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UvoD

Nejmodernéjsi laboratorni technika nam umozZnuje pohlédnout do svéta
mikroorganismt a mikrostruktur. Praktické vyuZiti ma hlavné v medicinské
histologii, v biologickych oborech jako je virologie, parazitologie, cytologie,
rostlinnd a Zivocisna fyziologie, hydrobiologie, pedologie apod., v geologickych

disciplinach nebo i v rtiznych odvétvich primyslu.

Bez mikroskopu by véda nikdy dosahla svych vysledkii. Postupné zlepSovani
laboratornich  pristrojii, objeveni elektronovych mikroskopti a jejich
zdokonalovani nam stdle pfindsi nové a nové informace, které pomahaji
porozumét slozeni, funkci a vyznamu jednotlivych mikrostruktur az
nanostruktur. Nyni je mikroskopicka technika nezbytnou soucasti pracovist po

celém svété v rozmanité skale oborti.

Toto téma bakalafské prace jsem si vybrala z diivodu moznosti praktického
vyuziti elektronového mikroskopu na odborném pracovisti. Chtéla jsem poznat
viechny jeho vyhody oproti béznym optickym mikroskopiim a mozZnosti

pouziti v biologické praxi.

Teoretickd ¢ast mé prace je zaloZena na literarni reSersi. V této ¢asti se zabyvam
zdkladnimi principy fungovani elektronového mikroskopu, jak transmisniho
tak skenovaciho, a ddle moZnymi tipravami biologickych vzorki pfed vlastnim

pozorovanim.

Prakticka cast je zaloZena na ziskanych poznatcich pfi vlastni praci v biologické
laboratofi ve statnim podniku Povodi Labe a pfi odbornych konzultacich

s RNDr. Vaclavem Kozou.

Mezi hlavni tikoly podniku Povodi Labe patfi sledovat stav koryt vodnich tokii
a pobfeznich pozemkti, udrzovat v fddném stavu vodni dila a oznamovat
vodopravnimu ufadu zdvazné zavady. Povodi Labe také stanovuje cenu za
odbér povrchové vody z vodniho toku, zajistuje hodnoceni péce o jakost vody

a stavu odtokovych pomérti apod.

V laboratofich Povodi Labe muzZeme cinnost rozdélit na analyzy chemické
a analyzy biologické. Mezi chemické patii analyzy povrchovych, odpadnich,
pitnych a technologickych vod, analyzy fi¢nich sedimentd, plavenin,
sedimentovatelnych plavenin, zemin, analyzy Cdistirenskych kalti a odpadii

vcetné vyluhd.
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V biologické laboratori, kde jsem se pfi sepisovani praktické ¢asti pohybovala,
se pracovnici zabyvaji hlavné fytoplanktonem, zooplanktonem, fytobentosem
a zoobentosem, vodni makrofytou, zvlastni skupinu pak tvofi ryby. Na kazdou
zkoumanou bioslozku je sepsand podrobnd metodika a pfesné postupy

vyhodnocovani, kterymi se musi zaméstnanci fidit.

Mym tkolem bylo porozumét skenovacimu elektronovému mikroskopu jako
pristroji, porovnat mozZnosti pozorovani a urcovani struktur pomoci
elektronového mikroskopu a pomoci bézného optického mikroskopu, naucit se
postupy zpracovani vzorki pro elektronovou mikroskopii, vyzkouset si vlastni
praci s timto mikroskopem a zpracovat prehled moZnych vyuZiti skenovaciho

elektronového mikroskopu v biologické laboratofi.
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1. LITERARNI RESERSE

1.1. Elektronovy mikroskop
Elektronovy mikroskop je nastroj ke zkoumani mikrostruktury objektti, ktery se
vyuziva vriznych védeckych i pramyslovych oborech. Od klasického
svételného mikroskopu se elektronovy mikroskop 1isi typem zobrazovaciho
vInéni. Svételny mikroskop vyuziva fotony, elektronovy vyuziva proud leticich
elektronti. Sklenéna cocka je nahrazena ¢ockou elektromagnetickou (Svatakova,
2009). Vysledny obraz nelze pozorovat pfimo okem, ale 1ze jej zachytit pomoci
vyhodnocovaciho zafizeni a zobrazit prostfednictvim obrazovky. Diky ni Ize
proud dopadajicich elektront zviditelnit (Kubinek et Palkrabek, 2011).
V soucasné dobé rozliSujeme dva hlavni typy, a to: Transmisni elektronovy

mikroskop (dale téz TEM) a skenovaci elektronovy mikroskop (déle téz SEM).

1.1.1. Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)
Starsi literatura uvadi také ndzev prozatrovaci elektronovy mikroskop. Poprvé
byl TEM zkonstruovan v roce 1931 némeckym fyzikem Ernstem Ruskou. V roce

1986 ziskal tento védec za sv1ij objev Nobelovu cenu (Bartl et al., 1964).

TEM umoznuje pozorovani preparatt do tloustky 100 nm pfi vysokém zvétSeni
a s velkou rozliSovaci schopnosti (Nebesafova, 2001). Elektrony pronikaji
pozorovanym preparatem a interakcemi s nim jsou odchylovany od ptivodniho
sméru, jimz se pohyboval hlavni svazek. Obraz je tvofen dopadem pfevazné
neodchylenych elektronti na zobrazovaci systém (Bily, 2007). Siln&jsi casti
preparatu, kterymi elektrony nemohly projit, jsou na stinitku vyobrazeny
v tmavsich odstinech a naopak ty plochy preparatu, kterymi elektrony prosly,
jsou vyobrazovany svétleji. TEM se vyuziva pfedevSim pro detailni sledovani

struktur bunék a vira (Talaro et Talaro, 1993).

1.1.2. Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM)
Lze se setkat i s ndzvy radkovaci nebo skenovaci elektronovy mikroskop.
Vyndlez skenovaciho elektronového mikroskopu je pfipisovan Manfredovi von
Ardenne, ktery publikoval jeho princip roku 1938. Fyzickd realizace byla
provedena az v roce 1942 Vladimirem Kosmou Zworykinem (Hulinsky et Jurek,
1982).

Elektrony dopadaji na pozorovany preparat a interakci s hmotou vyrazi ze
vzorku tzv. sekundarni elektrony, které jsou pfitahovany na detektory

vytvarejici signdl upraveny pro zpracovani v zobrazovacim systému (Bily,
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2007). Podstatou je zobrazovani povrchovych struktur, jejichz clenitost se
zachycuje s velkou hloubkou ostrosti. Elektronovy svazek se pohybuje po
vzorku fadek po fadku - v podobé sité - rastru. Takto ziskal mikroskop nazev -
rastrovaci. Vysledny obraz se vytvari postupnym skenovanim. P¥iprava vzorku
je jednodussi nez u TEM a obraz se velmi snadno interpretuje (Kalina
et Pokorny, 1981). Nevyhodou SEM je jeho pomérné mala rozliSovaci schopnost
(Hulinsky et Jurek, 1982).

1.2.  Opticka soustava

Opticka soustava elektronového mikroskopu se da rozdélit na 2 zakladni casti:
optickou soustavu osvétlovaci a optickou soustavu zobrazovaci (Bartl et al.,
1964).

1.2.1. Osvétlovaci systém
Osvétleni systému ma na starosti elektronova optika. Elektronova optika se
sklada z elektronové trysky, elektrostatickych nebo elektromagnetickych c¢ocek
a civek. Ve vSech dastech prochdzeji elektrony prostorem, vnémz je
elektromagnetické pole. Kone¢nym ptlisobenim elektronové optiky je pak tenky
elektronovy svazek, ktery dopadd na povrch preparatu (Hulinsky et Jurek,
1982).

1.2.1.1.  Elektrony
Elektrony nejsou typem elektromagnetického zafeni, jako viditelné svétlo, nebo
rentgenové zafeni ¢i gama paprsky. Elektrony jsou v podstaté hmotné
elementarni castice se zdpornym elektrickym ndbojem. Spolecné s protony
a neutrony tvofi atom — zdkladni stavebni jednotku hmoty. Protony jsou kladné
nabité ¢astice a nachazi se uvnitf atomu spolu s neutrony bez néboje. Elektrony
najdeme v obalu atomu, kde obihaji kolem jaddra v uzavfenych drahéch.
V neutrdlni castici se pocet elektronti rovnd poctu protonti. Elektrony ve

srovnani s protony ¢i neutrony maji nepatrnou hmotnost.

1.2.1.2.  Emise elektronii
Kazdy elektron je v atomu vazan jistou vystupni energii. Abychom elektron
z vazby uvolnili a umozZnili jeho emisi, musime mu dodat energii, ktera je vétsi
nez jeho vystupni energie, kterou je vazan (Kubinek et Ptlkrabek, 2011).
Nejcastéji vyuzivanymi emisnimi metodami jsou metody termoemise
a autoemise. Termoemise je vyvoldni emise elektronti za ptisobeni hrani¢nich
teplot. V praxi patfi mezi nejvyuzivanéjsi metody a realizuje se zhavenim

katodového dratku (Habrova, 1979). Autoemise probiha za zvyseni elektrického
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pole katody, ¢imz dochdzi k vytrhavani velikého mnozstvi elektront z povrchu
hrotu tohoto vlakna. Pro zvySeni ucinku elektrického pole se hroty katod leptaji

tak, aby byl vrchol co nejostfejsi (Bily, 2007).

1.2.1.3.  Elektronovd tryska
Zdrojem elektronti uspofadanych do svazku potfebnych vlastnosti je dle Bartla
et al. (1964) tzv. elektronova tryska. Jednd se o systém sloZeny ze tii elektrod:

katody, Wehneltova valce a anody.

Katody jsou bud termoemisni nebo autoemisni. Termoemisni katody jsou
z wolframového vldkna. Autoemisni katody jsou pouZzivany u nejvykonnéjsich
mikroskopti. Potfebuji vysoké hodnoty vakua a to az 10* Pa (Eckertova et al,,
1996).

Wehneltv vélec je valcovitd elektroda sotvorem vystfedénym na vlakno
katody. Wehnelttiv valec vytvarii v okoli vldkna katody elektrické pole, jehoz
pusobenim se svazek elektronti emitovanych z katody zuZuje a tésné pred

vvvvv

zdrojem urychlenych elektronti (Bartl et al., 1964).

Anoda pritahuje elektrony uvolnéné z katody a dava jim dostatecné zrychleni
na prulet tubusem mikroskopu (Nebesafova, 2001). Po emisi z elektronové

trysky prochazi elektronovy paprsek soustavou tzv. elektronovych cocek.

1.2.1.4.  Elektronové cocky
Ukolem elektronovych ¢ocek je zaostfovat svazek primérnich elektronti. Cocky
jsou zalozeny mna principu vychylovani wurychlenych nabitych castic
elektrostatickym, magnetickym nebo elektromagnetickym polem (Eckrtova
et al., 1996). Kazdé pole vyvolava odliSné zmény v pohybu elektronti. Nejéastéji
se vyuziva elektromagnetickych cocek, popf. permanentnich magneti. Méné

jsou vyuzivany cocky elektrostatické (Bily, 2007).
Elektrostaticka cocka

Elektrony jsou zaostfovany do ohniska plisobenim radidlniho elektrického pole.
Na elektron uprostfed cocky ptlisobi paraxidlni elektrické pole, které jej
urychluje v paraxidlnim sméru v zavislosti na rozdilu potenciala elektrostatické
cocky (Eckrtova et al., 1996).
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Elektromagneticka cocka

Elektromagnetickd cocka byla poprvé navrzena v Berliné na Vysoké Skole
technické Ernstem Ruskou. O dva roky pozdé€ji, v roce 1931, spolecné
s kolektivem sestrojil Ruska prototyp transmisniho elektronového mikroskopu
(Bartl et al., 1964).

V dnesnich modernich elektronovych mikroskopech mtiZeme najit vice forem
elektromagnetické cocky. Nejjednodussi a prvni zhotovenou
elektromagnetickou ¢ockou ale ztistava takzvany solenoid. Solenoid je civka
s velkym poctem zavith. Pfi prichodu elektrického proudu témito zavity se
uvnitf a v okoli solenoidu vytvari magnetické pole. Zavity dratu jsou obvykle
vedeny okolo kovového jadra a jejich primér je mnohem mensi nez délka civky.
Homogenni magnetické pole, které se vytvari uvnitf solenoidu, urcuje
spirdlovity tvar trajektorie elektrontd, které jim prochdzeji (Kubinek
et Palkrabek, 2011). Silocary tohoto pole jsou uvnitf civky rovnobézné s osou
avné civky jsou zakfivené. Pouze rovnobézné silocary uvnitf maji optickou
funkci. Silo¢ary vné civky nejsou vyuzity. Ucinnost jednoduchého solenoidu
muze byt zvySena obklopenim civky vrstvou mékkého zZeleza, které je schopno
koncentrovat silo¢ary do prostoru pélovych nastavct. Cim silngjsl mé civka
magnetické pole, tim krat$i ma ohniskovou vzdalenost a tim je i vykonnéjsi
¢ockou. Sklenéna cocka lame svételné paprsky tak, Ze jejich drahou miizeme
prolozit rovinu. KdeZto u elektromagnetické cocky tvori draha elektronti

prostorovou spiralu (Kalina et Pokorny, 1981).
Vady elektromagnetickych cocek

Existuji tfi zdkladni typy vad elektromagnetickych cocek, a to: osovy
astigmatismus, chromaticka vada a sféricka vada. Chromatickou vadu i osovy
astigmatismus lze korigovat tak, ze je vada téméf zanedbatelnd. Vady jsou jeden
z hlavnich dGivodd, pro¢ se v praxi nedosahuje teoretické rozliSovaci schopnosti
(Nebesarova, 2001).

Osovy astigmatismus zptisobuje nehomogenita ¢ocky a osova asymetrie cocky.
Vytvaii se misto kruhového priifezu primdrniho elektronového svazku prtfez
elipticky. Osovy astigmatismus muiZze sekunddrné také zptisobovat lokalni
bodovy ndboj tvofeny naptiklad usazenymi nevodivymi necistotami v tubusu
mikroskopu (Bartl et al., 1964).
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Chromatickd vada je zplisobena rozdilnymi energiemi elektronu primarniho
svazku. Elektrony s niz$i energii jsou zaostfovany do kratsi ohniskové
vzdalenosti neZ elektrony s vyssi energii (Bartl et al., 1964). Nehomogenita
v rychlostech elektroni ve svazku muze byt zptisobena jednak kolisanim
urychlovaciho napéti, jednak rozdilnymi rychlostmi elektronti opoustéjicich

povrch katody a také tzv. Boerschovym jevem (Hulinsky et Jurek, 1982).

Sféricka vada je neschopnost cocky zaostfovat vsechny paprsky vychazejici
zbodového zdroje opét do jednoho bodu (Nebesafova, 2001). Elektrony
pohybujici se déale od paraxidlni drahy jsou zaostfovany do krat$i ohniskové
vzdalenosti nez elektrony pohybujici se bliZe paraxidlni draze (Eckrtova et al.,
1996).

1.2.2. Zobrazovaci systém
Na rozdil od osvétlovaciho systému (tj. zdroje elektronového svazku), ktery je
stejny pro oba hlavni typy mikroskopti, v zobrazovani jsou mezi TEM a SEM

odlisnosti.

Zobrazovaci systém u TEM vytvaii zvétSeny obraz elektronového svazku
proslého preparatem, ktery nese informaci o jeho vnitini struktufe. U SEM
zobrazovaci soustava formuje svazek s pozadovanymi parametry a zajiStuje

osviceni povrchu preparatu rastrovacim zptisobem (Bily, 2007).

1.2.2.1.  Rozlisovaci schopnost jako zdkladni vlastnost mikroskopu
Rozlisovaci schopnost je nejmensi vzdalenost dvou bodd, které mutiZzeme
rozeznat jako oddélitelné. Pouhym okem Ize rozliSovat dva pfedméty v zorném
thlu 1/60°, coz odpovida jejich vzdalenosti ~ 0,1 mm, v optimalni pozorovaci
vzdalenosti 25 cm (Zhou et Wang, 2007). Kalina et Pokorny (1981), uvadi
rozliSovaci schopnost oka 0,25 mm pfi vzdalenosti objektu 25 cm a mtizeme ji
zlepsit napf. lupou, kterd zvétsuje 10x. Pavodni rozliSovaci schopnost oka se
tim zlepsi na 1/10, tj. na 0,025 mm. Podobné miize byt pouzit svételny
mikroskop, ktery muze zvétsit obraz 100x nebo 1000x a tim zlepSit rozliSovaci
schopnost oka na 1/100 nebo 1/1000 ptivodni hodnoty, tj. 250 nm. Elektronovy
mikroskop zvysSuje tyto moznosti na hodnotu zvétseni 1.000.000x, takze
rozliSovaci schopnost nejlepsich elektronovych mikroskopti je 0,25 nm. To
znamend, ze dva body objektu vzdéalené 0,25 nm jsou elektronovym
mikroskopem pfi celkovém zvétseni 1.000.000x zobrazeny jako dva body, které
miizeme rozeznat jako oddélené. Podil hodnoty rozliSovaci schopnosti oka

arozliSovaci schopnosti mikroskopu urcuje hodnotu uzitecného zvétSeni.
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Mikroskopem mitizeme realizovat i vétsi zvétSeni, ale neni uzite¢né, protoze
neprinasi nové informace. Jde o takzvané prazdné zvétsSeni a dojde k nému,

kdyz zvétSeni pfekroci rozliSovaci schopnost mikroskopu.

Jinymi slovy muZeme fici, Ze minimalni vzdalenost dvou bodti, které dokaze
rozlisit svételny mikroskop je cca polovina vinové délky svétla (tedy 250 nm,
pouzijeme-li stfedni hodnotu vlnové délky, a to 500 nm), které svételnym
mikroskopem prochdzi. Z toho odvodime, Ze maximalni zvétSeni za téchto
podminek muze byt 1000x. Abychom zlepsili rozliSovaci schopnost

mikroskopu, musime tedy sniZit vinovou délku.

