 -0.839
lh—1lI 1.0 -3.273
Ih I 1l 212.9 -34.7

11



Ih—lI 2.1 -3.919

Th— Il 1.0 -3.532
-1l 3.2 0.387
344.3 -24.3
11—l 3.1 0.261
. . v -V 3.3 -0.721
-V 0.1 -0.982
346.3 -17.0
. kapalina—lIl -13.2 -0.434
kapalina itV kapalina—V 131 11.419
-V 0.1 -0.985
Il Vv Vi ~620 ~-55
625.9 0.16
. kapalina—V -15.7 -0.949
kapalina v Vi kapalina—VI -16.2 -1.649
V-VI -0.5 -0.700
Vi VIl VI 2,100 ~5
kapalina Vi Vi 2,200 81.6
Vil VI X 62,000 -173
kapalina Vi X 43,000 >700

Oba kritické body jsou ve fazovém diagramu vody r@2bek 2.1) znazoemy
znakeme. Za kritickym bodem v prostoru kapalina-para ¢eem nahoru vpravo) voda
existuje v tzv. superkritickém stavu, kde se fyhika/lastnosti (kapalina/plyn) &mi
v zavislosti na hustét Vlastnosti superkritické vody jsou velmi odliSnéd
nesuperkritické vody. Ndjklad superkritickd voda je slabé rozpagsb pro
elektrolyty, které maji tendenci tiib iontové pary. Nicméh je vybornym
rozpoustdlem pro nepolarni molekuly, kir své malé dielektrické konstana slabym
vodikovym vazbam (iistkim) je totiz velmi dobe misitelna. Superkriticka voda je

Mnoho vlastnosti studené kapalné vody (viskozitanadifuze, stlételnost,
Ramanovské spetrum a molekularni separace) saizoi tlaku okolo 200MPa. To
muze byt vysétleno vysokou hustotou kapalné faze obsahujici tpejie vodikové
vazby (Obrazek 2.3). Chemické vlastnosti vody jsestalé za vysokych teplot a tigk
diky zmgnam v: ionizaci, rozpustnosti, difuzivita reaktivit diky snizovani pé&u
vodikovych vazeb[ 3]

Kriticky bod a horizontalni #vka ve fazi hexagonalniho ledu (Ih) adigi
amorfni led s nizkou hustotou (LDA) a amorfni ledvysokou hustotou (HDA).

PrestoZze je vSeobe&nakceptovana a podfena mnozstvim experimentalnich dat
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existence druhého (pragubdobr metastabilniho) kritického bodu, neni potvrzena
teoretickou hypotézou.iechod mezi LDA a HDA je doprovazen v HDA zvySovanim
entropie a vlivu van der Waalsovych siltiwky vysokotlaké faze mezi ice-ten (X) a
ice-eleven (XI) jsou stéle jeSpredmétem experimerit

Jenom 1h, llI, V, VI, VIl mohou byt v rovnovaze spalnou vodou, kdezto
ostatni faze ledu,éetré ice-two, nejsou stabilni s kapalnou vodou za zZhdrkaku ani
teploty. Nizkoteplotni ledy ice-two, ice-eight (Yl ice-nine (IX), ice-eleven
(nizkotlaka forma), ice-thirteen (XIIl) a ice-foegn (XIV) maji (IIX a XIV pouze
casté&ng) nizkou entropii usp@adanych vodikovych vazeb, kdezto u ostatnichi led
(krom¢ ice-ten a ice-eleven, kde jsou vodikové atomy dssioky rozmistné) jsou
vodikové vazby rozruSovany smm k OK. Ice-four (IV) a ice-twelve (XIl) jsou
metastabilni v prostoru faze ice-five. Kubicky |€tt) je metastabilni vzhledem
k hexagonalnimu ledu. Jdildzité zdiraznit, Ze kapalna voda je stabilni v celém svém
fazovém prostoru. Ice-nine, protonovana forma koed, existuje pouzeftipnizkych
teplotach a vysokém tlaku a népe koexistovat s kapalnou vodou za Zzadnych
podminek. Hexagonalni led (lh) tdre byt metastabilni pod negativnim tlakem
(roztahovani) za velmi nizkych teplot diky ,prazdmrystrukturam o nizké hustottzv.
klatrat). Zcela vyerpavajici udaje o vySe jmenovanych forméch lediezn@me v
Tabulce 2.2.

Na Obrazku 2.3 vidime, jak se za zvySujiciho tlakySuje hustota jednotlivych
ledovych fazi. ZetSeni hustoty se dosahuje ohybanim vazeb arari@ pevajSich
kruhovych nebo helikélnich siti, ve kterych se wftwétSi mnoZstvi penetrujicich
vodikovych vazeb.

JesSt podrobrjSi a komplexjsi popis fazového diagramu vody nalezneme

v odkazu[ 3], ze kterého jsem vadrcitoval v této kapitole.
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Obrazek 2.3: za zvySujiciho tlaku se zvySuje hustot

totozné, pouze prvni je klasicky 2D graf, druhy je
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Tabulka 2.2: strukturalni udaje r

800

a ledovych fazi. Oba obrazky jsou

tznych typ dgledu [3]

nakreslen prostorov & (3D) [3].

Density Dielectric
Ice polymorph g cm %3 | Protons Crystal Symmetry constant, Notes
&s
:quxagonal Ice, 0.92 |disordered, Hexagonal one Cgq 97.5
Cubic ice, Ic 0.92 |disordered Cubic four C;
Non- As prepared,
LDA 0.94 |(disordered crystalline may be
mixtures of
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HDA

VHDA

Il, lce-two

I, Ice-three

IV, lce-four

V, Ice-five

VI, Ice-six

VI, lce-seven

VIII, Ice-eight
IX, lce-nine
X, lce-ten

Xl, Ice-eleven

Xl, lce-eleven

Xll, Ice-twelve

XIII, Ice-thirteen

X1V, lce-fourteen

1.17 |disordered
1.25 |disordered
1.17

1.14 |disordered
1.27

1.23 |disordered
1.31 |disordered
1.50 |disordered
1.46 ordered
1.16 ordered
2.51 |symmetric
0.92

>2.51 'symmetric

Non-
crystalline

Non-
crystalline

ordered |Rhombohedral

Tetragonal

disordered Rhombohedral

Monoclinic

Tetragonal

Cubic

Tetragonal

Tetragonal

Cubic

ordered | Orthorhombic

Hexagonal

1.29 |disordered| Tetragonal

1.23 ordered

1.29 ordered

Monoclinic

mostly Orthorhombic

one C;

one C,

one C;

one C,

one C,

four C;

one C,

one C,

four C;

three C,

distorted

one C4

one C,

one C4

3.66

117

144

193

150

3.74

several types

As prepared,
may be
mixtures of
several types

protons may be
partially
ordered

metastable in
ice V phase
space

protons may be
partially
ordered

protons can be
partly ordered

two
interpenetrating
ice Ic
frameworks

low
temperature
form of ice VII

low
temperature
form of ice lll,
metastable in
ice Il space

symmetric
proton form of
ice VII

low
temperature
form of ice |h

Found in
simulations
only
metastable in
ice V phase
space

ordered form of
ice V phase
ordered form of
ice Xl phase
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dalSi udaje o struktu Fe:

Molecular Small
Ice polymorph environments ring Helix Approximate O-O-O angles, °
size(s)
Ice polymorph 1 6 None All 109.47+0.16
Hexagonal ice, lh 1 6 None 109.47
Cubic ice, Ic 3+ 5,6 None mainly 108, 109 and 111
LDA 6+ 56 None broad range
HDA 6+ 5,6 None broad range
) 80,100,107,118,124,128;
VHDA 2 (1:1) 6 | None \a5'87.114,116,128,130
i ) . (1) 91,95,112,112,125,125
I, Ice-two 2 (1:2) 5,7 |4—fold (2) 98.98.102.106.114.135
) ) (1) 92,92,92,124,124,124
[1l, Ice-three 2 (1:3) 6 None (3) 88.90.113,119,123,128
(1) 82,82,102,131,131,131
i . (2) 88,91,109,114,118,128
IV, Ice-four 4(1:2:2:2) 4,5, 6,8 None (3) 85.91.101.103.130.135
(4) 84,93,95,123,125,126
r ) (1) 77,77,128,128,128,128
V, Ice-five 2 (1:4) 4,8 None (2) 78.89.89,128,128,128
VI, Ice-six 1 6 None 109.47
VII, Ice-seven 1 6 None 109.47
L _ L (1) 91,95,112,112,125,125
VIII, Ice-eight 2(1:2) 5,7 |4—fold (2) 98.98.102.106.114 135
IX, Ice-nine 1 6 None 109.47
X, Ice-ten 1 6 None 109.47
Xl, lce-eleven undetermined 6 None undetermined
i ) . (1) 107,107,107,107,115,115
Xl, Ice-eleven 2 (1:2) 7,8 |5—fold (2) 67,83,93,106.117,132
(1) 82,82,102,131,131,131
i (2) 88,91,109,114,118,128
XIl, Ice-twelve 7 (allequal) 4,5,6,8 None (3) 85.91.101.103.130.135
(4) 84,93,95,123,125,126
XIll, lce-thirteen 2 (1:2) 7,8 |5—fold (1) 107,107,107,107,115,115

(2) 67,83,93,106,117,132

2.2 Amorfni led

Bézny led, se kterym se setkdvame, je krystalickgrtamena, Ze jeho struktura
je tvorena opakujici se matrici molekul. Amorfni led jecani pevna forma vody,
skladajici se z molekul @ nahods rozlozenych podolinjako u Ezného skla. Tato
forma ledu vznika velmi rychlym zmrazenim kapalrady (okolo 100000 K/s), kdy
molekuly nestai vytvorit krystalovou niiizku. [9]
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Stejre, jako existuje mnoho forem krystalického ledu (ghle se uvadétrnact),
existuje i amorfni led vékolika forméach, které od sebe rozeznavame na z&lkdgidh

hustoty.

