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SOUHRN

Predmétem této diplomové prace bylo studium krystalizace vody v podchlazeném
vodném roztoku sacharézy o vhodné zvolené koncentraci 50 hm%. Krystalizace vody
v systtmu voda - sachardza byla sledovana za neizotermnich podminek metodou
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie. Z experimentalnich dat byla urCena teplota krystalizace
vody, teplota skelného pfechodu matrice a teplota nasledného tani ledu ve vzorku.
Za podminek izotermnich i neizotermnich byla sledovana nukleace, rist krystald vody,
jejich morfologie a tani v roztoku sacharozy (50 hm%) metodou optické mikroskopie.
Z namétenych dat byl urCen charakter nukleace a byly stanoveny nukleacni teplotni
oblasti. Byla vyhodnocena rychlost ristu krystali vody pro oblasti homogenni
a heterogenni nukleace. Déle byly uréeny morfologické typy krystalli vody. Ze ziskanych
dat byly ur¢eny rychlosti rustu jednotlivych tvar krystalt. Byl stanoven prubéh teplotni
zavislosti rychlosti rustu krystald vody v roztoku a bylo stanoveno maximum této
zavislosti. Déle byla zjiSténa zdavislost ristové rychlosti na stafi vzorku. Mikroskopicky

bylo pozorovano tani vzniklych krystala ledu a byla stanovena jejich teplota tani.

KLICOVA SLOVA

Vodny roztok sachardzy, diferencni skenovaci kalorimetrie, mikroskopie, nukleace,

krystalizace, rychlost rastu krystalu.



SUMMARY

The aim of this thesis is the study of water crystallization in undercooled aqueous
solution of sucrose with 50 wt% concentration. The ice crystallization
in the water - sucrose system was observed by differential scanning calorimetry
under non-isothermal conditions. Temperature of ice crystallization, glass transition
temperature of the matrix and ice melting temperature were obtained from experimental
data. Nucleation, crystal morphology and growth and melting of ice crystallites in sucrose
solution (50 wt%) was studied by means of optical microscopy under isothermal
and non-isothermal conditions. The characters of homogenous and heterogenous
nucleation were specified and the nucleation temperatures were obtained. The growth rate
of ice crystals in sucrose solution (50 wt%) was defined for both, homogenous
and heterogeneous nucleation. The crystal morphology was characterized and divided
into three groups. For every group, the growth rate of ice crystals was evaluated.
The temperature dependence of growth rate for ice crystals in sucrose solution (50 wt%)
was determined and maximum of this dependence was obtained. The dependence of the ice
crystal growth rate on solution aging was found. In addition, the melting of ice crystals

in sucrose solution was studied and the temperature of melting was determined.

KEY WORDS

Aqueous solution of sucrose, differential scanning calorimetry, optical microscopy,

nucleation, crystallization, crystal growth rate.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU:

A frekvencni faktor

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

GLs Gibbsova energie kapaliny a pevné latky

G* kriticka Gibbsova energie

k Boltzmannova konstanta

n rychlost nukleace

R polomér nuklea

R* kriticky polomér nuklea

Ri-s) prinik kfivek zavislosti G na T pro kapalinu a tuhou latku
T teplota

Tg teplota skelného prechodu

Tm teplota tani

Tp teplota maxima piku

4G zména Gibbsovy energie

AGhetero zména Gibbsovy energie heterogenni nukleace
AGhomo zmeéna Gibbsovy energie homogenni nukleace
AT podchlazeni

Y povrchova energie

o uhel smaceni
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1 UVOD

Vyuziti sacharidti ma v dne$ni dob¢ Siroké uplatnéni nejen v potravinafrstvi, ale zejména
také pii kryoprezervacnich metoddch vyuzivanych pro zachovéani Sirokého spektra
biologickych materidlti. Kryoprezervace ziskala v poslednich letech na vyznamu
ajerychle se vyvijejicim oborem, piesto se stale objevuje mnoho komplikaci
pfi zachovavani vSech biologickych funkci a zivotaschopnosti vzorkl. Za ucelem
pfedchazeni téchto komplikaci je mnoho chemickych latek zkoumano pro svij
kryoprotektivni potencial. Mezi tyto latky patii pravé sacharidy, z nichZ je ve velké mife
vyuZivana sachar6za a jeji vodn roztoky. Sacharéza je disacharidem pfirozené
se vyskytujicim ve vSech zelenych rostlinach a jeji vodné roztoky jsou typické pro svou
vysokou toleranci viuci mrazu. Ma kryoprotekéni vlastnosti jako jsou schopnost potlacovat
nukleaci a rist krystald ledu ¢i schopnost véazat se na proteiny bunééné membrany.
Pro spravnou aplikaci a maximdlni vyuziti sachardzy v kryoprezervacnich metodach

je nutné pochopit proces krystalizace vody v jejim roztoku.
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2  TEORETICKA CAST

2.1 Proces krystalizace

Krystalizace je slozity fyzikalné-chemicky proces probihajici na rozhrani dvou fazi.
Pfitomto procesu dochazi k uspotadani jednotlivych elementi latky do pravidelné
struktury. Tato zména organizace Castic je pro soustavu vyhodna, protoze pii ni dochazi
ke snizovani energie systému. Z tohoto duvodu je krystalizace v piirod¢ samovolné
probihajicim déjem, jez je mozné pozorovat vSude kolem nas. K vylucovani pevné latky
s pravidelnou strukturou muze dochazet z plynné, kapalné nebo ptipadné i1 tuhé faze.
Typickym piikladem vyluCovani krystalt z plynné faze je vznik snéhovych vlocek
v atmosféte. Krystalizace ztuhé faze probihd zejména v metastabilnich amorfnich
systémech. Vznik krystalti z kapalné faze mize probihat z vodnych roztokt nebo tavenin,
které v piirod¢ predstavuji tekuté magma, jehoz krystalizaci vznikaji mineraly. Tato prace
se vsak dale zaméfuje pouze na krystalizaci z vodnych roztokd.

Proces krystalizace jako takovy je vyuzivan ve vétSiné technologickych odvétvi.
V chemickém primyslu se tento proces vyuziva jako Cistici a separacni metoda.
Krystalizaci se vyrab&ji monokrystaly, jejichz castice jsou uspoiadany do periodicky
se opakujicich struktur, a polykrystaly, ve kterych se nachazi vétSina latek. Ty jsou sloZeny
z malych krystalll pravidelné struktury pospojovanych do komplexnéj$iho systému, ktery
vSak jiz pravidelnou strukturu nema [1]. Nezanedbatelné uplatnéni krystalizace najdeme
I V potravinafstvi, kde se bézn¢ setkavame s krystalizaci medu ¢i cukru. Ve velké mite
studované a vyuzivané jsou i kapalné krystaly uplatitujici se pfi vyrobé¢ displejii pro jejich
vyjimecné optické vlastnosti v elektrickém poli [2].

Krystalizace vSak v nékterych ptipadech mize byt i nezadoucim jevem, jako je tomu
v piipadé¢ krystalizace medu ¢i u Kryoprezervace biologického materialu. Kryoprezervace
je uchovavani zivych bunék a tkani v chladicim médiu pfi velmi nizkych teplotach.
Tim je ve vétSin€ ptipadt kapalny dusik, jehoz teplota varu je -196°C.

Tato prace je zameéfena na problematiku krystalizace pravé v téchto biologickych
systémech, kdy mize krystalizace zplsobit strukturni i funkéni poskozeni mrazem
uchovavaného bunééného materidlu. Tomu lze zabranit ptidavkem tzv. kryoprotekénich
¢inidel, které krystalizaci zabraiuji, nebo ji alespont do velké miry negativné ovliviiuji.

Stejné¢ jako v mnoha jinych ptipadech, 1 zde se clovék pro sviij vyzkum inspiroval
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v ptirodé. V oblastech s velmi studenym klimatem jsou organismy schopny prezit jen diky
specifickym obrannym mechanizmim proti velkému mrazu. Nékteré druhy arktickych
rostlin a zivoc¢ichd, jako jsou ryby nebo hmyz, produkuji tzv. anti-freeze
proteiny [3], [4], [5], [6], [7]. Tyto protimrznouci proteiny zpusobuji termalni hysterezi
(tzn. snizeni bodu tuhnuti kapaliny) a maji schopnost pfilnout na povrch malych krystalkli
vody a zabranit tak jejich dal$imu rastu. Rostliny mohou ptezivat v hlubokych mrazech
v disledku  zvySené koncentrace sacharidii v jednotlivych rostlinnych orgéanech,
¢imz snizuji vodni potencial a zabranuji krystalizaci vody [8]. Dalsi organismy Zijici
Vv chladnych oblastech jsou schopny dokonce kryobidzy, kdy dochazi k uplnému zastaveni
jejich metabolismu hromadénim kryoprotektantd. A pravé v téchto biologickych systémech
¢lovék nachdzi inspiraci pro vyvoj novych kryoprotekénich latek, jez by bylo mozné
aplikovat na Sirokou Skélu biologickych materidli uréenych k uchovavani. Mezi tyto
kryoprotektanty patii napiiklad glycerol [9], ethylenglykol, propylenglykol,
polyvinylalkohol, butandiol ¢i dimethylsulfoxid [10], ktery vsSak neni pfili§ vhodny
pro svou chemickou nestalost a toxicitu [11]. V nejvétsi mife jsou vSak vyuzivany
sacharidy, na néz se tato prace zaméfuje. Pro pozadované mrazové uchovani a nasledné
obnoveni zivotaschopnosti biologického sytému je proto nutno pochopit celkovy vliv
a pusobeni téchto kryoprotektantli (sacharidi) na bunéény material. Toho lze dosahnout
vyzkumem jejich vlivu na krystalizaci vody, jez je v téchto systémech stéZejnim
problémem, protoZze narostlé krystalky vody bunéény material poskozuji. Proces
krystalizace je slozitym fazovym piechodem, kdy dochazi ke zméné plvodni struktury
latky. Prvni faze tohoto procesu je nukleace (vznik krystaliza¢nich zarodki), ve druhé fazi
pak dochazi k riistu krystalli. Podrobnéji je tato problematika rozebrana v nasledujicich

kapitolach.

2.1.1 Termodynamicka formulace krystalizace

Krystalizace je fazovy prechod mezi kapalnym a pevnym stavem sledované latky.
Jako kazdy uskutecnitelny chemicky de¢j, musi byt i proces krystalizace spojen s poklesem
Gibbsovy energie. Zavislost Gibbsovy energie na teploté pro pevné a kapalné skupenstvi
za izobarickych podminek znazorfiuje obrazek 1. Jak je z obrazku patrné, za vyssich teplot
ma Gibbsova energie kapaliny G| niz§i hodnotu nez Gibbsova energie pevné latky Gs,
latka se tedy mnachazi ve stabiln¢jSim kapalném skupenstvi a je v rovnovaze,

¢emuz odpovida minimum Gibbsovy energie. V takovémto systému dochazi k volnéjsimu
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pohybu molekul nez v pevné fazi a systém ma vysokou entropii. Pravé z tohoto divodu

se snizovanim teploty prib¢h zavislosti G, na T méni strméji nez je tomu u Gs [12].

G

QGEL—\S}{

AGs —\L){

Te—s) T Ts—1L) T

Obrdazek 1: Zavislost Gibbsovy energie na teploté za konstantniho tlaku [12]

Vlivem poklesu teploty dochazi k omezeni volného pohybu molekul soustavy,
které se usporadavaji do krystalické mtizky. Dochézi tedy ke snizovani entalpie i entropie
systému. Rozdil chemickych potencialtt udava celkovou AG, ktera je zaporna a je hnaci
silou celého procesu krystalizace. Jak lze vidét z obrazku 1, je za takovychto nizkych
teplot Gs vzniklé pevné faze (krystalu) niz§i nez Gr. Systém se tedy v rovnovaze nachazi
ve stabilngj$im krystalickém stavu.

