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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva moznostmi ptipravy mikrotomovych ezl polymernich ma-
teriali pro mikroskopii. Na zacatku prace je stru¢né popsana historie a jednotlivé typy mi-
krotom@. Dalsi ¢ast se zabyvd volbou vhodného noze pro danou aplikaci. Detailnéji
je popsana ptiprava tenkych a ultratenkych fezi jak pro svételnou, tak i pro transmisni elek-
tronovou mikroskopii. V posledni ¢asti prace jsou vystinény rozdily mezi fezy z plnéného,

meékkého ¢i tvrdého polymeru.

Kli¢ova slova: mikrotomové fezy, mikrotom, mikroskopie

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with possibilities of preparation of microtome cuts of polymer
materials for microscopy. At the beginning of the thesis is briefly described history and in-
dividual types of microtomes. The next section deals with the selection of the right knife for
given application. In detail, the preparation of thin and ultra-thin sections for both light and
transmission electron microscopy is described. In the last part of the thesis, there are de-

scribed differences between cuts from filled, soft and hard polymers.

Keywords: microtome cuts, microtome, microscopy



Rad bych podékoval vedoucimu mé bakalatské prace Ing. Lubomirovi Benickovi, Ph.D. za

odborné vedeni, pomoc a podporu pfi tvorbé této bakalarské prace.

ProhlaSuji, ze odevzdana verze bakalatrské prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



L6AY(0) ) YU .8
TEORETICKA CASTuueeeeeenireeinereesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 9
1 MIKROTOM ueeeeincnsecseseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssses 10
1.1 HISTORIE c.uueeevencreecscreencsessscssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssassosssssssssssssssssssssssseses 10
1.2 TYPY MIKROTOMU 11
2 MIKROTOMOVE NOZE ...ueeereesreressessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssesss 14
2.1 UHEL NOZE uuueeeeeireeenssseessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossesss 20
220 U B 431 5 (S0 Y VN 50 4 6 5 1 23 DR 21
2.1.2  PRILIS STRMY UHEL ...ttt e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeseeesesesesesesesesesenenas 21
3  PRIPRAVA TENKYCH A ULTRATENKYCH REZU......ouuovueemreeereererecrseeneenee 24
3.1 PRIPRAVA TENKYCH VZORKU PRO SVETELNOU MIKROSKOPILI.......25
3.1.1 PREPARATY PRO SVETELNOU MIKROSKOPIL ......euuuuueueeeneueeeeeeeeeeeeeneeeeeennenenesenenenes 26
3.2 PRIPRAVA ULTRATENKYCH REZU PRO TRANSMISNi
ELEKTRONOVOU MIKROSKOPII .28
3.2.1 PREPARATY PRO TRANSMISNI ELEKTRONOVOU MIKROSKOPIL.........cccvuvvrreeeeeerannn. 32
4 MIKROTOMOVE REZY .ouiueeeereirersusesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssses 33
4.1 REZ PLNENYCH PLASTU e iiieieeeeeeesecncseesesssssssssssssssssssassssssssssssssssssasssssses 33
4.2 REZ KOMPOZITU .34
4.3 REZ MEKKEHO A TVRDEHO PLASTU ..uuuieeenncnerescnnesesesessessssssessssesssssesens 35
7.\ ) L S 37
SEZNAM POUZITE LITERATURY ..uuueeeererseeeeesescsesssssscsssssssssssssssssssasssssessssssssssssssens 38
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...u.ueurenencreenercsessesssesssssssssssesss 40
SEZNAM OBRAZKU c.eeeeeeeeeenseeensssesesssssssssessssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssessssssssssssssses 41

SEZNAM TABULEK .....uuiiiiiiiiitiinnicsnninsisssessssecssessssssssessssesssssssssssssssssssssssssasssssssns 42




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 8

UvVOD

Plasty se zacaly rozvijet ve 20. stoleti a postupn¢ nahrazuji dfive pouzivané materialy, jako
jsou sklo, dfevo, kovy a jiné. K nahrazeni téchto materialti doslo prakticky ve vSech odvét-
vich pramyslu. Nejvétsi vyhodu plastl, kromé srovnatelnych vlastnosti, pfedstavuje cena,
coz se projevilo na tom, ze v dne$ni dob¢ jsou téméf na kazdém nasSem kroku. Velice dile-
zitym odvétvim je vyzkum a objevovani novych polymert, které by byly co nejlevné;si
a mély co nejlepsi vlastnosti pro konkrétni aplikace. Mimo to probiha neustalé vylepSovani
stavajicich polymert. Proto, aby mohly byt zkoumany a vylepSovany, je nutné znat mikro-

skopickou strukturu.

Morfologie polymerti se zaobird studiem nadmolekuldrni struktury polymert, pfi€emz
se jedna ptredevSim o uspotfadani polymernich fetézcl v krystalickych a amorfnich oblas-
tech. Strukturu lze zkoumat pomoci fady metod napf. difrakce zateni, mikroskopii, diferen-

cidlni kalorimetrii atd. Pro pouziti t€chto metod je nutné odebrat malou ¢ast polymeru.

Tato bakalafska prace pojednava o konkrétni piiprave tenkych fezl pro svételnou mikrosko-
pii a ultratenkych fezl pro transmisni elektronovou mikroskopii. Jedna se o velmi slozity
mechanismus se zaméfenim na pfesnost a zkuSenosti obsluhy. Jaky typ mikrotomu, noze
a uhel noze pouzit pro jednotlivé polymery. Jestli je rozdil mezi fezem z plnéného, mekkého

a tvrdého plastu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MIKROTOM

Mikrotom je mechanicky nastroj, ktery se pouziva prevazné v mediciné v oblasti histologie
ke zhotoveni velmi tenkych fezii tkani. Tyto fezy se pak vyuzivaji ve svételné i elektronové
mikroskopii. PouZzivaji se specialni noze ze skla, kovu a diamantu v zavislosti na typu vzorku
a pozadované tloust'ce. Mezi hlavni ¢asti pfistroje patii svorka na upevnéni vzorku, niz a po-
suvny mechanismus slouzici k posunu vzorku nahoru a doli pomoci mikrometrického
Sroubu, kterym se da nastavit urcita tloustka fezu. Bézna tloustka u tenkych fezl se pohy-
buje v rozmezi 0,5 - 50 mikrometrd a pro velmi tenké fezy je to 60 - 500 nanometrti. Opti-
malni tloustka u polymeria se pohybuje mezi 10 - 20 mikrometry. Doporucuje se vSak pfi-

pravit Gseky od 25 mikrometrti a mensi, aby se 1épe zjistily ptipadné poruchy. [1-3]

1.1 Historie

Na Obr. 1. je znazornén nakres prvniho mikrotomu, ktery byl vynalezen George Adamsem
v roce 1770 a sestrojen spolecnosti Cummings, Jednalo se o ru¢ni mikrotom, kde télo pfi-
stroje je ze slonoviny a vrch je tvofeny kovem ve tvaru zvonu. Vzorek byl upevnén ve valci
a pomoci rukojeti dosSlo k otaceni fezné Cepele, coz vyvolalo fez o poZzadované tloust'ce.
Po kazdém tezu byl material zvedan prave o tuto tlouStku diky Sroubu. Slouzil hlavné k te-

zani vzorku dieva.