2.2.1 Vznik amorfniho ledu

Kli¢ovou vlastnosti pro vznik amorfniho ledu je rychloslazeni. Kapalna voda
musi byt zchlazena na tzv. glass transition tentpera(okolo 136K) v #&kolika
milisekundach, abychonr@desli samovolnému vzniku krysial

Tlak je dalSim dlezitym faktorem pro vznik amorfniho ledu a jeho ¢oy
zpasobuiji, Ze se jedna forma leduie zn€nit na jinou.

DalSi dilezitou \&ci, ktera se podili na pohodjgi produkci amorfniho ledu,
jsou chemické latky nazyvané kryoprotektantyid&@nim kryoprotektantu do vody
shizujeme jeji bod tuhnuti a zvySujeme viskozitg brani vzniku krystal Vitrifikace

bez gidani kryoprotektantu vyzaduje velmi rychlé mrazdrf]

2.2.2 Amorfni led s nizkou hustotou (LDA)

Amorfni led s nizkou hustotou (Low-density amorphaoce) obvykle vznika
v laboratdi pomalou akumulaci vodnich par na velmi rovny kowopovrch
podchlazeny na 120K. LDA ma hustotu 0,94 g/ciirf3]

2.2.3 Hyperchlazena sklovita voda (HGW)

Hyperchlazena sklovita voda (Hyperquenched glassgtew ) vznika
naprasovanim kagek vodni mlhy do kryogenu (propanolu) o teplokolo 80K nebo
hyperchlazenim mikrometrovych k&pk vody na drzaku vzorku vloZzeném ve vakuu do
kapalného dusiku (77K). Rychlost chlazeni ale noysinad 10000 K/sec, abychom se
vyhnuli krystalizaci kapek. # teplo€ kapalného dusiku (77K) je HGW kineticky

stabilni a nize byt uchovana po mnoho 1¢0]

2.2.4 Amorfni led s vysokou hustotou (HDA)

Amorfni led s vysokou hustotou (High-density amanp ice) vznika stigenim
hexagonélniho ledu (Ih)fpteplo& pod 140K. B 77K vznikd HDA z Ih ledu tlakem
okolo 1,6 GPa a z LDA tlakem okolo 0,5GPa. Hustoleto ledu je 1,17 g/cm39]

17



2.3 Proces krystalizace

Proces krystalizace ve vodnych roztocich wikich @inasi fazovou separaci,
kdy rostouci krystaly ledu stahuji vodu z nezanufzlyoblasti,¢imz se zvySuje
koncentrace zbylych rozték Tento proces poktaje do chvile, kdy cely systém
dosahne eutektické teploty a ztuhfstr.5-11; 1]

Cista voda nemusi zmrznouit 73K (0°C), ale je ji moZno podchladit bez
tvorby ledu aZ na teplotu 235K (-%8) pri normalnim atmosférickém tlakuiiRéto
teplo€ zatnou ndhodé vznikat jednotliva krystalizani jadra, ktera pak funguji jako
zarodky postupné krystalizacei Rrystalizaci ledu se uvauje teplo, které dfiva cely
systém a udrzuje jej v oblastistu krystal. Tento @& se nazyva homogenni nukleace.
Rast krystali pokratuje az do dosazeni rekrystalinateploty (cca 138K), a pokud
latentni teplo uvdlované krystalizaci dostat® rychle neodvadime, jsou vyttené
krystaly relativié velké. U vody obsahujici tistoty (nag. voda v biikach a tkanich)
pusobi v roli krystalizénich jader (zarodkkrystafi) nerozpustnéastice; v tomto
pripads se jedna o heterogenni nukledstr.5-11; 1]

Zakladnim podminkou pro minimalizaci Skoil mrazeni vzorku je dostates
vysoka rychlost odvodu tepla ze vzorku, tedy dosavgsoké chladici rychlosti.

V literatuie [1] se obvykle uvadi, Ze pro kvalitni kryofixaci jetné chladici rychlost
minimalns 10°K/s. Pokud neni této rychlosti dosaZeno, je vzergitaven nebezpe
posSkozeni vlivemtrstu krystal (viz vySe). Cilem kryofixace je dosahnout u vzotkw.
vitrifikovaného stavu, kdy je vzorek zchlazen pelrystaliz&ni teplotu bez vzniku

krystal.
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3. Rychlost mrazového suseni biologickych vzork U

Cas suseni pobliz hodnoty vyjtené pro maximalni subliniai rychlosti¢isté
vody miZzeme @ekavat pouze prockteré druhy biologickych vzotk jako Zedné
suspenze makromolekul. Prét§inu biologickych vzork, jako samostatné hky nebo
i celé tkar, se skut&na rychlost suSeni dramaticky odchyluje od teckgth vypata
sublimace cistého ledu. Ve zmrazenych biologickych preparatdokiz proces
sublimace vede k nastani povrchové suché vrstvy latky, které nasiedrani dalSi
volné sublimaci[str.243-246; 1]

3.1 Transport hmoty a tepla

Musime mit na pa#i, Ze pro vodu, kterd je sublimovana z povrchwldd
piepravovana i@s povrch vzorku) je pozadované mnozstvi energiantibativre
ekvivalentni latentnimu teplu. Tedy mrazové su$erdperace zahrnujici jak transport
hmoty (molekul HO), tak i transport tepla. Rychlost suSeni pak siama velikosti
rezistencedchto transpoft.

Existuji dw hlavni kombinace transfietepla a hmoty hem mrazového suseni
[str.252; 1]:

- transport tepla a transport hmoty prochazi stejoestou (sucha vrstva), ale
opanym sngrem

- tepelny transport probih&gs zmrazenou vrstvu a transport hmoty skrz suchou
vrstvu

V redlnych podminkach se tdou vyskytnou vSechny mozné kombinace
transportu hmoty a tepla a aktualbémposy zalezi na:

- velikosti vzorku, jeho tvaru a strukt

- povaze kontaktu vzorku se stolkem (drzakem, ...)

- velikosti vakua

- pritomnosti kondezatoru (chlagi) a jeho tvaru a orientaci

Pro vzorky uZivané pro elektronovou mikroskopii agaje mnozstvi
transportovaného teplarfgs mrazenou vrstvu, aby byl vzorek chlazeéhdm suSeni,
abychom se vyhnuli teplotnimustu plynoucimu z tepla jdoucihdgs suchou vrstvu

preparatu.
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3.2 Mrazova sublimace

Velké rozdily ve velikosti, tvaru a strukeibiologickych vzork ndm nedovolu;ji
stanovit obecna pravidla pro mrazovou sublimadiz&me ale dokazat, Zas mrazové
sublimace pro dany vzorek v optimalnich vakuovyokminkach je zavisly na teptot
preparatu, takze nejkrat&s je dosahovan, jestlize je vzorek drzen $@Evd teplotou
mozné rekrystalizace ledu.

Pro biologické vzorky s vysokym obsahem vody nasti@v rekrystalizaceip
teplo€ okolo -80°C (193K) a zamrznuti okolo 233K (rekalstace je také&asow
zavisly jev). To proto, Ze liky se skladaji ¥ady navzajem propojenyati naopak
odclenych kompartment, které obsahujié&smniznych organickych i anorganickych
roztoki.

Je také dlezité wdét, Zze zbyld vazana voda v tkanich ma stahihzaefekt
v proteinovych strukturach. Také plyny, které jsoapusény v buré¢né vod, mohou
byt pficinou vzniku artefakt. A to kvili znatné roztaznosti plyin ktera je zavisla na
teplot a tlaku.[str.256-261; 1]

3.2.1 Prubéh sublimace

Podil mezi¢asem nutnym k mrazové sublimaci definované vrstoyziého
preparatu atasem sublimace identické vrstvy ledu se nazyvaopgani faktor f
[str.254; 1]:

f = suSicicas pro xum vrstvu vzorku / sublimani ¢as pro xum vrstvu ledu ; B 1

Rychlost sublimace se ¢bem mrazového suSeni biologickych vZork
samozejm¢ méni a mizeme si ji rozdlit do tii skupin:

A. béhem prvnicasti, kdy je zmrazeny preparat (ktery byl uloZzénnfzke teplog,
nag. v tekutém dusiku) rozélvdn na teplotu mrazového suseni, dosahuje
sublimani rychlost nejvysSich hodnot. Za okolnosti, Zepjeparat obklopen
vrstvickou ledu, rychlost suSeni odpovida teoretickyifedpokladm pro
sublimaci ledu.