To potvrzuje skutecnost, ze pouZijeme-li misto viditelného svétla svétlo
ultrafialové s polovi¢ni vinovou délkou, je i hodnota rozliSovaci schopnosti
poloviéni a maximalni uZitecné zvétSeni je dvojnasobné, tj. 2000x (Kalina
et Pokorny, 1981).

Na zvétSeni rozliSovaci schopnosti a tim i maximalni uzite¢né zvétSeni musime
pouzit zafeni o kratsi vlnové délce nez je vlnova délka viditelného svétla.
Takové zareni produkuji napfiklad gama paprsky nebo rentgenové paprsky.
Pro tato zafeni nebyla ale doposud vytvofena odpovidajici optickd soustava,
ktera by mohla vytvofit a zvétsit obraz vznikajici témito zafenimi. Mnohem
kratsi vlnovou délku nez viditelné svétlo maji i urychlené elektrony (Hulinsky
et Jurek, 1982). Pfi urychlovacim napéti elektront 30 kV je vlnova délka

elektrontt mensi pfiblizné o 6 fadti oproti vinové délce svétla (Egerton, 2008).

1.2.2.2.  Vlastnosti urychlenijch elektronii u TEM
Zaporny ndboj umoznuje urychlovat elektron elektrickym napétim, pficemz
ziska kinetickou energii. Urychlené hmotné castice jsou doprovazeny
takzvanou pravodni vlnou s wuréitou vinovou délkou. VInova délka

urychleného elektronu je nepfimo zavisld na pouzitém urychlovacim napéti
(Nebesarova, 2001).

Vlnovd délka mutze byt az 100000x mensi neZz je stfedni vlnova délka
viditelného svétla. Proto teoreticky umoziuje elektronovy paprsek 100000x
vétsi rozliSeni nez svételny paprsek (Kalina et Pokorny, 1981). OvSem koneéna
hodnota rozliSeni elektronového mikroskopu je castecné snizena vadami
optického systému, ddle stabilitou urychlovactho napéti a také stabilitou

proudi jednotlivych cocek.
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Protoze je elektron hmotnd a pohybujici se ¢astice a tudiz pfirozené nardzi ve
svéem volném pohybu na molekuly, musi byt vnitfni prostor mikroskopu
evakuovan. Vakuum musi byt minimalné tak velké, aby stfedni volnd draha
elektronu byla vétsi neZ nejvétsi vnitini rozmeér tubusu (Williams, 1996). Mezni
hodnota tlaku v mikroskopu miize dosahnout 102 az 10° Pa (Groszkowski,
1981). Kdyby tlak ptrekrocil tuto mezni hodnotu, mohlo by dojit k ionizaci
zbytkovych plynt a tak by vznikly vyboje mezi tryskou a anodou. Vyssi tlak by
také znamenal podstatné zkraceni Zivota wolframového vldkna, které slouzi

jako zdroj elektronti (Kalina et Pokorny, 1981).

Principem u prozarovaciho elektronového mikroskopu TEM je prozareni
preparatu elektrony a jejich nasledny rozptyl. V prostfedi s vyssim tlakem
plynu dochdzi k castym srdzkdm primdrnich elektronti a molekul plynu.
Primarni elektrony tak ztraci svoji energii a dochazi k jejich rozptylu. Problém
rozptylu primdrniho elektronového svazku lze feSit zvétsenim jeho proudu
(Nedéla, 2001). Rozptyl urychlenych elektronti zavisi také na vlastnostech
preparatu jako je jeho tlouStka a hustota. Urychlovaci napéti mezi anodou
a katodou je jeden ze zdkladnich parametrii prozafovaciho elektronového
mikroskopu. TEM pro rutinni pouziti ma obvykle hodnotu urychlovaciho
napéti 100 kV (Kolafik, 2009). Diky vysokému napéti maji elektrony
dostatec¢nou energii na priichod vzorkem. Pfesto musi byt vzorek velmi tenky,
a to od 10 do 500 nm. U prozafujicich mikroskopti miZzeme ziskat jiz zminéné
zvétSeni — 1.000.000x pfi rozliSovaci schopnosti 0,25 nm (Kalina et Pokorny,
1981).

1.2.2.3.  Interakce urychlenijch elektronii s prepardtem u SEM
Interakce mtizeme rozdélit do dvou hlavnich kategorii, a to pruzné interakce
a nepruzné interakce (Zhou et Wang, 2007). Pfi pruzném rozptylu je v ohnisku
drahy elektronu jadro atomu. Uhel ohybu pii této interakci zdlezi na
vzdalenosti elektronu od jadra atomu. Pokud je vzdalenost velkd, je tthel ohybu
maly. Je-li vzdalenost mala a elektron interaguje s jadrem atomu, je tthel ohybu
velky (Ambroz, 2009). Tento druh interakce se vyznacuje zanedbatelnou ztratou
energie pfi narazu. Elektrony, jejichZ pruzny rozptyl je v tthlu vétsim nez 90°, se
nazyvaji zpétné odrazené elektrony (BSE), a prfinaseji uzitecny signdl pro

zobrazovani vzorku (Zhou et Wang, 2007).

Pfi nepruzném rozptylu pronikd vysokoenergeticky elektron elektronovym
obalem atomu, kde dochazi ke srazkdm s dalS$imi elektrony. Pfi cesté kjadru

elektron ztraci energii. Cim bliZe k jadru se dostane, tim vice energie ztrati.
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Elektron mtze ztratit vSechnu svoji energii pri jediné interakci. Pokud elektron
neztrati mnoho své energie, mliize vzorek opustit (Ambroz, 2009). Takové
elektrony se nazyvaji odraZené elektrony (BSE). Maji energii mensi nez 50 kV
a mohou byt pouzity k tvofeni obrazu nebo analyze vzorku (Zhou et Wang,
2007).

U rastrovaciho elektronového mikroskopu SEM v elektronové trysce vznika
svazek primarnich elektront, jejichZ energie je urcena velikosti urychlovaciho
napéti, které je pro SEM do 30 kV (Bily, 2007). SEM zobrazuje povrch preparatu,
takZe obraz neni ovlivnén jeho tloustkou a urychlovaci napéti elektront muze
byt proto velmi malé. Sekundarni elektrony vznikaji pfi nepruznych srazkach
primarnich elektront s materidlem vzorku. Pfi tomto procesu dochdzi
k ionizaci - elektrony se uvoliiuji z obalti atomtl. Pokud maji uvolnéné elektrony
dostate¢nou energii, mohou se ve vzorku pohybovat. Pohyblivost zavisi na
mnozstvi pohlcené energie. Uvolnéné elektrony jsou pfitahovany k jadru
atomu, coz zptisobuje snizovani jejich rychlosti. Proto mtZou atom opustit jen
ty elektrony, které byly generovany blizko povrchu vzorku (Nedéla, 2001).
Signal primdrnich elektronti je zachycen, zesilen a pfeveden na obrazovku.
Obraz se tedy netvori soucasné€, ale bod po bodu, ¢i fadek za fadkem v jakémsi
neviditelném rastru. Vysledny obraz se vytvaii postupnym skenovanim.
Rastrovaci elektronové mikroskopy maji rozliSovaci schopnost jen 8-10 nm
a jejich uZzitecné zvétseni je 30000x. Za to ale maji znacné vétsi hloubku ostrosti
a tak mohou dokonale zobrazovat ¢lenitost a vySkové poméry povrchu (Kalina
et Pokorny, 1981).

1.2.2.4. Rentgenové zdareni
Pfi interakci elektronovych ¢astic s preparatem vznika také rentgenové zareni.
Jeho vlnova délka je mnohem kratsi, fddové 0,01 az 10 nm. Rentgenové zareni
nepomaha pfi zobrazovani, ale pfi prvkové analyze objektt. M4 schopnost
vyvolat viditelnou luminiscenci v nékterych krystalech, zptlisobuje cervenani

fotografické emulze a ionizuje plyny (Hulinsky et Jurek, 1982).

Podle Kaliny et Pokorného (1981) rentgenové zareni vznikd tak, Ze urychlené
elektrony dopadajici na preparat, uvoliiuji elektrony z vnitfnich drah atom.
Tim vznikaji ionizované atomy, které jsou velmi nestabilni a vraceji se do
ptivodniho stavu tim, Ze elektrony z vyssi obéhové hladiny zaplni misto
uvolnéné vyrazenim elektronu. Pfi pfechodu elektronu se vyzaii energie ve

formé rentgenovych fotonti nebo Angerovych elektronti.
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1.3. Pfiprava preparata

Preparaty se upravuji v zavislosti na tom, zda se bude pozorovat povrchova
struktura nebo se bude provadét strukturni (elementarni) analyza. Tedy zda

budeme preparat pozorovat pomoci SEM nebo TEM.

1.3.1. Pfiprava preparat pro pozorovani v SEM
Preparaty pripravované pro pozorovani v SEM musi projit procesem ocisténi,
fixace, odvodnéni a suSeni. Dale se vyuZivaji kryometody, jako napf. metody
mrazového leptani a ldmani. Tato tiprava ptsobenim mrazu je stejnd pro oba
typy elektronovych mikroskopti — SEM i TEM a je popsana v kapitole 1.3.2.

Pfiprava preparati pro pozorovani v TEM.
Pro SEM je také bézna elementarni analyza a pokovovani, popsané dale.

1.3.1.1.  Elementarni analyza
Pfi elementarni analyze, kdy se vyhodnocuje prinik primarnich elektronii
a absorbovani odrazenych elektrontt u SEM, musi byt povrch vzorku dokonale
hladky a vylestény, aby se mohl nasledné co nejpfesnéji definovat. Vyska
nerovnosti by neméla presahovat 0,1 um (Hulinsky et Jurek, 1982). Sweatman et
Long (1969) uvadéji piiklad ryhy o hloubce 0,5 um, kterd sniZuje pfi
urychlovacim napéti 15 kV intenzitu zafeni asi o 10 %. Rovinny povrch
se nejcastéji docili brousenim c¢i lesténim. Zbytky brousici kapaliny ¢i lestidel se
pak odstrani z povrchu napf. macenim vzorku v alkoholu nebo benzenu, varem
za snizeného tlaku nebo pouzitim ultrazvukové pracky. K vyrovnani povrchu
se kromé rozpoustédel (kterd nemuseji byt dokonale ¢istd) pouziva také napi.

filtraéni papir (Hulinsky et Jurek, 1982).

1.3.1.2.  Pokovovdni
Pokovovani povrchu se provadi pouze u vzorkd, které se budou pozorovat pod

skenovacim elektronovym mikroskopem.

Protoze biologické objekty ve vysokovakuovém SEM musime pozorovat
vysuSené, kdy nejsou elektricky vodivé, musi se pfed vlastnim pozorovanim
potahnout tenkou vrstvickou kovu s dobrou elektrickou a tepelnou vodivosti.
Ta zajisti odvod zdporného ndboje a tepla, ve které se pfeméni vétsina energie
urychlenych primdarnich elektronti. Teplo, které lokalné ve vzorku uvolnuji
primarni elektrony, je velké a projevuje se napf. kontaminaci skenované oblasti,
pohybem preparatu pod svazkem nebo pfimo jeho poskozenim, napf.

popraskanim (Nebesarova, 2001).
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Jak uvadi Hulinsky et Jurek (1982), z kov se pouziva nejcastéji hlinik, méd,
zlato a zlato-paladium. Na povrch se nesmi nanaset materidl (prvek), ktery
chceme ve vzorku analyzovat ¢i prokazovat. Vrstva zajistujici vodivost musi byt
dostatecné silna, ale zaroven nesmi zkreslovat tvary a strukturu vzorku,

napriklad zaoblenim hran.

Podle Scharfena (2011) se pokovovani provadi nékolika zptisoby, prficemz
nejbéznéjSimi postupy jsou pokoveni preparatu vakuovym napafovanim,

iontovym naprasovanim anebo metoda tzv. impregnace.

Pfi vakuovém napafovani se vyparuji molekuly daného kovu, které se nasledné
pomoci diftize Sifi a kondenzuji na chladnéjsSich predmétech — ¢ili na vzorku.
U iontového naprasovani dochdzi k elektrickému vyboji a nasledné ionizaci
plynu. Vzniklé ionty jsou pfritahovany ke katodé z kovu. Ionty z tohoto kovu
vyrazeji castice, které obali preparat. Impregnaci se vytvaii nanos kovu

chemickou cestou (Scharfen, 2011).

Jelikoz dlenitost povrchu preparatu nedovoluje rovnomérné pokoveni, jsou
malo pokovend mista slabsim zdrojem elektronové emise a vysledny obraz tak

ziskava prostorovy rozmér (Habrova, 1979).

Rovnomérné pokoveni je soucasti preparace biologickych objektti pro rastrovaci
elektronovou mikroskopii. Pokoveni se provadi pod thlem 60° pfi soucasné
rotaci objektu. Alternativou je jednostranné, Sikmé napafovani, kdy vznika
vrstva materidlu na té strané, kterd je privrdcena ke zdroji par. Pokud ma
preparat clenity povrch nebo je tvofen jednotlivymi c¢asticemi vystupujicimi
nad plochu podloZni fdlie, snaZime se volit pravé takovy thel, aby vypafovany
materidl nezasdhl odvracené ¢asti objektti. Pfi Sikmém napafovani volime tézké
kovy (napt. Cr, Pt, W aj.), jelikoz vrstva urcuje kontrast objektt. Smérované

napafeni kovli nazyvame stinovani (Kalina et Pokorny, 1981).

1.3.2. Pfiprava preparat pro pozorovani v TEM
V elektronové mikroskopii nelze pouZzivat ke sledovani biologické objekty
v ptivodnim stavu. Zivé tkaf se upravuje riiznymi histologickymi metodami. Je
nutné volit takovou techniku tpravy, kterd co nejlépe zachovava biologické

struktury i chemické slozeni.

1.3.2.1.  Kontrastovdni
Bézny TEM ma urychlovaci napéti 100 kV a dosahuje rozliSovaci schopnosti

viadu desetin nanometru, avsak u biologickych vzorkti vysledny obraz
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vykazuje nizky kontrast. Kontrast mtzeme zvysit kontrastovacimi metodami
vyuzivajicimi tézké kovy. Tento postup vSak mutze vnést do obrazu dalsi
artefakty, nebot nepozorujeme samotny vzorek, ale atomy tézkych kovti, které
struktury obklopuji. Jinou a prirozenou metodou ke zvyseni kontrastu je
snizeni urychlovactho napéti, ¢imz vzroste pravdépodobnost rozptylu (Stépan,
2005).

Podle Delonga (1992) se kontrastovanim pomoci snizeného urychlovaciho
napéti prakticky zabyvali Willska a Mollenstedt. Mollenstedt a Heinemann
pouzili vySsi urychlovaci napéti a elektrony pfed priichodem preparatem
zpomalili ve Faradayové klicce a poté je opét urychlili. Takto upraveny
elektronovy mikroskop vsak vykazoval podstatné horsi rozliSovaci schopnost
nez bézné elektronové mikroskopy. Dle Mollenstedta byla divodem nizka
svétlost elektronového zdroje pfi nizkém urychlovacim napéti a tedy
nedostatecna intenzita obrazu na detekénim zafizeni (stinitko, fotograficka
emulze), vyssi kontaminace a vyssi citlivost na magnetickd a elektricka

rozptylova pole.
Metoda negativniho kontrastu

Tuto metodu kontrastovdni mtizeme definovat jako interakci slozek tkané se
solemi tézkych kovli. Metoda je urcena pro pozorovani napf. ruznych
biologickych ~ makromolekul (proteinti, lipoproteint,  polysacharidi,
nukleoproteinovych komplexti), izolovanych bunécnych organel (mitochondrie,

membranové systémy) a celych bunék bakterii ¢i virtt (Nebesarova, 2001).

V principu se na nosnou sitku opatfenou podlozni félii (nejcastéji uhlikova
o tlouSce 6 az 10 nm) nanasi kapka materidlu a kapka kontrastujiciho roztoku.
Zakladni postup nandSeni materidlu a kontrastujictho roztoku ma fadu
metodickych variant. Metodami se blize zabyva Haschemeyer et Myers (1972),
podle nichZz je nejjednodussi a zfejmé nejlepsi kapkova metoda. Dalsi
a komplikovanéj$i metoda spociva v pouzivani rtiznych druhii rozprasovacu.
Kontrastujici roztok vznika ze sloucenin tézkych kovi. Jsou to napriklad sodné
nebo draselné soli kyseliny fosfowolframové, molybden amonny, stavelan nebo
octan uranylu. Nanesend suspenze materidlu a kontrastujiciho roztoku se po
chvili opatrné odstrani. Kontrastujici roztok obklopuje zbytky materidlu a také
zarovnava nerovnosti povrchu. Rychle schne a vytvaii tak tenky homogenni
film, ktery chrani zbytky materidlu pred deformaci. V elektronovém

mikroskopu jsou zbytky materidlu pak svétlejsi nez okoli s kontrastujici latkou.
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Pokud obsahuje preparat bilkoviny, musi se uvazovat s pouzitim latky
s vyhovujicim pH. Jak uvadi Kalina et Pokorny (1981), negativni kontrastovani
bilkovin provadime nejcastéji v oblasti pH, ktera je vyssi neZ jejich izoelektricky
bod. Za téchto podminek se lépe zachovava terciarni a kvartérni struktura
makromolekul. V oblasti pH niZsi, nez je izoelektricky bod, bilkoviny lehce

koaguluji.

1.3.2.2.  Kryometody
Kryofixace

Kryofixace zanechdvad preparat co nejblize nativnimu stavu, nedochazi
k denaturaci antigent a enzymt a burlky mohou byt pozorovany v jejich
pfirozeném prostfedi. Pfi této metodé se musi brat v potaz hlavné vlastnosti
vody, které vzorek tvori. VétSina Zivych organismt obsahuje vice nez 70 %
vody, nékteré casti az 90 %. Rebhun (1972) uvadi, ze 1 g bilkoviny obsahuje
prumérné 0,4 g vody; 1 g nukleovych kyselin obsahuje 0,1 g vody. Mrazové

metody tedy vychazi z vlastnosti prirodnich latek.