Obr. 1. Schéma mikrotomu spole¢nosti Cummings [4]

Andrew Pritchard v roce 1835 vynalezl model, ktery byl pevné piipevnén k okraji stolu
a diky tomu se béhem fezu nepohyboval. Niiz byl ru¢né tazeny kolem mosazné desky, coz

zajistilo tenké fezy. Byl urcen pro zhotoveni fezl ze dieva. Tento mikrotom je vyobrazen
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na Obr. 2. Chevalier poprvé v oboru pouzil termin mikrotom, coz bylo v roce 1839. Inzenyti
Rudolf Jung a Rudolf Thoma navrhli prvni mikrotom, ktery se zacal vyrabét sériové, a tak
zapocali novou éru v histologii. Zajimavosti je, Ze se do vyvoje zapojil 1 Cesky v€dec Jan
Evangelista Purkyné. Modelu Purkyné patii podle nékterych zdroji prvotni pouZiti v praxi.
Pivod mikrotomu neni zcela jasny, protoze faze jednotlivych vylepSeni nejsou dostatecné

zdokumentovany a za mikrotom lze povazovat i samostatny ntiz. [1,3-5]

Obr. 2. Mikrotom Andrew Pritcharda [6]

1.2 Typy mikrotomi

Existuje cela fada mikrotomt v zavislosti na pozadavcich jak vyrobce, tak i na zptisobu po-
uziti. Mezi nejcastéji vyuzivané jsou fazeny dva z nich, a to rotacni a sankovy, kdy kazdy
z nich jinak pracuje. V prvnim piipad¢ je niiz upevnény a vzorek se pohybuje, pficemz v dru-
hém ptipadé€ jde ptesné o opak. Dale je Ize jednoduse rozd¢€lit na manudlni, poloautomatické

a pln¢ automatické. [1,7]
Mezi manualni patii:

e houpajici

e zmrazovaci (kryostat)
e sankovy

e ultramikrotom

e vibra¢ni

e rotacni
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Automatické:

e laserovy

e automaticky mikrotom

Houpajici mikrotom:

Ptistroj se svou konstrukci fadi mezi jedny nejstarsi vilbec. Nazev mu byl ptitazen prave vili
houpavému rameni. Je relativné levny a pouziva se zejména pro krajeni parafinovych
blocki. Sklada se ze tii mobilnich ¢asti, coZ nam zarucuje urcitou spolehlivost a také mini-

malni tdrzbu.[1]
Kryostat:

Jedna se o pfistroj, ktery je velmi podobny klasickému mikrotomu. Lisi se tim, Ze jde o uza-
vieny systém s vlastnim chlazenim, a tak dochdzi k trvalému chlazeni podlozky, noze 1 sa-
motného preparatu. Teplota chlazeni se pohybuje nej€astéji kolem -20 °C. I u kryostatu
je mozné nastavit rizné $itky fezu, kde se tato Sitka voli typu a velikosti fezaného materialu.
U modernéjSich pfistroji je Sitka fezu nastavovana pomoci ovladaciho panelu elektronicky.
Nejvétsim problémem pii krajeni kryostatem je rozmazavani preparatu, které mize byt zpu-
sobeno nedostatecnym zmrazeni preparatu. V tomto piipadé se pouziva sprej, ktery vytem-

peruje okoli kryostatu.[1,7]
Sankovy mikrotom:

Mikrotom, ktery je urcen k fezani velkych blokii s primérnou tlouStkou fezu 10 - 60 mikro-
metrti. Tloustka fezu se nastavuje pomoci mikrometrického Sroubu, diky némuz se zajisti
konstantni tlouStka fezu. Vzorek je pevné pfipevnén neapolskymi svorkami a niiz se pohy-
buje proti nému dopiedu. Sklon noze k roviné fezu i ke sméru fezu je mozné libovoln¢€ ménit.
Samotny pfistroj je velmi tézky a diky tomu 1 velice stabilni a nepodléha piipadnym vibra-
cim. Konstrukce umoziiuje snadné a rychlé odstranéni hrubych ¢asti. Na Obr. 3. je mozné

vidét sankovy mikrotom Leica SM2010R od spole¢nosti Leica Biosystems.[1,8]
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Obr. 3. Sankovy mikrotom Leica SM2010R [8]

Rotaéni mikrotom:

Nézev rotacni vychazi z rotacniho zatizeni opatiené klikou, které zpisobuje postup materi-
alu shora smérem k noZi. Jedna se tedy o typ mikrotomu, kde je niZ pevné upevnény a proti
nému se pohybuje vzorek. Svérak slouZzici k uchyceni vzorku umoziuje zpracovani vzorkl
ruznych velikosti i tvart. Blocek s materidlem se pohybuje nahoru a doll ve svislé roviné
vzhledem k nozi. Na obr. 4. je zndzornén poloautomaticky rota¢ni mikrotom Leica RM2255
s plochym noZem od spolecnosti Leica Biosystems, pficemz obsluhovat tento piistroj mtize
dostatecné vyskoleny pracovnik. U tohoto typu je moZné nastaveni jak rychlosti, tak i poza-
dované tloustky fezu. Jedna se o univerzalni mikrotomy k ziskani stfednich az tenkych pre-
parati v rozmezi tloustky 0,5 - 60 mikrometri. Samotna konstrukce je t€z§i nez houpaci
a stabilnéjsi proti ptipadnym vibracim. Je vhodny pro vyrobu sériovych fezi, které se pak

vyuzivaji ve svételné mikroskopii. [1,9-13]

Obr. 4. Rotacni mikrotom Leica RM2255 [11]
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2 MIKROTOMOVE NOZE

Kritickym faktorem pii ptipravé polymerniho vzorku o optiméalni tloust’ce je volba mikroto-
mového noze. Vedle mikrometrického Sroubu patii k nejdulezitéjSim soucastem mikrotomu,
pfi¢emz zarucuje kvalitni fez polymeru. Vybér spravného noze zavisi prevazné na zkuse-
nostech obsluhujiciho personalu. Nejcastéji se pouzivaji bud’ noze z tvrdé oceli, nebo noze
sklenéné. Ostii noze je mozné brousit pomoci brousicich kamenii nebo pouziti brousiciho
prasku. Vibec jako prvni se pouZilo ostfi Ziletky, nicmén¢ toto ostii se rychle ztupilo a bylo
nahrazené brousenym sklem. Mikrotomovy fez prakticky zacind i kon¢i ostie ohrani¢enou

hranou bez vady. Lze nalézt i jednorazové noze, které vSak nemaji velké uplatnéni. [1,14]
Mikrotomové noze se rozdéluji na zdkladé materidlu, z né¢hoz jsou vyrobené:

e Jednorazové noze

e QOcelové noze

e Nerezové noze

e 7 karbidu wolframu
e Sklenéné noze

e Diamantové noze

e Safirové noze
Jednorazové noze:

Jedna se o zesilené Ziletky, které jsou upevnény ve specidlnim drzaku. NoZe musi byt pevné
uchyceny, aby doslo k omezeni vibraci béhem fezu. Pomoci téchto noZil je mozné vytvaret
vysoce kvalitni fezy, a proto nahrazuji noZze, které se bézné pouzivaji. Jsou vyrobené z vy-
soce kvalitni nerezové oceli. V nékterych ptipadech pro zvysSeni pevnosti a prodlouzeni doby
fezani se okraje nozli potahuji chromem nebo platinou. Noze potazené teflonem maji vyuziti
v kryostatu, protoze maji redukovanou odolnost proti fezadni a dosahuji minimalniho tfeni.
U mensiho a tenc¢iho jednorazového noze dochazi také k diivéjSimu vytemperovani na tep-
lotu v komofte kryostatu neZ u béZzného noze, ¢imz se minimalizuje doba pfi vymeéné noze

nebo pfi Gprave teploty.
Ocelové noze:

Jedna se o mikrotomové noze vyrobené z vysoce kvalitni uhlikové oceli nebo z néstrojové

oceli, kterd ma ztvrzeny okraj, diky tepelnému zpracovani. Tato ocel by m¢la mit urcitou
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pevnost pii zvysené teploté, odolnost proti korozi a opotiebeni. Noze by mély byt v nejlep-
Sim ptipadé zcela vytvrzené a bez necistot. Ocel, jenz je zpevnéna pouze povrchové, ztraci
svoje ostii velmi rychle a vytvrzena oblast se odstrani opakovanym ostfenim. Ocel 1ze jed-
noduse rozdé€lit na konstrukéni a nastrojovou. Jedna se vSak pouze o orientacni rozdélent,
protoze zalezi na ucelu pouziti, nikoliv skupiny oceli. Na Obr. 5. je mozné vidét ukazku

ocelového noze.