B. ve druhécasti Kivky, kdy suSeni fechazi z povrchu do vilku preparatu,
dochazi k podstatnému zpomaleni vysouSeni. To jsaheno jak rezistenci

vodnich par, tak i tokem tepla mezié@dujicim se prostorem mezi mistem

v
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C. behem teti fdze se mnoZstvi vyfmvani stale snizuje a blizi se k nule. V tomto
bod musime rozliSovat mezi tzv. zmrazitelnou vodourecplazenou vodou,
také nazyvanou vazebna voda. \rp&rné biologickeé tkani tvid vazebna voda
5-10% z celkového mnozstvi vodlystr.255; 1]

3.2.2 Teoreticka rychlost sublimace

Jewim sublimace a kondenzace kapalinyize@me porozugt na zaklad
kinetické teorie plyh. Absolutni rychlost sublimace ledu stileme vypgitat pomoci

nasledujici rovnice (tzv. Knudsenova rovni¢s)tr.250; 1]:

05
J=np[ M| o<p<t,
27T

kde:
n ... koeficient vyp#ovani

P, ... nasyceni (saturace) vodnich par v ledu

M ... molekularni vaha vodnich par (18,016)
¢... plynova konstanta
T ... absolutni teplota

J. ... absolutni rychlost sublimace ledg.gm™.s™]
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4. Pomocné latky vyuzivané p i mrazovém sublimaci

4.1 Kryogeny

Kryogen je latka, népsgji kapalina, kterd& nam umagje prudce zmrazit
vzorek, aniz by dochazelo ke vzniku velkych kry&talznik velkych krystal je pro
biologické vzorky ¢asto fatélni, protoZze nam krystaly potrhaji &tne stny, o
vhitrobureénych kompartmentech nemiv

NejznangjSi kryogeny a jejich z&kladni charakteristiku (bidehi a bod varu)
vidime v Tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: zakladni vlastnosti kryogen 4 [str.49; 1]

Kapalina Vzorec Bod tani [C] | Bod varu [TC]
Ethanol C-HsOH -117,3 78,5
Isobutan CH3CH(CH3) -159,2 -11,7
Isopentan (CH3) 2C3Hs -159,9 27,8
Propan CsHg -189,6 -42,1
Ethan CoHe -183,5 -88,8
Tekuty dusik No -210 -195,8

Asi nejznangjSim a také nejpopulagjsim kryogenem je kapalny dusik,
oznaovany jako LN. Dusik je za &né laboratorni teploty plyn bez barvy, chuti a
zapachu. Neni toxicky, nepodporujetéoi a neni ani jinak nebezmgy. Prvek dusik
pati v periodické tabulce prékmezi inertni plyny, to znamend, Ze reaguje s jinym
chemickymi slodeninami pouze za vysokych teplot a tlak/ atmosfée je dusik
tvoren dvouatomovymi molekulami, které jsou spojenymigbevnou trojnou vazbou.
Tato trojna vazba ma za nasledek jeho nizkou natktiTyto vlastnosti, spolu s velmi
nizkym bodem tani a varu (viz Tabulka 4.1) &ioi dok¥e a snadno pouzitelnym
v laboratdi. V neposlednirad je velmi dolie dostupny, kiédi snadné vyrob pomoci

frakeni destilace je totiz poénné levny (ve srovnani s ostatnimi kryogeny).
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4.1.1 Uchovani kryogen

Kryogeny uchovavame v tzv. Dewatonadoké. Dewarova nadoba (viz Obrazek
4.1) funguje stejijako Bzné termoska, tj. tepadnzoluje vnitni obsah od venkovniho
prostedi. Pouze s rozdilem, Ze \mita vrejSi nadoba (které jsou élyyrobeny z kovu)
jsou odéleny vakuem, které twdizolacni vrstvu mezi vniinim obsahem a venkovnim

prostedim.

Obrazek 4.1: Dewarova nadoba, ve které jsem m  él uchovany kapalny dusik a

polystyrénova nalevka, pomoci které jsem naléval LN  , do pot febnych za Fizeni:

4.2 Kryoprotektanty

Kryoprotektanty se pouZzivaji s cilem nahradit vegutkanichci bunkéach. Tim
se minimalizuje poskozeni &gobené vznikem velkych krystah podporuje se vznik
amorfniho ledu v bikach. Kryoprotektanty izeme rozdlit na zéklad jejich funkce
na dv¥ skupiny, které déle jeStdélime podle molekularni vahy (molecular weight —
MW): [2]

1. Penetrujici kryoprotektanty (Penetrating cryoprtaets — PCs)
1.1. MW<100Da - latky s nizkou molekularni vahou:

Polyalkoholy (PVASs): ethylen glykol (EG), dimethyulphoxid (DMSO),

propylen glykol, glycerol. Butandioly: 1,2-/2,3-laundiol, formamid, acetamid.
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2. Nepenetrujici kryoprotektanty (Non-penetrating gngpdectants- NPCs)
2.1.180 < MW < 594Da - cukry:
Monosacharidy: fruktosa, glukosa, laktosa, maltoB#sacharidy: sukrosa,
trehalosa. Polysacharid: rafinosa.
2.2.MW < 1000Da — latky s vysokou molekularni vahowcdHi Dextran, polyvinyl
pyrolidon (PVP), polyethylen glykol (PEG), polyvingikohol (PVA).

.....

nepronika dovnitburek ¢i vnitrobunéénych kompartmerit

4.2.1 Penetrujici kryoprotektant — Glycerol

Glycerol, neboli glycerin, ma systematicky naze®,3-propantriol, propan-
1,2,3-triol nebo 1,2,3-trihydroxypropan. Jeho sumh&rzorec je @HgOs a strukturni
vzorec vidime na Obrazku 4.2. Molarni hmotnost gigtu je 92,0932g/mol a hustota
1,26g/cn. Teplota tani je 17,8°C a teplota varu 290F@]

Obréazek 4.2: strukturni vzorec glycerolu  [47]:

OH OH OH

Glycerol je hygroskopicka bezbarva viskozni kapmlwez zapachu, sladké chuti.
Je dilezitou biogenni organickou sléeninou, nebt je ve forng svych estar sowtasti

tuka.

4.2.2 Nepenetrujici kryoprotektant — Dextran

Dextran je komplexni, rozveny polysacharid sloZzeny z mnoha glukosovych
(CsH1005) molekul spojenych vetzce o fiznych délkach. Ukazku struktury Dextranu
si miZzeme prohlédnout na obrazku 4.3ink¥y fettzec se skladal->6 glykosidické
vazby mezi glukosovymi molekulami, jestlizétwe z&inaji od al->3 vazby. Stupe
vétveni je giblizné 5%. etve jsou nejastji 1 az 2 glukosové jednotky dlouhé.

Je neutralni a rozpustny ve ¥dbiodegradovatelny a v neposledadt stabilni

vice nez 5 let[ 5]
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Obréazek 4.3: fragment struktury dextranu /57
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4.3 Pufry

Pufr (z ®meckého Puffer, ,naraznik"; téz tlumivy roztok, mgiictin¢ buffer) je
konjugovany par kyseliny anebo zasady (baze), kiergchopny udrzovat v jistém
rozmezi stabilni pH potgani silné kyselinyi baze do systému. Pufry jsou obvykle
smesi slabych kyselin a jejich soli, nebo &nslabych bazi a jejich soli. Pufrd
kapacita je maximalni, pokud je koncentrace obonjugpvanych slozek pufru stejna,
tj. pii pH rovném pK pufru. Pufr je nafiklad i krev, kterd uchovava pH na cca 7,4.

pH pufru Ize speitat dle tzv. Henderson-Hasselbachovy rovnidg]

pH = pK* + log ([A]/[HA]), neboli
pH = pK* + log ([baze]/[kyseliny]),

kde A je baze a HA kyselina, pKje pH, ¥ kterém je kyselina z poloviny disociovana,
prakticky se zjisti titraci kyseliny hydroxidem.

4.3.1 Fosfatovy pufr

Fosfatovy pufr (Phosphate buffer saline — PBS)\jeypici roztok &zné¢ uzivany
v biochemii. Je to solny roztok obsahujici chlosmdny (NaCl), hydrogenfosfahean
vapenaty (NgHPQ,) a fosforénan dihydrogendraselny (KROy).

PBS ma velké vyuziti, protoZe je isotonicky a néthy pro buiky. MiZe byt
uzit profedni latek, uziva se také jako vypiraci roztok. Kis&pi prodlouzeni suchého
uchovani imobilizovanych biomolekul (nidklad proteirfi, enzymatickych protein

atd.) se PBS uziva jako biomolekularni rozp&di§t, protoze mize uspgadat vodu
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kolem biomolekul na pevny povrch. Tento tenky fimody zabr#éuje deformaci
biomolekul nebo zi#né jejich konformace[ 6]
Vyroba 0,2M PBS:
- 14,32 NaHPO, rozpustit ve 200ml O
- 1,369 KHPO, rozpustit ve 50ml kD
- oba roztoky smichat dohromady
- pridat 0,1g NaCl

- prefiltrovat
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hlavou,

5. Popis kryoza Fizeni Alto 2500

Alto 2500 od firmy Gatan je pokédé kryozaizeni neboli kryoattechement
speciali konstruované pro spojeni se skenovacim elektranawjkroskopem (SEM).

Alto je integralni systém a sklada se z preparatoméory, komponent pro
komoru SEM, slushing station, vakuového transpbadrddizeni, vakuového systému,
specialni klavesnice a santepr¢ boxu s elektronikou.

5.1 Komponety Alto 2500
5.1.1 Preparatova komora

Obréazek 5.1: celkovy pohled na preparatorovou komor  u [str.6; 77

LN, filing port Binocular viewer

\ Ball valve

|
%‘_—_f% WTD {without

| | transfer rod) ‘

‘ Fracture knife
| |

Gate valve trap-door lever

Preparatovou komoru neboli kryokomoru stizeme prohlédnou na Obrazku
5.1. Kryokomora je vybavena kr@mjinych za&izeni magnetronovou pokovovaci
kterou mZeme vyuzit pro pokoveni vzorku a naslednéhcstsani

pozadovaného rozliSeni. Tuto pokovovaci hlavu neazku nenajdeme, je sundana
kvili lepSimu pohledu na celdizeni.
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V komore miZzeme proveést tzv. mrazovy lom, ktery ndm odhalfimhistrukturu
preparatu. K tomu slouzi specialni wymitelny miz — skalpel, ktery rizeme ovladat
pomoci tahla, které je vyvedené ven z boku komeiy Qbrazek 5.1).