Na stejném obrazku je pro prinik kiivek zavislosti G na T pro tuhou latku i kapalinu
pouzito oznafeni R _s). Tomuto bodu odpovida teplota tdni Tp, pfi niZ se v systému
nachdzeji obé faze v rovnovaze a jejich hodnoty Gibbsovy energie jsou stejné. Fazovou
preménou dochazi ke skokové zméné entropie a entalpie. Jde tedy o Ehrenfestiv fazovy
pfechod prvniho druhu. Uvolnéné krystalizacni teplo je rovno rozdilu entalpii kapalné
a tuhé faze a musi byt ze systému odvedeno [1], [12].

V této casti byla shrnuta termodynamika krystalizace, tedy pro¢ k ni dochazi
a co je jeji hlavni hnaci silou. Krystalizace je vSak ovlivnéna i kineticky, tzn. rychlosti

nukleace a rychlosti ristu krystald, ¢emuz jsou vénovany nasledujici ¢asti této prace.
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2.1.2 Nukleace

Nukleace je prvni fazi a hlavni podminkou celého procesu krystalizace. Jde o vznik
krystaliza¢nich zarodka, tzn. zarodki tuhé faze v kapalné smési. Je to komplikovana etapa
vzniku Krystalu, jez probihd spontanné v roztoku (primarni nukleace) nebo je uméle
vyvolana tzv. ockovanim (sekundarni nukleace). Tato prace se zaméfuje predevsim
na primarni nukleaci, ktera se déli na homogenni a heterogenni. Principy obou téchto typi

nukleaci i jejich rozdily jsou popsany dale tzv. klasickou nukleac¢ni teorii.

2.1.2.1 Homogenni nukleace

Samovolna nukleace v celém objemu bez pfitomnosti cizich fazi a ¢astic se nazyva
homogenni. Hybnou silou vzniku zarodki krystali je poruseni stability soustavy
jejim vychylenim z rovnovahy uréitym stupném podchlazeni. Nahodnym setkdnim c¢astic
puvodni kapalné faze dochdzi ke vzniku zarodku pevné faze, u néjz se predpoklada
sféricky tvar [13]. Proti soudruznosti vznikajicich embryonalnich shlukii puisobi snaha
systétmu o vyrovnani vznikajicitho koncentraéniho gradientu. Vznik zarodkd tedy vede
ke zvySovani volné energie systému. Zarodky jsou proto velmi nestabilni a snadno
se rozpadaji [14].

Se samovolnym procesem nukleace je spojena piedev$im zména Gibbsovy energie, jez
je znazornéna na obrazku 2 zelenou kiivkou. Sklada se ze dvou piispévkill, objemového
a povrchového. Objemovy ptispévek je zndzornén na tomto obrazku Cervenou kiivkou
ajedan poklesem Gibbsovy energie, tedy rozdilem chemickych potenciald kapalné
a vznikajici pevné faze AG. Tento rozdil je hnaci silou procesu, jez je vyvolana stupném

podchlazeni. Zaroven je tato energie imérna poctu Castic v zarodku [15].

povrchova
energie
AG
AG*
AG=0 >
R (polomeér nuldea)
objemova
volna
energie

Obrazek 2: Zavislost AG na velikosti zarodku za izotermnich izobarickych podminek
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Povrchovy piispévek je znazornén modrou kiivkou a je dan naristem povrchové
energie vznikem fazového rozhrani solidus - liquidus. Suma obou pfispévkl udava

celkovou AG nukleace:

AGpyukieace = (4/3)7TR3AG + 4‘7TR2V (1)

V rovnici (1) R znaéi polomér nuklea, y je jeho povrchova energie a AG je hnaci sila
nukleace, tedy krystalizacni energie, jak byla vysvétlena v kapitole 2.1.1. Prvni ¢len
uvedené rovnice odpovida objemovému a druhy povrchovému prispévku. Jejich sumu
vyznacuje zelend kiivka a mad maximum v bodég, jemuz odpovida polomér nuklea R [15].
Ten se nazyva kritickym a je ur€en hrani¢nim poctem c¢éstic nuklea, ktery se pohybuje
mezi 4 az 60 v zavislosti na druhu slouceniny. Od tohoto poctu jiz prevladaji
mezimolekuldrni sily v nukleu nad ptisobenim okolnich sil ptivodni faze. Nad hodnotou
R” se tedy zarodek stavé stabilnim a dal3i pfipojovani &astic k jeho povrchu sniZuje volnou
energii systému [16]. Hodnota R” kles4 s rostoucim podchlazenim [17]. Kritické velikosti
nuklea odpovida uréitd hodnota Gibbsovy energie G*, jejiz hodnota udava velikost
energetické bariéry, kterou musi embryonalni shluk ptekonat, aby se stal stabilnim [13].
Jak Ize tedy nazorné vidét z obrazku 2, celkova Gibbsova energie roste az do dosazeni
AG* a zarodek je za téchto podminek nestabilni, muze tedy dochazet k jeho rozpadu.
Za kritickou hodnotou vsak energie klesa. To znamena, ze zarodek je jiz stabilni,
nedochazi k jeho rozpadu, ale naopak roste navazovanim dal$ich ¢astic na sviij povrch.

Vyse popsany popis nukleace se nazyva tfidimenzionalni, protoZze dochazi ke vzniku
trojrozmérného sférického nuklea nahodné v objemu roztoku [18].

Hlavnim problémem procesu nukleace je urceni jeji rychlosti. Ta udava pocet vzniklych
zarodka tuhé faze nadkritické velikosti za jednotku ¢asu v jednotce objemu. Rychlost

je vyjadiena zakladnim zjednodusenym vztahem [15]:

n=A-exp(—AG"/kT) (2)

kde AG* je hodnota kritické energetické bariéry, k je Boltzmannova konstanta

a A je predexponencialni faktor zavisejici naptiklad na teplot¢ nebo na koncentraci

vvvvvv

vV
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zavislost rychlosti nateploté systému. Jejim sniZovanim dochazi k omezeni pohybu
molekul a ke snizeni jejich diftize k povrchu nuklea. Rychlost homogenni nukleace roste
s Casem linearn¢ az do urcitého stupné podchlazeni, kde setrvava na konstantni hodnoté, a
poté opét klesa dalSim snizovanim teploty.

S homogenni nukleaci se Vpfirod¢ a praxi piiliS§ Casto nesetkdvame (vyjma
laboratorniho prosttedi), protoze latky se v absolutné cistém stavu pfirozené téméer
nevyskytuji. V biologickych systémech je homogenni nukleace z duavodu jejich

komplikovanosti velmi nepravdépodobna. Proto se v téchto systémech piedpoklada vyskyt

vvvvv

2.1.2.2 Heterogenni nukleace

Vznik zérodki na cizich télesech (necistoty, bublinky, atd...) nebo na sténach nadoby
se nazyva heterogenni nukleace. Tento proces je v pfirod¢ i technologické praxi mnohem
Cast&jsi nez nukleace homogenni. Divodem je snadnéjsi zachyceni a shlukovani molekul
na cizim povrchu. Tim se 1 zmensSuje pocet Castic pottebnych ke vzniku nuklea. Nukleace
tak probihd snadngji i za mensSiho podchlazeni a jeji energetickd bariéra je nizsi
nez U homogenni nukleace, jak zndzorfiuje obrazek 3. Kritickd velikost nuklea
vSak zlstava stejnd, zatimco objem nuklea je rozdilny [13]. Je potieba si vSak uvédomit,
ze zérodek zacind vznikat az po pfichyceni urcitého mnozstvi Castic ¢i molekul, které
se shlukuji do jednoho mista. Zachyceni jedné molekuly na povrchu cizi latky ¢i vice
molekul od sebe ruzné vzdalenych se neda povazovat za vznikajici nukleum, protoze jde

pouze o proces adsorpce [19].
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Obrazek 3: Zavislost AG na priumeéru nuklea pro homogenni a heterogenni nukleaci
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Celkova AG heterogenni nukleace je pfimo umérna AG homogenni nukleace:

AGhetero = AGromo * f(@) (3)

kde f (0) je funkce uhlu smaceni a musi byt mensi nez jedna [13], [18]. Hlavni podminkou
heterogenni nukleace je tedy smacivost ciziho povrchu novou krystalickou fazi. Jinak
feCeno, musi dochazet k interakci Ccastic vznikajiciho zarodku pevné faze s cizim
povrchem. Pokud by k tomuto nedochazelo, jednalo by se o homogenni nukleaci z objemu.
Na obrazku 4 je nacrtek, jak takova nukleace vypada. Aby byla splnéna predchéazejici
podminka, musi byt smacivy thel 6 vétsi nez 0° a menSi neZ 180°. Shlukovanim ¢éstic
dochazi ke vzniku zarodku podobnému poloviné koule zachycené na povrchu. Energie
tohoto ttvaru je v porovnani s energii koule (jejiz tvar ptredpokladame u zarodku vzniklého
homogenni nukleaci) mens$i, protoze sty¢ny povrch mezi kapalnou a pevnou fazi

je mensi [19].

ka?;alné vznikeajici
faze pevna faze
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Obrazek 4: Vznik zarodku nové faze na cizim povrchu [13]

Rychlost heterogenni nukleace je rtizna pro ruzné stupné podchlazeni, jak je naznaceno
na obrazku 5, a dosahuje urc¢it¢ho maxima. K nukleaci zac¢ind dochdzet pod teplotou tani
Tm. Stejné jako v predchazejicim piipad€, i zde ma rychlost nukleace dva piispévky.
Prvni piispévek difuze se spodchlazenim zmensuje. Za dosazenim maxima rychlosti
dochazi k omezeni transportu ¢astic k povrchu vznikajiciho zarodku a systém se nachazi
v amorfnim stavu podchlazené kapaliny. Druhy pfispévek nukleace s podchlazenim

naopak roste a souvisi S hnaci silou tvorby krystaliza¢nich zarodku [15].
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Obrazek 5: Vztah mezi rychlosti nukleace a stupném podchlazeni

Problémem u heterogenni nukleace a urCeni jeji rychlosti je stanoveni vlastnosti
povrchu, na némz nukleace probiha, a tim urceni druhu interakci mezi timto povrchem
a vznikajici tuhou fazi. Nukleace muze probihat dokonce velmi mnoha zptsoby podle
charakteru tohoto povrchu, jez mize byt rovinny, zakiiveny ¢i porovity [15].

Nukleaci lze ovlivnit velkym mnoZzstvim parametrii. NejvyznamnéjSim je teplota,
na niz zavisi rychlost nukleace a ktera ovliviwje difazi ¢astic k povrchu nuklea. Dalsimi
faktory, které nukleaci ovliviiuji, jSou molarni hmotnost slou€eniny, typ jeji krystalické
miizky, hydratace iontd, tepelnd historie vzorku, pfitomnost tuhé fdze nebo rozpusténych
piimési, jez ovliviiuji viskozitu roztoku a komplikuji tak proces nukleace [16].

S heterogenni nukleaci je mozné se setkat prakticky vSude kolem nas v ptirodé€ i v praxi.
Heterogenni nukleaci vznikaji snéhové vloCky v atmosféfe nebo minerdly a horniny
Vv pfirod¢. Nékteré biologické organismy obsahuji nukledtory (prachova zrnka, bakterie,
makromolekuly), na nichz je heterogenni nukleace vyvolana a které jim umoznuji prezivat

za nizkych teplot fizenym procesem krystalizace.

2.1.2.3 Omezeni klasické nukleacni teorie

Klasicka nukleacni teorie bohuzel zcela neodpovidd experimentim z praxe.

vvvvv

je skutecnost, ze teplotni zavislost povrchového napéti v podchlazenych systémech neni
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zcela zndma. Dal§im divodem je fakt, ze klasickd nukleacni teorie uvazuje stejné
termodynamické vlastnosti zarodku a nové faze v objemu, coz vSak neplati pro nuklea
slozena z malych molekul. Proto existuji kromé popsané klasické nuklea¢ni teorie 1 dalsi

moderni teorie a modely jejiho popisu [20], [21], [22].