Voda je ve vzorku nerovnomérné rozdélena a vykazuje fadu anomalii
zplisobenych pritomnosti intermolekuldarnich vazeb — vodikovych mustk.
Hustotu md na rozdil od jinych kapalin nejvétsi pfi teploté 4°C, bod tani je
anomalné vysoky a to 0°C, bod varu je 100°C. Jeji molekulové vlastnosti

zpusobuji, Ze je voda univerzalni rozpoustédlo polarnich i iontovych latek.

Objem vody ve zmrazeném stavu je 0 9 — 10 % vétsi nez ve stavu kapalném
(Nebesarova, 2001). Po zmrazeni voda tvoii krystaly kubické ¢i hexagonalni
(Kalina et Pokorny, 1981). Tyto krystaly znamenaji nebezpeci poskozeni
ultrastruktury tim, Ze se zvétSujicim se objemem mohou potrhat buriky. V praxi
u biologickych vzork®i musime poditat s jistymi odchylkami uvedenych hodnot,
protoze sledované preparaty obsahuji vétSinou mnoho heterogennich organel

s anorganickymi i organickymi latkami ménicimi ¢aste¢né vlastnosti vody.

Podle Robardse a Sleytera (1985), voda mrzne budto procesem homogenni
nukleace nebo heterogenni nukleace. Homogenni nukleace nastdva pfi pouziti
dokonale ¢isté vody. Pfi tvorbé krystali se uvolnuje teplo, které cely systém
ohfivd. Pokud toto teplo neni dostate¢né rychle odvadéno, mohou vznikat
relativné velké krystaly. Riist krystali pokracuje az do dosazeni rekrystalizacni
teploty, coz je cca -135°C. S heterogenni nukleaci se setkdme u normalni vody.

Krystaliza¢ni zdrodky jsou tvofeny nerozpustnymi ¢asticemi.
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Aby krystaly sledovany prvek neposkodily, musi se zkratit teplotni interval, pfi
kterém mohou krystaly rtst. Teplotni interval 1ze zkratit oSetfenim vzorku pred
zmrazenim kryoprotektantem nebo zmrazit v nativnim stavu kapalnym

dusikem ¢i pomoci high pressure freezing (HPF).
Kryoprotektant

Kryoprotektant je latka snizujici homogenni nukleaci, zvysujici rekrystalizacni
teplotu a snizujici mnozstvi volné vody v systému (Nebesarova, 2001).
Kryoprotektanty prostupuji vzorek a zabranuji tvorbé ledovych krystalti do
5 um. K fixaci do vétsi hloubky se pouZziva high pressure freezing, tato nova
metoda vzorek zmrazi do hloubky 200 um a Sifky 2 mm (Schatten et Pawley,
2008).

Kryoprotektanty se déli do dvou skupin. Penetrujici kryoprotektanty pronikaji
do bunék i jejich organel, je to napt. glycerol nebo etylenglykol. Nepenetrujici
kryoprotektanty ztstavaji vné buriky, sem patii polyvinylpyrrolidon nebo
sachardza. Podminkou pro minimalizaci $kod pfi mrazeni je dostatecné vysoka
rychlost odvodu tepla ze vzorku, jinymi slovy dosazeni vysoké rychlosti
chlazeni (Nebesarova, 2001).

Tekuty dusik a HPF metoda

Pti fixaci tekutym dusikem a HPF dochazi k fixaci béhem milisekund, coz je
lepsi nez pii chemické fixaci, kterd trva sekundy aZ minuty (Schatten et Pawley,
2008).

HPF je metoda rychlého zmrazeni, pfi které se vzorek vystavi tlaku 2100 barti —
v tomto stavu se ve vodé netvofi krystaly ledu do teploty — 90°C. Pfi tlaku
2045 atm se snizi teplota tani z 0°C na -22°C a krystaly se netvori az do -100°C
(Hayat, 2000).

Chladici médium by mélo mit dobrou tepelnou vodivost a velkou tepelnou
kapacitu, vysokou hustotu a bezpecné pouziti. Mezi nejcastéji pouzivana
chladici média podle Robardse a Sleytera (1985) patfi etanol, isopentan, etan,

propan, kapalny dusik, kapalné hélium.
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Dalsi zptisoby mrazeni
Existuje nékolik zptisob(i mrazeni (Nebesarova, 2001):

1. Imerzni kryofixace — vzorek tkane€ je pripevnény na kovovém nosici a je
mechanicky ponofen do chladiciho média, tim miize v tomto pfipadé byt
propan, etan ¢i kapalny dusik.

2. Sprejova metoda — pouziva se pfi chlazeni suspenzi, izolovanych bunék
¢i naptiklad virti. Tyto vzorky maji vZdy maly objem a tak se dosahne
vybornych vysledkii. Principem je vstfikovani suspenze do chladici
kapaliny.

3. Jet freezing — jednd se o vylepSeni predchozi metody tim, Ze suspenze se
v chladicim médiu stale pohybuje nebo chladici médium proudi kolem
fixované kapicky. Tim nedochdzi kjejimu ohfevu. I tato metoda je
shleddvana velmi aspésnou.

4. Mrazeni pomoci kovového zrcadla — Vzorek se narazi na povrch
vychlazeného a vylesténého kovového bloku pomoci kapalného dusiku.
Vysledkem je tenka vrstva vzorku s dobfe zmrazenym povrchem.

5. MraZeni pfi vysokém tlaku — metoda probihd v k tomu uréené aparatute

za pomoci kapalného dusiku.

Ze zmrazeného preparatu se dale musi pomoci mikrotonu udélat vyhovujici
fezy. Aby vzorek zlstal ve zmrazeném stavu, musime pouzit moderni
mikrotony vybavené kryokomorou a elektronovy mikroskop s kryodrzdkem.
Pokud neméame toto piistrojové vybaveni, mizeme napiiklad kryofezy vysusit
fizenou sublimaci a nasledné jim dodat kontrast stinovanim. Mezi dalsi metodu
patii zaliti zmrzlého vzorku do pryskyftice a poté zhotovovani fezti na béZznych

mikrotonech.
Mrazové lamani

Umozniuje odhalit vnitfni povrchy bunéénych organel rozlomenim zmrzlého
vzorku. Samotné lamani se provadi ve specidlni aparatufe privedené
k elektronovému mikroskopu a po provedeni lomu je preparat pokoven.
Vsechny kroky probihaji ve vakuu, a proto vyhodou mrazového lamani je fakt,
Ze pfi ném nedochdzi k poskozeni odhalovaného povrchu tlakem Zziletky c¢i
jiného podobného nastroje (Sedlarova et al., 2012). Rozlomeni vznika nejcastéji
podél membran — v misté nejmensiho odporu. Lamani Ize provést i rucné.
Rucné se rozldmani provadi pomoci pinzet pod hladinou kapalného dusiku
nebo na vychlazeném kovovém bloku (Nebesarova, 2001).
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Mrazové leptani a suSeni

Freeze etching (mrazové leptani) a freeze drying (mrazové suSeni) jsou
podobné metody, zalozené na vysublimovani ledu z extraceluldrnich prostor,
¢imz se odkryji bunééné struktury nebo makromolekuly (Schatten et Pawley,
2008).

Freeze etching. Tuto metodu vymyslel a pojmenoval Hall jiz v roce 1950 (Kalina
et Pokorny, 1981). Freeze-etching zvyrazni struktury lomné plochy odpafenim
ledu za sniZeného tlaku. Pouziva se ke studiu povrchi odhalenych prfi
odkrojeni zmrazeného preparatu. Z obnaZeného preparatu za sniZeného tlaku
sublimuje led a tim se zvyrazni prohlubné a vakuoly (Nebesarova, 2001). Na
obnaZeny povrch objektu Sikmo napafime vrstvu uhliku s platinou. Tato
stinovaci vrstva vytvori zdkladni kontrast repliky. Za ni pak nasleduje vrstva
opornd, kterou vytvofime z tlustsi uhlikové vrstvy. Celkova tloustka
nanesenych vrstev ale nesmi presahovat 90 nm. Poté ndsleduje roztaveni
vzorku a tim oddéleni repliky, kterd se splavi na vodni hladinu. Replika
obsahuje zbytky objektu a musi se tudiz fadné vycistit pomoci okyslicovadel,

kyselin nebo enzym1 (Kalina et Pokorny, 1981).

Freeze drying. Pokud neni elektronovy mikroskop vybaven kryodrzakem,
pouzijeme metodu zvanou freeze-drying. Vzorek je premistén do vakua
a vysuSen sublimaci (Nebesafova, 2001). Nasledné muze byt vzorek fixovan

oxidem osmicelym (Schatten et Pawley, 2008).

1.3.2.3.  Fixace
Fixaci rozumime rychlé usmrceni bunék nebo tkani pfi optimalnim zachovani
jejich tvaru, struktury a obsahu (Kalina et Pokorny, 1981). Pozadavky na
vhodnou fixdz urcuje druh pozorovani. Nékdy je cilem fixace zachovat jen
nékteré chemické skupiny sloucenin, které maji byt analyzovany. Pfi fixaci
probihd nékolik rtznych pochodti: denaturace bilkovin, ztrata rozpustnosti,

vazba molekul bo¢nimi fetézci, dehydratace a dalsi (Wolman, 1955).

Fixaci provadime bud metodami fyzikdlnimi, kam patfi napt. fixace zahfanim,

vysuSenim, zmrazenim; nebo metodami chemickymi.

K chemickym metoddm patfi ptisobeni par tékavych chemickych latek nebo
jejich roztoky. Mezi nejcastéji pouzivané latky patii aldehydy (glutaraldehyd),
alkoholy (methylalkohol a ethylalkohol), kyseliny (kyselina osmiceld) nebo
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napfiklad slouceniny tézkych kovi (oxid osmicely, manganistan draselny).
(Nebesarova, 2001)

Pro mékké tkané je nejSetrnéjsi technikou fixace mrazova sublimace. Pfi tomto
postupu nedochazi k vysrazeni nebo k denaturaci latek a velkd vétSina enzym,
bilkovin i nukleovych kyselin ztstava zachovana (Hulinsky et Jurek, 1982).

Mrazova sublimace neboli freeze drying a freeze etching viz vyse.

Chemicka fixace se uplatiiuje pfi chrdnéni mékkych i tvrdych tkani proti
autolytickym a enzymatickym pochodtim. Vétsina fixacnich roztokt se pufruje
na fyziologické pH napft. fosfatovym pufrem nebo kakodylatovym pufrem.
Tyto fixdZe rychle pronikaji do tkané, imobilizuji latky, jako jsou glykogen,
cukry a lipidy, které nesrazi ani neméni. Aldehydové fixaZe zmensuji naboj
ionizovanych a hydratovanych skupin, napf. bilkovin (Hulinsky et Jurek, 1982).
Po fixaci uvedenymi roztoky je nutno fixované tkdné promyt v astrojnych
roztocich (pufrech) s glukosou (5,4%) pfi pH 7,4 a odvodnit (Hayat, 1977).

Tvrdé tkané se obvykle fixuji alkoholem nebo acetonem. Uziti kyseliny osmicelé

nebo dvojchromanu draselného je ojedinélé (Lane et Martin, 1969).

Vyznam a pouziti glutaraldehydu podle Kaliny a Pokorného (1981):
Glutaraldehyd se uziva v 1-6% roztoku fosforecnanovém nebo kakodylanovém
pufru pfi pH 6,8-7,2. Délka ptlisobeni zavisi na objektu, koncentraci fixaze
a teploté. Pohybuje se od 30 minut do 24 hodin, ale prodlouzeni doby v tomto
rozmezi neméni strukturu. V pufrovanych roztocich glutaraldehydu je mozno
tkanové blocky dlouhodobé uchovavat. Jejich struktura ztistava asi mésic bez
podstatnych zmén. Fixované tkané nemaji vhodny kontrast. Pfi prohliZeni
v TEM poskytuji fezy jakoby negativni obraz: cytoplasmatické membrany jsou
svétlé, ostatni bunéény obsah je velmi tmavy. Proto Sabatiny doporucil
naslednou fixaci (postfixaci) roztokem kysli¢niku osmicelého. Tato kombinace
se osvédcila a nyni se téméf univerzalné uziva pri studiu celkového obrazu
burky. Glutaraldehyd pronikd pomérné rychle do objektu. Penetra¢ni rychlost
je vy$si pfi pokojové teploté a pri vyssi koncentraci. Napf. do tkané z krysich
jater pronika 4% glutaraldehyd tak, Ze za 2 hodiny pfi 20°C postoupi do
hloubky 6 mm. Proto se doporucuje, aby fixované blocky mély hranu asi 5 mm.
Po fixaci ma tkan ponékud vyssi objem (o 4-6 %), coz se upravi pfi postfikaci
osmiem. Glutaraldehyd reaguje s bilkovinami, které méni v prtizracné, stabilni
gely s vnitromolekuldrnimi a mezimolekuldrnimi vazbami. Za optimalnich

podminek je fixace velmi Setrnd, bilkoviny neztraceji schopnost reagovat
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a zachovavaji si tercidlni konfiguraci molekul. TotéZ plati i o rliznych enzymech
a jejich aktivité. Glutaraldehyd z ¢asti zachovava semipermeabilitu membran
a umoznuje pozorovani mikrotubuld. Glutaraldehyd nereaguje slipidy ani
s vétsinou polysacharidu (vyjimku tvori glykogen). Reakce
s deoxyribonukleovou kyselinou je slaba, ale ribozomy a jejich shluky se

zachovavaji vyborné.

1.3.2.4. Dehydratace
Po fixaci se vzorek ponofi do smési alkoholu, formalu nebo kyseliny octové,
aby se zbavil necistot. Nasledné se dehydratuje. Pfi dehydrataci je vzorek
zbaven vody a stava se slucitelny s hydrofobni latkou, do niZ je pak vkladan.
Obvykle je dosazeno rychlé dehydratace, pokud je vzorek ponofovan do stale
koncentrovanéjsiho alkoholu (Rigutti, 2006). Preparat se musi dehydrovat,
protoZe vétsina zalévacich médii neni s vodou misitelna, a abychom mohli
preparat zalévat, musi vném byt obsaZena kapalina, kterd je misitelnd jak

s vodou, tak se zalévacim médiem.

Nejcastéji se jako dehydrataéni cinidla pouZivaji etanol a aceton. Obvykle
prochazi vzorek roztoky o koncentracich 30, 50, 70, 80, 90 az 100 %, ve kterych
je ponechan vzdy 5-10 minut (Nebesafova, 2001). Podle Hulinského a Jurka
(1982) zavisi doba potfebna k odvodnéni alkoholem na struktufe a propustnosti
objektu. Doddvana dehydratacni ¢inidla ale také obsahuji vodu, ta se po tomto
postupu jesté odstrani pomoci chloridu vapenatého nebo bezvodého siranu
meédnatého (Nebesarova, 2001).

1. Etanol

Strukturnim vzorcem CHsCH:0H, o molekularni hmotnosti 46,07 g/mol.
Pouziva se nejcastéji. Nedostatkem je, ze ptisobi objemové zmény pri koagulaci
bilkovin, mtZe reagovat se zbytky oxidu osmicelého a tvofit s nimi drobné
densitni precipitaty, v nizsich koncentracich extrahuje proteiny a ve vysSich

zase fosfolipidy (Kalina et Pokorny, 1981).
2. Aceton

Strukturnim vzorcem CHsCOCHs o molekuldrni hmotnosti 58,08 g/mol. Na
rozdil od etanolu nereaguje se zbytky oxidu osmicelého a o néco méné
extrahuje fosfolipidy, za to vice extrahuje lipidy. Dalsi moznou nevyhodou je to,
Ze odvodnuje az prili§ rychle a mize tim zptsobit odtazeni protoplastu od

bunécénych stén (Kalina et Pokorny, 1981).
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1.3.2.5. Zalévini
Vzorek nasledné prochazi procesem, v némz tkan ziskava homogenni pevnost,
aby mohla byt fezdna. Obecné¢ je vzorek napustén tzv. plnicimi latkami, které ho

znacné ztvrzuji. Jsou to napt. parafin nebo epoxidové pryskyftice (Rigutti, 2006).

Hulinsky et Jurek (1982) uvadi vyhody a nevyhody parafinu. Vyhodou zalévani
do parafinu je mald narocnost metody, rychlost manipulace, moZnost realizace
sériovych fezi a snadné odstranéni parafinu zfezu xylolem. Nevyhodou
zalévani do parafinu je pomérné znacné smrsténi tkané a vyssi teplota, pfi niz

se preparat prosycuje a chemismus buriky méni.

Pfi technice ultratenkych fezii je nutno odvodnéni tkdné prosytit syntetickymi
polymery jako jsou methakrylaty, epoxidové pryskyfice (araldit), polyesterové
pryskyftice (Vestopal) apod. (Hayat, 1977). Vétsina znich je svodou
nemisitelnd. Vybér se fidi podle tcelu a typu preparatu.

Vodou rozpustna pryskyfice ma velmi omezeny vyznam. Uziva se ale tam, kde
je zaddouci sniZzena extrakce lipidt, napf. pfi cytologickych a histochemickych
studiich. Vodou rozpustné pryskyftice se ¢asto pouzivaji jen jako odvodnovaci
latky a k zaliti se voli nékterd nerozpustna pryskyfice, kterd se s nimi misi.

vvvvvv

al., 1960).
1. Polyakrylové pryskyftice - Metakrylaty

Byly prvni zalévaci hmotou, uzivanou v elektronové mikroskopii. O zavedeni
se zaslouzil Newman a kol. (1949). V dnesni dobé se pouzivaji v novych
variantach. Jejich vyhodou je, Ze se mohou pouzivat i pfi nizkych teplotach.
Patfi sem napf. LR-white a LR-gold média vytvofena firmou London Resin
Company, dale Lowicryl K4M ¢i Lowicryl HM20 a nové vyrobenou akrylovou
pryskyfici je Unicryl zroku 1992, ktery je prezentovan jako univerzalni

pryskyfice k imunoznaceni pro optickou i elektronovou mikroskopii.
2. Epoxidové pryskyftice

Jedna se o viceslozkové pryskyfice. Rovnomeérné se polymeruji bez vétsi zmény
objemu prfi 600°C. Tvrdost blockti 1ze ovlivnit mnozstvim tvrdidla. Nejsou
rozpustné v alkoholu, takze se nedehydratuji etanolem, ale tfeba
propylenoxidem. Patfi sem pryskyfice Spurr, ktera byla vytvofena

stejnojmennym chemikem. Vyborné se hodi k zalévani rostlinnych materiald,
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protoze je nizké viskozity. Déle sem patfi Araldit, pryskyfice vznikla ze tii
slozek s vyssi viskozitou a Epon s nizsi viskozitou, ale nestandardni tvrdosti
block.