Do komory je vidt bacnim a hornim okénkemarého skla. Na pohled doviit
muZzeme pouzit také binokl, ktery vyuzZijeme zwagki kontrole lomi a pokoveni
prepardtu. Pohled na preparat ndm zlepSujetlesv vnitku komory halogenovou
zarovkou.

Kryokomora Alto 2500 je pewn propojena s preparatovou komorou SEM
pomoci specialni redukce (liSici se podle typu oskopu). Komoru Alto lze
spojit/odpojit (samaiejmeé vzducho¥sng) s komorou SEM pomoci kruhového ventilu.

5.1.2 Klavesnice

Specialni klavesnice dovoluje uZivateli ovladat pyna cely systém venti)
pokovovani i os#tleni. Na klavesnici také nalezneme kontrolky glispro kontrolu
funkce celého z#&eni. Popisu jednotlivych prikklavesnice se buduémovat [Fi

vykladu samotného ovladani celéhdizani v kapitole 7.

5.1.3 Komponenty pro komoru SEM

Obréazek 5.2: komponenty pro komoru mikroskopu [str.8; 7]

Anti-contaminatar

SEM stage cold module

Cold nitrogen

gas entry and

exit pipes

.....

upinaci modul. Upinaci modul je konstruovan proomsani specialniho drzaku

preparatu Gatan a je chlazen dusikovymi parami.tolfenodul ma integrované i
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elektrické topeni, pomoci kteréhaifeme nastavit jehoiesnou teplotu a tim i teplotu
preparatu imo v preparatové koniie mikroskopu.

K této sad komponent také patplynové ptichodky, ptichodky pro elektrické
kabely, kryotrubky pro fivadkeni kryogenu — vtomto ffpact dusikovych par a

Dewarova nadoba se zasobou kryogenu.

5.1.4 Slushing station

Slushing station je Z&eni, kde se preparat vklada do chladici substance
(kryogenu) — v naSeniipact tekutého dusiku. Sklada se z storage boxu, vhadpsh
vkladani preparétdo kryogenu a slushing chamber, kdé&Zmbyt tekuty dusik upraven
do podoby dusikové&ist (tzv. slush) pomoci vakuového odsavani dusikoyyaha

vzduchu.

Obrazek 5.3: zakladni popis  €asti slushing station [str.9; 7]

Window (visualisation of

Slushing chamber VTD trap-door valve)

s S VTD ftrap door valve control
Storage pot g SN

e _ rod of slushing chamber

Vedle slushing chamber nalezneme maly skignprihled a z boku slushing
station tahlo na ovladani zéaklopky vakuového transpho zaizeni (VTD). Eelem
prihledu je umoZznit uZivateli zjistit, zda j& neni z&klopka VTD oteéend nebo
zavena, coz je velmiiezité @i vyuzivani tohoto systému, coz bude popsano gozd

v kapitole 7 v postupu #teni.
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5.1.5 Vakuove transportni za Fizeni

Vakuové transportni ¥zzeni (VTD), které vidime na Obrazku 5.3, je mozno
jeho girubou usadit imo na slushing chamber, kde je v kryogenu zmrgmeparat a
kde je mozZno odsat vzduch. Preparat je pak vtaZelinransportni koiirky VTD
piipraven k penosu do vakuované kryokomory Alto.

Tato transportni kofrka zarduje, Ze preparatistava ve vakuu; chrén pred
kontaminaci. Z&aklopka kofinky je vyrobena z bilého PTFE a nedovoluje pouze
hermetické uzaeni VTD, ale odemyka také mosaznou klapku vzdudhouézaéru
kryokomory. Rirubu VTD je totiz také mozné usadit na vstup kiyolory (viz obrazek
5.2) a vytaZzeni paky sirem doh oteweme jak VTD, tak i kryokomoru a ivieme
drzak s preparatem transportovat pomoci transpgtairovnou do kryokomory. Odtud
pak po upraveni preparatu (sublimace, mrazovy lopokoveni) posuneme preparat,
rovnéZz pomoci transportni &g, gimo do upinaciho modulu (kapitola 5.1.3) do

preparatové komory SEM.

Obrazek 5.4: na obrazku vidime VTD z vakuované stra ny. Zaklopka je zde v otev rfené
poloze, tj. stazend dol &, transportni ty € zde chybi z d dvodu p fehlednosti. T-tvar na
vrcholu komponenty VTD zabra ruje jejimu nahodnému uvoln éni z vzduchové uzav éru

[str.10, 7]

T bar

WTD transfer pot

Lead glass

VTD frap door valve (in open

position)
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5.1.6 Vakuovy systém

Vakuovy systém se skladé z ratépumpy a turbomolekularni pumpy.

5.2 Sublimace vody v kryokomo Ffe

O tom, jak rychle probih& v korf sublimace vody, se v originalnim manualu
mnoho nezniiuji. Vyrobce dava k dispozici jeden graf (viz GEal, hodnoty pro graf
jsou uvedeny v tabulce 5.1), bohuzel neuvadi, jk tyto hodnoty naréteny a zeho
byla voda sublimovéna. Proto i kdyZ tento graf \ddoaajimay, v praxi tyto hodnoty

prilis vyuZitelné nejsou.

Tabulka 5.1: hodnoty sublima éni rychlosti pro jednotlivé teploty [7]:

te[EJtI:(ita teplota [K] sublim?némsr]ychlost
-73 200 1,0E+03
-93 180 1,0E+01
-113 160 1,0E-01
-133 140 1,0E-03

Graf 5.1: graf zavislosti sublima  ¢ni rychlosti na teplot é:

teplota [C]

-180 -160 -140 -120 -100 -80 -60 -40 -20 0

P
o
m
o
o
sublima éni rychlost [nm/s]
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6. Popis mikroskopu JSM-7401F

V této kapitole bych ckit struiné¢ popsat skenovaci elektronovy mikroskop
JSM-7401F od firmy JEOL. Zaitim se vSak pouze na zakladni popis mikroskopu a
struinou charakteristiku jehouatezitych funkci. Nebudu popisovat jeho ovladani a
nastaveni, protoze to by vydalo na dalSi samosiakmihu a hlavé podrobny popis

ovladani, nastavenii&eni je detailé popsan v fivodnim obsahlém manualu.

6.1 Funk éni charakteristika

Mikroskop JSM-7401F je skenovaci elektronovy mikas s vysokym
rozliSenim, vyuzivajici jako zdroj urychlenych dfekia autoemisni (field-emission —
FE) trysku. Velikost samotného zdroje elekirga v tomto pipac cca 5-10nm, coz je
podstaté méré nez u klasické termoemisni trysky, u které ma ksdikost cca 10m.
Proftizeni elektronového paprsku a detekci povrchu péparyuziva tento mikroskop
nové technologie jako Gentle beam (GB) a r-filisombinace GB mddu, koénické
objektivovécocky a autoemisni trysky siénz\vétSuje rozliSovaci schopnosti mizkych
urychlovacich nafich. Na tomto zdzeni tak nizeme dosahnout rozliSeni 1,5nth p
velikosti urychlovaciho nagi 1kV. NejnizSi urychlovaci nagi pti GB modu niize byt
dokonce uz 100V.

Pfi pozorovani povrchu preparatu, s vyuzitim urychldto napti o hodnotach
nékolika stovek voll, je ziskani a zobrazeni kvalitnich informaci mopoéize bez
efektu nabijeni povrchu. VyuZitim technologie tefil selektivé detekujiciho
energetickou hladinu sekundarnich elekiremitovanych z preparatu, zredukujeme pro
mnoho druld vzorki efekt nabijeni.

Mikroskop funkiné integruje detektor sekundarnich elekirpnifilter, zesilova
sekundarnich elektrdndrzak vzork a detektor zgtné odrazenych elektrando celku,
ktery dokaze usgre ziskat kvalitni informace o preparatu i vipgad ne zcela
vhodnych tyf vzorka pro elektronovou mikroskopii. Tim jsou mySlenyegevsim
preparaty, které pod ¢bnym urychlovacim napim (Fadow desitky kV) rychle
degraduiji.

6.1.1 Gentle beam

Gentle beam je metoda sniZzovani rychlosti (Binidelektronového svazkegsns

pied preparatem. SniZzeni energie dopadajicich efeékttdsre pied interakci s
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preparatem snizuje jeho degradaci, zatimco vysleorl&eni (dané jovodni hodnotou
urychlovaciho nagii) zistavd zachovano. To je velmildZité pro pozorovani jemnych
struktur material majicich nizkou hustotu nebo malé atomdoiglo. Samoiejnme, Ze
tato metoda je zavisla na konkrétnim typu prepandedevSim na jeho vodivosti. U
biologickych prepardt se tak stegpnnevyhneme jemnému pokoveni povrchuizatiu

zvétSeni vodivosti[ 8]

Obrazek 6.1: rozdil mezi normalnim (nebrzd énym) paprskem a paprskem s vyuzitim

gentle beam. Na ose x je urychlovaci nap éti vkV a na ose y rozliSeni vnm [str.1-9;
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6.1.2 R-filter

R-filter je energeticky filtr, ktery umdaitije selektovat elektrony emitované z
preparatu podle jejich energetické hladiny. Kdygkabnovy svazek narazi na povrch
preparatu, emituji se elektrony &nymi energiemi. Multipletni statické pole ve filtr
vybere a detekuje sekundarni (@ppdré zpitné odrazené) elektrony. R-filtr obsahuje:
fidici elektrodu sekundéarnich elektéonidici elektrodu odraZzenych elektfoa filtracni
elektrodu.[ 8]

6.2 Komponenty mikroskopu

Mikroskop JSM-7401F, ktery vidime na Obrazku 6.2, sklada ze dvou
zakladnichc¢asti: elektron-optického systému (electron optmatem) a opetaiho a

zobrazovaciho systému (operation & display system).
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Elektron-opticky systém obsahuje hlavni konzolu ifmaonsole) a hlawh
opticky sloupec (optical column), ve kterém je jdektror, elektronové optika a ve
spodnicéasti je umisina preparatova komora. Hlavni konzola neslouzig&n stabilni
stolek pro opticky sloupec, ale obsahufedevsim tlumi naraz pro opticky sloupec
(viz Obréazek 6.4) a mimo jiné také olejovou difugnimpu. Vlastni vakuovy systém
mikroskopu vSak bude popsan podrgbn kapitole 6.3.