2.1.3 Riist krystali

Rust krystali je druhym krokem procesu krystalizace. Jde o slozity dé&j, zalozeny
na ptipojovani castic k vzniklému zarodku podle urcitych zékonitosti, ¢imz dochazi
ke vzniku pravidelné krystalické miizky. Vysledkem celého procesu je krystal,
jehoz zakladem je trojrozmérnd elementarni bunka slozend z nckolika pravidelné
usporadanych atomd.

Tento proces je umoznén tfemi zékladnimi déji: transportem atomu k povrchu krystalu,
navazani téchto atomt na povrch krystalu a transport uvolnéného krystaliza¢niho tepla
z povrchu krystalu (tepelna konvekce) [12]. Dle téchto parcialnich d&ju Ize na rist krystalt
pohlizet ze dvou hledisek — termodynamického a kinetického, jez jsou déale podrobnéji

rozebrany.

2.1.3.1 Termodynamika riistu krystalu

Zakladem termodynamického pohledu na riist krystalli jsou energetické zmény spojené
S pfipojovanim novych ¢astic na jiz vzniklou krystalovou plochu.

Jako prvni ji popisuji tzv. teorie povrchové energie zarodku [18], [23]. Na jejich
pocatku stal Curie (1885) a Wulff (1901), jez vychazeli z Gibbsovy piedstavy, Ze stejné
jako kapka tak i vznikajici krystal musi mit minimalni povrchovou energii, aby se staly
stabilnimi. Dosli k zavéru, ze rist krystalu bude fizen rychlosti ristu jeho krystalovych
ploch, jez rostou bud’ invariantn€, nebo se prekryvaji. Jejich ristové rychlosti se budou lisit
Vv zavislosti na velikosti povrchovych energii jednotlivych ploch a budou nepfimo umérné
jejich hustoté. Teorie rustu krystali vychazejici z povrchové energie vsak selhavaji
pfi vysvétleni supersaturace a chovani roztoku u povrchu krystalu [23].

Mezi dal$i teorie zabyvajici se rustem krystali z termodynamického hlediska patii
Kosselova teorie [24]. Vychazi z piedpokladu, Ze krystalicka plocha je idealné vyvinuta
a neobsahuje zddné nepravidelnosti a poruchy. Kromé& ptipojovani novych elementti v§ak

uvazuje 1 odtrhavani castic jiz dfive pfipojenych vlivem tepelnych pohybu [17].
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Zabudovavani novych stavebnich ¢astic probihd do souvislych vrstev na takova dostupna
mista krystalovych ploch, vnichz dojde kuvolnéni co nejvétsiho mnozstvi
energie [23], [24]. Témito misty jsou zejména hrany a zlomy. Pokud jich je nedostatek
nebo je nartstajici horni vrstva uplna a tvoii novou komplexni rovinu, pfipojuji se ¢astice
Ina tyto nové vzniklé rovné plochy. Inkorporace Ccastic na komplexni roviny
je tzv. povrchova neboli dvoudimenzionalni nukleace, ktera je pro rast krystald
nezbytna [18]. Takto inkorporované Castice vSak maji velkou tendenci se znovu uvolnit
a vratit do roztoku. Zacleniovanim ¢astic do miizky dochazi k tvorbé fad, jez nasledné
vytvareji monomolekularni vrstvu Krystalu. Pokud je tato jedna vrstva komplexni, dochazi
na ni ke vzniku novych fad a tim i dals§i vrstvy. Z tohoto divodu probiha rust krystalt
v nekonecné se opakujicich krocich a jeho celkové rychlost je urcéena rychlosti vzniku
novych vrstev [16], [23], [25].

Teorie spirdlového rustu krystalli se oproti predchézejici teorii lisi zejména v tom,
ze predpoklada pritomnost Sroubovych nebo hranovych dislokaci (poruch) na jiz vzniklych
krystalovych plochéch. Nepfedpokladd tedy idedlné vyvinuty krystal, coz umoziuje
ptesnéj§i popis dané problematiky v praxi, kde se sidealné vyvinutym Krystalem
nesetkavame. Pripojovani cCastic podle této teorie probiha pravé do mist dislokace,
¢imz dochdzi ktzv. spirdlovému ristu krystalové plochy, jez je zndzornén
na obrazku 6 [13]. Pro tento mechanizmus neni nezbytna povrchova nukleace, jak tomu
bylo u ptedchozi teorie [16], a vysvétluje i vyskyt krystalizace pfi minimalnim pfesyceni

roztoku [17].

Obrazek 6. Schéma ristu krystalu mechanizmem hranové a sroubové dislokace [13]

Dusledkem vySe zminénych mechanizmu pfipojovani novych c¢astic ke vznikajicim

krystalovym plochdam v pfiblizn¢ stejném case je tzv. zondlni rlst krystall, kdy jeho
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prostiedni ¢ast je uvaZzovana za nejstarSi, zatimco ¢ast povrchova naopak za nejmladsi.
Tak dochazi ke vzniku z6n liSicich se chemickym sloZzenim, pfipadné strukturou i barvou.
Nartistanim  jednotlivych zén na sebe dochazi k sektorovému ristu  krystala,

kdy se jednotlivé sektory 1isi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi [17].

2.1.3.2 Kinetika ritstu krystalii

Kineticky pohled na proces rustu krystalti se zabyva zejména urcenim jeho rychlosti
a definovanim parametrti, jez tuto rychlost ovliviuji. Za limitujici krok, tedy rychlost
urCujici dgj, je ve vétsiné piipadli povazovana difuze castic k povrchu nebo odvedeni
uvolnéného krystaliza¢niho tepla od povrchu krystalu. Touto difuzi je pak urcena celkova
rychlost procesu rastu krystalu. Kinetika rastu krystali je popsana mnoha modely
ateoriemi, mezi néz patii napiiklad teorie mezni vrstvy nebo difazni teorie, model
Cernovovilv ¢ model podle Burtona, Franka a Cabrera [22], [23], [24], [25].

VétsSina modelt je zalozena na slozitém matematickém popisu a plati pro komplikované
systémy. Z tohoto diivodu se jimi tato prace nebude zaobirat, ale dale se zaméti pouze
na nejvyznamngjs$i difuzni teorii, jez je pro pochopeni problematiky rhstu krystalt

zZ roztoku stézejni.

Difuizni teorie

Na pocatku vSech difuznich teorii stali Noyes a Whitney (1897), ktefi povaZovali
krystalizaci za opak rozpousténi a chapali tak rychlosti obou procesii za stejné,
determinovany rozdilem koncentraci na povrchu pevné faze a v objemu roztoku [23].
Jejich teorie byla postupné upravovana a zpiesiiovana v dalSich letech, kdy bylo zjisténo,
ze rychlost krystalizace vykazuje urcité odchylky od rychlosti rozpousténi napiiklad
vlivem michani, rozdilné molekularity obou procest ¢i pribéhu nukleace [18].

Vsechny difuzni teorie rustu krystalli vychazeji z predstavy ctyt zakladnich procesi
rastu krystalu, kterymi jsou: transport ¢astic z objemu roztoku k povrchu vzniklého
zarodku, difuze castic difuzni vrstvou neboli tenkym filmem obklopujici povrch krystalu,
zabudovavani Castic do krystalické miizky a transport uvolnéného krystaliza¢niho tepla
do objemu roztoku [13], [24]. Kazdy z nich probihd urcitou rychlosti, pficemz
ten nejpomalejsi z nich fidi celkovou rychlost rstu krystalu.

Difuze castic je jejich transport v objemu zpisobeny koncentra¢nim gradientem,

ktery vznika nahromadénim c¢astic v jednom misté roztoku. Tim je misto vzniku
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krystaliza¢niho zarodku. Diflize probihd podle kinetiky reakce prvniho fadu.
U podchlazenych roztokt se difuze komplikuje zvySovanim jejich hustoty a viskozity.
Pohyb molekul v roztoku je tak velmi omezen vlivem zkraceni mezimolekularnich
vzdalenosti ptisobenim nizkych teplot. Problém diftze ¢astic z objemu Ize alespon ¢asteéné
odstranit michanim roztok [13]. Tento d¢j bude rychlost urcujicim krokem napiiklad
Vv pripad¢ rastu iontovych krystald, kde je inkorporace novych ¢astic do krystalické miizky
dostate¢né rychla vzhledem k vysokym vazebnym energiim [18].

Druhym dil¢im déjem je povrchova difuze a je zakladem adsorpénich teorii [18], [23].
Jeji zékladni pfedpoklad je takovy, ze Castice, které se z objemu dostanou az k povrchu
krystalu, se nezaclenuji do krystalické miizky okamzité. Nejdiive u nich dojde ke ztraté
jednoho stupné volnosti a poté slabymi interakcemi mezi sebou vytvaieji hrani¢ni
adsorpéni vrstvu u povrchu krystalu za ustaveni dynamické rovnovahy mezi touto vrstvou
a objemem roztoku. Céstice v této vrstvé se bud’ zadleni do miizky, vrati se do roztoku,
anebo srazkami s dal§imi ¢asticemi ve vrstvé vytvaii nové zarodky (nedokonaly rulst
krystalu) [18]. Této teorii se taktéz fika teorie rozhrani neboli filmova teorie. Tloustka
tenkého filmu vznikajiciho u povrchu krystalu se méni v zévislosti na intenzit¢ michéani
roztoku [16], [23].

Dalsi zminény d& je zaclenovani castic do krystalické miizky. Jde o povrchovou
chemickou reakci, jejiz rychlost zavisi na jejim reakénim fadu. Literatura uvadi, ze mize
jit o reakci prvniho, druhého ale i vyssiho fadu [13], [18], [23], [25]. Rychlost tohoto dé&je
tedy mize byt limitujici v ptipadé roztoki, kde je objemova i povrchova difize umoznéna
michanim a je tedy dostatecné rychla.

Odvod krystaliza¢niho tepla od povrchu krystalu byvd ve vétSiné piipadi déjem
nejrychlej§im. Jde o konvekci neboli proudéni tepla uvolnéného na ristovém rozhrani
zaClenénim Ccastice do krystalické miizky. Konvekce tepla se miize stat urcujicim déjem
pro rychlost krystalizace z tavenin [24].

Urceni, ktery ze zminénych procest je nejpomalejsi, zavisi na podminkéch krystalizace
a lze ho provést nékolika metodami: porovnanim aktivacnich energii krystalizace a difuze,
sledovanim vlivu ptimési, nebo sledovanim vlivu michani [16].

Difazni teorie vSak neni dostacujici k iplnému popisu procesu Krystalizace. Kromé
diftize je nutné brat v tvahu i dalsi faktory, jakymi jsou naptiklad rozpustnost a velikost
vznikajicich krystali ¢i ¢aste¢né odpatovani z povrchu roztoku. Teprve jejich kombinaci
a vzajemnym prolinanim oblasti vySe zminénych d&ji lze dosdhnout pochopeni realného

dgje rustu krystala [23], [26].
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Rychlost rustu krystalii

Jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole, v redlném systému je rychlost ristu dana dil¢imi
rychlostmi jednotlivych d&ja. Pro zjednoduSeni vSak Ize rychlost difuze c¢astic i tepla
zanedbat. Za tohoto ptedpokladu, platného jen u systému s nizkym podchlazenim,
je krystaliza¢ni rychlost definovana tzv. linearni rychlosti rstu krystalt. Je dana velikosti
a nepravidelnostmi sty¢né plochy mezi kapalinou a vznikajicim krystalem a zavisi na vice
faktorech. Je funkci nejen teploty, ale 1 relativni rychlosti mezi kapalnou a pevnou fazi
azavisi 1 na podchlazeni. Pokud je podchlazeni mensi, rychlost s nim roste témér
rovnomémn¢ az do dosazeni urcité hodnoty, kde zlstadva konstantni. ZvySovanim
podchlazeni rychlost krystalizace klesa v dusledku zvySeni viskozity roztoku
a zpomaleného transportu latky i tepla. Hodnoty linearni rychlosti ristu krystali byvaji
obvykle v cm/s pro taveniny a zlomky mm/hod pro roztoky [12], [16].