3. Polyesterové pryskyftice

Mezi nejvice pouzivanou polyesterovou pryskyfici v elektronové mikroskopii
patii Vestopal W, ktery ma vysSsi viskozitu a tendenci k samovolné
polymerizaci. Polyesterové pryskytice se v soucasné dobé z uvedené nabidky

pryskyfic vyuZzivaji nejméné.
Pozadavky na plnici média a typy zalévani podle Nebesarové (2001):

» mély by vykazovat dostate¢nou mechanickou pevnost v tenké vrstvé

> byt stabilni ve vakuu a pfi ozafeni primdrnimi elektrony

> nemély by rozptylovat primdrni elektrony, tedy nepfispivat obrazem vlastni
struktury k vyslednému obrazu na stinitku mikroskopu

> jejich polymerizace by méla byt rovnomérna bez objemovych zmén
a poskozeni ultrastruktury

> pryskyficné smési by mély mit nizkou viskozitu a mély by byt rozpustné
v béZnych dehydratacnich cinidlech, aby bylo mozné prepardt snadno
a dobfe pryskyfici prosytit

> vzniklé blo¢ky by mély mit pfiméfenou tvrdost, aby se daly dobte krajet

Plo$né zalévani — do silikonové formy s otvory ve tvaru blockti se umisti vzorek
a zalije se pryskyfici. Forma se umisti do termostatu a kontroluje se pozice
vzorku. Tento zptlisob zalévani se pouzivd, pokud chceme vzorek orientovat
tak, aby oblast pro prohliZeni leZela co nejbliZe fezné roviné blocku. Nelze
pouzit u metakrylatovych pryskyfic.

Zalivani do kapsli — kapsle jsou vyrabéné ze Zelatiny nebo polyetylénu. Jsou
riznych velikosti a tvari. Vyhodou je, Ze zabranuji kontaktu pryskyfice se
vzduchem (to muZe zpusobit problémy pfi polymerizaci u nékterych
pryskyfic). PouZzivaji se, pokud je vzorkem suspenze nebo jiny materidl,

u kterého nezélezi na jeho orientaci.

Zalité vzorky se nasledné vystavi polymerizacni teploté. Tedy teploté, pfi které
dochdzi k polymeraci — chemické reakci, pfi které se zmalych molekul
(monomertt) stavaji vysokomolekuldrni latky (polymery). Kalina a Pokorny

(1981) popisuji, Ze béhem polymerizace ziskd hmota zprvu rosolovitou
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konzistenci, pozdéji ztvrdne, ale z{istava jesté kiehka a nékdy se jesté rozpousti
v acetonu. Teprve dalsi polymerace zajisti vlastnosti nutné pro fezani.
Polymeraci nesmime ukoncit predcasné. U mnohych hmot se osvédcilo
dozravani block, tj. k fezani se pristupuje az po né€kolika dnech po skonceni
polymerace. Podle ptvodniho doporuceni Lufta (1961) se ma polymeracni
teplota postupné zvysovat, tj. 30°C, 45°C a 60°C. MtZe se tak zlepsit prosyceni,

ale pro vlastni polymeraci nemd takovy postup vétsi vyznam.

U epoxidovych pryskyfic dochdzi k nastartovani polymerizace zalévaciho
média predevsim teplem okolo 60°C. U akrylatovych pryskyfic se mtZeme

setkat s polymerizaci pomoci UV ozafeni (Nebesarova, 2001).

1.4. Ptfiprava fezu

Zhotoveni ultratenskych fez{i o tloustce 60-70 nm umoznuje fada pfedchozich
krokt — fixace, odvodnéni, zalévani do pryskyfice a polymerace. Pro pripravu
potfebujeme kvalitné polymerizovany a upraveny blocek s preparatem,
diamantovy nebo sklenény ntiz, ultramikroton a sitku pro manipulaci s fezy.

Obecné plati, Ze ¢im jsou fezy tendi, tim je lepsi rozliSeni, ale slabsi kontrast.

1.4.1. Uprava blocki

Pro tuto proceduru se pouziva nazev trimovani.

Zpolymerizovany blocek, ktery se zbavi zalévaci formy je prtizracny a vzorek
v ném je vétdinou tmavy, takze se da v blo¢ku jeho poloha snadno urc¢it. Uprava
spociva v odstranéni prebytkii pryskyfice a vytvoreni fezné plochy s vhodnym
tvarem a velikosti. Bloéek se trimuje do tvaru kratké pyramidy, v jejimz vrcholu
se nachazi zality vzorek. Pyramida by méla mit Sirokou zdkladnu a byt co
nejnizsi, aby se nechvéla pfi kontaktu s ostfim noze. Celd pyramida je podle
potteby velka v rozmezi od 2 do 5 mm (Kalina et Pokorny, 1981).

1.4.2. Noze
Pouzivaji se noZze ocelové, které lze opakované brousit, ocelové pasky
s ziletkovym ostfim na jedno pouziti nebo pro glykol-methakrylatové blocky
sklenéné noze. Diamantové noZe se pouzivaji pro krdjeni tvrdych materidli
(Vacek, 1996).

Sklenéné noze navrhl vroce 1950 Latta. Diamantové noZe poprvé pouzil

Fernanfés-Moran v roce 1956.

31



Diamantové noze se brousi z monokrystalt primyslovych diamantd. Jsou
drahé, cena zavisi hlavné na délce fezné hrany a pfi poskozeni se musi za
vysokou cenu prebrousit. Jeho Zivotnost je ale mnohem del$i neZ u nozi
sklenénych. Sklenény niZ muZe nafezat maximdlné 30 ultratenkych fezli
zjednoho mista, pak se musi fezna hrana posunout nebo niiz vymeénit.
Schopnost fezat ztraci sklenény ntz po tfech dnech az jednom tydnu, kvali
korozi. Trvanlivost se zvySuje pokovenim sklenéného noze wolframem, tedy
kovem, ktery korozi nepodléha. Sklenéné noZe se lamou ze sklenénych tyci
tésné pred vlastnim pouZzitim. Sklenéné tyce jsou vyrobeny ze specialniho skla

pripraveného k témto tcelim (Nebesafova, 2001).

Mezi prvni postupy pripravy sklenénych nozii ze sklenénych ty¢i patfilo rucni
lamani. Nejlepsi navod popisuje Hayat (1977). Doporucuje pouZzivat sklenéné
desky o velikosti 5x10 cm, tlusté 5-6 mm. Od Sedesatych let se zacal pouzivat na
lamani skla pristroj Knife-Marker, ktery uvedla na trh firma LKB-Produkter.
Knife-Marker miizeme popsat jako specialni svérdk, ke kterému sklenéné pruhy
upevnime. Ten pak sam tyc skla rozlame nejprve na ¢tverce (nebo kosodélniky
pokud chceme ntiz s jinym thlem nez 45°) o velikosti cca 2,5 cm x 2,5 cm, jako
vychozi tvary pro pfipravu nozd. Tyto ctverce se dale rozlomi na dva
trojuhelniky. Idedlni rovné lomy maji thel hrany o velikosti 45°. Ziskame jej pfi
pomalém ldmani. Pfi rychlejSim lamani je thel vzdy o néco vétsi (Kalina et
Pokorny, 1981).

V poslednim kroku pfipravy noze pfipevnime za feznou hranu noZe vanicku
na odchytavani ultratenkych fezti. Pfed samotnym krdjenim naplnime vanicku

vodou nebo jinou vyhovujici kapalinou.

1.4.3. Ultramikrotom
Mikrotomy jsou pristroje, které slouzi ke krdjeni histologického materidlu
a zhotoveni jejich preparatd. Prvni mikrotomy se zacaly objevovat ve druhé
poloviné 19. stoleti, pojmenoval je J. E. Purkyné. Jednalo se o velmi dobte
nabrousenou bfitvu. V jedné ruce se drZzel blocek, pro bezpecnost zanofeny
napt. do korkové zatky, a v druhé ruce biitva. Rez byl nedokonaly. Nejd¥ive se
zacaly zdokonalovat noze, které byly na jedné strané zcela rovné, poté doslo

k upevnéni noze se sklonem k blo¢ku (Kopecka et al., 2006).

Je nékolik typtt mikrotomi: santkkovy, rotacni, diskovy, ultramikrotom, laserovy
mikrotom a dal$i. Pro elektronovou mikroskopii se vyuzivaji hlavné posledni

dva uvedené.
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Podle ¢lanku v casopisu Spectrum (2001) je ultramikrotom vysoce pfesny
pristroj pro vyrobu extrémné tenkych fezli, které jsou nutné pro analyzu
vzorki pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Primérné tloustky jsou
mezi 25 aZz 100 nm. Bozzolla et Russel (1999) zase uvadéji, Ze pro nejlepsi
rozliSeni, by mély byt fezy od 30 do 60 nm. Tento rozmér miiZeme pfirovnat
k rozdéleni 0,1 mm silného lidského vlasu na 2000 dila podél jeho primeéru,
nebo rozrezani jedné cervené krvinky na 100 dilt. Elektrony standardniho
elektronového mikroskopu nemutiZou projit biologickym materidlem silné&jSim

nez 150 nm.

Pomoci tohoto pfistroje je mozné pfipravovat i tzv. polotenké fezy o tloustce
100-120 nm a tlusté fezy o tloustce 1000-2000 nm (1-2 pum), které se ale uzivaji
spiSe ve svételné mikroskopii (Kalina et Pokorny, 1981). V soucasné dobé
zname dva hlavni typy, které se spojily v typ kombinovany, ktery obsahuje
vyhody obou. Prvnim typem je ultramikrotom s mechanickym posunem blocku
k nozi a druhym je ultramikrotom, ktery k posuvu vyuziva tepelné dilatace
meédéné tyce. Ultramikrotomy s tepelné-dilataénim posunem mohou krajet
i velmi tvrdé materidly. Pfednosti mechanickych ultramikrotom je zase stabilni
tloustka ultratenkych fez(i (Nebesarova, 2001).

Do stolku ultramikrotomu pfed zahdjenim fezani upevnime sklenény nebo
diamantovy niz a vanicku naplnime vodou tak, aby se hladina dotykala fezné
hrany noZe a dobfe se na ni odrazelo svétlo. Proti nozi do vahadla ¢i drzaku
objektu upevnime pfipraveny blocek se vzorkem. Poté jiz mtzeme zacit vzorek
a ntz k sobé piiblizovat a vzdalenost kontrolovat v stereomikroskopu. Hrana
noze vrhda na celo blocku stin, ktery ndm ukazuje, zda jsou ntiz se vzorkem
rovnobézné. Tloustka fezu je pfimo umeérna sile ptisobici na hranu. Ultratenké
fezy odpadavaji na hladinu vody ve vaniéce, kde se diky povrchovému napéti
drzi na hladiné a Ize s nimi d4le dobfe manipulovat. Z hladiny se fezy sbiraji na
sitku. Pracovni postup prace s mikrotonem podrobnéji popisuje Kalina et
Pokorny (1981).

1.43.1. Sitky
Vyse zminované sitky se vyrdbéji elektrogalvanickym leptanim nejcastéji
z médi, niklu, zlata nebo palddia. Jejich priimér se v soucasnosti ustdlil na
3 mm. Sitky s velkymi otvory umoznuji pozorovat vétsi plochu fezu nez sitky
s malymi otvory, ale fez se v nich mtize sndze prohnout a znicit pod proudem

elektronového svazku v elektronovém mikroskopu (Nebesarova, 2001).
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1.5.  Vyuziti elektronové mikroskopie

Elektronova mikroskopie ma Siroké spektrum vyuZiti. Velky vyznam ma
napriklad v lékarské diagnostice. Pomoci morfologické struktury virti, kterou
nam odhali elektronovy mikroskop, ziskame v lékarské diagnostice vysledek
béhem nékolika hodin. V diagnostice virdh mtZe byt pouZit klinicky material
nejriiznéjstho ptvodu. Materidly, které mtlizeme pouzit pfimo (bez dalsi
preparace): kozni léze, nosohltanovy sekret, sliny, slzy, tekutina z bioptického
materidlu nebo tkanovych kultur. Pro tspésné vysetfeni dalSich materialt je
dtlezity jejich spravny odbér a zpracovani. Mezi dalsi klinické materidly, které
se vyuzivaji v elektronové mikroskopii, fadime: moc¢, krevni sérum,
mozkomisni mok, stolici, bradavice, biopticky a autopticky materidl, tkanové

kultury a chorioalantois (Bielinkov4, 2011).

Skenovaci elektronovd mikroskopie se vyuziva i ve stomatologii. Pomoci
elektronového mikroskopu dentisté identifikuji naptiklad bakterie v zubnim
kameni (Skoupy, 2012).

Stale vice je elektronovy mikroskop pouzZivan i ve forenznich analyzach,
protoze umoznuje detailni zobrazeni povrchu a zdkladni elementarni analyzu.
Pouziva se napiiklad k chemické analyze vybusnin a jed{i, k rozboru dikaznich
materidlt — naptiklad tvar a kvalita vlast, sloZeni barvy laku vozidla pfi
dopravni nehodé, zobrazeni povrchu nébojnice, nalezeni i velmi malych stop
po stfelném prachu a chemickd analyza typu stfelného prachu. Pfitomnost
rozsivek v télnich tekutindch dava diitkaz o utonuti ve vodé — kdyby byl ¢clovék
do vody hozen az po smrti, rozsivky by se nachdzely pouze v plicich (Po
stopach zlocinu, 2015).

Elektronova skenovaci mikroskopie pomdha také odhalovat historicky vyvoj
zivotniho prostredi, rtiznost zemédélskych kultur i lidskych sidlist podle
studovani pyla — palynologie. Pylova zrna ziistala v raseliniStich a jezernich
usazenindch zakonzervovana tisice az miliony let. Povrchova struktura
pylovych zrn je velmi specifickd, elektron-mikroskopickym rozborem lze casto
presné urcit druh nebo alesponi rod. Pylova zrna podavaji informace nejen
o vyvoji vegetace v minulosti, dokdZou také odhalit zmény prostfedi a zptisob
zivota prapredkt. Pro prizkum jsou dulezité staré odpadnich jamy, ve kterych
se nachazi pylové spektrum, jenz je zavislé na rostlinném sloZeni stravy lidi

(Archeologicka palynologie, 2013).
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Metody pouziti elektronové mikroskopie se neustdle vyvijeji. SEM ma
naptiklad nizkovakuovou (LVSEM) a environmentalni nastavbu (ESEM). Ty
vytvareji v komore se vzorkem ochrannou atmosféru vodnich par. Tato metoda
ma vyuziti v botanice, zejména v taxonomii a fyziologii rostlin. Vyuziva se pro
zjistovani rozliSujicich morfologickych znaki druhti, pro analyzu struktur
vytvarejicich se pfi symbidzach hub a rostlin, jako je napfiklad souziti hub s
fasami a sinicemi u liSejnikt, nebo hub s kofeny vyssich rostlin u mykorhiz, pro
dokumentaci vzniku a vyskytu exudatti (chemickych vyméskii nékterych
druht hub a rostlin) pfi studiu kolonizace rostlin mikroorganismy atd.
Nastavby skenovaciho elektronového mikroskopu ESEM a LVSEM - idealné
vybavené chlazenim vzorku, dovoluji zkoumat objekty v témeéf prirozeném
stavu bez poskozeni vyschnutim. Vzorky neni nutné odvodrnovat, ani
pokovovat, jako u vysokovakuovych (HVSEM) elektronovych mikroskopti
(Machac, 2012).

Environmentdlni rastrovaci elektronova mikroskopie umozZnuje studovat
pfirozenou povrchovou strukturu vzorku bez pfedchozi preparace ¢i fixace,
umoznuje studium i nevodivych vzorkii nebo vzorkt obsahujicich vodu. Tato
metoda je uspésné pouzivdna k pozorovani histologickych vzorkt, zbytka
biologickych tkani fosilntho hmyzu v jantaru, povrchii pryZzi, keramik, tvrdych
zubnich tkani a katetr(i pro 1ékarské ticely (Nedéla, 2012).

V roce 2013 wuvefejnil americky casopis Microscopy and Microanalysis
informaci, Ze tstav piistrojové techniky AV CR, v. v. i. ve spolupraci s
japonskym profesorem Makotem Shiojirim vyviji metodu, diky niZ by bylo
mozné pozorovat v elektronovych mikroskopech Zivé organismy. Optimalné by
tato metoda mohla vytvofit jakysi most mezi optickou a elektronovou
mikroskopii. V idedlnim pfipadé by bylo mozné studovat vzorky v Zivém stavu
a vétsich zvétSenich, ve vyrazné lepsi hloubce ostrosti a také s moznosti ziskat
nové informace obéma typy mikroskopti oddélen€, nebo jejich kombinaci pfi
takzvané korelativni mikroskopii. Pfedpoklada se, Ze tato nova a Setrnd metoda
bude mit uplatnéni jak v biologii a farmacii, tak napfiklad i v potravinarstvi,
konkrétné napriklad prfi studiu reakci roztoc¢ti a jinych paraziti na razné

prosttedi, na hubici latky ¢i specidlné vyvijené textilie (Tihlafikova et. al., 2013).
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2. METODIKA

Nasledujici text je zpracovan na zakladé vlastnich poznatk pri praktické praci
s elektronovym mikroskopem, véetné odbornych konzultaci s RNDr. Vaclavem
Kozou, a s pomoci uZivatelské prirucky firmy PhenomWorld ke skenovacimu

elektronovému mikroskopu Phenom Pro a dalSich firemnich materialii.