Oper&ni a zobrazovaci systém (operation & display syytebsahujetidici
systém pro elektronovou optiku, ovladaci elektranigro vakuovy systém,iibsy
motorovy pohon pro posuvny stolek umiist v preparatové konite (ovladany
specialnim joystickem), osobni @ta¢, zdroj napdajeni, ovladaci panel pteni
systémuiocek a samazjme klavesnici, myS a monitor (LCD).

Za zminku také stoji, Zze mikroskop ma vodni chladistém, ktery je nutno
napojit na externi pumpu a chladi

Principielni schéma funkce mikroskopu, na zakleterého vznika poZadovany

obraz preparatu, siieme prohlédnout na Obrazku 6.3.

Obrazek 6.2: pohled na cely mikroskop, neni vid ét pouze box se zdrojem  [str.2-1,
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Obréazek 6.3: principielni schéma mikroskopu [str. 2

-4, 7]
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6.3 Vakuovy systém

Vakuovy systém v mikroskopu JSM-7401F je pomd komplikovany (viz

Obrazek 6.3) a to zigodu nutnosti udrzovat velmi vysoké vakuum. Prooaatisni

(field-emission) trysku je nutno udrZovat tlak nevni 10’Pa, coZ? je velmi vysoka

hodnota i pro elekronovou mikroskopii. K udrZzovéak vysokého vakua nam slou#i t

iontové pumpy, umighé gimo na optickém sloupci. Preparatova komora umtaky

tlak mit nemusi, zde si vysime s hodnotou IWPa, kterou ndm zajije olejova

difusni pumpa.
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Obrazek 6.4: schéma zapojeni vakuového systému  [str.2-22, 7].
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RT — vakuovy reservoar

EI — bezpeénosti vakuovy vypina

b <L _ regulator tlaku

g pomocny tlakovy ventil
% — pneumaticky ventil

{E‘J- — solenoidovy ventil

@ — regulator toku
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Il. PRAKTICKA CAST

7. Méreni sublimace

Pro meéfeni mnoZstvi vysublimované kapaliny je nejzasgim problémem, jak
ono malé mnozstvi vysublimované kapaliny kvanti¥iab Limitujicim faktorem je zde
kryokomora ALTO 2500, ve které sublimace probih&é¥ komde Ize nastavit pouze
teplotu, velikost vakua je prakticky konstantiadow na Grovni 100 az 10°Pa).
MoZznost vioZit do komory &aké dalSi z&zenici detektor je velmi omezend, a to jak
prostoro¥, tak technicky (komora je vakuovana a chlazena) reposlednirad i
finanené.

Proto jsem jako v podstatiedinou moZznou metodu kvantifikace mnozstvi
vysublimované kapaliny vybral vazeni niggnych analytickych vahach mimo komoru.
Ve strignosti cely proces probiha takto: malé mnozstvi vf@ynamé hmotnosti) je
zmrazeno kapalnym dusikem v slushing station, oi&orek penesen ve vakuovém
transportni zéizeni do vychlazené kryokomory a tam je sublimoparucity ¢as. Poté
je vyjmut, ot zvazen a vysledny rozdil nam dava mnozstvi vysuitané vody.

| kdyZ je tato metoda zdantiviednoducha, v praxi bylardba vyeSit mnoho
mensSichei vétSich problém, nez se poddo metodu optimalizovat tak, Ze se vysledky

dailo bez problém opakovat Bkolik dnii po sok.

7.1 Testovaci pom dcka

Velikost a tvar testovaci paioky pro geneseni malého mnoZstvi kapaliny je
jasre limitovan velikosti vakuového transportnihaizani (VTD) a mozZnosti upnuti do
n¢j. Vyuzil jsem proto standardni duralovy &ik pro biologické vzorky o tvaru valce s
praimérem lcm a vySkou také 1lcm. Material dural (slitdeniku) se pouZziva hlaen
z davodu velmi dobré tepelné vodivosti a nizké hmotnost

Do tekiku byl vyvrtan co nej#tSi otvor — o pkméru 9,2mm, viz Obrazek 7.1.
Takto upraveny téik byl upnut do standardniho drzaku dodavanéhansportnimu
zaizeni (VTD). Tyto d¢ ¢asti tvaily béhem pokus nedilny celek a i vazeni vzdy
probihalo spokéné. A to z toho dvodu, Ze montaz vatku zabira utity ¢as (znéna

¢asu sublimace), tak i Zidodi mozné kontaminace. Do pdeky je mozZno nakapnout
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maximalré cca 150ul kapaliny, aniz by dochazelo k vylitifiptransportu nezmrazené
kapaliny.

Na tegiku tak mohla vzniknout plocha kapaliny o velikogtiblizné 66,5mm.
Tato plocha fblizn¢ odpovida povrchu diné uzivanych malych biologickych
preparai (nap. kousek tka#) o priméru cca 2-5mm. Zde totiz musime brat v Uvahu,
Ze preparaty nejsou rovinné, ale zpravidla majkuys-2mm.

Nekdy se pozoruji i #Si preparaty, ndfklad hmyz, kde je plocha povrchu i
fadow vétSi. Nepod#lo se mi vSak vyrobit Zadnou pdicku, kterou by bylo mozné
vytvorit vétsSi plochu. Zde jsem narazel na to, Ze viitvoapiklad ledovy krystal o
raiznych tvarech a hla¥nvelkych plochach neni problém, ale je praktickynoéné
vytvoiit ho znovu stejny. Coz je pro opakovanécremi malého mnoZstvi
vysublimované kapalinyipriznychéasech z fesré definované plochy problém zcela

zasadni.

Obrazek 7.1: standardni drzék ter ¢ikd pro VTD a upraveny ter éik:

7.2 Pomacky nutné k pokusu

- Testovaci poriicka (Obrazek 7.4)

- Pipeta s jednorazovymi $ami (rozsah 1 — 1000l)
- Sklergna vazenka

- Petriho miska

- Nadoba na testovanou kapalinu
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- Pinzety

- Horkovzdu3na stolei( fén)

- Vyklapéci drzak pro poni@ni do dusiku (Obrazek 7.2)

- Destilovana voda a ethanol na oplachovani

- Chirurgickeé rukavice

- Stopky

- Trychtyf na nalévani Lk

- Tekuty dusik (LN) v Dewaro¥ nadok (Obrazek 4.1)

- Polystyrénova nélevka na LkDbrazek 4.1)

- KoZené rukavice (pro manipulaci s pN

- Presné analytické vahy: Sartorius R 180 Egspost 0,04mg, rozsah 0,01mg —
182¢g (Obrazek 7.8)

- Kryozaizeni Gatan Alto 2500¢pojené k mikroskopu JEOL JSM-7401F

- Vakuové transportni ¢&zeni (VTD) (Obrazek 7.3 a 7.4)

Obrazek 7.2: testovaci pom dcka v otev fené vazence, vyklap éci drzak pro pono rfeni do

LN, (zde vyklopeny nahoru) a pinzeta:

40



Obréazek 7.3: vakuové transportni za Fizeni na odkladacim drzaku:

Obréazek 7.4: testovaci pom dcka nasazena na VTD:

7.3 Postup m éreni

7.3.1 Zprovozn éni kryoza Fizeni

K méteni sublimaci nenifg¢ba zprovoznit samotny mikroskop, ten ponechdme
ve stand-by stavu. Pogtanam zprovoznit kryoZé&eni (kryoattechement) Alto 2500.
Pred zapnutim tohoto #aeni je teba zkontrolovat&které ventily — viz manudl7].

1. Zapneme kryoattachement hlavnim vygima. Red tim ale zkontrolujeme, zda
je turbomolekularni pumpaigpnuta na plny vykon (ma dva rezimy: 0 —
poloviéni vykon (stand-by) a 1 — plny vykon)iiRzapinani je nutné podrzet
horni kryt komory (obsahujici pokovovaci hlavu) a zejména, pokud byla
komora pedtim zavzdudma.
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. Vyc&kame, dokud tlak v konfe neklesne alespma 10°mb (=10°Pa). Jednotku

milibar uvadim zarérne, protoze pré¥ v téchto jednotkackiteme hodnoty tlaku
na displeji kryoz#zeni.