Pro urceni celkové rychlosti procesu krystalizace se v praxi nejcastéji vyuziva uréeni
rychlosti rastu krystalovych ploch. Ty se Vv jednotlivych smérech vSak mohou lisit.
Principem je ur¢eni hmotnostniho pfirastku nebo tloustka piirtstku nové vzniklé vrstvy
kolmé na jednotku povrchu krystalu za jednotku ¢asu [23]. Vyuzivaji se k tomu pfedevsim
metody optické, jako jsou elektronova mikroskopie ¢i interferometrie. Hmotnostni
piirustek 1ze wurcit kontinualnim pozorovanim zmény hmotnosti krystalu [16].
Dale Ize vyuzit i metody pro uréeni zmény vlastnosti krystalizaéniho roztoku, kam patii
napiiklad metody dilatometrie, turbidimetrie, konduktometrie, refraktometrie ¢i metody
urovani zmény koncentrace a hustoty roztoku [18].

Krystaliza¢ni rychlost je vSak nutné stanovovat za €O nejpiesnéji definovanych
podminek. Ty vSak nelze nikdy urcit Gplné€ piesné, protoze na krystalizacni rychlost ma
vliv mnoho faktorti, z nichz nejvyznamnéjsi je teplota. Jeji vztah s rychlosti ristu krystalti
je arrheniovsky. Za vysSich teplot je rychlost fidicim déjem difiize, za teplot nizSich
je to zaclenovani ¢astic do krystalické miizky [23].

Dal§i vyznamny vliv ma michani, jez zvySuje relativni rychlost mezi krystalem
aroztokem. Urychluje tak transport ¢astic z objemu k povrchu krystalu a tim zvySuje
krystaliza¢ni rychlost.

Rozpustné piimési a necistoty ovliviiuji krystalizacni rychlost adsorpci na povrch
krystalu nebo modifikaci vlastnosti krystalizacniho roztoku 1 charakter rozhrani
solidus - liquidus. Jejich vliv vSak mulze byt i pozitivni vytvafenim energeticky

vyhodnéjsich novych center na plochdch v mistnich deformacich krystalické miizky.
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Dalsimi puUsobicimi vlivy je rozpousténi vznikajici pevné faze, dokonalost
resp. nedokonalost krystalické mtizky ¢i velikost a tvar rostouciho krystalu [16], [18], [23].
Morfologie krystali je v zavislosti na mnoha faktorech riizna a velmi rozmanita. Tato

prace se proto dale bude zaméfovat pouze na rtst a tvar krystalii vody.

2.2 Krystalizace podchlazené vody

Voda je nejrozsifenéjsi slouCeninou nezbytnou pro veSkery zivot na Zemi.
Za standardnich podminek je bezbarvou kapalinou bez zapachu s teplotou tuhnuti 0°C.
Z fyzikaln¢ chemického hlediska je to sloucenina velmi vyznamnd a zajimavd svymi
specifickymi vlastnostmi, mezi které patii napiiklad vysoka mérna tepelna kapacita, velké
povrchové napéti nebo zména jeji hustoty a objemu s teplotou. Jeji specifické vlastnosti
jsou dany vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi molekulami.

Pod teplotou tuhnuti méa voda tendenci ptirozené krystalizovat. Za ur¢itych podminek
vsak mtize zistat v kapalném stavu i pod touto teplotou a stadva se metastabilni,
podchlazenou kapalinou. Dostate¢né velkou rychlosti chlazeni je totiz zabranéno nukleaci,
piipadn¢ je rast krystali potlaten narGstem viskozity. Vlivem toho se molekuly pomaleji
pohybuji, ¢imz se snizuje jejich tepelnd energie az pod hodnotu potencidlni energie,
ktera by musela byt pro pohyb molekul pfekonana, a vodikové mustky se stavaji stabilngjsi
[27]. Molekuly jsou v podchlazené kapaling nepravidelné uspofadany. Vzhledem k tomu,
7ze jde o metastabilni systém, nesetrvava vtomto stavu do nekonecna, ale nakonec
zakrystalizuje. Za urc¢itych podminek vSak nemusi dojit ke vzniku krystalicky pravidelné
struktury, nybrz vznikd amorfni ztuhld kapalina s fyzikdlnimi vlastnostmi blizkymi
vlastnostem pevné latky. Tento proces se nazyva vitrifikace [28]. Podrobnéji
se jim tato prace zabyva v kapitole 2.2.3.

Podchlazena voda az na -40°C se vyskytuje v atmosféie, ale i v Zivych systémech
aorganismech prezivajicich v arktickych oblastech. Zabranéni krystalizace vody
podchlazenim a vitrifikace se ve velké mife uplatiuje pii metodach kryogenniho

uchovavani riznych biologickych materiali.
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2.2.1 Krystalizace vody v biologickych systémech

Vsechny zivé organismy obsahuji az devadesat procent vody. Jeji krystalizace vsSak
muze poskodit bunky, c¢imz nedojde k opétovnému obnoveni Zivotaschopnosti
uchovavaného materialu po jeho rozmrazeni.

Pti zmrazovani zivych tkani dochazi v prvni fadé€ ke krystalizaci extracelularni tekutiny.
V dusledku vzniku krystalti vody se koncentrace cytosolu zvySuje, ¢imz vznika osmoticky
gradient mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem. Tento gradient se buiika snazi
vyrovnat vypuzovanim vody do okoli. Dusledkem extracelularni krystalizace je tedy
bunécnd dehydratace, kterd zpisobuje strukturni zmény bunééné membrany. Membrana
tak ztraci zakladni biologické funkce a butika umira.

Intracelularni  krystalizace vede bezprostiedné k poskozeni bunky. Cytoplasma,
nachdzejici se wuvnitf bunék, obsahuje nejen vodu, ale 1 velké mnozstvi
vysokomolekularnich latek, které se htife uspoiadavaji do krystalické miizky, ale snadnéji
vitrifikuji. Pokud je rychlost chlazeni pfili§ vysokd, nestihne se zvysit koncentrace
intracelularniho roztoku prostupem vody do extracelularniho matrixu. Disledkem je vznik
krystalii uvnitf buiiky. Ty vyvijeji nadmérné napé€ti na bunéénou membranu a méni tak jeji
strukturu. To ma za nasledek opét ztratu biologickych funkci membrany.

Krystalizace v bunééném materialu je tedy pro obnoveni jeho Zivotaschopnosti
nezadouci a predstavuje zakladni problém v kryoprezervaénich metodach. Detailngjsi

pohled na krystaly vody a zabranéni jejich vzniku je obsahem nésledujicich kapitol.

2.2.2 Tvar krystala vody

Voda krystaluje nejcasteji v hexagonalni soustavé, ktera je stabilni pro Sirokou skélu
teplot. Divodem je lomeny tvar molekuly vody suhlem 104,95°, diky kterému
se za nizkych teplot molekuly uspofadavaji do Sestitthelnikového tvaru tak, Ze na jednu
molekulu vody se vazou celkem ctyii dalsi, jak je znazornéno na obrazku 7. Vznikaji tak
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stavu. To je divodem mensi objemové hustoty ledu oproti kapalné vode [27].
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Obrazek 1: Hexagonalni struktura ledu a vysledny Sestiuhelnikovy hranol

Jak znazoriiuje obrazek 7, vysledny tvar vznikajiciho krystalu je hexagonélni hranol
S bazalni a prizmatickou rovinou, ktera na rozdil od bazélni roviny hexagondlni symetrii
nevykazuje. Rychlosti ristu téchto rovin jsou v zavislosti na teploté rizné [29]. Rychlejsi
rast vrstev v bazalnich rovinach se nazyva téz rast ve sméru c-0sy a jeho dusledkem
je vznik sloupcového hranolu. Velikosti ploch horni a spodni bazalni roviny nemuseji byt
stejné [30]. U polarnich slou¢enin, mezi néz voda patii, je rist tohoto typu hranolu
neobvykly. Divodem je vétsi koncentrace molekul na rozich Sestithelniku nez jejich
koncentrace nad bazalni rovinou. Nedochazi teda k nove vznikajici vrstvé bazalni roviny,
ale ta se naopak rozpina do stran nartistem vrstev v prizmatickych rovinach [18]. Druhym
typem je hranol talifovy. Ten vznikd za menSich podchlazeni, kdy je rychlejsi rtist vrstev
Vv prizmatickych rovinach neboli rist ve sméru a-0sy. Tento tvar byva také vétSinou tvarem
inicidlnim a tézko zachytitelnym, jeZ se hlubSim podchlazenim stdva nestabilni a dalSim
ristem se zacina vétvit [30], [31], [32].

Vétvenim vznika stromeckovity tvar krystalu zvany dendrit. Jeho rist koresponduje
s Kosselovou teorii rastu krystald, podle které je nejvice preferovany rist krystalli na jeho
rozich a hranach. Dendrit vznikd vétSinou v pocatecni fazi rGstu krystali a rozumi
se jim jediny krystal slozeny z primarniho stonku, z néhoz vyrtstaji sekundarni vétve,
které se mohou dale vétvit na terciarni [18], [25], [33]. Jeho schéma je znazornéno

na obrazku 8.
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Obrazek 8: Veétveni pri dendritickém ristu krystalu

Duvody vzniku dendritu se podle ruznych teorii 1i$i. Dendriticky rist muze byt
disledkem nedostateéné difuze ¢&astic k povrchu krystalu, nedostatecného odvodu
krystaliza¢niho tepla, piitomnosti necistot nebo rozdilnych vlastnosti okolniho
prostiedi [18], [33].

V piirodé jsou typickym piikladem dendritického rastu krystaly snéhovych vlocek.
Vznikaji krystalizaci z plynné faze a ptedpoklada se u nich rtst dendritu jen v jedné roving,
tzn. rist jen ve sméru a-osy. Bézné vSak dochazi k tfidimenziondlnimu ristu krystald.
Jde o rist také ve sméru C-osy, ktery urcuje tloustku krystalu. Ta klesa s rostouci délkou
dendritu a je zavisla na koncentraci roztoku [31], [32]. Dalsim podchlazenim
a pokracujicim rastem dendritu dochazi k jeho vétveni do vSech sméri a K vyplnéni
prostoru mezi jednotlivymi sousednimi vétvemi. Vysledkem miiZze byt zcela odlisny tvar
narostlého krystalu, ktery se od ptivodniho dendritu velmi lisi [18], [33], [34].

Rychlost ristu dendritického krystalu se wurcuje vyhodnocenim vzdalenosti
metodami se urcuje i symetrie dendritu. Rychlost ristu sledované vétve dendritu nezavisi

na koncentraci roztoku, ale pouze na jeho podchlazeni [31], [32], [35], [36].

2.2.3 Metody ovlivnéni krystalizace vody

Jak jiz bylo zminéno diive, je krystalizace vody v biosystémech stézejnim problémem.
Vzhledem k tomu, Ze se tato prace zaméfuje pravé na tento typ krystalizace, nezadouci
pii kryoprezervaénich technikach, je nutné pochopit, jakymi zpasoby ji lze predejit

ptipadné jak ji 1ze ovlivnit.
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2.2.3.1 Vitrifikace

Vhodné zvolenou rychlosti chlazeni podchlazené kapaliny mtize dojit k jejimu piechodu
na amorfni tuhou fazi. Tento proces se nazyva vitrifikace neboli zeskelnéni.