Elektronovy mikroskop Phenom Pro je tvofen nékolika diléimi systémy, které
jsou plné funkéni az cca 13 hodin po zapnuti pfistroje. Proto se pfi béZném
laboratornim vyuziti mikroskop nevypind. Pokud se s pfistrojem nepracuje,
prechazi automaticky do rezimu ,stand by”. Pro delsi planovanou odstavku je
vhodné pfistroj nastavit do rezimu tzv. hibernace. Pouze v pfipadé planované
odstavky pristroje je vyhodné jej vypnout. Jak v reZimu stand by, tak v rezimu
hibernace je elektronové délo (ED) udrzovano v provozu a sniZuje se tak jeho
zivotnost. Deklarovana Zivotnost ED je sice relativné dlouhd, cca 2500 hodin, ale

po vycerpani téchto provoznich hodin je jeho vymeéna financné nakladna.

Mikroskop Phenom Pro se skladd z vlastniho mikroskopu, dotykového LCD
monitoru, vakuového cerpadla, zdroje napdjeni, drzaku vzorku, otoéného

knofliku pro manipulaci s funkcénimi prvky obrazovky a dalsich.

Na vlastnim mikroskopu Phenom Pro najdeme na celnim panelu tlaéitko
ovladani funkéni casti (vypindni/zapinani) a nékolik komunikacnich diod.
Dioda indikujici elektrické napdjeni ndm soucasné podle barvy napovida,
v jakém pracovnim rezimu se pfistroj nachdzi. Dioda vzorku sviti zelené pfi
vlozeném vzorku. Obrazek zamceného zdmku sviti oranzové pfi zamcenych
dvifkach, a naopak obrazek otevieného zamku sviticiho zelené€ spatfime, pokud

jsou dvitka odemdcena.

Po vysunuti dvifek nahoru vidime zasuvku pro vkladani vzorku umisténého
v drzéku vzorku (v nasledujicim textu nékdy uveden ndzev: stolek vzorku). Do

Phenomu Pro mtizeme vlozit vice druht drzakt vzorku.

a) Standartni drzdk vzorku, ktery se pouzivda pro bezvodé nebo
dehydratované objekty s dobrou povrchovou vodivosti, anebo pro
objekty pokovené. Pii pouziti klasického drzdku ziskame na prvni
pohled distsi obraz, ale pfi snimdni obrazu miize snadno dojit k jeho
presviceni.

b) DalSim typem drzadku vzorku, se kterym jsem pracovala, je stolek

sintegralnim ventilem, pomoci néhoz dochédzi k poruseni vakua
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v pozorovaci komore mikroskopu. Molekuly dusiku a kysliku, které se
v atmosféfe pfirozené nachdzeji, se v pozorovaci komore mikroskopu
ionizuji. Tento drzdk je vhodny pro pozorovani objektd s nizkou
vodivosti nebo objekttl, které se mohou tic¢inkem elektronového paprsku
poskodit ¢i znicit. Skenovaci elektronovy paprsek vytvari na nevodivém
nebo Spatné vodivém povrchu pozorovaného objektu naboj, ktery jednak
méni dradhu zpétné odrazenych elektronti, jednak zvysuje lokalni emisi
elektront. Detektor pak zpétné odrazené elektrony vyhodnoti jako
zkresleny ¢i lokalné presviceny obrazek. Ionizované molekuly pfijimaji
elektrony a kompenzuji tak emisi elektroni zlokalnich naboji
pozorovaného objektu. Pfi pfijmu elektronu se tyto molekuly deionizuji.
V ¢asovém intervalu, ktery je tfeba na vyhodnoceni signdlu a pro
zhotoveni snimku, nedochéazi k presviceni, protoZze molekuly fidké
ionizované atmosféry vychytavaji elektrony a ze snimaného useku je
odvadéji.

c) Drzdak s regulovatelnou teplotou (viz nize, kap. 2.3).

Pfi volbé drzdku vzorku vzdy musime brat v potaz, jakou strukturu se
chystame pozorovat, pfi jakém zvétseni, s jakym urychlovacim napétim apod.
NemuZzeme tedy vybirat drzdk vzorku pouze podle jediného kritéria. Velmi
dtilezitou roli hraje preduprava vzorku, volba podkladu a lepiciho prostiedku

a nasledna tprava pokovenim.

21. Zasady pro pripravu vzorkt

Pro pfipravu vzorku potfebujeme: nosi¢ vzorku, drzdk nosice, pinzetu pro
sevieni nosice. Upevnit vzorek na nosi¢ mizeme pomoci koloidniho grafitu,
stfibrné pasty, médéné lepici pasky nebo oboustrannych uhlikovych lepicich
ter¢iki. Prach ¢i dalSi nedistoty nachdazejici se na nosié¢i vzorku odstranime

pomoci stlaceného vzduchu ze zasobniku.

DodrZeni niZze uvedenych obecnych pokynti pfi pfipravé vzorkt napomaha ke
zvyseni efektivity vyuziti této zobrazovaci techniky a zaroven sniZuje provozni

naklady na tdrzbu i riziko zdvazného poskozeni zatizeni.
Do Phenomu Pro se mtiZou vlozit vzorky az do velikosti 25 mm a vysky 30 mm.

Nikdy do elektronového mikroskopu nevkladame vzorky vlhké. Ty se totiz ve
vakuu ihned odplynuji a para v pozorovaci komofe mtize zptisobit problémy

pfi zobrazovani nebo dokonce piistroj trvale poskodit.
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Vzorek musi byt pevné pripevnén na nosic. Pfi pfenosu vzorku z atmosféry do
vakua se miize nespravné pripevnény materidl ze vzorku uvolnit. Uvolnéné
¢astice mohou rusit elektronovy svazek, poskodit detektor nebo jiné soucasti
systému. Obzvlasté nebezpecné jsou pro cely systém predmeéty magnetické ci

snadno zmagnetizovatelné.

Na vzorku by se nemély nachazet Zadné volné castice, proto pred vloZenim do

mikroskopu vzorek ocistime stlacenym vzduchem.

Vétsi vzorky, jako je napriklad hmyz (do 25 mm viz vySe), se pfipevni na nosic¢
pomoci koloidniho grafitu nebo stfibrného laku. U mensich objektti, naptiklad
u pylu nebo mnou pozorovaného biosestonu, se pouZzivaji prednostné
oboustranné lepici terc¢iky, které jsou vyrabény pravé k tomuto ucelu. Jedna
lepici strana se pripoji na nosi¢ vzorku a na druhou lepici stranu pasky se
prilepi pozorovany vzorek. Pfi zmrazovaci metodé mutizeme pouzit nosic
vzorku s pruzinovou klipsnou pro uchyceni vzorku, ktery se obvykle nachazi

na karbonatovém filtru (viz vice v kapitole 2.3 Zmrazovaci metoda pro SEM).

Nosi¢ vzorku s pfipevnénym vzorkem umistime pomoci specidlné tvarované
pinzety do drzdku vzorku. Drzdk vzorku je vybaven obvodovym krouzkem,
ktery slouzi k nastaveni vysky/hloubky nosice v drzdku. To¢ime-li krouzkem ve
sméru hodinovych rucicek, centralni ploska nosice se sniZuje pod troven horni
hrany drZaku. Na krouzku se nachdzeji vertikalni ryhy, které slouzi jako znacky,
pomahajici s orientaci. Posuneme-li krouzek o troven jedné rysky, odpovida to
vertikdlnimu posunu smérem dold o 0,5 mm. Jak uvadi aplika¢ni pfirucka
Phenom, nejlepsiho rozliSeni dosahneme pfi pozici vzorku 2 mm pod horni
hranou drzdku. Nejvétsi zorné pole se ziskd prfi pozici vzorku 12 mm pod
povrchem drzdku vzorku. Otdcenim kolecka ve sméru hodinovych rucicek se
tedy dostdvame od nejlepsiho rozliSeni s maximalnim efektivnim zvétSenim
k maximalnimu zornému poli a minimalnimu zvétSeni. Nejvyssi ¢asti vzorku
vSak musi byt vZdy niZe nez horni hrana drzaku, aby se vzorek pfi pfenosu
drzaku do pfistroje neznicil, nebo aby nedoslo k samotnému poskozeni

mikroskopu.
2.2. Postup pfi ptipravé preparatu

Prvnim krokem pfi pfipravé preparatu je odbér vzorku. Postup odbéru vzorku
se fidi metodickymi postupy. Vyuzivaji se standardni pracovni postupy VV05
az VV07 a VV09. Tyto typy odbérti se vyuzivaji pro odbéry vzorkti pro
stanoveni fytobentosu a fytoplanktonu tekoucich i stojatych vod. Minimalni
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objem odebraného vzorku je 50 ml. Pro stanoveni fytoplanktonu stojatych vod
se vzorky odebiraji také jako smésné vertikdlni pomoci odbérové hadice, trubky
nebo hlubinnym sbéracem z eufotické vrstvy béhem vegetacniho obdobi. Typ
odbéru a frekvence vzorkovani se fidi predevSim tucelem monitoringu,

pricemZ optimalni frekvence pro odbéry vzorki fytoplanktonu je 1x mési¢né.

Odebrany vzorek vody ¢i koncentrovany biologicky materidl se fixuje, aby
nedochdazelo ke zméndm kvantitativniho i kvalitativniho sloZeni spolecenstva
organismu jak béhem prepravy tak skladovani. Fixace je v podstaté co mozna
nejSetrné€jsi usmrceni bunék bez zmén vnéjsich i vnitfnich struktur. Nejbéznéji
pouzivanym fixacnim ¢inidlem v algologii je Lugoltiv roztok. Pokud je vzorek
nutné skladovat delsi dobu, pouzije se formaldehyd, a to v takovém mnozstvi,

aby vysledna koncentrace byla cca 4%.

Zakladem Lugolova roztoku je elementarni jod a jodid draselny v poméru 1:2
a rizné mnozstvi destilované vody. V laboratofi Povodi Labe jsem se sezndmila
s tzv. kyselym Lugolovym roztokem, jehoZ soucasti je jesté kyselina octova.
Tento Lugoliiv roztok ma tedy pH nizsi sedmi. Jeho vyhodou je vyssi stabilita
a moznost dlouhodobého skladovani. Nevyhodou je, Ze kvili kyselému pH
muZze dojit k rozpusténi schranek a jiného materidlu z uhlic¢itanu vapenatého
(CaCO:s). V limnickych ekosystémech v CR se ale sorganismy vytvéfejicimi

schranky z CaCO:s nesetkdme tak casto.

Formaldehyd s pfidavkem metanolu, jako stabiliza¢ni pfisadou, pouZzijeme
predevsim pro fixaci jarniho fytoplanktonu s mnoZstvim sinic a rozsivek nebo
pro fixaci fytobentosu. Metanol obsazeny v tomto fixacnim Cd¢inidle mtize
rozpoustét nékteré vnitini bunécéné struktury. Také extrahuje chlorofyl ulozeny
v chloroplastech do roztoku, proto se po néjaké dobé cely odebrany a fixovany
vzorek zabarvi do zelena. Stejné jako metanol ptisobi i etanol — oblibené fixac¢ni
¢inidlo minulych let. Kvili svym neZaddoucim uéinkim na strukturu
biologickych objekti neni formaldehyd vhodny pro delsi skladovani
odebranych vzorkd, které ndasledné pozorujeme pomoci klasické optické
mikroskopie. Ve skenovaci elektronové mikroskopii poskozeni ¢ poniceni

vnitfnich struktur nehraje roli a mtize se tedy bézné pouzivat.

Dal$im krokem prfi pfipravé vzorku k pozorovani pod SEM je koncentrace
vzorku. Je nékolik mozZnych zptlisobti koncentrace. Nejvice pouzivanou
metodou je centrifugace - odstfedéni. Ddle je mozné koncentrovat

vzorek membranovou filtraci, kde miZe byt problémem nevodivost filtru. Filtr
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plisobi jako izolant a pokud ho chceme pouzit pro velmi malé objekty, musi se

vzorek pokovit.

Centrifuga, jinym nazvem odstfedivka, je zafizeni urcené k oddélovani castic
na zakladé jejich hmotnosti. Gravitaci nahrazuji odstfedivé sily. Pfi vkladani
zkumavek do centrifugy je rozdélime tak, aby bylo zatizeni (hmotnost) ramen
rotoru shodné. Manudlné navolime pocet otacek a dobu odstfedovani. Vétsina
modernich zafizeni automaticky prepocitd otacky na nasobek gravita¢niho
zrychleni, tj. ndsobek g. Pro vzorky biosestonu se standardné pouziva
2000 otacek po dobu 5 minut pro objemy do 15 ml v centrifugacni zkumavce
s konickym dnem. Po centrifugaci se usadi dispergované fasy a ostatni castice
ve Spicce zkumavky. Obsah zkumavky vylijeme plynulym prevracenim a ve
$pi¢ce zkumavky =zlstane cca 0,2 - 04 ml kapaliny skoncentrovanym

materidlem.

Voda ve vzorku obsahuje fadu rozpusténych mineralti — nejbéZnéji sirany
a uhlic¢itany, které jsou pfi¢inou tzv. tvrdosti vody. Pro mikroskopické
pozorovani je vyhodné mnozstvi minerdlnich latek, které zbudou po odpafeni
vody, snizit. Toho dosidhneme, kdyZ po prvni centrifugaci a opétovném
doplnénim objemu vzorku vodou destilovanou (resp. demineralizovanou)
centrifugaci opakujeme. Ve zkumavce ztstalo 0,2 ml pavodni vody sjiz
odstfedénym sedimentem (minerdlnimi casticemi a biologickymi objekty)
a naslednym doplnénim demineralizovanou vodou do objemu 10 ml dojde ke
zfedéni rozpusténych latek a tim snizeni koncentrace 50x. Tento postup
muZzeme nékolikrat opakovat. Pfi opakovaném vylévani vody z centrifugacni
zkumavky mutze dochdzet k urcitym ztratdm dispergovaného materidluy,
a proto bychom méli byt pfi naslednych manipulacich skoncentrovanym

vzorkem velmi opatrni.

Pro pozorovani kfemennych schranek rozsivek (frustulii) je vhodné vzorek
mineralizovat. Mezi oblibené mineraliza¢ni metody pfi vyzkumu rozsivek patfi
napft. zihani pii teploté cca 350°C. Vzorek, ktery chceme takto ,, zpopelnit”, musi
byt na zdruvzdorném materidlu, napfiklad na specidlnim skli¢ku. MtiZeme sice
pouzit i hlinikovou fdlii, ale pfipouziti tohoto materidlu se nevyvarujeme

¢astecnému zprohybani podkladu, které mtize ovlivnit vysledné pozorovani.

Castéjsi mineralizaéni metodou je ptisobeni silného oxidaéniho ¢inidla.
V navstivené biologické laboratofi je tento postup aplikovan jako dlouhodoba

(az nékolikadenni) mineralizace pomoci peroxidu vodiku o koncentraci 15 nebo
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30 % a objemu 1 — 2 ml do koncentrovaného vzorku za bézné laboratorni
teploty. Po pfidani peroxidu dochazi velmi rychle k oxidaci organickych latek
asoucasné kuvolnovani kysliku. RozloZenim organického materidlu vné
i vevnitf kfemicitych struktur se zbavime velkého mnozZstvi balastnich latek
a ziskame tak lepsi pohled na povrch mikrostruktur. Na hrdlo zkumavky jen
volné poloZzime zatku, aby mohl vznikajici plyn unikat ze zkumavky do
ovzdus$i. Stojan se zkumavkou umistime do digestofe. Ukoncéeni produkce
plynovych bublinek je signdlem kompletni mineralizace. V zavislosti na obsahu
biologického materidlu ve vzorku je mineralizace ukonc¢ena béhem 2 — 4 dnfti.
Cést sedimentu tvoii mineralni latky — napf. uhli¢itany, které Ize snadno
rozlozit pfidavkem kyseliny. Proto pro ziskani jesté jasnéjsiho obrazu se miize
po ukonceni mineralizace do zkumavky kapnout nékolik kapek kyseliny
chlorovodikové (v pfipadé fytoplanktonu) nebo kyseliny sirové (v pripadé
fytobentosu). Pokud pouzijeme pridavek kyseliny na zavér mineralizace,
musime provést znovu opakované odstfedéni s demineralizovanou vodou.

Koneény objem vzorku by mél byt 0,2 — 0,3 ml.

Koncentrovany, mineralizovany vzorek zbaveny zbytk(i kyselin se nasledné
pfendsi na hlinikovou folii. Pomoci mikropipety se vzorek ve Spicce
centrifugacni zkumavky promichd a po kapkach premisti na félii z hliniku nebo
na kryci sklo. MiZeme nandaset jednu vétsi kapku nebo vice kapek malych.
Kazda z alternativ ma svoje vyhody i nevyhody a zdlezi na charakteru vzorku
a ucelu pouziti. Naneseme-li na folii vice kapek o mens$im priimeéru, dosahneme
rychlejstho odpafovani, ale v prostfedi bude vice balastniho materidlu, ktery
zabira misto na tkor cilovych struktur. Pokud je ale vzorek ¢isty, nevyskytuje se
v ném vétsi mnozstvi balastniho materidlu, dojde lehce k lokalnimu presviceni

nepokovenych vzorkd.

Vzorek pfed vloZenim do elektronového mikroskopu musime zbavit vody.
Pokud mame dostatek ¢asu, nechdme na kapku nanesenou na hlinikovou folii
plisobit atmosféru. Zrychlit vysouSeni mtizeme zahfivanim na sklokeramickém
vafi¢i. Teplota vody by neméla dosdhnout bodu varu, kdy mutze dochézet

k poruseni pozorovanych struktur.

Po uplném odpareni kapaliny ztstane stopa, kterou tvofi minerdlni castice
a zbytky organismt. Hlinikovou folii oznacime nezaménitelnym vhodnym
kédem ¢i evidenénim dislem vzorku a miizeme skladovat v exsikatoru. Pred

vlastni pfipravou preparatu oddélime ntizkami asi 3 - 5 cm dlouhy a1 -1,5 cm
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Siroky prouzek fdlie. Na jednom konci prouzku fdlie je odparend stopa vzorku

a druhy volny konec usnadnuje manipulaci.