Sundame kryty plnicich otvibma dusik (Obrazek 5.1). Do pravého otvoru (to je
ten, jehoZz krytka nema otvor) potécémame nalévat pomoci polystyrénove
nélevky a trychtie kapalny dusik. Neftve nalijeme zhruba 1 |, poté skame
zhruba 5min, nez se komora alesgéast&né vychladi £100°C) a poté nalijeme
dalsi litr. Ri nalévani kapalného dusiku je vhodné pouzit kozekévice.
Vyckame, dokud se komora komplétmevychladi. Na ovladacim panelu vidime
jak teplotu v komee, tak po pepnuti i teplotu dekontaminatoru (po zchlazeni
cca -190°C). Poté nastavime f@ditnou teplotu k sublimaci na ovladacim panelu
a zapneme topeni (pomoci pravéhditka HEATER, levym se zapina vytap
upinaciho modulu umigtého v komée SEM).

Po ustéaleni teploty v kon® na pozadovanou teplotuazeme zait provadt

vlastni n&feni.

7.3.2 Méreni sublimaci

Dulezité poznamky:

Veskeré poricky je teba mit dokonalgisté a vysuSené zidodu mozné
kontaminace!

Sklerénou vazenku nikdy nepokladdme nal,sale vzdy do Petriho misky a to
z divodu potencialni kontaminace distotami a nasledného ovligmi vazeni.

S testovaci poildtkou a vazenkou vzdy manipulujeme v chirurgickych
rukavicich a pinzetou.

Vahy je nutné zapnout dostame piedem, ihned po zapnuti nevazi zcelespe.
Rovrez si musime wdomit, Ze reaéni doba vah f vazeni je cca 30s.

Veskera nifeni provadime v klimatizované labor&to

Vazenku umistime do Petriho misky a viozime testbymnucku (Obrazek
7.2). Do otvoru v tefiku poté nakadpneme pomoci pipety 1A0testované
kapaliny a vazenku uzésme.

Véazenku s testovaci pditkou pgeneseme (e@nasime na Petriho misce) na

analytické vahy a zvazime (uz sarfga¢ bez misky).

42



. Do kelimku umistném v slushing chamber nalijeme kapalny dusik aniel
opatrre vyjmeme testovaci poicku pinzetou z vaZzenky a umistime do
vyklapeciho drzaku (Obrazek 7.2).

. Vyklapéci drzak spolu stestovacim pookou pomoci dlouhé pinzety
pieneseme do kelimku s kapalnym dusikem (Obrazek D6) dusiku ho
spoustime pomalu a drzime ho cca 2cm pod hladipratigze rychly pohyb by
vytvoril na hladiré testované kapaliny Gtvar ve tvaru kapky (nebo pogd
Zadouci povrch zmrazené kapaliny je stejny, jakodlamkapalina ped
zmrazenim, tj. rovny s okrajiinutym ke sénam otvoru.

. Po vyrovnani teplot (dusikig@stane fit) spustime drzdk na dno kelimku, ale
stdle ho drzime pe¥npinzetou. Poté pomoci druhé pinzety vyklopid@est
drzaku smirem nahoru. V§nivajici ¢ast testovaci poticky zachytime na
bajonetovy uzé&y vakuového transportnihoizzeni (VTD) a kon&n¢ mizeme
pinzetu, kterou drzime drzék, vytdhnoui #to operaci je @lezité, aby cela
pomicka Zistala umisina pod hladinou dusiku (nebezpeoroseni), nebo
abychom dokonce neposkrabali pinzetami povrch zemé@kapaliny.

. Pfirubu VTD pelivé umistime na forubu slushing chamber. Z komory
vycerpame vzduch pomoci titka SLUSH/VENT. B cerpani jiz nizeme
pomicku vytahnout nad hladinu a nechat ji chladit podmsikovymi parami
(Obrazek 7.6). JeStnez se nam zae z kapalného dusiku trbdusikova st
(slush), tak testovaci paroku zcela zatahneme do transportni kdag. AZ se
nédm hladina v kelimku zcela zakryje ledovaistf, uzaveme z&klopku VTD.
Poté ukodime cerpani opt pomoci tlgitka SLUSH/VENT.

. Sejmeme VTD (po vyrovnani tlaku) ze slushing statiorychler preneseme ke
kryokomde a gitiskneme okraj VTD na ifirubu vkladaci komory (Obrazek
7.6). Stiskem tléitka LOAD/PUMP vyerpame pedkomirku na pozadovanou
hladinu vakua - na displeji kryokomory by se na#azobrazit min. pt carek.

. Oteweme zaklopku VTD a tim se nam také @eevstupni otvor komory (viz
kapitola 5.1.5). Pofitku zasuneme na ozfemé misto ve stdu komory. Poté
ihned spustime stopky $qulem nastavenym poZzadovanyasem sublimace.
Pfi zasunovani/vysunovani testovaci pmky si mizeme v komge rozsvitit
swtlo pomoci tlditka LIGHT, ale nedopokiuji ho mit rozsvicenédmhem celé

doby sublimace, hrozi totiz ovli¥ni méteni vlivem tepla plynouciho z Zarovky.
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9. Po ukkhnuti vybranéhaasu vtdhneme testovaci packu zpatky do korirky
VTD a uzaveme zaklopku. Stiskneme, tentokrat dvakrat, LOAINRU (s
kratkou mezerou cca 1s) a sejmeme VTimpy kryokomory.

10.Preneseme VTD zft do slushing station (tentokrat bez kelimku s kiersi).
Umistime VTD na firubu slushing chamber a oteme klapku. Z VTD rychle
vysuneme vzorek a rychle ho pomoci pinzégneseme dorppravené otaené
vazenky, kterou ihned po vlozeni vzorku uzawe. Toto je velmi rizikova
operace, ale lze ji zvladnou vcelkutepr® pomoci nacwienych a
zautomatizovanych pohyia je samaozjmeé nutné ji dlat vzdy steji dlouho.

11.Vazenku se vzorkemigneseme na analytické vahy (Obrazek 7.8). Totoniaze
se liSi od vazeni v beéd2 vtom, Ze neni mozno vazeni libouwblapakovat a
vysledek zpimériovat. Vzorek se nam totiz vlivem vzdusné vihkostsd a
tim se zvedne jeho vaha! Ja jsem postupoval tgddoviozeni vazenky jsem
zaznamenal prvni hodnotu po 30s a dalSithhpdnot opt po 30s. O&ch Sest
hodnot proto, Ze po cca 3min setdsirhmotnosti vlivem oroseni zastavi a dale
hmotnost velmi pomalu klesa.

12.Po zvazeni vyjmeme testovaci pimwku z vdZenky, dlejeme na laboratorni
teplotu horkovzdusSnou pistoli a dheé vycistime (oplachneme pomoci
destilované vody a ethanolu). Poté vazenku a vzpekvé vysuSime ot
pomoci horkovzdusné pistole. R@Znorosené pinzety a drzak musimelpe
osusit, nebt se na kovovychdcech vyjmutych z kapalného dusiku itivied.

13.Pred ogtovnym nalitim testované kapaliny si musimetdomit, Ze rozefété

pomicky musime nechat pomalu zchladnout na teplotui gkadioratde).
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Obréazek 7.5: pono Feni testovaci pom dcky do tekutého dusiku ve slushing station:

Obrazek 7.6: VTD nasazené na slushing station — pro  biha ¢erpani komory a vzorek je

vytazen nad hladinu dusiku:
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Obréazek 7.7: kryokomora s nasazenym VTD — probiha s  ublimace:

Obrazek 7.8: vazeni testovaci pom

tcky ve vazence na laboratornich vahach:
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7.3.3 Ukon €eni prace s kryoattechementem

1. Nejdiive vypustime zbyvajici dusik z krykomory: ucpeméslepkou levy
nalévaci otvor a do pravého vlozime specialni \giévkovovou tyinku
(originalni gisluSenstvi Gatan). Doftipravené polystyrénové nalevky poté
zachytavame tryskajici dusik. Musime byt velmi @dbbH, protoze tekuty dusik
tryska okamzit a velmi boilivé. Rovréz se nedotykdme kovovéctgky, ale
jen plastové ucpavky — nebezppopaleni od velmi studeného kovu.

2. Prepneme turbomolekularni pumpu na potovivykon.

3. Nastavime topeni (pravé dltko HEATER) na +20°C a Wkame, dokud se
teplota uvnit komory i teplota dekontaminatoru nevyrovnaji nd0

4. Po vyrovnani teplot je mozné provést zavzdngkomory, to by ale # provést

technik mikroskopu (postup je saniiepmé v originalnim manuald 7]).
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8. Vysledky m éreni

8.1 Uvod do m éreni

V prvni fazi nméfeni jsem na destilované wogouze vymyslel a testoval metodu,
jak vibec Ize sublimaci ledu zit. Poddilo se mi sestavit metodu, kterou uvadim
v predchozi kapitole. Teprve poté jsem mohiiza vlastnimi experimentyipriznych
teplotach acasech, které sty vést k grafim, kde by byly zavislosti odparu ledu
riznych kapalin n&ase.