V podchlazené kapaliné jsou molekuly uspotfadany ¢aste¢né nepravideln¢é. Dosazenim
teploty skelného prechodu “zamrznou” na svych mistech, ¢imz nedojde ke vzniku
krystalicky pravidelné struktury, ale vznika amorfni ztuhla kapalina — sklo. Tento druh
strukturni zmény se nazyva skelna transformace a jde o fazovy piechod druhého tadu
se stfedni hodnotou teploty skelného piechodu T4. Na molekularni Grovni je tento proces
spojen se ztratou rotacnich a transla¢nich stupiii volnosti, za zachovani pouze vazebnych
vibraci uvnitf pevné molekularni struktury. Tepelna roztaznost, tepelna kapacita
a stlacitelnost klesaji na podobné hodnoty, jaké odpovidaji krystalu. Ve vitrifikovaném
vzorku dochazi pouze k velmi pomalym lokdlnim pohybiim molekul, které vedou
k utlumeni biologickych funkci bunky, ¢ehoz je vyuzivano v kryobiologii pii dlouhodobém
uchovavani tkan¢ za ultranizkych teplot [37].

Procesem vitrifikace uchovavaného materialu je zabranéno intracelularni krystalizaci
vody, jez vede k poSkozeni bunééné tkané. Zeskelnaténi vzorku je dosazeno vhodnou
dehydrataci vzorku formou desikace, ultra-rychlého mrazeni, nebo pomoci kryoprotektantt
[28]. Téchto latek je vSak velké mnozstvi se Sirokym uplatnénim a tato prace
se 0 nékterych pouze zmini, zatimco podrobnéji se zaméfuje na sacharidy a jejich vliv,

jmenovité na sacharozu, kterd je také hlavnim pfedmétem experimentalni ¢asti.

2.2.3.2 Kryoprotektanty

Kryoprotektanty jsou vysoce koncentrované roztoky chemickych latek. Ponofeni
biologickych tkani do téchto roztokt za piisobeni nizkych teplot ma za nasledek vitrifikaci
vzorku a zabranéni tvorby krystalkd ledu. Princip jejich plsobeni je ve snizeni (i) obsahu
volné vody, (ii) zakoncentrovani iontt v cytosolu a (iii) osmotického odsavani vody
z bunky. Také reguluji minimalni bunécny objem a zabranuji tak jejimu mechanickému
kolapsu [8].
tak, aby pfi ni jeSté nedochazelo ke krystalizaci vzorku. Koncentrace, kriticka rychlost
ochlazovani a hodnota Ty, jeZ se pohybuje kolem -120+10°C, jsou charakteristickymi

vlastnostmi kazdé kryoprotekéni latky. Dals$i vyznamnou vlastnosti je jeji toxicita.
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Projevuje se denatura¢nim ucinkem na proteiny nebo dehydratacnim poskozenim vzorku
a Ize ji predchazet vzajemnou kombinaci téchto latek [38].

Podle mista pisobeni délime kryoprotektanty na dvé skupiny. Prvni skupina jsou
penetrujici nizkomolekularni latky, které prostupem pies bunécné membrany pronikaji
do bunky a brani extracelularni i intracelularni krystalizaci. Typickym zastupcem této
skupiny je synteticky dimethylsulfoxid. Ten je vSak nevhodny pro svou vysokou toxicitu,
proto se pouziva v kombinaci s dalsi penetrujici latkou glycerolem, ktery jeho toxicitu
potlacuje [39].

Druhou skupinou jsou nepenetrujici Kryoprotektanty, které nemaji schopnost
prostupovat pres bunééné membrany a plsobi jen v extracelularnim prostoru. Jsou to ¢asto
polymery, které vytvareji cetné vodikové vazby, jako je napiiklad polyvinylalkohol.
Ten je nejrozsitenéjSim  syntetickym kryoprotektantem této skupiny, ktery vyborné
adheruje napovrch nuklei krystali. Vytvofenim vodikovych vazeb mezi svymi
hydroxylovymi skupinami a molekulami vody limituje jejich transport do krystalické
struktury a zabranuje tak rastu krystald [40]. Do této skupiny kryoprotektantti patii

I nepolymerni sacharidy, jimiz se podrobné&ji zabyva dalsi kapitola této prace.

Sacharidy a jejich kryoprotekcni ucinky

Sacharidy jsou organické slouceniny ze skupiny polyhydroxyderivath aldehydi
a ketonl. Jsou pfirozenou soucasti extraceluldrniho i intracelularniho prostoru Zivych
bunék, pro které je nezbytnd jejich zvySend koncentrace pro pieziti v chladnych
podminkach. V Kkryoprezervacnich technikach se tyto latky vyuzivaji pro svou nizkou
toxicitu a pro své vhodné kryoprotekeni vlastnosti.

Jednou z vyznamnych vlastnosti sacharidt je jejich schopnost potlacovat nukleaci a rust
krystal ovlivnénim strukturniho uspotadani okolnich molekul vody. To je zplisobeno vétsi
velikosti molekul sacharidii, které vytvareji skelet velkych hydratovanych klastra, které
zabranuji shlukovani a difazi molekul vody k povrchu nuklea [41], [42].

Druhou vyznamnou kryoprotekéni vlastnosti je jejich vazba na proteiny bunécéné
membrany. Touto interakci nahrazuji molekuly vody, které jsou za vysoké hydratace
na téchto proteinech normalné navazany. Ty by totiz v pfipadé vystaveni nizkym teplotam
mohli zplsobit poSkozeni membrany vznikem krystali nebo by zplsobili fatalni

dehydrataci bunky [8], [30], [43].
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Monosacharidy, jako je napiiklad glukéza nebo fruktoza, maji mensi kryoprotekéni
vyznam pro svou malou molekulu [43]. Mnohem vice jsou vyuzivany disacharidy,

zejména sachardza a trehaldza.

Sacharoza Vs. trehaloza

Sacharéza je nejcastéji se vyskytujici disacharid v rostlindich a jeji vodné roztoky
se vyznacuji vysokou toleranci vi¢i mrazu. Vodny roztok sachardzy nachézejici se pod
0°C je v metastabilnim stavu. Teplota heterogenni nukleace se pohybuje v rozmezi -15°C
az -25°C v zavislosti na rychlosti chlazeni [44]. K homogenni nukleaci dochazi mezi -40°C
az -60°C, pri¢emz v tomto rozmezi teplota nukleace klesa se zvySujici se koncentraci
roztoku. Rychlost ristu krystali vody z vodného roztoku sachardzy je vyssi, a s rostoucim
podchlazenim se zvySuje mnohem vyrazné€ji, neZ je tomu u roztokd trehaldézy. Zaroven
vSak rychlost rustu krystali vody klesa s rostouci koncentraci roztokt obou zminénych
disacharidd. Teplota skelného ptechodu vodného roztoku sachar6zy se pohybuje v Sirokém
rozmezi teplot a je silné zavisld na jeho koncentraci, zatimco jeji zavislost na rychlosti
chlazeni je mala [41]. Sachar6za ma uplatnéni zejména ve smési S rafindézou,
ktera potlacuje krystalizaci a velmi ochotné vitrifikuje.

Druhym nejrozsitenéjSim kryoprotekénim disacharidem je trehaldza. Jeji vyznamnou
vlastnosti je vysoka teplota skelného piechodu, vysokd stabilita a nizka reaktivita
i redukéni schopnost [45]. Trehaléza ma oproti sacharéze rozdilnou strukturu a vyssi
hydrata¢ni ¢islo. Schopnost vazat vétsi pocet molekul vody mé za nésledek vétsi polomér
vrcholti dendritu. Rychlost rastu krystali vody v roztoku trehaléozy zacina klesat
po dosazeni urcité velikosti krystalu [30]. Krystaliza¢ni rist je za nizSich koncentraci
stabilngjs$i nez v roztoku sachardzy, za vyssSich koncentraci vSak pievlada nestabilni rust.
Morfologie nartstajicich krystaldi zavisi jak na druhu sacharidu, tak na jeho koncentraci
[30], [41]. Ze vSech vySe zminénych duvodt se trehaldoza povazuje obecné za lepsi

kryoprotektant.
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3  EXPERIMENTALNI CAST

Tato prace je zaméfena na studium rychlosti rastu krystali vody v roztoku sacharézy
zanizkych teplot. Sklada se z pfipravy sledovaného roztoku pozadované koncentrace
ajeho studia za vysokych podchlazeni metodou diferencni skenovaci kalorimetrie

a optickym mikroskopem.

3.1 Piiprava vzorku

Pro sledovani ristové rychlosti krystalt vody pti podchlazeni byl vybran vodny roztok
sachar6zy o hmotnostnim zlomku 0,5. Tento roztok byl pfipraven navazenim 1 g sacharézy
na analytickych vahach do 5 ml odmérné banky a byl k nému pfidan 1 ml redestilované
vody. Roztok byl michan az do uplného rozpusténi sacharézy a poté byl skladovan
Vv temnu za laboratorni teploty maximaln¢ po dobu péti dnti, poté byl ptipraven roztok
novy.

Seznam pouzitych chemikalii: - sacharoza, Cistota 99,5%, Sigma — Aldrich,

- redestilovana voda,

- kapalny dusik, Technoplyn Linde.

3.2 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Krystalizace a tani ledu ve vodném roztoku sacharozy byly sledovany pomoci metody
DSC za pouziti konvenéniho kalorimetru DSC 822° (Mettler, Toledo), ktery byl opatien
pfidavnym chladicim zafizenim. Pfistroj byl kalibrovan standardnim postupem na tani
¢istych kovi In, Zn a Ga. Dva vzorky sacharozy ve formé roztoku o koncentraci 50 hm%
byly napipetovany (10 ul) do standardnich hlinikovych kelimku. Jako reference byl pouzit
prazdny kelimek. Nulova linie byla méfena pfed samotnym méfenim vzorku.

Vzorky byly proméfeny pii cyklickych teplotnich programech. V ptipadé prvniho
teplotniho programu bylo chlazeni vkazdém cyklu provedeno rychlosti 1°C/min
az na teplotu -50°C. Poté byl vzorek po dobu 1 hodiny ponechan pii teploté -50°C.
Nasledné byl vzorek ohtivan rychlosti 0,5; 1; 5 a 10°C/min az na teplotu 20°C. Toto
méfeni bylo provedeno pouze pro prvni vzorek. Béhem druhého teplotniho programu byly

oba vzorky chlazeny rychlostmi 0,5; 2; 3 a 5°C/min opét na teplotu -50°C a poté opét
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nasledovala izoterma pii -50°C po dobu jedné hodiny. Nasledujici ohfev byl pokazdé
stejnou rychlosti 10°C/min na teplotu 20°C. Timto zpisobem byl zpracovan vzorek €. 1
po pfedchozim méteni prvnim teplotnim programem a vzorek €. 2 po 24 hodinovém stani
V laboratofi v zapouzdieném stavu pii 27°C. Prubéh cyklickych teplotnich programi

je znazornén na obrazku 9.

404 1. teplotni program - rychlosti ohfevu 0,5; 1;5 a 10°C/min
| — 2. teplotni program - rychlosti chlazeni 0,5; 2; 3 a 5 °C/min
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Obrazek 9: DSC cyklicky teplotni program

3.3 Mikroskopicka metoda

Pro sledovani rychlosti ristu krystald vody v 50 hm% roztoku sachardzy byl pouzit
opticky svételny mikroskop OLYMPUS BX51/BX52 opatfen digitalni kamerou
OLYMPUS DP70 srozliSenim 1280 x 1024 pixeld. Schéma mikroskopu s kamerou
je i s popisem jednotlivych ¢asti zobrazeno na obrazku 10.

Kalibrace mezi mikroskopem a snimacim zatizenim byla provedena na kazdé zvétseni
objektivu zvlast a to pomoci objektivniho mikrometru, tzv. kalibracni desticky.
Ke kalibraci, snimani i vyhodnoceni byl pouzit program QuickPHOTO Industrial 2.3,
pomoci kterého byly vyhodnoceny i Casosbérné snimky zaznamenané kamerou. M¢éteni

bylo provadéno pii celkovém zvétseni 50x, 100x, 200x a 500x.