Na pfilepeni vzorku k nosiéi vzorkti pouzivdme oboustranné lepici terciky. Po
preneseni udéldme na hlinikovou folii se vzorkem pomoci pinzety deformace
zvysujici adhezi k lepici pasce. Stlacenym vzduchem odstranime material, ktery
by se mohl ve vakuu uvolnit, a takto pripraveny vzorek na nosi¢i vzorku
umisténém ve vhodném drzdku vzorku miizeme vlozit do elektronového

mikroskopu.

Pro pfilepeni folie k nosi¢i vzorkd muZeme pouzit také médénou pasku ci
koloidni grafit. Volba vhodného lepiciho média snizuje efekt nabijeni vzorku

a zlepsuje podminky pro pozorovani objekti v mikroskopu.

2.3. Zmrazovaci metoda pro SEM

Pozorovani zmrazeného vzorku se vyuziva hlavné u takovych biologickych
objektti, kde by bézné vysusovani mohlo poskodit nebo deformovat jednotlivé
struktury organismu. Pfi zmraZeni ke zméné tvar(i obvykle nedojde.
Nevyhodou je, Ze tento postup nelze pouZzivat opakované. Na hostitelském

pracovisti se tento postup pouziva pfi vySetfovani vzorkt zooplanktonu.

Pro zachyceni organismii se pouziva karbondtovy filtr, ktery se umisti na
filtracni papir nebo do filtracniho zafizeni s pfipojenou vyvévou. Cilem je
odsati prebytecné vody obsazené ve vzorku pfi zachovani vody vazané
v organismech. Vlhky karbonatovy filtr pfi vysouSeni zesvétld. Pravé tento
okamzik je vhodny k umisténi na nosic¢ vzorku. Nékdy je vhodné pouzit nosic
vzorku s vétsSim primeérem, napi. nosi¢ s médénou klipsnou. Vyhodou pouZiti
tohoto nosice je rychlost pfipravy a vétsi pozorovaci pole. Nevyhodou je slabsi
pfilnavost vzorku knosi¢i, tim muZe dochdzet pfi vlastnim pozorovani
k nevyhovujicimu osviceni v urcitych mistech zplsobenému Spatnym
odvadénim naboje. Vzorek zooplanktonu umistény na nosi¢i s meédénou
klipsnou jiz neocistujeme stlacenym vzduchem, protoze by mohlo dochazet ke

ztratdm organismd.

O zmrazeni vzorku se postard drzak s fizenou teplotou. Vhodna teplota na
zmrazeni se pohybuje okolo — 17 az — 20°C. Tento drzak je technicky vybaven
tak, Ze pracuje také sam v rezimu fizeného vakua. Pozorovaci ploska drzaku -
stolek - nema nastavitelnou vysku nosice, nosi¢ se vzdy umisti do hloubky

6 mm pod horni hranici stolku.
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Vodu v pevném skupenstvi je mozné umistit do pozorovaci komory
mikroskopu. Pokud by doslo k rozmraZeni, dojde ve vakuu k jejimu rychlému
odpafeni a odvedeni pomoci ¢erpadla mimo mikroskop. Pfesto vétsi mnoZstvi
vody muzZe zplisobit provozni potize nebo poskodit detektor. Pfi prdci s timto
drzakem vzorku a s timto typem vzorku je nutné pracovat peclivé a pozorné.
Zmrazeny preparat ma jednordzové pouziti. Po vyndani drzaku
z elektronového mikroskopu vznikd okamzité na preparatu namraza, kterd se
pfi pokojové teploté brzy méni ve vodu. Rozmrznuti vody ve vnitfnich

strukturdch organismii vede k nevratnému poskozeni preparatu.

24. Metoda pokoveni preparatu pro SEM

Potazeni preparatu vodivou vrstvou umoZiuje lepSi odvadéni néboje
zplisobené primdrnimi elektrony. Pokoveni preparatu by tedy mélo vylepsit

pozorovaci moznosti SEM.

Nasledujici text je zpracovan s pomoci ndvodu k obsluze Naprasovacky SC7620
Mini.

Naprasovacka je kompaktni zafizeni s Zarovym vybojem primarné urcené pro
uklddani vodivych kovovych povlaki na vzorky pro SEM. Naprasovacka
sestavda ze tfi hlavnich dasti: skfinky s elektronikou, vakuové komory

a naprasovaciho nastavce.

Naprasovaci ndstavec pracuje s pevnym stejnosmérnym napétim 800V az 1200V
v zavislosti na proudu plazmatu. Naprasovaci cas je ovladan pomoci 180ti
sekundovych hodin s rozliSenim 15 s. Tlak a proud plazmatu jsou sledovany
analogovymi méfidly. Naprasovaci ndstavec obsahuje vymeénitelny tercik

obsahujici kov.

Vakuova komora je usazena kolem napraSovaciho nastavce, sklenéna cast
a zdkladna jsou namontovany na horni ploSe skiinky. Horni ¢ast nese katodu
(tercik) a magneticky deflekcni systém se Stitem a paprskovity 6 polovy magnet.
Stolek na vzorky se nachdzi v dolni casti komory. Je vyskové nastavitelny

v Sirokém rozsahu. Drzak vzorku nese 6 nosici vzorku.

Soucasti pfistroje je i aparatura pro naprasovani uhlikem. Tento postup se
vyuziva hlavné pii analyze prvki, napfiklad v mineralogii, ale i pro biologické
obory ma své uplatnéni. Naprasovani probiha pfi obloukovém vyboji
uhlikového vldkna. Hlavnim plynem v naprasovacim ndstavci mutze byt

atmosféricky dusik nebo argon ze zasobni lahve.
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Popis cinnosti naprasovacky: Vysoké napéti vznikd mezi tercikem (katoda)
a zdkladni deskou (anoda), kterd je uzemnéna. Tlakové zabezpeceni zajistuje, ze
zdroj proudu nemtize byt aktivovan, dokud tlak ve vakuové komote neklesne
pod 10! mbar. Do vakuové komory se poté pomoci regulacniho ventilu
pripousti argon, ktery tvofi médium pro ionizaci. Katoda vysila elektrony, které
se srazeji s molekulami plynu, a tak vznikaji kladné ionty. Tyto ionty jsou
pfitahovany negativné nabitou katodou - bombarduji ter¢ik a zplisobuji erozi
materidlu terc¢iku. Uvolnéné atomy z terciku jsou pfitahovany k anodé -
zdkladni desce. Kvtli tomu, Ze cestou narazeji na ionizovany plyn, se jejich

cesty méni, ¢imz dochdzi k pokryti vSech vystavenych ploch vzorku.

2.5. Pozorovani vzorku pomoci SEM

Po optimalné zvoleném postupu pfi pfipravé preparatu a po vhodné vybraném
drzdku vzorku ziskdme obraz, ktery musime déale expozicné upravovat
a ovliviiovat jeho vlastnosti. Mezi zdkladni moZnosti patfi zména kontrastu,
jasu, zaostfeni a samoziejmé zména zvétSeni. V SEM pii pozorovani
fytoplanktonu l1ze pouzit uZitecné zvétSeni vétSinou do 30000. U zooplanktonu
byva pouzitelné zvétseni 2000-5000. Vétsi zvétSeni ndm jiz neposkytne nové
informace o povrchové struktufe objekti. Podle typu vzorku volime také
velikost urychlovaciho napéti. Ve Phenomu Pro mohu pouzit napéti 5kV nebo
10kV.

Obecné lze konstatovat, Zze se lépe pozoruji objekty uzemnéné, které se
nachdzeji hned na podkladu, ne tedy ,,objekt na objektu”. Na druhou stranu,
pokud se ve vzorku nachdzi malo balastniho materialu a objekt je v zorném poli
osamocen, dochdzi snadnéji k nabiti povrchu a pfesviceni. Musime tedy vhodné
zvolit kompromis, ktery spociva jednak ve volbé takového optimalniho zorného
pole, které zahrnuje vybrané hledané objekty, jednak ve vhodné jejich pozici.
Vyhledéani optimalniho zorného pole pak umozni opravdu detailni pozorovani

objekt a pofizovani kvalitnich snimk.
2.6. Trvalé preparaty pro opticky mikroskop

Klasickym postupem pro zachovani mikroskopickych biologickych objektt je
priprava trvalého preparatu svelmi dlouhou zivotnosti. Pro jednotlivé
specifické biologické aplikace bylo navrzeno velké mnozstvi postupd, které

vyuzivaji Sirokou Skalu uzaviracich a konzervac¢nich médii. Nékterd z nich jsou
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prirodniho charakteru, jina jsou syntetickd. V biologickém oddéleni laboratore
Povodi Labe je vyuzivano nékolik typli uzaviracich médii (napf. glycerol,
Kanadsky balzam, Keiserova glycerinova Zelatina, Luqiud de Swam apod.). Pro
pfipravu trvalych preparatti pro potfeby stanoveni biosestonu a fytobentosu je
rutinné pouzivana syntetickd termolabilni pryskyfice Quick-Stick (produkt
firmy Cargille). Tato pryskyfice se nachazi pfi normalni laboratorni teploté
v pevném stavu s vlastnostmi podobnymi sklu. Nad 60°C pryskyftice zkapalni.
Vtomto skupenstvi muize pokryt vlastni vzorek (mineralizované vzorky
odpafené na krycim ¢i podloZznim skle) a zajistit jeho trvanlivost a neménnost,
kdyz po sniZeni teploty znovu ztvrdne. Diky pryskyfici dojde také k prilepeni
podlozniho sklicka ke skli¢ku krycimu a tak vznikne trvaly ,zakonzervovany”
preparat, ktery je mozné opakované pozorovat pod optickym mikroskopem.
Velmi mald celkova vyska preparatu umoznuje vyuzivat Sirokou skalu zvétSeni
optického mikroskopu. Pro zobrazeni maximalné moznych detailti struktury
objektd mtizeme pouzit také imersni objektiv 100 x zvétSujici. Jako optické
kontaktni médium se pouziva imersni olej. Pfi takto velkém zvétSeni se znacné
snizi hloubka ostrosti, a proto pfi pozorovani se nezaostti cely povrch objektu,
ktery je Casto vyrazné strukturovany. Vidime pouze tu ¢ast objektu, na kterou

pfimo zaostfujeme.
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3. PRAKTICKA CAST

3.1. Bézna pfiprava preparatu pro SEM

Odbér vzorku: Vzorek fytoplanktonu stojatych vod z piskovny Oplatil
(50.1075094N, 15.7198583E) byl odebran dne 24. 1. 2015 podle piislusné casti
standardniho pracovniho postupu BT12A.

Fixace: Hned po odebrani vzorku doslo k jeho zafixovani kyselym Lugovym

roztokem a v laboratofi je vzorek uchovavan v lednici pfi teploté 5 — 8 °C.

Zpracovani: Fixovany roztok jsem rozdélila do dvou stejnych zkumavek
oobjemu 10 ml a zkumavky popsala identifika¢nimi tdaji lihovym fixem

(misto odbéru, typ vzorku, zkumavka A a zkumavka B).

Koncentrace a predaprava vzorku: Zvolila jsem metodu koncentrace
biologického materidlu ve vzorku pomoci centrifugace u zkumavky A
a koncentraci centrifugaci s ndslednou mineralizaci pfidanim peroxidu vodiku
u zkumavky B. Po prvnim dokonceném odstfedéni jsem vylila do vylevky
ptivodni vodu z odebraného vzorku a nahradila ji demineralizovanou vodou,
aby se snizil podil rozpusténych minerdlnich latek. Po druhé centrifugaci
a vyliti pfebytecného supernatantu jsem do zkumavky B nalila cca 2 ml 30%
roztoku peroxidu vodiku, k popisu na zkumavce jsem pfidala vystrazny
symbol (!). Zkumavku jsem umistila do stojanu a nechala peroxid vodiku ve
zkumavce 4 dny ptisobit. Nasledujici text popisuje praci pouze se zkumavkou
A.

Naneseni vzorku na hlinikovou f6lii: Po wvyliti supernatantu
(demineralizované vody) do vylevky ze zkumavky A jsem ze vzorku se
sedimentem oddélila mikropipetou asi polovinu zbylé vody. Druhou polovinu
jsem hrotem pipety promichala a suspenzi nanesla po kapkach na dva kusy
hlinikové folie. Na 1. dil jsem nanesla jednu vétsi a tifi mensi kapky. Na 2. dil

hlinikové félie jsem nanesla pouze jednu vétsi kapku.

VysuSeni: Vysouseni jsem provadéla dvéma zptisoby. 1. kus hlinikové félie
jsem odnesla ke sklokeramickému vafi¢i a pomalu ho zahftivala, a to i nékolik
desitek sekund poté, co doslo k odpafeni vody, proto, aby se voda odpaftila
i z vnitfnich struktur. 2. kus hlinikové fdlie se vzorkem se vysousel pomalu,

prirozené za laboratorni teploty.
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Pfipevnéni vzorku na nosi¢ vzorku: Na nosi¢ vzorku jsem nalepila lepici
ter¢ik. Na druhou stranu lepiciho terciku jsem pfipevnila hlinikovou folii se
vzorkem a ndzkami ji ostfihala tésné po obvodu nosice vzorku. Nosi¢ vzorku
jsem uchopila do specidlni manipulacni pinzety na nosi¢ a hrotem obycejné
preparacni pinzety jsem na nékolika mistech hlinikovou félii zvySenym tlakem
pritiskla k podkladu.

Umisténi nosice do drzaku vzorku a umisténi drzaku do mikroskopu: Nosic¢
vzorku jsem pomoci pinzety prenesla do drzdku vzorku a odistila stlacenym
vzduchem. Na zavér jsem posunula pomoci oto¢ného kolecka nosic se vzorkem
2 mm pod horni rovinu drzdku a vlozila do mikroskopu (viz foto A1, A2, Bl,
B2).

Zkumavka B

Po ¢tyfech dnech byla mineralizace dokoncena a ve zkumavce jiz nebyly

viditelné bublinky.

Do zkumavky jsem pipetou kapla nékolik kapek kyseliny chlorovodikové, ktera
okamzité reaguje s hydrogenuhli¢itany a uhli¢itany, které zvysuji tzv. tvrdost
vody. Kratce na to jsme doplnila do zkumavky demineralizovanou vodu na
objem 10 ml. Nasledoval 2x se opakujici proces centrifugace vzdy s vyménou
ptvodni vody za destilovanou. Po posledni centrifugaci jsem piebytecnou vodu
vylila a z 0,2 ml koncentrovaného materidlu, ktery zbyl ve Spi¢ce zkumavky;,
jsem pipetou odebrala c¢ast materidlu na dva pfipravené prouzky hlinikové
félie. Nasledovalo urychlené vysuSovani na topné desce sklokeramického
elektrického vafice. U vzorku na druhém prouzku hliniku jsem vzdy po
vysuSeni kapky nanesla na stejné misto kapku novou. Pfi opakovaném
pfidavani kapek se zvySila koncentrace materidlu na jednom misté. Dalsi

postup je shodny s postupem vyse (viz foto C1, C2).

3.2. Pfiprava zmrazeného vzorku pro SEM

Zmrazovaci postup jsem provadéla se zooplanktonem.

Pipetou jsem si odebrala ¢ast ze vzorku a nanesla kapku na karbonétovy filtr.
Ten jsem poté polozila na filtracni papir, ktery odsal prebyte¢nou vodu ze
vzorku. Takto vysuSeny vzorek na karbondtovém filtru jsem nalepila pomoci
lepiciho teréiku na béZzny nosi¢ vzorku a ntizkami upravila velikost. Nosic

vzorku jsem umistila do chladiciho stolku a nechala preparat zmrazit na teplotu
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-19°C. Po dosaZeni této teploty jsem stolek se vzorkem vlozila do SEM

a zahajila pozorovani (viz foto D1, D2, D3, D4).

3.3. Pokoveni vzorku

Pro tuto metodu jsem pouZila jizZ zhotoveny preparat (pfipraveny postupem

popsanym v kapitole 3.1. BéZna ptiprava preparatu pro SEM).

Po pfipevnéni nosice se vzorkem na stolek v naprasovacim zafizeni a uzavfeni
sklenéné komory jsem uzavfela hlavni ventil komory a zapnula rotacni
Cerpadlo. Po dosazeni optimalni tirovné vakua jsem otevrela regulacni ventil

argonu a nastavila tlak na 0,5 bar. Casovac jsem natidila na 135 s.

Dal8im krokem bylo nastaveni tlaku vakua - rotacni ¢erpadlo sniZilo tlak uvnitf
komory na hodnotu cca 0,1 mbar. Kdyz tlak dosdhl této hodnoty, pooteviela
jsem jemny regulacni ventil pfivadéjici argon. Jakmile tlak v komote vzrostl na
hodnotu mezi 0,5 a 1 mbar, nechala jsem plyn proudit po dobu 10 - 15 s. Poté
jsem ventil pfivadéjici argon prfiviela a nechala poklesnout tlak v komote pod
4x102 mbar. Pak jsem nastavila proud na 18 mA pomoci pootevieni regulacniho

ventilu fidiciho vakuum a soucasné také intenzitu proudu v plasmatu.

Po nastaveni vSech parametri se mohl spustit vlastni proces naprasovani
zlatem. Pfi naprasovani je v komorte viditelny modfe zbarveny vyboj. Material

terciku je nanaSen na vzorek po dobu zadanou c¢asovacem, pak se vyboj zastavi.