8.1.1 Chyba metody — vliv oroseni

Chyba metody zde nebyla jenom samotna tolerancéwalkapitola 7.2), ale i
nagiklad lehké oroseni testovaci pocky pii vyndani z kryokomory a vloZeni na vahu.
S problémem kolisani hodnot vlivem oroseni jsensis&Zil vypdadat jednak praci
v klimatizované laboratq jednak nasledujici metodou:

Pt testovacich rérenich jsem vypozoroval, Ze oroseni mé vzdy stejipgh:
hmotnost vzorku pomalu stoupa n&ité maximum, které nastane zhruba 3 minuty po
vloZeni vzorku na vahyCas grenosu z kryokomory na vahy byl vzdy konstantxdirel
20+1,5s. Po vilozeni vaZenky s testovaci pckou na vahy jsem spustil stopky a prvni
hodnotu zaznamenal az po 30s (tedkdoby vah je prayv30s). DalSi hodnoty jsem
zapisoval vzdy také po 30s, takZze jsem zapsal ceBest hodnot. Z¢thto hodnot jsem
vypocetl aritmeticky pamer. | kdyZ je tato metoda zdanéiwnegesna, v praxi se velmi
oswdcila a davala hodnavngjsi vysledky, nez nagklad zaznamenani pouhé jedné
hodnoty z vah. Tim, Ze jsem #pnéroval hodnoty nagiené v uéitém casovém
intervalu, jsem vylod&l drobné rozdily v oroseni testovaci péckhy pii jednotlivych
pokusech.

Dokonce jsem pozoroval, Zze pokud jeilmth oroseni vyrazh jiny nez vyse
uvedeny, tér¥ jist¢ bude vysledek pokusu vyrazrodchylen. Zpravidla to bylo
vakuovani vzorku, dotknuti se (rfagrstem) testovaci paioky nebo nedostataym
vycisténim testovaci pofitky ¢i pinzety. RoviZz bylo nezbytd nutné po kazdém
meéteni péliveé vysusit (horkym vzduchem) skl&mou vazenku a poté ji nechat pomalu

zchladnout na laboratorni teplotu.
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Pt méteni sublimaci kryoprotektainta pufru se mi mimagk poddilo zmérit
velikost chyby metody. U nesublimujiciho preparagia totiz znéna Ubytku hmotnosti
(zde jde o kladny ubytek, tedy vlasto prirastek) rovna chybd metody. Tim myslim
chybu vah a hlavhvliv oroseni. Na sublimaci vodyipobil jes¢ jiny faktor a to vliv
povrchu hladiny (viz kapitola 8.2).

Chybu metody nazianou i pokusech s kryoprotektanty a pufrem jsem se
rozhodl je&t owiit a to nasledujicim Zsobem: proved| jsem kratké kontrolngimni
s prazdnou testovaci pdwckou, které je popsano v kapitole 8.5. Vyslednoybch
metody jsem poté spetl tak, Ze jsem vzal pmérné hodnoty Ubytku sublimace
z tabulek 8.2, 8.3, 8.4 a 8.5 a vypt jsem z nich pmeérnou hodnotu. Ta nam
pravdépodobré ukazuje hmotnost vody, ktera se nam vysrazeleesim\vaci porficce
pii vazeni &ini pramérné 0,00027g. Vzhledem k tomu, Ze tato hodnota Blaroyt @i
kazdém experimentu stejna, dale s ni nepracuji.liMysi, Ze zde je wezita zavislost
ubytku hmotnosti ngase (viz grafy) aikvku grafu tato hodnota neovlivni. Maximéin
by posunula cely graf oéno malo nize. Ale i samotny rozptyl hodnot (v¥fema chyba

meéieni — viz tabulky) je totiz vzdy vySSi neZ tato i&wa chyba metody.

8.1.2 Pouzité hodnoty a zp asob jejich vypo €tu
Ubytek hmotnostidom: dm=m, -m, , kde:
- m, je hmotnost testovaci pditky s nalitou kapalinouipd sublimaci.

- m, je hmotnost testovaci pditky se zmrzlou kapalinou po sublimaci.

Primérna hodnotadm: am= = 0y am,

=]

Absolutni chybadm: dm=

_

1 -
= Dz (dm-am,)?
Relativni chybaAm: Am= % (100

8.2 Méreni sublimace vody

Pri prvnich neéfenich jsem zkouSel testovatzné teploty fi stejnémcase. Zaal
jsem testovat na -80°C a postipgsem snizoval teplotu na -90°C, -100°C a -110°C. U
teplot nizSich nez -80°C se mi neptitananttit hodnowrna a reprodukovatelna data,

a to z divodu velice nizké sublimace ledui géchto teplotach. Nagiené hodnoty
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Ubytku vody se pochybovaly okolo samotné chybyfeani a to i pi velmi dlouhych
sublimanich ¢asech (2 hodiny). Proto jsem se z#ima teplotu -80°C, kterou Ize
jes€ oznait jako bezpénou pro biologické vzorky, ale zaravge zde mozné nadiit
hodno¥rna data.

V Tabulce 8.1 nalezneme hodnoty Ziemi sublimace leduip-80°C. Pdet
hodnot se u jednotlivychasi liSi a kolisa mezifemi a Sesti. R@t hodnot jsem totiz
meénil podle toho, jak blizkaii daleko byly u sebe hodnoty Ubytku hmotnosti. Vliv
rovnéz nela i velkac¢asova narénost experimerit protoze za den bylo mozno proveést
priblizné ¢tyii experimenty (a &které se samaejme nepovedly).

Je také velmi dlezité si u¥domit, co namifené hodnoty Ubytku hmotnosti
znamenaji: nejdefpmo o Fesnou hodnotu vody, ktera se v definovariése odpala.
Na tomto méieni je podstatny postuprse zvySujici Ubytek hmotnosti, ktery nam
ukazuje Graf 8.2.

Na hodnoty nily vliv dvé negiznivé okolnosti:
- oroseni testovaci paioky — viz kapitola 8.1.1
- vliv povrchu hladiny — i kdyZ mym cilem bylo vytkib pti zmrazovani stejnou
hladinu vzorku, nelze toho santepm¢ stoprocentét dosahnout. # prabéhu
sublimace bylo v kryokonte vidt, jak led postuph praska a to pochopitein
vzdy trochu jinak (zpravidla se objevilii praskliny jdouci od $edu snérem

k okrajim). Rizné odliSnosti tohoto jevu podle mého nazoru mapysobit

chybu viadu jednotek procent.

Pramérné hodnoty Ubytku hmotnosti jsou v Grafu 8.1 vyargy znakem) (to
plati i pro ostatni grafy) a proloZenyiwkou. Tato Kivka byla vytvdena jako spojnice
trendu typu polynom 2adu. Nandiené hodnoty by gy mit teoreticky linearni gibéh,
ale na grafu vidime, Ze rychlost sublimace velnhicke klesa gasem, proto jsem na

proloZeni zvolil radji polynom, nikoliv linearni pibéh (primku).
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Tabulka 8.1: tabulka hodnot pro m  éfeni sublimace vody:

Cas sublimace t [min] 0 15 30 45 60 75 90 120
Ubytek hmotnosti dm([g] | n
1 0,00681 | 0,00496 | 0,01312 | 0,01618 | 0,02106 | 0,02424 | 0,02196
2 0,00782 | 0,01164 | 0,01642 | 0,01577 | 0,01880 | 0,01945 | 0,02938
3 0,00266 | 0,01382 | 0,01187 | 0,01671 | 0,02271 | 0,02391 | 0,03514
4 0,00716 | 0,01472 | 0,01340 | 0,01980 0,02655
5 0,00203 | 0,00872 | 0,01350
6 0,01140
Relativni chyba Am[%] 20,6 14,8 4,9 4.6 4,4 5,6 9,8
Absolutni chyba Im [a] 0,00109 | 0,00160 | 0,00066 | 0,00079 | 0,00093 | 0,00126 | 0,00276
Primérna hodnota dn[g] 0 0,00530 | 0,01077 | 0,01329 | 0,01711 | 0,02085 | 0,02253 | 0,02826
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Graf 8.1: zavislost zm ény hmotnosti vody na ¢ase p#i teplot é -80CT:
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8.3 Méreni sublimace kryoprotektant &

Méieni sublimace kryoprotektantprobihalo podle stejného postupu, jako
meieni sublimace vodniho ledu. Jako vzorek kapaliny pguzit 20% roztok
kryoprotektantu v destilované vadrento 20% roztok se totiZbn¢ pouziva k ochran
biologickych preparét pied moZznym poSkozenim rigtajicimi  krystaly @
zamrazovani, kdy neni za&ena dostatan¢ velka rychlost mrazeni.

Pro experimenty jsem, si vybral dva typické zastupobou skupin
kryoprotektani. Z nepenetrujicicich je to Dextran a z penetreiiicglycerol. Jejich

vlastnosti byly popsany v kapitole 4.2.1 (glycem@$.2.2 (Dextran).

8.3.1 Sublimace Dextranu

Jak mizeme vidt v Tabulce 8.2, naétienych hodnot je zde vyrazmeére nez u
meieni sublimace vody. Nejsou uvedeny hodnoty relatam absolutni chyby &ieni,
protoze si myslim, Ze nema smysktfiat chybu piiméru z dvou hodnot.

To nejpodstat¥jSi ale je, Ze se potlbp prokazat, ze 20% roztok Dextranu po
zamrazeni a umisti ve vakuu nesublimuje. Nattené hodnoty, které vidime v Grafu
8.2, se totiz pohybuji lehce po nulou — Ubytek kagase nam zde stav&ipistkem. To
nam neukazuje nic jiného, nez samotnou chybu metatlydochazi k witému oroseni
testovaci poriicky a tim uéitému natstu hmotnosti.

V Grafu 8.2 jsou vyneseny {gnérné hodnoty stefhjako u ngfeni vody a také
jsou propojeny kvkou, tentokrat polynomem 3Fadu. Coz zde nenifiiS podstatné,

protoZze nam tatoikvka ukazuje pouze fluktuaci natenych hodnot.