34



Stupnice pro nastaveni
vzddlenosti okuldr(

Kole¢ko mikroposuvu
(oddéliteiné)

Zaréazka hrubého ostfeni ™

Objimka pro filtry

KrouzZek polni clony

Krouzek aperturni clon

Pfepina¢ svételné drahy

Kolec¢ko nastaveni vySky
kondenzoru

Sestihranny Sroubovék

Sifovy vypinaé

D

‘..‘Tru:au\‘ 3 l‘ »1'
’5-" s >
A= %
- 7|
= X ]
= 6“-’-’)2 :é
\Q\'ull”l R\

LED indikatory

/ -

Prepinac
pfedvolby
intenzity svétla

E}*\ Sroub

& pfedvolby

d

'y

Kole¢ko nastaven( intenzity svétla

(nastavuje napéti Zarovky)

KrouzZek nastaveni tuhosti makroposuvu

NN
\\\ Posuvvose Y

intenzity svétia

Posuv v ose X

Kole¢ko makroposuvu

Pécka pro nastaven( voliteiného filtru

P&cky pro zafazen! filtr

(Zepredu dozadu ND6, ND25 a LBD)
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Misto posuvného stolku pro drzeni vzorku byl pouzit teplotné programovany stolek
Linkam THMS600/720, jehoz soucasti je i chladici pumpa pro kapalny dusik LNP95

a systémovy regulator T95-LinkPad. VSechny tyto ¢asti jsou zndzornény na obrazku 11.

Obrazek 11: Vyhrivaci a chladici systém THMS600/720

Linkam THMS600/720 vyhtivaci a chladici systém ma maximalni rychlost ohievu
150°C/min s nejvyssi moznou dosazitelnou teplotou 600°C. Minimalni rychlost ohfevu
je 0,5°C/min. Minimalni teplota, které je umoznéno systémem Linkam dosahnout, je dana
teplotou pouzitého chladiciho média. Tim je v tomto piipadé kapalny dusik s teplotou
varu -196°C.

Vzorek na sklicku je do tempera¢ni komory Linkam umistén na stfibrny vyhfivaci
achladici blok sprimérem 22 mm. Jeho teplota je snimana platinovym teplotnim

sensorem. Komora Linkam s popisem ¢&asti je znazornéna na obrazku 12.
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konektor pro vodu

(v pripade chlazeni
vodou) a ventil pro
odvod plynnych zplodin

Sroub pro manipulaci
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pro uchyceni

Obrazek 12: Temperacni komora Linkam

3.4 Postup méreni

Umisténi vzorku do tempera¢ni komory zndzoriiuje obrazek 13. Drzdk vzorku byl
zasunut do komory a do jeho kruhového otvoru byl vlozen nerezovy ocelovy prstenec.
Poté bylo vlozeno skli¢ko pro vzorek do prstence tak, ze lezelo na stfibrném vyhtivacim
bloku. Na sklicko bylo mikropipetou odpipetovano 5 pl z pfipraveného roztoku sachardzy.
Vznikla kapka vzorku byla od okolnich vlivii odizolovana ptidanim vrchniho kryciho

sklicka na prstenec a zaSroubovanim horniho vika komory.

Obrazek 13: Umisteni sklicka pro vzorek do temperacni komory
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Takto ptipraveny vzorek V temperacni komote byl poté vystaven zvolenému teplotnimu
programu. Graficky pribéh teplotniho programu pro riust krystald vody pii chlazeni
je znazornén na obrazku 14. Rychlost chlazeni byla na zafatku experimentu 10°C/min
az do dosazeni teploty -20°C, kdy jesté ke krystalizaci nedochazelo. Poté byla rychlost
chlazeni zpomalena na 1°C/min. U neizotermniho experimentu byl vzorek chlazen
az nateplotu -50°C. Béhem chlazeni byla kapka vzorku pozorovana mikroskopicky
s celkovym zvétSenim 200x. Pii zachyceni prvniho krystalku vody bylo zapnuto
Casosbérné snimani kamery a byla zaznamenadna aktudlni teplota. Snimky vznikajiciho
krystalu vody zachytavala kamera po 7 vtefinach az do zakrystalizovani celé kapky.
U izotermniho experimentu bylo chlazeni rychlosti 1°C/min zastaveno na teploté, kde byla
oc¢ekavana nukleace a rist krystald. Této teploté byl vzorek vystaven po urcitou dobu.
Pti zachyceni prvniho krystalu bylo opét spusténo asosbérné snimani kamery. V ptipadé,
ze béhem izotermy ke krystalizaci nedoslo, byla teplota systému snizena a izoterma
opakovana az do teploty krystalizace. Po uplném zakrystalizovani vzorku byl proveden

ohfev na poc¢atecni teplotu 20°C.

40 T T T T

20

— neizotermni
izotermni

T[°C]

-20 4

-40

-60 y T y T
0 50 100
t [min]

Obrdazek 14: Neizotermni a izotermni teplotni program pri chlazeni

38



Teplotni program pro rust krystald vody pii ohievu je graficky zndzornén
na obrazku 15. U neizotermniho experimentu byl vzorek nejdifive ochlazen rychlosti
teplotu bez zakrystalizovani, tj. na -40°C. Nasledné byl vzorek ohfivan stejnou rychlosti.
Jakmile byl spatfen prvni krystal vody, bylo spusténo Casosbérné snimani kamery a byla
zaznamenana aktudlni teplota. Snimky kamera zaznamenavala opét po 7 vtefindch
az do zakrystalizovani celého vzorku. U izotermniho experimentu byl vzorek ochlazen
rychlosti 10°C/min opét na -40°C. Poté byl vzorek ohiivan rychlostmi 0,5 az 5°C/min
na teploty v rozmezi od -35°C do -20°C, pfi kterych byla o¢ekavana krystalizace. Plisobeni
této teploty byl vzorek vystaven po urcitou dobu. Pti zachyceni krystalu bylo opét spusténo
Casosbérné snimani. Pokud k nukleaci a krystalizaci pii dané izotermé¢ nedoslo, byla teplota

zvySena 0 1°C a postup opakovan az do teploty krystalizace.

40 T T T T

T[°C]

-20 4 ]

neizotermni

izotermni
-40 4 i

T T T
0 50 100
t [min]

Obrazek 15: Neizotermni a izotermni teplotni program pri ohievu

Z neizotermniho pozorovani ristu krystalli pfi ohfevu i chlazeni byla ziskana zavislost
velikosti krystalu na Case a tedy i rychlosti riistu na teploté. Vysledkem izotermniho

experimentu byla ¢asova zavislost velikosti a rychlosti ristu krystalu pti dané teploté.
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4  VYSLEDKY

4.1 Studium krystalizace a tani roztoku sacharézy metodou DSC

Odpipetovanim 10 ul z pfipraveného vodného roztoku sachardzy (50 hm%)
do hlinikovych DSC kelimki byly ptipraveny dva vzorky. U prvniho vzorku byl sledovan
proces tani za pusobeni ruznych rychlosti ohfevu. Odpovidajici teplotni program byl
popsan v Kkapitole 3.2. Zaznam ziskaného DSC signalu, ktery odpovida tepelnému toku
celého procesu, je na obrazku 16. Ziskana data jsou po odecteni nulové linie. Vyhodnocena
maxima a minima pikd jednotlivych méteni spolu s hodnotou krystaliza¢niho tepla jsou

shrnuta v tabulce I.

2_I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

chlazeni 1°C/min
ohfev 0,5°C/min
14 ohfev 1°C/min
ohfev 5°C/min
ohfev 10°C/min

signal [W/g]
o
1

50 45 40 35 -30 -25 20 -15 -10 5 0
T[°C]

Obrazek 16: DSC zdznam krystalizace a tani vodného roztoku sacharoézy (50 hm%)

Vzorek béhem chlazeni rychlosti 1°C/min opakované zakrystalizoval v teplotnim
rozsahu -30°C az -34°C. Vyrazné Cerné znacené exotermni piky v této teplotni oblasti
odpovidaji uvolnénému krystalizacnimu teplu AHiystalizace, které bylo stanoveno
vyhodnocenim ploch pikil na primérmou hodnotu -88,38 + 0,18 kJ/mol. Uzké rozmezi

teplot a uzky, pravidelny tvar pikii poukazuje na rychly exotermni d¢j.
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Z tabulky | je patrné, ze se teploty krystalizace pro vSechny c¢tyfi procesy chlazeni
shoduji a dosahuji primérné hodnoty maxim pii teplot¢ -31,3°C. O zakrystalizovani

vzorku v celém objemu vypovida pokles signalu na pivodni hodnotu.

Tabulka |

Tabulka teplot maxim a minim piki krystalizace a tani roztoku sacharozy (50 hm%)

Krystalizace Tani
Rychlost chlazeni Tp max [°C] 1. endo efekt | 2. endo efekt
Rychlost ohievu [°C/min] -

-31,51 T, min [°C]
1°C i -31,44 0,5 -36,43 -8,38
-31,17 1 -35,56 -8,25
-31,77 5 -33,41 -7,54
AH ysalizace  [KIMol] | -88,38 £0,18 10 -31,83 -7,00

Vzorek byl poté ohtivan rychlosti 0,5°C/min na laboratorni teplotu a nasledné byl
cyklus zopakovén s teplotou ohfevu 1, 5 a 10°C/min. Béhem ohfevu byly pozorovany
dva endotermni dé&je. Prvni d&j byl zaznamenan v oblasti od -28°C do -39°C. Hodnoty
minim pik odpovidajicim této oblasti jsou shrnuty v tabulce I. Z tabulky i DSC signalu
je patrny posun teploty endotermniho efektu s rostouci rychlosti ohievu K vyS$im
hodnotam. Z DSC zaznamu je také ziejmé, ze signal se na ptvodni hodnotu nevratil, a tedy
tento endotermni proces plynule ptechazi v d¢j druhy, kterému odpovidaji endotermni piky
Vv teplotni oblasti -0,5°C az -18°C. Jejich minima jsou taktéz shrnuta v tabulce I. Tento
druhy déj byl proti prvnimu mnohem vyrazn€j$i a dochazelo k nému v Sir§im teplotnim
rozmezi, probihal tedy del$i dobu. Stejné jako v pfedchozim piipade, také u tohoto
endotermniho efektu dochazelo ke zvySeni jeho teploty s rostouci rychlosti ohievu,
jak je patrné z tabulky i DSC zaznamu. V tomto pifipad¢ vSak posun neni tak vyrazny,
jako u prvniho déje. Navrat signalu na ptivodni hodnotu poukazuje na tani v celém objemu
vzorku.