Obr. 5. Ocelovy nuz [15]

Noze z tvrdé oceli se vyrabi ve tfech riznych provedenich pro rizné typy polymerti. U mek-
kych pénovych materiali musi byt thel ostii ostry, takze se voli nliz plankonkavni. Zatimco
u me&kkych polymert a kaucukl se voli niiz, u kterého je okraj tvofen dv€éma plochami,
z nichZ jedna ma strmé&j$i uhel. A podobné i u tvrdych plastt plati, ze nejlepsich vysledkii
dosahuji noze dlatovité. Pti pouziti tvrdych ocelovych nozl je nutné dbat na peclivost pii
fezani, protoze miize dojit k jejich prohnuti, coZ se projevi ohnutim cepele nahoru ¢i doli.

V Tab. 1. jsou uvedeny doporucené tthly nozi pro nejbéznéji pouzivané polymery.

Tab. 1. Doporucené thly noZii pro bézné polymery [14]

Polymer uhel ostfi noze
ABS, ASA, SAN, PPS, PVC 45°
PA, POM, PP 30°
PE, PIB 15°

PS pény Plankonkavni

Z oceli se také vyrab¢ji nerezové noze, které maji nejvétsi vyuziti ve zmrazovacim mikro-
tomu. Jedna se o tvrzenou, nerezovou ocel a tepeln¢ oSetienou, ¢imz se zbavi vSech necis-

tot. NoZe obsahuji navic 12 az 15% chromu. [1,2,14]
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Noze z karbidu wolframu:

Jedna se o noze vyrobené z vysoce kvalitniho karbidu wolframu. Jedna se o témét nemag-
netické noze s tvrdosti stokrat vétsi nez u bézné tvrzené nastrojové oceli. Diky velké tvrdosti
se jednd o noze, které maji vysokou odolnost proti opotiebeni, ale prave viili znacné tvrdosti
jsou velice kiehké a musi se s nimi manipulovat opatrné. Pomoci téchto nozl je mozné pro-

vést az 30000 fezl na jedno ostfeni. Tyto noze jsou doporucované pro fezani PA a POM.[1,3]
Sklenéné noze:

Sklenéné noze se vyrabé&ji pfirozenym lamanim sklenéné desky, coZ poskytuje velmi dobrou
ostrost fezné Cepele. Takto vyrobené noze jsou vhodné pro fezdni plastovych vzorki
o tloust’ce 1 az 10 mikrometrii. Vzhledem k tomu, Ze Cerstvé vyrobené noze jsou tak ostré,
je mozné tezat i plast, ktery nelze fezat dokonalym ocelovym nozem z diivodu vytvareni
jemnych vinek na povrchu. Rezné hrany sklenénych nozii pouzivané pro konvenéni pouziti
jsou rovnobézné s povrchem skla, zatimco u nozl pouzivanych v ultramikrotomii jsou umis-
tény proti tloustce skla nebo pies tloustku skla. Jedna o tvrdé noze se zna¢nou kiehkosti,
a proto je nutna opatrnd manipulace. Mimotadnou vyhodou téchto nozl je nenakladnost na
vyrobu ve srovnani s ocelovymi nozi. Kvalita nozi se v priibéhu skladovani zhorSuje a neni
vhodné je uskladnovat, z divodu moZznych zmén v toku nebo pfi zatiZeni skla po zlomeni
a mozné pritomnosti oxida¢nich necistot ve vytvrzeném skle po vyrobé¢, z cehoz vyplyva, ze
sklenéné noze by mély byt pfipravovany tésné pted jejich aplikaci. Noze, které maji thel
klinu mensi neZ 30° jsou vhodné pro fezani vzorkt PP s tloustkou mensi nez 10 mikrometra.
Piesny popis vyroby sklenénych nozli je na Obr. 6. Samotny postup se sklada ze 4 dil¢ich

krok:

e Ocisténi pripravenych sklenénych paski
e Umisténi pasku v pravém thlu vzhledem k nozi na vyrobu sklenénych nozi
e Rozdéleni na ¢tverce

e Umisténi ctvereckl Sikmo a zlomeni na dva noze se spravnym thlem [1,16]
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Making Glass Knives

1. Clean prepared glass strips
2. Score at right angles with glass knife maker

| |
\l\\l\ NG

|
3. Break into squares (25mum)
/N NN
P N e

4. Score diagonally and break into two knives

AN

good
1 “edge
2
good
edge ™

Obr. 6. Vyroba sklenénych nozii [16]

Diamantové noZe:

Diamantové noze musi byt vyrobené z vysoce kvalitnich diamantt, které jsou zcela bez vad.
Pouzivaji se 1 ptes jejich velkou cenu, protoZe maji vynikajici tvrdost a tudiZ jsou nozZe ex-
trémné odolné. Nejvice se pouzivani k fezdni velmi tenkych fezl prostfednictvim ultrami-

krotomu.

Zvlastnim piipadem je pouziti oscilacniho diamantového noze. Jedna se o diamantovy ntiz
s thlem Cepele noze 45°, ktery je navic vybaven oscilatorem. Hlavni ucel vyvoje tohoto noze
bylo sniZeni artefaktli, které jsou vysledkem komprese. Tyto artefakty zplisobené prave
kompresi jsou témét eliminované. Pod mikroskopem nebyly nalezeny zadné dalsi fezné ar-
tefakty ve srovnani s fezy, které byly ziskdny pomoci noze bez oscilace. Rozdil mezi pouzi-
tim diamantového noZze s uhlem ¢epele 35° a oscilujicim diamantovym noZem je zndzornén
na Obr. 7. Oba fezy byly provedeny pti pokojové teploté, pfiCemz fezanou polymerni smeési

byla smés PE a PP. [1,17,18]
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Obr. 7. Ultratenké useky fezané diamantovym nozem s tthlem noze 35° (A)
a useky ziskané oscilujicim diamantovym nozem (B) [18]

Safirové noze:

Jedna se o noze, které jsou vyrobené z jednoho pevného kusu safiru. Je uméle vytvoteny
z monokrystalu oxidu hlinitého pfi pfesné definovanych teplotnich podminek. Safirové nozZe
maji vyssi tvrdost nez noze z karbidu wolframu ¢i skla, ¢imz je zajisténa dlouhodobd zivot-
nost ostii Cepele pro vSechny typy materidlt. Jediné omezeni téchto nozu je velikost blocku,
protoze okraj noZe je limitovan na velikost 11 milimetrti. Pro tento typ noze je vyZzadovan

specialni typ noZe.
Podle profilu okraje noze se d¢€li na:

e Klinovity

e Plankonkévni

e Bikonkdvni

e Dlatovity
Klinovity:
Klinovity niz ma vyssi tuhost nez niz plankonkavni nebo bikonkavni a diky tomu Ize pouZit
pro fezani tvrdSich materialti. Diky vyrazn¢ silné povaze klinu nelze tento typ noze naostfit
stejné dobfte jako u typu plankonkévniho nebo konkavniho. Nej€astejsi vyuziti ma pti fezani
materidlu vlozeném v parafinovém vosku, zmrzlych kryostatickych fezt a malych materialti

vlozenych do syntetické pryskyfice. Schéma klinovitého noZe je vyobrazeno v Obr. 8.
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PROFILE C

Obr. 8. Klinovity niz [19]
Plankonkavni:

Plankonkavni n1iz ma horni plochu vydutou a dolni rovnou. Pouzivé se zejména pro fezani
tvrdych materiald, ale mize byt také vyuzit pro fez mékcich materiald, které jsou zabudo-
vany do parafinového vosku. Nz by mél byt umistén Sikmo k fezanému materidlu a rovna
plocha musi vzdy sméfovat k blocku. Tyto noze jsou dodavany s riznym stupném konkav-

nosti. Ukazka je na Obr. 9.

l PROFILE A

Obr. 9. Plankonkéavni niiz [19]
Bikonkavni:

Bikonkéavni niiz ma obé& plochy vyduté. Niz je extrémné ostry a pouziva se u rotaéniho mi-
krotomu k fezdni mékkych celoidinovych blockl s vloZzenym materidlem nebo pénovych
smési. Noze nejsou vhodné pro tvrdé materialy, protoze dochdzi k vibraci okraje, coZ vyvola
vznik jevu zvany bouleni. Pro nejvétsi ucinnost a dosazeni co nejlepsiho vysledku by mél

byt nliz pfi fezani materialu v Sikmé poloze. Zndzornén na Obr. 10.
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PROFILE B

Obr. 10. Bikonkdvni ntz [19]
Dlatovity:
Dlatovity niz je ur€en pro fezani tvrdych a tuhych materiall, protoze ma nejvétsi stabilitu
ze vSech zminénych profild, a proto se pouziva prave pro nejtvrdsi materialy. Zaroven vuli
zkoseni noze se vsak jedna o nliz, ktery je nejméné ostry. Své vyuziti tedy nachazi pii fezani
blo¢kl ze syntetické pryskyfice, tvrdych materiali zabudovanych v parafinovém vosku

a velkych voskovych blokt. Dlatovity typ je zndzornén na Obr. 11.

Brouseni vSech ocelovych nozl se provadi tak, Ze se brousi zkoseni na kazdé strané noze,

coZ plati pro plankonkavni, bikonkavni, klinovité a u dlatovitych se brousi uhlové plocha

profilu.[1]

PROFILE D

Obr. 11. Dlatovity naz [19]

2.1 Uhel noze

Idealni uhel noze pro fezani jakéhokoliv materidlu pii pouziti libovolného mikrotomu, bez
ohledu na tvrdosti by pfedstavoval nekone¢né tenkou rovinu, kterd by byla orientovana rov-
nobézné s rovinou fezu. Ov§em nekonecné tenkou rovinu nelze vyrobit a objevuje se pouze
v geometrickych knihach. Proto skute¢né noze predstavuji kompromis nebo skupinu kom-

promist, spojené s fyzikalnimi zakony, dostupnym materialem, naklady a technikou, ktera
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je potfeba na vyrobu. Musi mit méfitelnou tloustku, aby byla béhem fezu stabilni. VSechny
mikrotomové noze bez ohledu zda se jedna o jednordzové ¢i brousitelné maji klin tvarované
casti. Cely niz by mohl byt teoreticky hladky s postupnym sklonem k pfedni hran€.
Nicméné, pii ostieni by to vyzadovalo odstranéni celé jedné vrstvy noze. V praxi je proto
konecné zkoseni noze vzdy strméjsi, které mize byt symetrické na obou stranach, ale ne-
musi. Sklon noze tak umoziuje snadnéjsi ostfeni, kdy se odstrafnuje pouze plocha zkoseného
povrchu. U mikrotomu je stfedova ¢ara prufezem noze, kterd je umisténa v thlu k hlavnimu
sméru pohybu a neni tak rovnobéznd s rovinou fezu, jako by to bylo u ideélniho nekone¢né
dlouhého tenkého noze, coz je nutné v disledku zkoseni. Tento kompromis vzhledem k ide-

alnimu nozi mé dva negativni dopady.[14,20]

2.1.1 PriliS maly uhel

V tomto piipad¢ je ntiz drzen tak, ze vzorek se pohybuje rovnobézné s osou klinu, coz by
odpovidalo idealnimu nozi. Zkoseni noze by pak bylo pevné pfitisknuté na vzorek a fezem
by se aplikoval tlak na vzorek. Tato skutecnost je nezadouci a existuje n€kolik moznych

disledkd, které zavisi na vlastnostech vzorku, nozi a na tom jak je dobie vzorek upevnén.

e Je-li materidl ptili§ meékky, dochazi k tfeni a naslednému poskozeni vzorku. Nejcas-
t&j$im vysledkem sttidavé silny fez. Tohoto jevu se miize také dosdhnout, Ze neni
niz nebo drzék vzorku pevné zajistén a miZe se pohybovat pod tlakem.

e Pokud je material tvrdy nebo je pouZit vibracni nliZ, nemusi byt tlak zptisobeny stla-
¢enim materialu, ale mze dojit k ohnuti noze nahoru. Dochézi tak k ¢astecnému fezu
a vznika vlnity vzor na povrchu blocku nazyvany zZaluzie.

e Nadmérné posunuti blocku dopfedu miize zpusobit, Ze se vzorek odtrhne z drzdku

vzorku.

2.1.2 PriliS strmy uhel

Niz je zvednuty do strmého uhlu mezi sttedovou Carou v priifezu noze a osou pohybu, tak
ze spodni strana klinu se jizZ nadéle nepohybuje. Horni plocha klinu vZdy tlaci na nefezanou
¢ast vzorku nad feznou hranou, coz zptsobi ur¢itou deformaci vzorku. Opét existuje nékolik

duasledkua:

e Pokud je nliz pohyblivy a vzorek je tvrdy, mize dojit k ohnuti noze doli a k jeho

naslednému sklouznuti do blo¢ku se vzorkem.
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e V piipad¢ tvrdého vzorku mize dojit k roztiisténi vzorku. Vznikaji tak cary, které
jsou rovnobézné s okrajem noze, v mistech kde byla tvrda cast ostfe ohnuta a zlo-

mena.

Obecné neni prili§ vyhodné ohybani fezu, avSak chyby spojené s malym uhlem zptso-
buji vétsi posSkozeni vzorku nez chyby zpiisobené piili§ strmym uhlem. Spravny uhel

noze by tedy me¢l byt nastaven nasledujicim zptisobem:

1. Umisténi spodni plochy rovnobézné se vzorkem a rovinou pohybu
2. Zvednuti uhlu o % stupné (pokud je to mozn¢) nad uhlem ukosu, aby se zamezilo
ptipadnému sklouznuti spodni plochy pies blocek vzorku. Mimo to mize dojit

k poskozeni zplisobené tienim.
Dusledky nespravného uhlu noze se budou lisit kvli rozdilu:

e Typu vzorku
e Fixacni a zpracovatelské vlastnosti

e Pohyblivosti noze

Nutné zvazeni i vlastnosti samotnych nozi, které mizou byt vyrabény v riznych profilech
a odliSnymi uhly. Spravny thel noze je vlastnosti typu noZze a konecného sklonu. Ten
se mize lisit u kazdého vyrobce a pfi opétovném ostieni se mize zménit. Pro snizeni rizika

se proto doporucuje profesionalni osteni, ¢imz se zamezi zména thlu noze.