Tabulka 8.2: tabulka hodnot pro m  éfeni sublimace 20% roztoku Dextranu:

Cas sublimace t [min] 0 30 60 90 120
Ubytek hmotnosti dm|[g] | n
1 0,00021 | 0,00014 | 0,00008 | -0,00102
2 -0,00059 -0,00101 | 0,00063
Relativni chyba Am[%]
Absolutni chyba ImIg]
Praméma hodnota dm [g] 0 -0,00019 | -0,00030 | -0,00047 | -0,00020
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Graf 8.2: zavislost zm ény hmotnosti roztoku Dextranu na  ¢ase p#i teplot é -80C:
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8.3.2 Sublimace glycerolu

Méieni sublimace 20% roztoku glycerolu bylo velmi podé, jako u roztoku
Dextranu. | zde jsem naifil pouze rkolik hodnot. A to ze stejnéhotdodu —
prokazalo se, Ze roztok glycerolu ani po dvou hacdmnsublimace prakticky nezmil
svou hmotnost. Na#iené hodnoty Ize totiz v kontextu s ostatnin@iiemimi prohlasit
pouze za fluktuaci chyby &eni. Nicmés i zde uvadim v Grafu 8.3 grafickou zavislost

zmeény hmotnosti n&ase, proloZzenou polynomemiadu.

Tabulka 8.3: tabulka hodnot pro m  éfeni sublimace 20% roztoku glycerolu:

Cas sublimace t [min] 0 30 60 90 120
Ubytek hmotnosti dm[g] |n
1 0,00021 | -0,00098 -0,00078
2 -0,00159 | 0,00011 0,00021
Relativni chyba Am[%)]
Absolutni chyba ImIg]
Primé&ma hodnota dm|g] 0 | -0,00069 | -0,00044 -0,00029
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Graf 8.3: zavislost zm ény hmotnosti roztoku glycerolu na  ¢ase p#i teplot é -80C:
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8.4 Méreni sublimace pufru

Jako posledni latku ke zkoumani sublimace ve vaggein si vybral 0,2 molarni
roztok pufru PCB. Jak jsem popsal v kapitole 4.3de o latku vyuZivanou jako
vypiraci¢i uchovavaci roztok. TakZze gasto stava, Ze preparat, ktery chceme zkoumat
pod mikroskopem (aipd tim sublimovat v kryokonte), byl v tomto roztoku nalozen.
Proto jsem se rozhodl otestovat ho stg@ko predeslé latky.

Jak vidime na Grafu 8.4, tato latka ve vakiiu-p0°C nesublimuje a naffené
hodnoty se pohybuji v ramci chybyéreni, podob# jako u kryoprotektarit Coz se
dalo, vzhledem k tomu, Ze je to slaby solny rozteloreticky pedpokladat. Nicmén
jde o latku zatim wéchto podminkach nezkoumanou a proto si myslim,tdk za
experiment. | vtomto grafu, stgnjako u kryoprotektarit jsem prolozil body

polynomem 3iadu.
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Tabulka 8.4: tabulka hodnot p /i m éfeni sublimace 0,2M roztoku PBS:

Cas sublimace t [min] 0 30 60 90 120

Ubytek hmotnosti dmI[g] |n
1 -0,00026 | -0,00131 | 0,00011 | -0,00123
2 -0,00013 | -0,00027 | 0,00084
3 -0,00014

Relativni chyba Am[%]

Absolutni chyba Jm(g]

Pramérna hodnota dm{g] 0 -0,00026 | -0,00072 | -0,00010 | -0,00020

Graf 8.4: zavislost zm ény hmotnosti 0,2M roztoku PBS na  ¢ase p#i teplot € -80C:
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8.4 Kontrolni test prazdného ter ¢iku

Pro zajimavost, ale hlagrpro owieni teorie uvedené v kapitole 8.1.1, jsem se
rozhodl n&fit i prazdnou testovaci paroku bez nalité kapaliny. Pokus probihal podle
stejného postupu, jako uékeni vSech ostatnich sublimaci, ale s tim rozdileznjsem
ponechal prazdnou testovaci paku v kryokomde pouhou minutu. A to zisodu
vyrovnani teplot mezi stolkem v kryokotigo a testovaci poickou a takée ki
odsublimovani zbytk dusiku na poricce. Sublimaci zbytk dusiku jsem pozorovat v
kryokomae pomoci binoklu — ta prehla téngi okamzit po vioZzeni do komory.

Vypoétena ptimérna hodnota u tohoto pokusu je velmi podobna haunpt

ktera jsem zjistil i méfeni sublimace kryoprotektana pufru. Proto se domnivam, Zze
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jsem dostatn¢ vérohodre potvrdil teorii, Ze Udaje nagrené v kapitolach 8.3.1, 8.3.2 a
8.4 opravdu odpovidaji chylmereni.

Tabulka 8.5: tabulka hodnot p A kontrolnim testu prazdného ter  ¢éiku:

Cas sublimace t [min] 1

Ubytek hmotnosti dm[g] |n
1| 0,00015
2| 0,00060
3| 0,00028

Relativni chyba Am[%)]

Absolutni chyba ImIg]

Priimé&ma hodnota dm(g] 0,00034
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Zaver

Hlavni €2ZiSt této prace spidvalo ve zndieni zavislosti sublimace ledu tase
ve vakuované kryokonte i urcité teplo€. JeSt nez jsem z&l metit samotné kvky
sublimace protzné latky, musel jsem wgSit, jak ono malé mnozstvi vysublimované
latky kvantifikovat.

Najit postup msfeni, ktery uvadim v kapitole 7, byla prapddobr
nejnar@néjSi ¢ast me prace. A i kdyz vysledny postup vypada jddge, jeho sestaveni
mi zabralo &kolik tydna riznych zkouSek a mnoho marnych pakuBylo treba vyesit
mnoho jak zasadniché®i, coZ bylo nafiklad rozhodnuti, Ze Ubytekdfené latky budu
mefit Ubytkem vahy, tak i &i drobné, ale pro vysledek experimentuipbhé. Coz
byly technické zalezitosti jako spravné vytahovéstovaci poriicky z tekutého dusiku
bez nez&douci kontaminacéepdavani testovaci pditky na vahy z VTD do vazenky
a nasledné zvazeni a mnoho dalSich.

NejdalezitejSi latkou pro mé experimenty byla pochopitelioda (destilovana).
U tohoto vzorku se mi potito zmefit zavislost sublimace leduip-80°C a vyslednou
kiivku uvadim v kapitole 8.2. Pokud se podivame nsledny Graf 8.1, tak vysledna
kiivka, proloZzend mezi naffenymi body, neniipmka. | ges utitou chybu ndteni si
myslim, Ze pibéh neni zcela linearni, alefipdelSich ¢casech opravdu dochazi
k urcitému zpomaleni sublimace. To Izetwddnit tak, Ze zp&tku sublimace se odpa
mala vrstva ledu, ktera md jinou strukturu nez zpgv led uvnit. P pozorovani
béhem dlouhych¢asi (cca 60 — 120min) Ize totiz pozorovat, jak Sequirg hladky
povrch preparatu émi na viditel strukturovany a jsou véd odhalujici se krystaly.
Coz souhlasi i s teorii mrazeni, nébbmrni vrstvéka vody je pi ponaeni do tekutého
dusiku zmrazena ihned aude tak vzniknout jiny druh ledu, ale vk preparatu
zmrzne se zpoZaim. Které pochopitethnarsta smérem ke stedu preparatu.

Bylo by asi zajimavé pozorovat a porovnavat rydhlesblimace p riznych
teplotach. BohuZel moje technikaétani a pouzité poftky a gistroje mi nedovolily
naneiit mnozstvi vysublimovaného leduigeplotach nizSich nez -80°C. Jak je totiz
vidét v Grafu 4.1, uz § teplo& -90°C probiha sublimace ledu desetkrat pomalej, n
pii teplot -80°C. A teploty nad -80°C jsem nefit z praktickych divodi — tyto teploty
se i skute&né praci s biologickymi preparaty nepouZivaji twadu mozného

poSkozeni preparatu.
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DalSim pokusem bylo testovani roztiokryoprotektani, respektive typickych
zastup@ obou jejich hlavnich skupin. Ze skupiny penetrafickryoprotektal jsem
zvolil glycerol a z nepenetrujicich Dextran. Zdepsekazal teoreticky ig@dpoklad, ze
kryoprotektanty po zmrazeni a nasledném umistio vakua nesublimuji. Naifené
hodnoty uvadim v kapitole 8.3. Tento pokusl mSak zajimavy vystup, a to zieni
vlastni chyby metody. Kdyz totiz vzorek nesublimipvaylo mozné zréit oroseni
testovaci poriicky po vyjmuti z kryokomory a kvantifikovat ho. Teem potvrdil i pi
kontrolnim n&feni prazdné testovaci péoky, které popisuji v kapitole 8.5. Samotnou
chybu metody rozepisuiji v kapitole 8.1.1.

Velmi zajimavym experimentem bylo testovani pukankrétré 0,2 molarniho
roztoku fosfatového pufru (PBS). Jde o latku vdagil velmi uZivanou a
pravdépodobnost, Ze do mikroskopdijge preparat, ktery byl vtomto (nebo i jiném
pufru) propranci nalozen, je velmi vysoka.iffom se ale jedna o latku, u niz se jeji
sublimani vlastnosti nikde neuvéf. Proto jsem se rozhodl ji vyzkouSet za stejnych
podminek jako fedchozi kapaliny. Na#&tiené hodnoty najdeme v kapitole 8.4 a
vysledny Graf 8.4 nam ukazuje, Ze roztok pufru PBES-80°C nesublimuje a chova se

stejre jako vySe uvedené kryoprotektanty.
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