Druhym teplotnim programem, ktery byl popsan v Kapitole 3.2, byl u obou vzorki
sledovéan proces krystalizace za plsobeni riznych rychlosti chlazeni. Zaznam ziskanych
DSC signall je na obrazku 17. Vyhodnocena maxima pikd spolu s AHrystalizace ODOU

vzorku jsou shrnuta v tabulce Il. Krystalizace prvniho vzorku byla sledovana v tentyz den,
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kdy byl roztok sachar6zy pripraven. Exotermni, ¢erné znacené piky v rozsahu teplot

od -30°C do -40°C odpovidaji uvolnénému krystalizacnimu teplu AHyystalizace, které bylo

stanoveno vyhodnocenim plochy pikti na hodnotu -88,95 + 0,85 kJ/mol. Z tabulky i z DSC

zaznamu je zietelny posun teplotnich maxim piku s rostouci rychlosti chlazeni k niz$im

hodnotam. Proces krystalizace probihal v celém objemu vzorku, o ¢emz vypovida pokles

signalu na pivodni hodnotu.

signal [W/g]

T T T T T T T T
vzorek 1
3 vzorek 2 |
— 0,5°C/min
== 1°C/min
2 ---- 2°C/min _
........ 30C/m|n
------- 5°C/min
1 .
./.
./
./
./
0 I eaccriiiirml LT ) R R AR R
T T T T T T T T
45 -40 35 -30 25 20

T [°C]

Obrazek 17: DSC zaznam Krystalizace vzorku 1 a vzorku 2 pripravenych z vodného roztoku

sacharozy (50 hm%)

Tabulka Il

Tabulka teplot maxim piku krystalizace roztoku sacharozy (50 hm%)

Krystalizace
Rychlost chlazeni [°C/min] veorek 1 vzorek 2
Tp max [°C]
05 -31,33 -33,67

1 -31,58 ]

2 -33,00 -36,53

3 -33,90 -37,60

5 -34,75 -39,67

AH yysializace  [kI/mo] -88.95+ 0,85 | -79.75 + 0,75

42



Vzorek 2 byl metodou DSC proméfovan az nasledujici den od pfipravy roztoku
sachar6zy. Krystalizace probihala v teplotni oblasti -32°C az -47°C a odpovidaji ji Cervené
znatené exotermni piky, zjejichz plochy bylo uréeno krystalizacni teplo AHyystatizace
na hodnotu -79,75+0,75kJ/mol. Tvar i poloha cervenych pikti se zna¢né lisi
od krystaliza¢nich piki vzorku 1. Jsou posunuty do nizsich teplot, kde krystalizace probiha
pomaleji, a jejich tvar svéd¢i o minimalné dvou soubézné probihajicich déjich. Tato zména
chovani je pfisuzovana 24 hodinové prodlevé mezi piipravou vzorku a jeho méfenim.
Teplotni maxima pika druhého vzorku také vykazuji s rostouci rychlosti chlazeni vétsi

posun k niz§im hodnotam, nez byl zaznamenan u krystaliza¢niho procesu prvniho vzorku.

4.2 Mikroskopické studium rychlosti rastu krystali vody

Pfimé sledovani krystaliza¢niho procesu v podchlazeném roztoku sachardzy (50 hm%)
bylo provedeno metodou optické mikroskopie. Snimky rostoucich krystali vody byly
zaznamenavany mikroskopickou kamerou v urcité ¢asové frekvenci pii aktudlni teploté.
Ziskané fotografie byly vyhodnoceny urfenim tvaru, poctu, teploty a velikosti
pozorovanych krystalti v daném case. Podle tvaru krystalu byla méfena bud’ jeho délka,
nebo jeho primér. Vysledkem bylo urceni rastové rychlosti krystalu vody, piipadné
zavislost této rychlosti na teploté.

Fotografie krystali uvedené v této praci neobsahuji meéfitko, protoze snimky byly
pofizené pii rizném zvétSeni mikroskopu a nasledné byly upraveny digitalnim zvétSenim
pro lepsi zobrazeni krystalli v této praci. M¢ftitko pro takto zménéné fotografie by tedy

nebylo jednotné a dobfie patrné

4.2.1 Neizotermni rust

Rychlost riistu krystali vody byla studovéna za neizotermnich podminek pii chlazeni
I pfi ohfevu podchlazeného roztoku sachar6zy. Teplotni programy pro chlazeni i ohfev

systému byly popsany v kapitole 3.4.
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4.2.1.1 ReZim chlazeni

Pii rezimu chlazeni rostly krystaly v teplotnim rozmezi od -24°C do -45°C.
Hexagonalni rast krystalti vody byl pozorovan ve dvou piipadech. V prvnim piipadé byl
rust krystalu zachycen pii teploté -24,1°C, pii niz byl pofizen prvni snimek na obrazku 18.
Jak je vidét z druhého snimku, hexagonalni tvar je zde jesté trochu zachovan, nicméné
postupnym poklesem teploty a dalSim rustem pifechazi krystal na sféricky tvar.
Jeho kompaktni, ackoli nepravidelné okraje poukazuji na jeho hustou strukturu. Tento

jediny krystal v konecné fazi proroste celou kapkou vzorku, jak lze vidét ze ctvrtého

snimku stejného obrazku. Rist jinych krystald zde nebyl viibec zaznamenan.

.
. \
T

Obrazek 18: Neizotermni hexagondlni rust krystalu vody ve vodném roztoku
sacharozy (50 hm%) s pocdtecni teplotou ristu -24,1°C V rezimu chlazeni

Velikosti krystalu: a) 399 um (0 s), b) 1603 um (72 s), ¢) 2269 um (128 s), d) 2723 um (184 s).
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Ve druhém ptipadé hexagonalniho rastu byla prvni teplota zachyceni krystalu -30,8°C.
Pti této teploté byl pofizen prvni snimek na obrazku 19. Dalsi pokles teploty mél opét
za nasledek ptertistani krystalu do sférického tvaru s nepravidelnymi, rozttepenymi okraji
dalsi krystal, ktery je zachycen na tteti fotografii az po 328 sekundéach od svého vzniku.
Na stejném snimku je vidét pravidelny okraj obou krystald. Pii teploté -42,5°C byla
zaznamenana mnohocetnd nukleace a nasledny rist téchto nové vzniklych krystali

V sousedstvi ptivodnich, jak je ndzorné z posledniho snimku tohoto obrazku.

Obrazek 19: Neizotermni hexagonalni rust krystalit vody ve vodném roztoku
sachardézy (50 hm%) s pocdtecni teplotou ristu -30,8°C V rezimu chlazeni

Velikosti krystalu: a) 254 um (0 s), b) 344 um (184 s), ¢) 1517 um (632 s), d) 1788 um (1064 s).

45



Druhym typem pocatec¢niho tvaru krystald vody je sféricky tvar. Tato morfologie
je typicka av kone¢né fazi byla pozorovana u vSech typt experimenti. Obrazek 20
zachycuje rust krystalti od kraje kapky pfi teploté -33°C. Krystal ma pravidelné kompaktni
okraje aazkdyz je pomérné velky, pii teploté -36,8°C, dochazi k rustu dal$ich dvou

krystalkti. V konecné fazi se vSechny tii spojuji a prorastaji celym vzorkem.

Fa

Obrazek 20: Neizotermni rust sférickych krystalii vody ve vodném roztoku
sachardézy (50 hm%) s pocdtecni teplotou ristu -33°C V rezZimu chlazeni

Velikosti krystalu: a) 257 um (0 s), b) 1139 um (90 s), ¢) 2358 um (240 s), d) 2786 um (340 s).
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Na obrazku 21 jsou snimky zaznamenavajici krystalicky rhst pfi pocatecni teploté
ristu -34,4°C. Tento krystal s pravidelnymi okraji a kompaktni strukturou roste daleko

od kraje kapky v objemu vzorku. Pii teploté -36°C je pozorovan rist dalSiho krystalu

a od -36,8°C dochazi k mnohacetnému ristu v celém objemu.

r _

Obrazek 21: Neizotermni ruist sférickych krystalii vody ve vodném roztoku
sachardézy (50 hm%) s pocdtecni teplotou riistu -34,4°C V rezimu chlazeni

Velikosti krystalu: a) 229 um (0 s), b) 868 um (92 s), ¢) 1002 um (114 s), d) 1803 um (301 s).

Snimky na obrazku 22 se od predchazejicich typli mirné lisi. Prvni fotografie potfizena
pfi -44,6°C zachycuje nepravidelny sféricky krystal pfipominajici vlo¢ku s nekompaktnimi
okraji. Ty odpovidaji zieteln¢ viditelné rozvolnéné krystalické strukture. Pii dalSim
poklesu teploty dochazi k nukleaci a ristu mnoha malych krystalkli v celém objemu
vzorku, jak je zachyceno na dalSich snimcich. Na nich je zaznamendno také proriistani

krystalll jednim smérem do objemu kapky za vzniku struktur podobnych §lahountim.

47



Obrazek 22: Neizotermni riist sférickych krystalii vody ve vodném roztoku
sacharozy (50 hm%) s pocdtecni teplotou riistu -44,6°C V rezimu chlazeni

Velikosti krystalu: a) 214 xm (0 s), b) 226 um (68 s), ), d) nevyhodnoceno (938 s a 1548 s).

4.2.1.2 ReZim ohievu

Pfi neizotermnich experimentech v rezimu ohfevu byl pocatek krystalizace pozorovan
V teplotnim rozmezi od -33°C do -42°C. Ve vSech pfipadech byl zaznamenan rust
jen jediného krystalu, ktery prorostl celym vzorkem a ktery mé&l morfologii podobnou
sférickému krystalu na obrazku 21 s vice ¢i méné pravidelnymi okraji. Pouze v jednom
piipadé, ktery je zachycen na obrazku 23, byl poc¢ate¢ni krystalicky tvar mirn¢ odlisny.
Na prvnim snimku je zachycen rist krystalu pfi teploté¢ -41,3°C. Jedna se o velmi maly
krystal, ktery byl zpocatku pozorovan pod velkym zvétSenim. Jeho tvar neodpovida
sférickému ani hexagonalnimu tvaru, o kterych byla zminka v ptfedchozi kapitole. Tento
krystal svoji morfologii pifipomina spiSe snéhovou vlo¢ku, od které se vSak lisi

tfidimenzionalnim rustem.
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Obrazek 23: Neizotermni viist krystalu vody ve vodném roztoku
sacharozy (50 hm9%) s pocdtecni teplotou riistu -42,1°C V rezimu ohievu

Velikosti krystalu: a) 55 um (48 s), b) 89 um (112 s), ¢) 161 um (216 s), d) 945 um (712 s),
e) 1398 um (872 s), f) 2203 um (1240 s).

Snéhova vlocka roste planarn€, tzn. vjedné roviné, zatimco zachyceny krystal roste
ve tfech rozmérech, o ¢emz svéd¢i jeho tmava mista patrnd na prvni a druhé fotografii

obrazku 23. Postupnym zvySovanim teploty a naslednym ristem se méni tvar krystalu na
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sféricky S nepravidelnymi okraji a menSi hustotou. O méné husté krystalické struktute
vypovida i posledni snimek na tomto obrazku. Na ném je detailnéji pozorovatelna rozdilna
dendriticka struktura krystalu, ktera se v pifedchazejicich piipadech viibec nevyskytovala.

Tento jev byl pozorovan U izotermnich 1 neizotermnich experimentl v reZzimu ohfevu.

4.2.1.3 Vyhodnoceni rychlosti neizotermniho riistu

Casosb&mé snimky rostoucich krystalii z jednotlivych experimenti byly vyhodnoceny
v programu QuickPHOTO Industrial 2.3, ktery umoziiuje méteni v obraze a vkladani
kalibrovaného méfitka. Pomoci tohoto programu byl méfen primér krystalu uréenim
jeho obvodové kruznice nebo délka krystalu ve sméru jeho nejvyraznéjsiho rustu,

jak je znazornéno na obrazku 24.

Obrazek 24: Vyhodnoceni priimeéru a délky krystalii

a) vyhodnoceni priméru sférického Krystalu
b) vyhodnoceni priimeru obvodové kruznice krystalu hexagonalniho tvaru
¢) vhodnoceni délky hexagondalniho krystalu ve smeru jeho nejvétsiho ristu
d) vyhodnoceni priiméru obvodové kruznice Krystalu viockového tvaru

Na druhém a tfetim snimku je tentyz krystal vyhodnoceny metodou obvodové kruznice
a metodou urceni délky jeho vrcholii. V tomto piipadé je povazovan za konecnou velikost
krystalu primér téchto dvou méfeni. Divodem je dal$i rast krystalu a zména
jeho hexagonalniho tvaru na sféricky tvar, u n€hoz je poté vyhodnocovan pouze pramér,
nikoli délka. Vysledkem vyhodnoceni je zavislost velikosti krystalu na Case a jeji graficky
pribéh  projednotliva méfeni vrezimu chlazeni 1 ohfevu je znazornén

na obrazcich 25 a 26. Cisla v legendé grafti odpovidaji jednotlivym experimentiim.
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Obrazek 25: Graficka zavislost velikosti krystalu ve vodném roztoku
sachardzy (50 hm %) na case pro neizotermni méreni v rezimu chlazeni
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Obrazek 26: Graficka zavislost velikosti krystalu ve vodném roztoku
sachardzy (50 hm %) na case pro neizotermni méreni v rezimu ohrevu
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Data z obou typt méfeni vykazuji pocatecni linearni zavislost, pozdé¢ji vSak dochazi
k odchylkdm od linearity. V grafu na obrazku 25 je patrny konkavni pribéh funkei,
coz je v souladu s pifedpokladanym poklesem rychlosti rustu v dusledku klesajici teploty.
Data ziskana Vv rezimu ohfevu na obrazku 26 vykazuji jisté rozdily ve svém prabehu.
V piipadé métfeni 2 a 3 ma zavislost konvexni priubéh v souladu s oéekavanim zvySeni
rychlosti rustu s teplotou. U méteni 4 a 5 je prubéh funkci konkavni a ristova rychlost,
na rozdil od oCekavani, klesa v disledku velkého rozmeéru krystalu a nedostatku stavebniho
materidlu pro krystalizaci. Data z experimentu 1 vykazuji linearni pribe¢h.