Schématické znazornéni chyb je uvedeno na Obr. 12. V prvnim pitipadé se jedna o deformaci
zpusobenou pfili§ strmym uhlem noZze, kde dochazi k rozdrceni vzorku. Ve druhém piipade
se jedna o pftili§ maly thel noze, coz ma za nasledek poSkozeni povrchu vzorku. Posledni

zobrazuje spravny uhel noze. [14,20]
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Angle too steep
(crushing of specimen)

Angle too shallow
(damage to the specimen surface)
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Obr. 12. Schéma vlivu thlu noze [14]
Znamky chvéni na povrchu vzorku kromé uhlu sklonu noze miize vyvolat:

e Tupy nlzZ - feSenim je ostfeni noZe nebo novy niiz
e Vzorek neni fadné upevnén

e Materidl je ptilis mekky

e PriliS velka plocha povrchu vzorku[14]
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3 PRIPRAVA TENKYCH A ULTRATENKYCH REZU

Ptipravené vzorky se pouzivaji k pfimému urceni, ptipadné zkoumani vnitini struktury s vel-
kou vypovidaci schopnosti a malym rizikem vzniku artefakti. Jedna se o metodu, ktera je
vysoce zadana a Casto aplikovana. Pro svételnou mikroskopii se vyuzivaji tenké fezy a pro
TEM to jsou pak ultratenké fezy. Princip piipravy jednotlivych fezi je prakticky stejny,
avsak co se tyCe provedeni, ¢asu a potfebné techniky se znacné lisi. Tato skutenost se pro-
jevi hlavné na ndkladech. Zakladni technika fezani v oblasti polymera byla pfevzata z me-
diciny, kde se jedna o fezy tkani. Na rozdil od Zivych tkani je u polymert problém s nasta-
venim fezatelnosti. Polymery jsou bud’ tvrdé, dobfe fezatelné nebo mékkeé, které 1ze do urcité
miry ztuzit.

Pro ziskani fezu je nezbytna separace tenké vrstvy z povrchu zkoumaného polymeru, pfi-
¢emz dochézi ke vtlaceni ostii noze do polymeru. Pii fezu dochdzi k deformaci polymeru,
coz se projevi uréitym porusenim. Proto je nutné uvédomit si faktory, které maji vliv na
samotny fez: thel noze B, odklon ostii a, sklon v, tloustka fezu, rychlost fezani a priifez
vzorku. Schéma geometrie fezu je znazornéno na obr. 13. Uhel noZe je nastavitelny a mél
by byt volen tak, aby poskytl optimalni vykon. Mikrotomovy niiz mize byt opatien zkose-
nym nozem tzv. fazetou. Pfi fezani tenkych a ultratenkych fezll nelze zajistit uspeésny fez,
protoze neexistuji zakladni parametry pro nastaveni fezu. Nutnost vyzkouSeni pro jednotlivy

polymer a pouzitého zatizeni.[9,21]

>

Vzorek
Smér

fezani

Rovina fezu

Smér pohybu vzorku
vzhledem k noZi

Obr. 13. Geometrie fezu [9]
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3.1 Priprava tenkych vzorki pro svételnou mikroskopii

Mezi typické polymerni materidly, které lze zkoumat ve svételném mikroskopu patii ex-
trudaty, lisované dily, pInéné polymery, vldkna a filmy pf#ilis tlusté na to, aby doslo k ptfenosu
svétla. Tenké vzorky lze ptipravit témét vSemi druhy mikrotomli dostupnymi na trhu, za
predpokladu, Ze maji pevnou zékladnu. V nékterych ptipadech se miizeme jesté setkat s mo-
hutnym typem sankového mikrotomu, kde se vSechna nastaveni provadéji rucné a posun
blocku je realizovan opét rucné. V tomto piipadé je vSak zhotoveni tenkych fezii velmi ob-
tizné a je nahrazovano pouzitim pfedevsim rotacniho mikrotomu, ktery je ovladan moto-
ricky s ru¢né nastavitelnym nozem a vzorkem. Zde ziskéani tenkych fezli neni tak obtizné
jako u safikového mikrotomu. DiileZitou roli zde hraje vybér noze a jeho thel pii fezu. Uhel
noze by mél byt v rozmezi 40 - 45°. Material musi byt pevné uchycen v drzéku, ale bez ptili§
velkého tlaku z diivodu nerovnomeérné tloust’ky uvnitt fezaci ¢asti. Piiprava vzorku pro své-
telnou mikroskopii zahrnuje dvé faze. V prvni fazi dochazi k samotnému fezu materialu s ci-
lem ziskani tenkého blocku. Druha faze spociva v naneseni ziskaného bloc¢ku na podlozni

sklo a poté prekryti krycim sklickem.[3,9,18,22]

Pokud neni mozné materidl upnout piimo do drzéku, je mozné ho zalit do pryskyftice. Takto
upraveny material se mize odfezavat ve forme tenkych paskd, které jsou nasledné presunuty

na podlozni sklo.

Druhym zplsobem je moZnost upnuti pouze ¢asti vzorku, kterd ma byt fezdna. Vyuziva se
zde pryskyfic, jejiz doba vytvrzovani se pohybuje kolem dvou aZ deseti minut. Voln4 Cast
by neméla byt ptili§ vysoka, tak aby bylo zamezeno ohybani pti fezu. Pomoci pinzety je vzo-
rek umistén na podlozni sklo, které¢ je opatieno vrstvou kanadského balzamu. Diky pinzeté
dochézi také ke stladeni vzorku do balzamu a zabrafuje se tak pfipadnému krouceni. Cim
je pasek tenci, tim ma vétsi tendenci ke zkrouceni. Poté je peclivé prilozeno kryci sklicko
a rovnéz pritlacovano pinzetou nebo ru¢né€. Ptipraveny preparat se zahtiva na horké desce
s teplotou 50 — 60 °C po dobu 5 - 10 minut. Na sestavu je umisténo zavazi s plochym dnem,
pfi¢emz dochazi k vytlacovani vzduchovych bublinek z kanadského balzdmu. Pii ochlazo-
vani se zahtaté zavazi vymeéni za studené s ptiblizné stejnymi rozméry. Rychlym ochlazenim
zabranime smrsténi balzamu a tim 1 vraceni do zkrouceného stavu neboli stavu ptivodniho.
Ptipraveny preparat lze pouzit pro mikroskopii, kde mizeme provadéet kontrolu a sledovat

pozadované vlastnosti materidlu. Uk4zka takto pfipraveného vzorku je na Obr. 14. [3]
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Obr. 14. Vzorek piipraveny v kanadském balzamu [3]

3.1.1 Preparaty pro svételnou mikroskopii

Jako prvni se provadi mikroskopické ohledani materidlu pomoci stereomikroskopu. Jedna
se o levny a snadno dostupny pfistroj. Stereomikroskop ma bo¢ni nebo horni osvétleni, kdy
se jednd o odrazené svétlo. Dochazi zde k odhaleni pfedbéznych chyb ve vzorku. Diky ma-
1ému zvétSeni 1ze lehce vybrat spravné misto, ze kterého bude vzorek odebran, protoze po-
dava informace o pfipadnych zavadach materidlu. U transparentnich nebo ¢aste¢n¢ trans-
parentnich materidli je mozné sledovat slozeni vzorku i pod jeho povrchem. Transparentni
vzorky obvykle o tlouStce mensi nez 100 mikrometra je mozné pifimo namontovat na pod-
lozni sklo s krycim sklenénym sklickem. Tento zptisob mize byt dostacujici pii zvétSent,
které je mensi nez 100-nasobné. Pokud je pozadované zvétSeni vEétsi, je nutné pouziti mon-

taznich médii za ticelem sniZeni odrazu od povrchu.

Pro podrobnéjsi hodnoceni polymert ve formé tenkych ezl nebo filmil se pouZzivaji svételné
mikroskopy, které pracuji v rezimu prochazejiciho svétla. Rez miize byt uloZen na podloz-
nim skli¢ku volné, ale nej¢astéji se provadi ulozeni fezu v kapce oleje na podloznim sklicku
a nasledné prekryti krycim sklickem. Vysledny kontrast je definovan rozdilem indexti lomu
mezi vzorkem a olejem. Pro polymery je typické pouziti parafinového oleje s indexem lomu
1,5. Krystalizaci polymert je mozné sledovat tzv. Hot-stage mikroskopii. Jedné se o velmi
ucinnou a rozsifenou metodu, kterd slouzi pro zkoumani morfologickych zmén pfi teploté
tani a dalSich pirechodovych teplot s doplitkovou tepelnou analyzou. Stejnou teplotu jak pod

vzorkem, tak nad vzorkem zajist'uje picka s topnymi télesy.