Nasledovalo zavteni pfivodu argonu do komory a vypnuti rotacniho cerpadla.
KdyzZ se tlak v komofe vyrovnal atmosférickému, zvedla jsem horni desku ze
sklenéného valce komory a pokoveny vzorek vyjmula. Pfi pozorovani pod SEM

jsem pouzila oba dostupné typy drzaku vzorka (viz foto E1 a E2).
3.4. Pfiprava preparat pro opticky mikroskop

Ze vzorku Oplatil jsem odebrala 2x 10 ml do zkumavek. Zkumavky jsem
umistila do centrifugy a pfistroj zapnula na 2000 otacek/min po dobu 5 min.
Poté jsem vylila pifebytecnou vodu do vylevky a ze zbytku, ktery tvofil 0,2 ml,

jsem pipetou ¢ast odebrala a tu kapla na kryci sklicko.
Zkumavka A

Z koncentrovaného vzorku jsem cast odebrala pomoci pipety na kryci sklicko.
Sklicko jsem umistila na sklokeramicky vari¢ a zacdala vzrlstajici teplotou

vysuSovat. Vzorek na sklicku jsem zakapla peroxidem vodiku a kyselinou

48



chlorovodikovou, aby doslo k mineralizaci a odstranéni uhli¢itanti. Déle jsem
pokracovala v zahfivani, dokud nebyl roztok vysuSen. Nakonec jsem vzorek
pokryla vrstvou pryskyfice a zaklopila podloznim sklickem. Timto postupem
jsem si vytvorila trvaly preparat, ktery jsem nasledné pozorovala v optickém
mikroskopu klasické konstrukce spouzitim 100 x zvétSujictho objektivu

a imersniho oleje (viz foto F1 a F2).
Zkumavka B

Vzorek ze zkumavky B jsem umistila na sklicko podlozni. Postup zahfivani
a pfidavani peroxidu vodiku a kyseliny chlorovodikové ziistal stejny jako
u zkumavky A. Po vysuSeni jsem podlozni sklicko zakapla destilovanou vodou
a vzorek pfikryla sklickem krycim. Takto jsem ziskala do¢asny vodny preparat
pro optickou mikroskopii (viz foto G1 a G2).
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4. DISKUSE

Elektronova mikroskopie je nyni jiz velmi Siroky obor s nepfebernym
mnozstvim aplikaci v biologickych védach, technologickém vyzkumu
i primyslové praxi. Pouze zlomek z moZnosti vyuZziti elektronového
mikroskopu je zpracovan v kapitole 1.5. Vyuziti elektronové mikroskopie.
Prakticka cast této prace se zabyva aplikaénimi moZnostmi skenovaci
elektronové mikroskopie v podminkach provozni biologické laboratofe, ktera je
zapojena do monitoringu Zivotniho prostfedi - konkrétné jakosti vody.
Vzhledem k charakteru organizace nejsou moZnosti vyuziti elektronového

mikroskopu pfili$ Siroké (viz tabulka €. 1 v zavéru diskuse).

Laboratofe statnitho podniku Povodi Labe jsou vybaveny jak optickymi
mikroskopy, tak mikroskopem elektronovym. Vyuziti pristroja je zavislé na
typu a charakteru zpracovavanych vzorkt, optimdlnim potfebném zvétSeni
a pozadované urovni determinace biologickych objekti. Oba typy pfistroji maji

sve prednosti i nevyhody v zavislosti na konkrétni aplikaci.

Vyhodami svételného mikroskopu jsou levnéjsi provoz, nendro¢na obsluha,
rychld a jednoduchd ptiprava preparatii bez nutnosti pouziti dalsich specialnich
aparatur. Pfi vlastnim pozorovani lze vzorek rtizné upravovat a s objekty
nasledné manipulovat. Tim je myslen napf. posun ¢éasti téla pro ziskani lepsiho
pohledu na ¢ast jinou nebo otaceni celych organismi. Tato pfednost je
vyuzivana hlavné pfi pozorovani zooplanktonu. U zooplanktonu je tato tprava
zadoucdi a kolikrat vice nez samotné zvétSeni, které je pfednosti elektronového
mikroskopu. Proto se v provoznich laboratofich s prohliZenim zooplanktonu
pod SEM nesetkdame tak casto jako u prohliZzeni fytoplanktonu. Béhem mého
plisobeni na Povodi Labe jsem si ale pozorovani zooplanktonu pod
elektronovym mikroskopem vyzkousela. I kdyZ z determinaéniho hlediska toto
pozorovani nepfineslo nové informace, zkoumané objekty jsem poprvé vidéla
plasticky, v 3D struktufe. Tok elektronti vyzarovanych mikroskopem se totiz od
objektu odradzi a tim dochdzi kzobrazeni jeho povrchu. Zooplankton
vyobrazeny elektronovym mikroskopem je v pfiloze této prace pod nazvy Foto
D1, D2, D3 a D4. Na fotografiich mtizeme vidét buchanku rodu Cyclops
a snusku jejich vajicek a vifnika rodu Keratella. Jedna se o nativni preparat
zooplanktonu bez dehydratace s pouzitim stolku s regulovatelnou teplotou

pozorovaného objektu.

50



Vyhodou svételného mikroskopu je, Ze umoznuje navic provadét kvantitativni
analyzy s pouzitim Cyrusovy, Biirkerovy ¢i jiné pocitaci komtirky, které lze

vyuzivat pouze pro optickou mikroskopii.

Jako nevyhodu svételného mikroskopu, miizeme wuvést problém pfi
zaostfovani. Optickym mikroskopem vétSinou nelze najednou zaostfit cely
povrch pozorovaného objektu. Povrch je vertikdlné strukturovany a optika
muZe zaostfit pouze na vrstvy/mikrostruktury se stejnou ohniskovou
vzdalenosti. Pomoci zaostfovani mikroSroubem se dostaneme do zaostfeni
riznych obrazovych vrstev transparentniho objektu. Na jednom snimaném
obrazku ale nikdy nebude kompletni struktura, jak muZeme vidét na
fotografiich F1, F2, G1 a G2 porizenych svételnym mikroskopem. Na téchto
fotografiich jsou vyobrazeny pfevazné cyklické rozsivky rodu Cyclotella.
Zaostfenim na jinou rovinu ziskame odliSné zobrazeni struktur na povrchu
schranky. Objekty jsou transparentni a ke zkresleni zobrazovanych struktur
dochazi lomem, ohybem i interferenci. Vysledny obraz zkresluji jak struktury

na bliZsi i vzdalenéjsi valvalni ploSe schranky.

Skenovaci elektronovy mikroskop ma stale jesté o néco vyssi porfizovaci cenu
a vyssi provozni naklady. Pfiprava preparati se fidi mnoZstvim metodickych
pravidel a provadét ji muze pouze Skoleny pracovnik, ktery je zaprvé dobte
obezndmen s principem fungovani pfistroje a zadruhé musi dobfe odhadnout
zastoupeni organism@t ve vzorcich. To znamend, Ze by mél odhadnout
kvalitativni slozeni spolecenstev vzhledem k lokalité, teplotnim a vodnim
pomériim tak, aby dokdazal spravné zvolit postup piipravy. Pfed zvolenim
metodiky zpracovani vzorku musi zvazit napfiklad: jaké mnoZzstvi organického
materidlu vhodného ke sledovani se ve vzorku nachdzi a podle toho urdit
zpusob koncentrace, rozhodnout zda je nutnd mineralizace vzorku, a jestlize
ano, zda bude vhodné vyuzit i nasledné ptisobeni kyselin, apod. Dale je nutné
zvolit vhodny typ drzdku vzorkii, nosi¢ vzorku, dtlezitd je i sprdvna volba

urychlovaciho napéti.

Pri vlastnim prohlizeni pod SEM hraje roli i icel preparatu — zda chceme ziskat
representativni obrdzek do publikaci nebo dokumentovat mikrostruktury nutné

pro uréeni druhu na tkor ,top” kvality obrazu.

Vzorek mineralizovany pouze pfidavkem peroxidu vodiku poslouzil na
pripravu preparatu vyobrazeného na fotografiich A1l a A2. Fotografie A2

zobrazuje rozsivku Staurosirella sp. S pouzitim zakladniho stolku a zvétSenim
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16500x je zkoumany objekt v zorném poli jiz , pfeexponovan”. Efekt vznika
nahromadénim elektrického naboje na povrchu schranky, kterd je nedostatecné

uzemnéna, a proto dochazi k zvysené zpétné emisi elektronti.

Lokalni presviceni snimku pri pouziti vétsiho zvétSeni sniZuje stolek s fizenou
atmosférou. Diky nému ze stejného vzorku ziskame kvalitni snimky i pfi
zvétSeni 26000x viz fotografie B2: Detailni snimek mikrostruktury okraje valvy

a plasté schranky centrické rozsivky Cyclotella cf. ocellata.

Abychom ziskali pohled do wvnitfnich struktur jednotlivych schranek, po

mineralizaci peroxidem vodiku pouZijeme jesté pridavek kyseliny

chlorovodikové. Tento zptlisob mineralizace vzorku zvysuje podil rozpadlych
taktéz

fotodokumentace — viz fotografie Cl: Centrickd rozsivka Cyclotella sp. a C2:

schranek. Vnitini struktury schranek rozsivek jsou soucasti

Centricka rozsivka Stephanodiscus sp.

Aby se lépe odvadél naboj zpusobeny primarnimi elektrony, potdhneme
preparat vodivou vrstvou. Pokoveni preparatu by tedy mélo vylepsit
pozorovaci moznosti SEM. Pfi mém pozorovani se tento zavér nepotvrdil.
Jakmile jsem objekt vice pfibliZila, snimek byl neostry. Nejvétsiho zvétSeni bez
znehodnoceni snimku jsem dosahla pfi zvétSeni 21500x. Tato fotografie je
soucasti prilohy s nazvem Foto E2: Pleurdlni a bo¢ni pohled na stfedovou cast

paprscité usporadané kolonie penatni rozsivky Asterionella formosa.

Vyuzité metody podle charakteru vzorku s doporucenym zvétsenim jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Pouzity Vzorek Druh upravy Stolek Doporucené
mikroskop vzorku zvétSeni
Skenovaci Fytobentos Mineralizace S fizenym 30000-40000
elektronovy H:20:, HCl vakuem
mikroskop Fytoplankton Mineralizace S fizenym 20000-30000
znacky H20: vakuem
Phenom Pro Mineralizace Zakladni 15000
H20za
vysuseni
Pokoveni S fizenym 15000-20000
vakuem
Zooplankton Zmrazeni Chladici 1000-3000

Tab. 1: Pfehled metod a mozZnosti pozorovani v zavislosti na typu vzorku
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5. ZAVER

Hlavnim cilem prace bylo zpracovat pfehled moZnych vyuZiti elektronové
skenovaci mikroskopie v biologické laboratofi. Dalsim cilem prace bylo podat
popis principti sestavy skenovaciho elektronového mikroskopu a sepsat
pracovni postupy ke zpracovani biologickych vzorkt i k ovladani pfistroje.
Poslednim cilem prace bylo porovnat metody a vysledky elektronové a svételné

mikroskopie.

Principy skenovaci i transmisni elektronové mikroskopie, zptisoby zpracovani
vzorkli a moZnosti vyuziti elektronové mikroskopie byly popsany formou
literarni reSerSe v ivodni c¢asti bakaldfské prace. Literarni reSerse je postavena
na starSich, ale osvédéenych publikacich a doplnénad nejnovéjSimi poznatky

z védeckych c¢asopisti z oblasti elektronové mikroskopie.

Pracovni postupy pii ptipravé biologickych vzorka a postupy pfiovladani
pristroje jsou zpracovany v praktické casti na zakladé ¢innosti vykonavanych
v biologické vodohospodaiské laboratofi statniho podniku Povodi Labe. Bylo
mi umoznéno zpracovavat vzorky nékolika zptisoby, podle jejich charakteru
a zaméru sledovani optickym mikroskopem Olympus BX51 a elektronovym
mikroskopem Phenom Pro. Sledované objekty byly nasledné urceny podle
klice: Atlas of freshwater centric diatoms with a brief key and descriptions III.
alV. cdast. V praktické casti jsou popsany moznosti vyuziti skenovaci

elektronové mikroskopie v laboratofi Povodi Labe.

Porovnani vysledk(i elektronové mikroskopie s vysledky dosaZenymi pfi
pouziti bézného svételného mikroskopu je obsazeno v diskusi a také formou

poznamek u fotografické prilohy.

V laboratofi Povodi Labe, se pro pozorovani prvotné pouzivaji optické
mikroskopy. Pomoci optického mikroskopu se nejprve zjisti bliz§i vlastnosti
odebraného vzorku, podle nichZz se dale vybere nejvice vhodny postup
zpracovani vzorku a pripravy prepardtu pro elektronovy mikroskop.
Elektronovy mikroskop slouzi k uréovani organismii s mnohem vétsi presnosti,
a to diky moznosti mnohonasobného uzitecného zvétSeni a plasti¢nosti obrazu.
Fotografie mikroskopickych organismt jsou v nejmodernéjSich klicich jiz také

pofizovany elektronovym mikroskopem.
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Kvili zvySujicim se ndrokiim na determinaci je elektronovy mikroskop
dtilezitou soucasti biologickych laboratofi Povodi Labe. Optickd mikroskopie

ale zlistava, zde i na jinych pracovistich, nenahraditelna.

Na zdkladé praktickych cinnosti byla vypracovdna tabulka vyuZziti SEM.
Tabulka je soucasti diskuse. Vzhledem k charakteru organizace, kde byla
praktickd cast zpracovavana, nejsou mozZnosti vyuziti elektronového
mikroskopu pfilis Siroké. Celkové je ale elektronova mikroskopie dynamicky se
rozvijejici disciplinou, ktera miZe byt uplatnéna ve vSech oborech Zivé i neZivé

prirody i ve spolecensko-védnich oborech pracujicich s hmotnym materialem.

54



6. LITERATURA

AMBROZ, V. Analyza rozloZeni tlakii v detektoru SE pomoci systému Cosmos
FloWorks. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta elektrotechniky
a komunikacnich technologii, 2009. 94 s., 25 s. priloh. Vedouci diplomové prace
Ing. Mgr. Jifi Maxa, Ph.D.

BARTL, P, DELONG, A., DRAHOS, V., HRIVNAK, 1., ROSENBERG, M. Metédy
elektronové mikroskopie, Praha: Nakladatelstvi Ceskoslovenské akademie véd,
1964.

BILY, T. Fyzikdlni principy transmisni a skenovaci elektronové mikroskopie. Ceské
Budéjovice: JihoCeské univerzita v Ceskych Budé&jovicich, Pedagogicka fakulta,
2007. 94 s, 16 s. priloh. Vedouci bakaldfské prace RNDr. Stanislav Hucek, Ph.D.

BOZZOLA, ]., RUSSELL, L. Electron microscopy: principles and techniques for
biologists. Sudbury, Mass.: Jones and Bartlett, 1999. ISBN 07-637-0192-0.

DELONG, A. Nizkovoltovy prozafovaci elektronovy mikroskop, Patentovd prihlaska
1992-1574, Brno: Delong Instruments, 1992.

ECKRTOVA, L., FRANK, L, DELONG, A., KNOR, Z., KOLARIK, V,
KOMRSKA, J., LAZNICKA, M. LENC, M., LENCOVA, B, MACA, F,
ROZSIVAL, M., WILD, J. Metody analyzy povrchu — elektronovd mikroskopie
a difrakce, Praha: Academia, 1996.

EGERTON, R., F. Physical Principles of Electron Microscopy: An Introduction to
TEM, SEM, and AEM, Edmonton: University of Alberta, 2008. ISBN 978-0-387-
25800-3.

GROSZKOWSKI, ]. Technika vysokého wvakua. Vyd. 1. Praha: SNTL -
Nakladatelstvi technické literatury, 1981, 438 s. ISBN 04 — 005 — 81.

HABROVA, V. Biologicki technika. Praha: Statni pedagogické nakladatelstvi,
1979.

HASCHEMEYER, R. H.,, MYERS, R. ]. in Principles and Techniques of Electron
Microscopy (Hayat, M. A., ed). New York: Van Nostrand Reinhold Co., 1972.

HAYAT, M. A. Biological applications, Vol. 7. Van Nostrand Reinhold, New York
1977, 383 s.

55



HAYAT, M. A. Principles and Techniques of Electron Microscop. Fourth Edition.
Cambridge: Cambridge University Press, 2000, 564 s.

HOUK, V., KLEE, R., TANAKA, H. Atlas of freshwater centric diatoms with a brief
key —and descriptions. Part IV. Stephanodiscaceae B Stephanodiscus,
Cyclostephanos, Pliocaenicus, Hemistephanos, Stephanocostis, Mesodictyon
&Spicaticribra. Praha: Czech Phycological Society, 2014, 530 s.

HOUK, V,, KLEE, R., TANAKA, H. Atlas of freshwater centric diatoms diatoms with
a brief key and descriptions. Part III. Cyclotella, Tertiarius, Discostella. Praha:
Czech Phycological Society, 2010, 498 s.

HULfNSKY, V., JUREK, K. Zkoumani latek elektronovym paprskem. Praha:
Nakladatelstvi technické literatury, 1982. 404 s.

KALINA, T, POKORNY, V. Zdklady elektronové mikroskopie. Praha: Univerzita
Karlova, 1981. 206 s.

KOLARIK, V. Zdroje elektronu, Podzimni 8kola zakladu elektronové
mikroskopie, Prezentace, Brno: Ustav p¥istrojové techniky AV CR, 2009.

LANE, B. P, MARTIN, E. Electron Probe Analysis of Cationic Species in
Pyroantimonate Precipitates in Epon-embedded Tissue. ]J. Histochem. Cytochem., 17,
New York: Department of Pathology, New York University School of Medicine,
1969, 102 s.

NEDELA, V. Detekce signilu scintilanim detektorem v ESEM. Brno: Vysoké uceni
technické v Brné, Fakulta elektrotechniky a komunikacnich technologii, 2001. 69

s. Vedouci diplomové prace Doc. Ing. Josef Jirak, CSc.

REBHUN, L. ]J. Freeze-substitution and freeze-drying. Principles and Techniques of
Electron Microscopy, Vol. 2 (M. A. Hayat, ed), New York: Van Nostrand
Reinhold Co., 1972.

RIGUTTIL, A. Ilustrovany atlas anatomie. 1. vyd. Praha: Sun, 2006, 25 s. ISBN
8073711427.

ROBARDS, A. W., SLEYTER, U. B. Freeze-fracturing replication in Low temperature
methods in Biological Microscopy. Elsevier Ed. Amsterdam-New York-Oxford,
1985.