Pti pozorovani polymerti v odrazeném svétle je nutné zvySeni odrazivosti, které se provadi

bud’ vakuovym napatrenim, nebo katodovym naprasenim.[9,18,22]

Preparat pod svételnym mikroskopem Obr. 15., kde se jednd o HDPE krystalizovaném
pii 123 °C.[1]
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Obr. 15. HDPE pod svételnym mikroskopem [14]
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3.2 Piiprava ultratenkych Fezii pro transmisni elektronovou mikrosko-
pii

K ptipravé ultratenkych fezii se pouziva specidlni mikrotom nazyvany ultramikrotom. Na
Obr. 16. je uveden ultramikrotom Leica EM UC7, ktery umoziiuje snadnou pfipravu ultra-
tenkych ¢asti, ale i primyslovych vzorkt pro TEM, SEM, AFM a LM. Lze pfipravit vzorky
s tloust’kou 50 — 100 nanometrli, coz zajiSt'uje dobrou propustnost pro elektrony. Vyzaduji
vybornou zru¢nost a zkuSenost operatora. Nelze predpokladat, ze sta¢i pouhé pro¢teni ma-
nualu k ptistroji. Na trhu se objevuje velké mnozstvi literatury, od zakladni literatury az po

rizné nédvody vyrobcl. Dokonce existuji specidlni kurzy, které se zabyvaji pouze touto pro-

blematikou. [9,23,24]

Obr. 16. Ultramikrotom Leica EM UC7 [23]

Existuje celd fada ultramikrotomd, pfi¢emz mezi zakladni ¢asti patii tyc, jejiz konec slouzi
k upevnéni vzorku. Vzorek je posouvan kyvavym pohybem nahoru a dolii. Vyuzivaji se zde
noze sklenéné nebo diamantové. Rezani pomoci diamantového noze mélo velké uplatnéni
k ziskani velmi tenkych fezti pro TEM. ZkuSeny operator se setkava s problémem pii volbe
parametra fezani, mezi které patii thel noze, odklon, rychlost fezu a nastaveni vodni hladiny.
Tyto parametry musi byt uzptsobeny konkrétnim vlastnostem daného materidlu. Jedna
se o sériové fezy (Obr. 17. A), kdy kazdy jednotlivy fez posunuje ten ptedchazejici a vznika
tak film tvoteny z fezti (Obr. 17. B). Nachazi se na hladin¢ kapaliny (Obr. 17. C) a poté
se odebira pomoci mikroskopické sitky (Obr. 17. D). [9,25]
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ultratenky

A B C D

Obr. 17. Schéma fezu (A), vanicka s fezem (B), film ezl na hladiné (C), mikroskopicka
sitka s fezy (C) [9]

Tloustku fezl na hladin€ vody urcuji interferencni barvy, které by méli byt pro kazdy fez
stejné. Nejvhodnég;jsi tloustka se projevuje zlatou ¢i Sedivou barvou fezil. Pro ziskéani poza-
dované tloustky (50 az 100 nanometrti) je nezbytné dodrzet maximalni rozmér fezané plo-
chy do 0,1 milimetru $ife fezu a délce fezu 0,2 milimetru. Proto je pfed fezdnim nutné dbat
na vybér mista, ze kterého se ziska kone¢ny fez, jenz se v dalsim kroku pouzije jako vzorek
pro hodnoceni v mikroskopii. Objevuji se rizné druhy drzaki vzorku, ale velice dtlezité je
misto, kde samotny fez probihd. Nezbytné je vytvoreni pyramidy, ktera uruje kone¢né roz-
méry fezu. Pyramidu lze sefezavat Ziletkou, pfimo nozem, nebo za pouziti specialni frézky.
Po této upraveé se vzorek upne a provede fez. Pokud je vzorek pfili§ maly na upnuti do dr-
zaku, je nutné ho zalit do prislusného polymerniho materialu. Mize se pouzit libovolny po-
lymerni systém, ktery je snadno fezatelny napt. PMMA. VyuZivaji se zde také pryskyfice
urcené k tomuto pouZiti, pfi¢emz jejich vlastnosti 1ze modifikovat dle potieby. U polymert
se setkavame s ur¢itym omezenim, vyplyvajici z mozné fyzikaln¢ chemické interakce slozek
pryskyfice se zkoumanym vzorkem. MiiZe se zde objevit 1 botnani, coZ se projevi uréitym
ovlivnénim pozorované struktury. VétsSinou vSak nedochdzi k ovlivnéni botnanim a tak ne-
dojde ke smiseni vytvrzené pryskyfice se vzorkem. Polymerni vzorek se do zalévaci poly-
merni pryskyfice zakotvi diky nerovnostem na povrchu. Materialy, které jsou mekké pti po-
kojovée teploté, je nutno zalévat do vytvrzovaciho média. Pro fezani tohoto vzorku je nutna

Uprava, kterd se mize provadét dvojim zplsobem.

e Chemicky ztuzenim

e Nastavenim teploty fezu

Chemické ztuzovani se vyuziva napt. pii metod¢ kontrastovani. Kde ukolem je dosazeni

uspokojivého kontrastu pro TEM obraz. Dochézi k selektivnimu ulozeni té¢zkého prvku
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v atomarn¢ dispergované form¢. Proto se v praxi musi dodrzovat urcité bezpecnostni opat-
feni se zachazenim chemickych latek, jelikoz se pouzivaji zdravi skodlivé chemikalie. Cha-
rakter vzorku uréuje postup kontrastovani i volbu kontrastovaciho média. Cas konstrastovani
a koncentraci roztoku je nutné prozkouset, takze je jasnd vétsi spotieba vzorkil nafezan¢ho
materialu. Pouziva se cela fada konstrastnich latek napt. OsOs, RuO4, smési uranu, wolframu

a jiné. [9,18]

Doplikové zobrazeni pomoci TEM a AFM je uzite¢né pro lepsi zobrazeni a pochopeni mor-
fologické struktury materialt a to hlavné u smési a kopolymert. Srovnani téchto dvou metod
je zobrazené na Obr. 18. Povrchové nedokonalosti jsou nejlépe vidét na Obr. 18. (A), mensi
znamky artefaktti 1ze vidét na Obr. 18. (B). Tyto obrazy jsou ziskané pomoci metody AFM
u polymeru HIPS pfi pouziti kryoultramikrotomu pii teploté -110 °C. Srovnani s obrazem
na Obr. 18. (C) ziskanym metodou TEM, kde byl vzorek ziskan pii pokojové teploté a na-
sledné vystaven pardm OsOs, ukazuje detailni strukturu HIPS a dikazy urcité komprese

v fezu.

] 100 s o 10,0 psa
Data hype Height Data type Huight
£ range 150 £ rangs 80.0 de

Obr. 18. Obrazy ziskané metodou AFM (A,B) a metodou TEM (C) [18]
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Teplotu fezu ménime tak, aby byla pod teplotou skelného prechodu vzorku, tudiz je vzorek
ve sklovitém stavu. Soucasné se méni i rozméery ultramikrotomu. Jedna se o specidlni zafi-
zeni pracujici pii nizkych teplotach, které se nazyva kryoultramikrotom. Pfistroj byva vyba-
ven chladici komorou jak noze, tak 1 vzorku, jednotlivym chlazenim pro niz a vzorek.
V dnesni dob€ maji nejmodernéjsi piistroje automatické ovladani teplot pies pocitac. Voda
zde nemuze byt pouzita jako tekutina ve vanicce, protoze by pfi nizkych teplotach zamrzla.
Pouzivaji se tedy smési riiznych kapalin, které pii téchto teplotach nezamrzaji. Rezani v roz-

mezi teplot od -20 °C do -40 °C je pomérné jednoduché, protoze fez plove na dané kapaling.

Pti potiebé nizsich teplot, napt. -120 °C musi byt pouzit suchy niz, pfi¢emz manipulace
s ultratenkymi fezy a jejich kladeni na sitku je velice slozité. Kryoultramikrotom musi také
omezit nahromadéni mrazu, protoze ovliviiuje fezani pti nizkych teplotach. Pomoci fasy se
pak ultratenké fezy odstrkuji rovnou na mikroskopickou sitku. Vedle fasy se k tomuto ukonu
muze pouzit jemny odmastény zviteci chlup. Pti pouziti této metody dochdzi ke tfeni a roz-
ruseni chemickych vazeb, coz se projevi vzniklym nabojem fezli. Naboj je redukovan az

uplné eliminovan dalS§im pfistrojem, ktery je znan pod ndzvem deionizator.

Deformaci, ke které dochazi pti fezani ultratenkych fezi, se rozumi jejich smrsténi ve sméru
fezu. Ve vysledku ma tedy fez mensi velikost, neZ je velikost fezné plochy. Mira smr§téni
vzorku zavisi na podminkach fezu a také na vlastnostech zkoumaného materialu. V dnesni

dob¢ 1ze tomuto problému zabranit ¢i aspon sniZit pomoci tzv. vibra¢niho noze.

Vibraéni ntiz osciluje rovnobéZné s rovinou fezu a ke sméru fezani kolmo. Kmitocet se po-
hybuje v fadech nékolika set kHz. NGz diky oscilaci vyrazné snizuje deformaci pfti fezu, coz
se projevi pfiblizné stejnou velikosti fezu jakou ma feznéd plocha. Dale dochazi k nartstu
modulu pruznosti a tim 1 ke zvySené tuhosti vzorku. Jedna se o zavislost mechanickych vlast-

nosti na rychlosti deformace.

Je lehké si v§imnout, ze pfiprava ultratenkych fezil je velice namahava a t€zka ¢innost, ktera
klade dlraz na zru¢nost a zkuSenost operatora s vysokou davkou €asu. Dil¢i pfistroje na
pfipravu preparatu nepatii mezi levnou zaleZitost, coZ se vyrazné projevi na nakladech pro
pfipravu. Nutno dbét na to, Ze timto zpisobem se ziskaji informace o vzorku jen ve velmi

malém rozsahu a k urceni celého vzorku je nutné provést dalsi dil¢i experimenty.[9,18]
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3.2.1 Preparaty pro transmisni elektronovou mikroskopii

S preparatem pro TEM je obtizné manipulovat pfimo, proto se pouziva jemna pinzeta
k uchyceni. Ultratenky fez, ktery plave na vodni hlading, se mize prendset pomoci sitky,
kde velikost ok se pohybuje v rozmezi desitek mikrometrt. V pfipad¢, ze Castice je mensi
nez velikost oka sitky, jsou polozeny na podlozni film. Existuji filmy kolodiové, formva-

rové, nebo uhlikové.

Pti pozadavku ultratenkého filmu s mikroskopickymi otvory tzv. dérovana blany Ize tento
film vyrobit vysuSenim kolodiového nebo formvarového filmu za ptitomnosti srazedla.
Mimo to se pouZzivaji i dérované blany, které jsou pokryté uhlikem, jenz je na blanu napaten.
Dérované blany mohou byt jak komerc¢ni, tak vyrobené v laboratofi. Dérované blany pak
nachazeji uplatnéni pfi vystfed’'ovani mikroskopu nebo korekci stigmatismu. Dale se pouziva
jako podklad na podlozeni vzorku, coz umozni pieklenout pasmo velkych dér v sit’ce. Diky

tomu je vzorek pevnéji drzen a dochazi tak ke sniZeni ¢i eliminaci pohybu vzorku pfi foceni.

V TEM je nutné rozptyleni malych ¢astic na podloZni folii, ptipadné zabudovanim do folie.
Naneseni je mozno provadét riiznymi zptsoby, pfi¢emz vhodny zplsob a koncentraci je ne-
zbytné vyzkouset. Nejjednodussi zpisob spociva v jednoduchém naneseni kapky disperze
na podloZni folii. Problém miZe nastat pfi splaveni nosné blany ze sitky ¢i vznik agregatl
za soucasného vysychani kapky. Spolehlivy zplisob naneseni disperze je diky tzv. mikrofi-
xirky, kdy se jedna o velmi jemny rozprasovac. Rozprasovani ma za disledek, ze nedochazi
ke slucovani ¢astic disperze na okrajich pifi vysychani kapek. Po tiplném vysuSeni lze zvysit

kontrast pro mikroskopovani pomoci tézkého kovu stinovanim. [9,22]

Mikroskopie slouzi ke zjisténi morfologie daného polymeru, pfi¢emz se jedna o studium
struktury, tvaru, formy. Ke studiu morfologie polymerQ se pouzivaji 1 jiné zplsoby, mezi
které patii napt. difrakce zatfeni X (Sirokouhla WAXS a malothlovd SAXS) nebo diferenci-

alni skenovaci kalorimetrie (DSC) [9]
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4 MIKROTOMOVE REZY

4.1 Rez plnénych plasti

Plnivo zplsobuje zmény ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech vysledného plastu, pro-
toze latka na makromolekularni trovni vykonava funkei pojiva a zaroven urcuje zakladni
vlastnosti. Jako ptisadu lze pouzit plnivo, stabilizator, mazivo, barvivo, zmékc¢ovadlo, inici-
ator, tvrdidlo atd. NejCastéj$im diivodem vytvéteni plnénych polymert je sniZzeni ceny ma-
teridlu, nikoliv jeho vyztuzeni. Modul pruznosti stoupa s piidavkem tuhé, anorganické latky,
coz se ve vysledku projevi zvySenou tuhosti materialu. Plnivo nemusi byt pouze anorganicka
latka, ale leh¢i a pevnéjsi plnivo miZe byt napt. mlety grafit, ktery mé za ucel zvySeni elek-
trické vodivosti. Nékteré polymerni plniva se vyuzivaji diky své specialni funkei, pfi€¢emz
gastice plniva u plnéného polymeru se v pribéhu piipravy neméni. Ukolem tdchto plniv
muze byt, aby polymerni matrice byly v kone¢né aplikaci rozpustné ve vod¢ ¢i vodni pare,
které jsou pfi normalnich podminkach v téchto latkach nerozpustné. Do neprodySné matrice
z PVC se ptidava ¢asticové plnivo, coz se vysledku projevi vytvorenim tzv. umélé kiize nebo
se vytvori permeabilni film pro vodu se silikonovou matrici nepropustnou pro vodu. Oba

tyto ptipady ptiklady jsou zobrazeny na Obr. 19. [26,27]
|

A. Hydrosorbin: hydroﬁlni ivo p B. Hydrogel jako ]_nio poly:
syntetickou kiiZi. SEM. SEM.

siloxanu.

Obr. 19. Polymerni plniva do polymerni matrice [27]

Na pevnostni vlastnosti materialu piisobi ptitomnost plniva vétSinou negativng. Je to zptiso-
bené nizkou adhezi mezi matrici a plnivem, protoZe piti deformaci dochézi k lomu na roz-
hrani téchto fazi. Ke zlepSeni vlastnosti 1ze povrch plniva opracovat, ¢imz se docili tenké

vrstvy, ktera slouzi jako kompatibilizator.