56



SCHAREFEN, V. Nové metody detekce mikroorganismii v piidé. Hradec Kralové.
Pedagogicka fakulta Univerzity Hradec Kralové, 2011. 97 s. Bakalarska prace.

SCHATTEN H., PAWLEY ]. B., Biological Low — Voltage Scanning Electron
Microscopy, New York: Springer, 2008, 317 s.

SVATAKOVA, M. Moznosti vyuZiti metod imunolokalizace ve skenovacim
elektronovém mikroskopu s autoemisni tryskou. Ceské Budé&ovice: Jihoceska
univerzita v (VZesk}'/ch Budéjovicich, Pfirodovédecka fakulta, 2009. 33 s. Vedouci

bakalédrské prace Ing. Jana Nebesarova, CSc.

SWEATMAN, T. R, LONG, J. V. P. Standards and Correction Procedures in
Electron-Probe Analysis of Rock-Forming Minerals. V. International Congress on X-
Ray Optics and Microanalysis. Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 1969,
432 s.

STEPAN, P. Nizkovoltovy prozafovaci elektronovy mikroskop, Jemnd mechanika
a optika, Védecko-technicky casopis, Nakladatelstvi Fyzikadlniho tstavu AVCR
2/2005.

TALARO, A., TALARO, K. Fondations in microbiology. 1. vydani. New York:
Wim. C. Brown Publishers, 1993. 806 s. IBSN 0-697-00530-5.

TIHLARIKOVA, E., NEDELA, V., SHIOJIRI, M. In Situ Study of Live Specimens in
an Environmental Scanning Electron Microscope. Microscopy and Microanalysis,
Vol.19, Microscopy Society of America, 2013, s. 914-918.

VACEK, Z. Histologie a histologickd technika. Dil 2, Histologickd technika. 1. vydani.
Brno: Institut pro dalsi vzdélavani pracovnik(i ve zdravotnictvi, 1996. ISBN 80-
701-3202-7.

WILLIAMS, D., B. Transmission Electron Microscopy: A Textbook for Materials
Science. Basic I. New York: Plenum Press, 1996, 173 s. ISBN 0-306-45324-x.

WOLMAN, M. Problems of Fixation in Cytology, Histology, and Histochemistry.
International Review of Cytology., 4. Academic Press Inc, 1955, 79 s.

ZHOU, W., WANG, Z. L. Scanning microscopy for nanotechnology: techniques and
applications. New York: Springer, 2007, 522 s. ISBN 978-0-387-33325-0.

57



Elektronické zdroje:

Archeologickd  palynologie - pylovd analyza. Laboratof archeobotaniky a
paleoekologie. Jihoeska universita, P¥irodovédeckd fakulta, Ceské Budé&jovice
[online]. 2013. [cit. 2015-04-30]. Dostupné na:
http://lape.prf.jcu.cz/specializace/palynologie/

BIELINKOVA, H. Elektronovi mikroskopie ve virologii [online]. [cit. 2011-02-18].
Dostupné na:

http://www.paru.cas.cz/lem/cs/elektonova%20mikroskopie%20ve%20virologii.p
df

KOPECKA, S., MARTINKOVA, L., SIMKOVA, H. Vijvoj histologickych technik
s nahlédnutim do historie [online]. 2006. [cit. 2015-02-04]. Dostupné na:

www.cshl.cz/soubor/kestudiu/2-Predn-v-2.doc

KUBINEK, R., PULKRABEK, J. Moderni mikroskopické techniky. Olomouc:
Katedra experimentalni fyziky PrF UP. [online]. 2011. [cit. 2015-02-04].
Dostupné na: http://exfyz.upol.cz/didaktika/oprlz/mmm.pdf

MACHACG, J. Z vystavy O Cem je soucasnd botanika: Svét rostlin a hub zaostieny
svazkem  elektronii  [online].  2012. [cit. 2015-04-30]. Dostupné na:

http://botany.cz/cs/svet-rostlin-a-hub-zaostreny-svazkem-elektronu/

NEBESAROVA, J. Elektronovi mikroskopie pro biology [online]. 2001. [cit. 2015-13-

02]. Dostupné na: http://www.paru.cas.cz/lem/book/index.html

NEDELA, V. Environmentdlni rastrovaci elektronovd mikroskopie. Ustav pfistrojové
techniky AV CR, v. v. i [online]. 2012. [cit. 2015-04-30]. Dostupné na:

http://www.cas.cz/veda a vyzkum/vyznamne a zajimave projekty/neziva pri

roda/Environmentalni rastrovaci elektronova mikroskopie.html

Po stopich zlo¢inu — moderni typy mikroskopie. Ustav chemickych procesit AV CR.
[online]. [cit. 2015-04-30]. Dostupné na:

http://www.icpf.cas.cz/cs/system/files/users/public/bendova 8/misto cinu/mikr

oskopie.pdf

SEDLAROVA, M., KORBELOVA, P, HANUS P. Mikroskopie a obrazova analyza
pro biochemiky - Transmisni elektronovd mikroskopie, Projekt Fytochem, Univerzita
Palackého v Olomouci [online]. 2012. [cit. 2015-02-04]. Dostupné na:

http://www.fytochem.cz/Services/Downloader.ashx?id=106.

58


http://lape.prf.jcu.cz/specializace/palynologie/
http://www.paru.cas.cz/lem/cs/elektonova%20mikroskopie%20ve%20virologii.pdf
http://www.paru.cas.cz/lem/cs/elektonova%20mikroskopie%20ve%20virologii.pdf
http://www.cshl.cz/soubor/kestudiu/2-Predn-v-2.doc
http://exfyz.upol.cz/didaktika/oprlz/mmm.pdf
http://botany.cz/cs/svet-rostlin-a-hub-zaostreny-svazkem-elektronu/
http://www.paru.cas.cz/lem/book/index.html
http://www.cas.cz/veda_a_vyzkum/vyznamne_a_zajimave_projekty/neziva_priroda/Environmentalni_rastrovaci_elektronova_mikroskopie.html
http://www.cas.cz/veda_a_vyzkum/vyznamne_a_zajimave_projekty/neziva_priroda/Environmentalni_rastrovaci_elektronova_mikroskopie.html
http://www.icpf.cas.cz/cs/system/files/users/public/bendova_8/misto_cinu/mikroskopie.pdf
http://www.icpf.cas.cz/cs/system/files/users/public/bendova_8/misto_cinu/mikroskopie.pdf
http://www.fytochem.cz/Services/Downloader.ashx?id=106

SKOUPY, R. Elektronovd mikroskopie na biologickych vzorcich [online]. 2012 [cit.
2015-04-30]. Bakalarska prace. Masarykova univerzita, Pfirodovédecka fakulta.
Vedouci prace Petr Mikulik. Dostupné na:

http://is.muni.cz/th/357432/prif b/

Ultramikrotom, Kompaktlexikon der Biologie, Spectrum, Akademischer Verlag,
Heidelberg [online]. 2001. [cit. 2015-02-04]. Dostupné na:
http://www.spektrum.de/lexikon/biologie-kompakt/ultramikrotom/12240

59


http://is.muni.cz/th/357432/prif_b/
http://www.spektrum.de/lexikon/biologie-kompakt/ultramikrotom/12240

7. PRILOHY

7.1. Seznam vlastni fotodokumentace

Fotografie 1A az 2E zhotovené elektronovym mikroskopem Phenom Pro.

Fotografie 1F az 2G zhotovené optickym mikroskopem Olympus BX51.

Autor: Petra Nocarova

Foto A

>

Al: Frustuly rozsivek z podkmene Bacillariophyceae. ZvétSeni: 2600x.
Urychlovaci napéti: 5kV. Stolek: zdkladni. Datum pofizeni: 13. 2. 2015

» A2: Staurosirella sp. ZvétSeni: 16500x. Urychlovaci napéti: 10kV. Stolek:
zdkladni. Datum pofizeni: 13. 2. 2015

Foto B

» B1: Orthoseira roseana. Zvétseni: 17500x. Urychlovaci napéti: 5kV. Stolek:
s fizenou atmosférou. Datum poftizeni: 13. 2. 2015

» B2: Cyclotella cf. ocellata. Zvétseni: 26000x. Urychlovaci napéti: 10kV. Stolek:
s fizenou atmosférou. Datum poftizeni: 18. 2. 2015

Foto C

» CI: Cyclotella sp. ZvétSeni: 31000x. Urychlovaci napéti: 10kV. Stolek: s
fizenou atmosférou. Datum pofizeni: 24. 2. 2017

» C2: Stephanodiscus sp. ZvétSeni: 44000x. Urychlovaci napéti: 10kV. Stolek: s
fizenou atmosférou. Datum pofizeni: 24. 2. 2017

Foto D

» D1: Buchanka roku Cyclops. ZvétSeni: 1150x. Urychlovaci napéti: 5 kV.
Stolek: chladici. Datum pofizeni: 17. 3. 2017

» D2: Sntiska vajicek buchanky rodu Cyclops. ZvétSeni: 1450x. Urychlovaci
napéti: 5 kV. Stolek: chladici. Datum poftizeni: 17. 3. 2017

» D3: Detailni snimek expoditii nozek buchanky rodu Cyclops. ZvétSeni:
3100x. Urychlovaci napéti: 5 kV. Stolek: chladici. Datum pofizeni: 17. 3. 2017

» D4: Vifnik rodu Keratella. ZvétSeni: 1500x. Urychlovaci napéti: 5 kV. Stolek:

chladici. Datum pofizeni: 17. 3. 2017
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Foto E

> E1: Cyclotella cf. ocellata. ZvétSeni: 15000x. Urychlovaci napéti: 10 kV. Stolek: s
fizenou atmosférou. Datum poftizeni: 17. 3. 2017
» E2: Asterionella formosa. ZvétSeni: 21500x. Urychlovaci napéti: 10 kV. Stolek: s

fizenou atmosférou. Datum pofizeni: 17. 3. 2017
Foto F

» F1: Rozsivky rodu Cyclotella. Opticky mikroskop. Olejovy imersni objektiv.
Vysledné zvétseni 1000x.

» F2: Rozsivky rodu Cyclotella. Opticky mikroskop. Olejovy imersni objektiv.
Zvétseni 1000x.

Foto G

» G1: Schranky pfevazné centrickych rozsivek. Opticky mikroskop. Olejovy
imersni objektiv. Zvétseni 1000x.

» G2: Schranky pfevazné centrickych rozsivek. Opticky mikroskop. Olejovy
imersni objektiv. Zvétseni 1000x.

61



A: Preparat pfipraveny odpafenim za laboratorni teploty na hlinikové folii,
ktera je prilepena na nosi¢ vzorku pomoci oboustranné lepiciho terc¢iku; vzorek

mineralizovan pfidavkem peroxidu vodiku (viz kapitola 3.1. BéZna priprava

preparatu pro SEM). PouZity stolek zakladni.

Foto Al: Frustuly nékolika
druhti rozsivek z podkmene

Bacillariophyceae.

ZvétSeni 2600x; urychlovaci
napéti: 5kV.

5kV - Image
BSD Full

Foto A2: Staurosirella sp. Pri

velkém zvétSeni byva

zkoumany objekt v zorném

, &
2
~
’,

poli ,preexponovan”. Efekt

¥ vznika nahromadénim

~

elektrického  naboje  na
povrchu schranky, ktera je

nedostatecné uzemnéna, a

'i:‘
-

=

proto  dochazi kzvysené

7

zpétné emisi elektronti.

Zvétseni: 16500x; urychlovaci
napéti: 10kV.
£ 16500x 101:'\"' \H‘a‘i:;l: FEB 1320151

5um ¢] 16.2pum BSD Full bakalar_1302

B. Pouziti stolku s fizenou
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atmosférou — umoZnuje pouzit vétsi zvétSeni a zdroven sniZuje lokalni

presviceni (, pfeexponovani”) snimku.

q Foto B1: Detailni pohled na
.. '; | strukturu plasté centrické
1 rozsivky Orthoseira roseana.
ZvétSeni: 17500x; urychlovaci
napéti: 5kV.

5kV - Image

BSD Full

Foto B2: Detailni snimek
mikrostruktury okraje valvy
a plasté schranky centrické

rozsivky Cyclotella cf. ocellata.

Zvétseni: 26000x; urychlovaci
napéti: 10kV.
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C. Preparat mineralizovany peroxidem vodiku a nasledné s pfidavkem kyseliny
chlorovodikové. Po opakovaném vycisténi vzorku demineralizovanou vodou
byl preparat pfipraveny odpafenim na hlinikové folii a pfilepenim na nosic
vzorku pomoci lepiciho terciku (viz kapitola 3.1. Bézna pfiprava preparatu pro

SEM). Pouziti stolku s fizenou atmosférou.

r Foto C1: Mineralizace vzorku
zvysuje podil rozpadlych
schranek a umozni tak pohled
na povrch vnitfnich struktur;

centrickd rozsivka Cyclotella

sp.

Zvétseni: 31000x; urychlovaci
napéti: 10kV.

0 10kV - Image FEB 24 2015 12:33
2um BSD Full bak_oplatil_b_p

Foto C2: Vnitfni struktura
schranky centrické rozsivky.

Stephanodiscus sp.

Zvétseni: 44000x; urychlovaci
napéti: 10kV

10kV - Image FEB 24 2015 13:07

BSD Full bak_oplatil_b_p




D. Nativni preparat zooplanktonu bez dehydratace s pouZitim stolku
s regulovatelnou teplotou pozorovaného objektu. Objekty obsahujici vodu se
mrazi nastavenim teploty na droven nizsi nez -20°C. (viz kapitola 3.2. Pfiprava

zmrazeného vzorku pro SEM).

Foto DI1: Buchanka rodu
Cyclops. Ventralni pohled na
predni cast téla.

ZvétSeni: 1150 x; urychlovaci
napéti: 5 kV.

/ - Image

Foto D2: Sntiska vajicek
buchanky rodu Cyclops.

Zvétseni: 1450 x; urychlovaci
napéti: 5 kV.




Foto D3: Detailni snimek
exopoditi hrudnich nozek

buchanky Cyclops.

Zvétseni: 3100 x; urychlovaci
napéti: 5 kV.

| 86.1pum

Foto D4: Virnik (Rotifera)

rodu Keratella.

Zvétseni: 1500 x; urychlovaci
napéti: 5 kV.
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E. Vzorek fytoplanktonu mineralizovany pfidavkem peroxidu vodiku. Po

odpafeni vody prfimo na hlinikové folii byl preparat pfilepen na nosi¢ a

nésledné byl pokoven vrstvou zlata cca 400A (viz kapitola 3.3. Pokoveni

vzorku). Pro pozorovani byl pouzit stolek s fizenym vakuem.

2

15000x

17.9 uym

10kV - Image
BSD Full

BSD Full

¥

MAR 17 2015 9:44

bak_oplatil_au

MAR 17 2015 11:18

bak_oplatil_au_

67

Foto El: Castecné bocni
pohled na schranku centrické

rozsivky Cyclotella cf. ocellata.

Zvétseni: 15000 x; urychlovaci
napéti: 10 kV.

Foto E2: Pleurdlni a bodni
pohled na stfedovou cast
paprscité usporadané kolonie
penatni rozsivky Asterionella

formosa.

Zvétseni: 21500 x; urychlovaci
napéti: 10 kV.



F. Preparat pro klasickou optickou mikroskopii v suspenzi ve vodé. Vzorek byl

mineralizovan pomoci peroxidu vodiku a demineralizovan pfidavkem kyseliny

chlorovodikové (viz kapitola 3.4. Pfiprava trvalého a nativniho preparatu pro

opticky mikroskop).
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Foto F1: Valvalni pohled na
schranky  rozsivek rodu
Cyclotella v optickém
mikroskopu.

Olejovy imersni objektiv. 100x.

Foto F2: Valvalni pohled na
schranky  rozsivek  rodu
Cyclotella v optickém
mikroskopu (viz foto 1F).
Zaostfenim na jinou rovinu
ziskame odliSné zobrazeni
struktur na povrhu schranky.
Objekty jsou transparentni a ke
zkresleni zobrazovanych
struktur dochazi lomem,
ohybem i interferenci.
Vysledny obraz zkresluji jak

svVv 7/

valvalni plosSe schranky.

Imersni objektiv 100x.



G. Trvaly preparat v optickém mikroskopu (viz kapitola Pfiprava trvalého a
nativniho preparatu pro opticky mikroskop). Suspenze mineralizovaného
vzorku byla odpafena na standartnim mikroskopickém krycim skle a odparek
byl nasledné uzavien do termoplastického média QUICK-STICK (Cargille)
sindexem lomu 1,704. Transparentni objekty v uzaviracim médiu s vyssim
indexem lomu se zobrazuji s vétSim mnoZstvim detailti v mikrostruktufe na

povrchu schranky v pfislusné roviné ostrosti.

Foto GI1: Schranky pfevadzné
centrickych rozsivek v trvalém
preparatu \ optickém
mikroskopu.

Olejovy imersni objektiv 100x.

Foto G2: Schranky pfevazné
centrickych rozsivek v trvalém
preparatu v optickém
mikroskopu. Stejné zorné pole
jako na fotografii 1G, avsak
zaostfeno na jinou rovinu

ostrosti.

Olejovy imersni objektiv 100x.




7.2. Seznam obrazové dokumentace

Obrazek 1: Elektronovy mikroskop Phenom Pro a jeho komponenty

Obrazek 2: Opticky mikroskop Olympus BX51
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:

Mikroskop Phenom Pro 19 dotvkovy LCD monitor

Ototny knoflik Drzak vzorku Predvakuove Cerpadlo

Obrazek 1: Elektronovy mikroskop Phenom Pro a jeho komponenty.
Uzivatelska pfirucka, Aplika¢ni systém Phenom. Edlin s.r.0., 2001
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MIKROSKOP OLYMPUS BX51 s Nomarskiho kontrastem

Obrazek 2: Opticky mikroskop Olympus BX51

Hijek, P. Profil laboratofi. Povodi Labe [online]. 2009. [cit. 2015-07-05]. Dostupné
na: http://www.pla.cz/planet/webportal/internet/cs/obsah/profil-

laboratori 522.html
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