Pti vybéru plniva je nutno dbat na jeho funkci v materidlu, dostupnosti a v neposledni fadé¢

na jeho cené. Mezi hlavni vlastnosti u plnénych polymerti anorganickou smési je zietelné
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lepsi objemova stalost, coz se projevi zachovanim velikosti a tvaru po vytvarovani ve forme.
Snizeni hotlavosti taky patii k vyuzivanym funkcim, coz znamend volbu spravného plniva,

které se pti zvySené teploté rozklada, a vzniklé produkty eliminuji nebo inhibuji hoteni.[27]

4.2 Rez kompoziti

Kompozity nejsou lehce zpracovatelné pomoci mikrotomu, a proto si zaslouzi zvlastni po-
zornost. Pro kompozity vyztuzené sklenénymi vlakny nebo vlakny uhlikovymi je doporuco-
van pilovy mikrotom nebo za pouziti diamantové dratu. Ve vétsiné ptipadl je pozadovana
tloustka fezu od 10 do 20 mikrometri. Nicmén¢ vysoké kvality, ktera je pozadovana se
dosahne jen ziidka, coz je zpisobené pretrzenim vlaken v priibéhu fezu vzorku. Z téchto
diivodil je nezbytné pouziti technik brouSeni a leSténi. Pro snadnéj$i manipulaci je vzorek
zalévan do epoxidové pryskyfice. Vzorek je nejprve stlacen do PE formy s kyanoakrylato-
vym lepidlem a poté se zalije epoxidovou pryskytici. Po 8 hodinach suseni je vzorek michan
a lestén pomoci standartnich technik. Ukazka kompozitu pod mikroskopem je zndzornéna

v Obr. 20.

Obr. 20. Nylon 6,6 — kevlarovy kompozit [14]

Ovsem nezbytné je upozornit, ze piiliSné lesténi vede k rychlejSimu odstranéni mékéiho
matricového materidlu, nez u tvrdsiho vlaknitého vyztuzeni. Pouzitim diamantové pasty na
lesténi se dosdhne ostrého piechodu na hranici sklenénych vldken, protoze pasta ptednostné
odstrafnuje matrici. Obsah a orientaci skelnych vladken lze snadno zjistit pomoci svételné mi-
kroskopie. Na Obr. 21. Ize vidét rozdil mezi lesténym profilem a profilem ziskany pomoci
mikrotomu, kdy lestény profil nevykazuje zadné protahovani ¢i poskozeni na rozdil od mi-

krotomu.[14]
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Obr. 21. Tenky lestény vzorek, Mikrotomovy ez [14]

4.3 Rez mékkého a tvrdého plastu

Kvalita vyrobeného filmu se znacné li$i v zavislosti na pouzitém polymeru. Pro mikrotom
je obtizné fezani jak mekkého plastu, tak i tvrdého. Mékké polymery mohou béhem fezani
mikrotomem podléhat deformaci a mimo to je mozny i vznik artefakti. U tvrdych a kiehkych
polymeru muze dochéazet k tomu, Ze mikrotomovy niiz béhem fezu prokluzuje. Urcitych vy-
hod pii fezani tvrdych materiald 1ze dosahnout jejich mé€kéenim vhodnym rozpoustédlem,
¢imz se ziska kratsi doba fezu a zaroven i rovhomérnéjsiho déleni materialu. Také bylo zjis-
téno, zZe nekteré tvrdé polymery, které bobtnaji rozpoustédlem, mohou vykazovat lepsi vy-

sledky z hlediska kvality povrchu.
Mezi artefakty zptisobené fezem na mikrotomu Ize zatadit:

e Rovnobézné pruhy se smeérem fezu v dusledku poskozeni fezného noze
e Vinky tvofené bocnim stlatenim vzorku, kde pfi¢inou je tupé ostii
e Znamky chvéni zpiisobené pfili§ velkym sklonem noze

e Tlakové stopy zplisobené plisobenim pinzety pii presunu vzorku

Uhel ostfi mezi rovinou fezu a horni stranou noze je dalim dilezitym faktorem, ktery je
typicky pro kazdy jednotlivy vzorek a lidi se tak jeden vzorek od vzorku druhého. Uhel musi
byt volen tak, aby nedoslo k zddné deformaci vzorku. Velky uhel se voli pro tvrdé a Siroké

vzorky. Je-li vSak az pftilis velky, mohou se na povrchu objevovat nezddouci Skrabance.

Alternativou i z hlediska ceny je pfistroj, ktery umoznuje ziskat tenké fezy tvrdych polymert
s vysokou molekulovou hmotnosti nebo siln€ krouticich elastomerti. Vzorky musi byt

nejdiive ptilepené na podlozni sklicko, které je pak pfipevnéné na horni desku pfistroje.
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Tato deska je upevnéna na tiech kuliC¢kovych loziskach, které jsou umisténé ve tvaru troju-
helniku. Horni deska se ru¢né otac¢i kolem spodni desky tzv. osmi¢kovym pohybem. Spodni
deska ma nastavitelnou vysku a je zde také umistén diamantovy fezny kotou¢. Kulickova
loziska zajist'uji, ze fezy jsou rovnobézné a material je velice snadno odstranovan. Vysoce

reprodukovatelné, paralelni tenké fezy l1ze pfipravovat s minimalnimi zkusenostmi.

Mikro-hoblik se pouziva na pfipravu vzorku pro infracervenou nebo mikroskopickou ana-
lyzu. Tento ptistroj dokaze vytvofit rovnoméernou tloustku fezu v intervalu 5 — 20 mikrome-
trlt z povrchu témét jakéhokoliv polymeru. Objevuji se zde dva druhy ostii. V prvnim pfi-
padé je ostii z karbidové oceli, coz slouzi k ziskdni tenkych vrstev témet vSech polymerd.
Ve druhém ptipadé je ¢epel vyrobend z diamantu a pouziva se pro krajeni tvrdych poly-

merd.[14]
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ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo podat uceleny prehled v oblasti piipravy mikrotomovych

fezli polymernich materialti se zaméfenim na spravnou volbu mikrotomu, mikrotomového

noze a nastaveni fezného uhlu noze pro rtizné druhy polymert.

4

V prvni ¢asti prace se pojednava o tom, co to mikrotom je a k ¢emu se nejvice pouziva. Jsou
zde popsany zakladni ¢asti pfistroje a samotny princip fungovani. Vyhodou je, ze timto zpu-
sobem lze ziskat Siroky interval hodnot pro tlouStku vzorku a to od desitek mikrometrt az
stovek nanometrti. Déle je zde stru¢né popsan vyvoj mikrotomu s naslednym vykladem riz-

nych typt mikrotom, pfi¢emz kazdy typ je specificky pro danou aplikaci.

Nésledné jsou popsané jednotlivé typy mikrotomovych nozi. Volba spravného noze je ve-
lice dilezita, protoZze na ném zdvisi kvalita vysledného fezu. Pod pojmem kvalitni fez se
rozumi fez bez jakychkoliv nezadoucich artefaktti. Na trhu jsou ¢tyfi zdkladni druhy mikro-
tomovych noza dle jejich profilu: klinovity, plankonkavni, bikonkavni a dlatovity. Noze mi-
Zou byt vyrobené témét ze vSeho, avSak nejvetsi vyuziti nachazi noze vyrobené z oceli. Pro
ziskani ultratenkych fezli se nejvice vyuZzivaji noze diamantové diky své tvrdosti, coZ se vSak
projevi na vysledné cené. Proto, aby nedoslo ke vzniku artefakti, musi byt zvolen spravny
uhel noze, ktery nemize byt pfili§ maly, ani pfili§ strmy.

Tteti Cast prace se zabyva ptipravou tenkych a ultratenkych fezti. Tyto fezy se pouZivaji ke
zkoumani morfologické struktury polymert. Princip ziskani fezl je stejny, avSak problema-
ti¢t¢js8i je priprava ultratenkych fezli, coZ se projevi na provoznich nakladech. Svételnou mi-
kroskopii 1ze zkoumat extrudaty, lisované dily, plnéné polymery, vldkna a filmy. Manipu-
lace spociva v jednoduchém naneseni fezu na podloZni sklo a naslednym piekrytim krycim

sklickem. Ptiprava vzorku u TEM je slozita, a proto vyZaduje vétsi zkuSenost operatora.

Posledni kapitola pojednava o samotnych fezech z plnéného, mekkého ¢i tvrdého polymeru.
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