Pro urceni rychlosti riistu bylo potfeba vzhledem k nelinedrnimu rastu zvolit typ
nelinearni regrese. Nejvhodnéjsi se zdala regrese polynomicka 2. nebo 3. stupné (obr. 27),
jejiz derivaci byla ziskana ridstova rychlost krystalu Vv jednotlivych €asech. Numericka
derivace z experimentalnich dat nebyla pro vyhodnoceni vhodna z divodu velké chyby
dat.
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Obrazek 27: Polynomicka regrese casové zavislosti velikosti krystalu (experiment 3)
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Vysledkem vSech neizotermnich méfeni je tedy zavislost rychlosti ristu na case
atim i na teploté. V grafu na obrazku 28 je znazornéna teplotni zavislost ristové rychlosti
pro experimenty v rezimu chlazeni. V ptipad¢ vSech experimentti dochazi podle o¢ekavani
k poklesu rychlosti rastu s poklesem teploty. Nejsme vSak schopni exaktné fict,
zda ma na klesajici rychlost vliv krom¢ teploty také velikost krystalu ¢i dalsi faktory.
Pod teplotou -40°C je rychlost rustu krystald mald, méni se velice pomalu a vSechny
experimenty vedou k podobnym vysledkim. V teplotni oblasti kolem -30°C je rozdil mezi
experimenty mnohem vyraznéj$i. Riistova rychlost je pfi téchto teplotach vysokda, méni
se velmi prudce a klesa az k té nejnizsi hodnoté.

Graf na obrazku 29 znazornuje pribc¢h rustové rychlosti v zavislosti na teploté
pro jednotliva méfeni v rezimu ohfevu. U experimenti 1, 2 a 3 S nizkou pocatecni rychlosti
rastu dochazi podle ocekavani s nartistem teploty K jejimu zvySeni. Experimenty 4 a 5
vykazuji opaény trend teplotni zavislosti ristové rychlosti. To mize byt ovlivnéno vysokou
pocatecni rychlosti ristu, nebo dal$imi faktory, jakymi jsou velikost krystald ¢i nedostatek

stavebniho materialu k dalSimu rastu.
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Obrazek 28: Zavislost rychlosti riistu na teploté pro vodny roztok
sacharozy (50 hm%) v rezimu chlazeni
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Obrazek 29: Zavislost rychlosti ristu na teploté pro vodny roztok
sachardzy (50 hm%) v rezimu ohrevu

4.2.2 Izotermni ruast

Izotermni rychlost riistu krystali vody byla studovdna pii chlazeni i pfi ohfevu
podchlazeného roztoku sachardzy. Odpovidajici teplotni program byl popsén
v kapitole 3.4.

Pfi izotermnich experimentech V reZimu chlazeni byl pocatek krystalizace vody
zaznamenan v rozmezi teplot od -30°C do -45°C. Hexagonalni tvar krystalu nebyl u tohoto
typu méfeni pozorovan. Pro vSechny ptipady byl rust sférickych krystali i jejich pocet
odpovidajici tém, které jsou popsany v kapitole 4.2.1.1. (obr. 20 a 21).
Pouze u krystalizace pfi teplotich niZSich nez -44°C byl pozorovan rozdil proti
neizotermnim experimentim v po¢tu krystall i jejich konecném tvaru. Tento rozdil

je patrny ze snimki na obrazku 30.
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Obrazek 30: Riist krystalit vody ve vodném roztoku
sacharozy (50 hm%) za nizkych teplot v rezimu chlazeni

a), b) izotermné pri -44°C
C) neizotermné pri pocatecni teploté -44,6°C (snimek pro srovndni)
d), e) izotermné pii -45°C
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Pocatecni tvar krystalti na uvedenych snimcich byl sféricky vlockovity tvar, podobny
krystalu na obrazku 22a), s velmi nepravidelnymi roztfepenymi okraji a mensi hustotou
krystalické struktury. S délkou setrvani vzorku v izotermé pii téchto velmi nizkych
teplotich dochazelo k mnohacetnému rustu dalSich krystalki vody, jak je wvidét
z obrazku 30. Krystaly se zahustovaly a pierustaly do sférického tvaru s vyristky
pfipominajicimi $lahouny. Postupnym rustem dochazelo ke spojovani S$lahouni,
jak je zachyceno na obrazku 30b) a 30e). To vedlo k velmi pozvolnému prorustani celého
vzorku krystalickou fazi. Tento charakteristicky vyskyt vyrtstkli a jejich prorastani
do sebe nebylo u ptedchozich méteni pozorované. Pro srovnani téchto rozdilti v ristu
krystali pifi neizotermnich a izotermnich experimentt za vysokych podchlazeni
byla piidana fotografie 30c).

Dalsim krystalickym tvarem, ktery byl u izotermnich méfeni Vrezimu chlazeni
pozorovan, byl tvar vloc¢ky. Snimky na obrazku 31 a 32 tento typ dendritického rtstu
krystali zachycuji. Vlockovity krystal byl v pfedchazejicim piipadé neizotermnich méteni
zaznamenan pouze v jednom piipad¢ krystalizace béhem ohfevu. Na snimcich obrazku 31
je detailné¢ zachycena struktura vlockovitého krystalu vody, jehoz rist byl pozorovan
pii teploté -33°C. Zatimco vlocce podobny krystal, ktery byl popsan v kapitole 4.2.1.2,
rostl ve vSech smérech, krystal na obrazku 31 roste zpocatku pouze ve dvou rovinach
kolmych na sebe, o cemz sv&€d¢i tmavé, nezaostiené ¢asti na téchto fotografiich. Na dalSich
snimcich jiz ptrertsta krystal do vSech smérli, nabyva nepravidelného sférického tvaru
a zachovava si mensi hustotu krystalické struktury.

Fotografie na obrazku 32 zachycuji soucasny rust dvou krystalt pii teploté -34°C.
Prvni sféricky krystal je na snimku 32a) zachycen svelikosti 723 pm v Case
55 s od momentu zachyceni jeho vzniku. V tomtéz ¢ase za¢ina rust druhy krystal, ktery ma
dendriticky tvar ptipominajici vlocku. Na rozdil od krystalu na obrazku 31 roste tento
krystal zpocatku planarné a poté se rozristd do vSech smért. Jeho tvar na poslednim
snimku odpovid4d velmi nepravidelnému sférickému tvaru podobné oblaku. Tento tvar

vypovida o nerovnomérné krystalové struktute s velmi nizkou hustotou.
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Obrazek 31: Izotermni rist dendritickych krystalit vody ve vodném roztoku
sacharozy (50 hm%) pri teplote -33°C pri chlazeni

Velikost krystalu: a) 75 um (28 s), b) 158 um (161 s), ¢) 417 um (546 s), d) 489,3 um (637 s),
e) 616 um (833 s), f) 1848 um (1199 s).
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Obrazek 32: Izotermni riist dendritického krystalu vody ve vodném roztoku
sachardzy (50 hm%,) pri teploté -34°C pri chlazeni

Velikost krystalu: a) 723 um (55 s), b) 846 um (83 s), ¢) 1203 um (160 s), d) 1428 um (216 s).

Izotermni experiment V rezimu ohievu byl proveden pouze jeden z divodu velmi
neochotné krystalizace systému za téchto podminek. Zachyceny krystal vody rostl
pfi teploté -23°C v hexagonalnim tvaru a je zobrazen na fotografiich obrazku 33.

Postupnym riistem dochézelo ke zméné krystalické morfologie az na sféricky tvar
se zachovanou piivodni hexagonalni strukturou. Konecny tvar krystalu je podobny
nafukovacimu mic¢i a je zndzornén na poslednich dvou zvétSenych fotografiich.

Tato skute¢nost nebyla u Zddného jiného experimentu pozorovana.
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Obrazek 33: 1zotermni rist hexagonalniho krystalu vody ve vodném roztoku
sacharozy (50 hm%) pri teploté -23°C pri ohievu

Velikost krystalu: a) 153 um (0 s), b) 500 uzm (28 s), ¢) 1100 um (77 s), d) 1579 um (119 s),
e) 2022 um (168 s), ) 2371 um (210 s).
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4.2.2.1 Vyhodnoceni rychlosti izotermniho riistu

Vyhodnoceni fotografii pofizenych pii izotermnich experimentech bylo provedeno
stejnym zpusobem, jaky byl popsan v kapitole 4.2.1.3. Stejné jako u neizotermnich méfeni

je vysledkem casova zavislost velikosti Z divodu velkého mnozstvi

krystalu.
experimentalnich dat byla vyhodnocena graficka zavislost velikosti krystalu na case
rozdélena podle teplot méfeni do dvou grafil, které jsou na obrazcich 34 a 35. Cisla

Vv legend¢ grafi odpovidaji jednotlivym experimentim.
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Obrazek 34: Graficka zavislost velikosti krystalu na case pro izotermni mereni vodného
roztoku sacharézy (50 hm%) v rozmezi teplot od -23°C do -35°C

Jak je z uvedenych grafl patrné, je ve vétsin€ ptipadd pribéh Casové zavislosti velikosti
krystalu pfi rGznych teplotdch line4rni. Jednotlivd méfeni a jim odpovidajici ziskané
zavislosti se 1iSi pouze strmosti svého pribchu, tedy velikosti smérnice. Protoze jde

0 izotermni méteni, uddva zaroven smérnice rychlost rastu krystalu pfi dané teploté.
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Obrazek 35: Graficka zavislost velikosti krystalu na case pro izotermni méreni vodného
roztoku sacharézy (50 hm%)v rozmezi teplot od -37°C do -45°C

Odchyleni pribéhu zavislosti od linearity ve sméru zmenSeni smérnice je zietelné
umeéfeni 2 a 4. Stejny jev je pozorovan u izotermniho experimentu v rezimu ohievu.
U méfeni 3, 4 a 9 byl vyhodnocovan soucasny riist dvou krystall, z nichZ kazdy mél jinou
ristovou rychlost. V grafech jsou data z téchto meéfeni znacena stejnou barvou
ale rozdilnym symbolem.

Vsechny vyhodnocené casové zavislosti velikosti krystalu byly prolozeny linearni
regresi, jak je graficky znazornéno na obrazku 36. Ristova rychlost byla urcena
ze smérnice regresni rovnice. Timto postupem vyhodnoceni vSech dat byla ziskana
zéavislost rychlosti ristu krystali vody na teploté¢ pro izotermni méfeni. Jeji grafické
znazornéni je na obrazku 37. Na tomto grafu je zfetelné vidét, Ze pro riizné izotermni
experimenty probihajici pfi stejné teploté byla vyhodnocena rozdilna rychlost ristu. Taktéz

jsou odlisné rychlosti ristu riznych krystalii pozorovanych pti stejném méteni.

61



1000

Equation y=a+b*

velikost krystalu [um]

500 —— 1
Weight No Weighting
Residual Sum 7214,28658
of Squares
Pearson's r 0,99944
Adj. R-Square 0,99885
Value Standard Error
B Intercept 48,9732 2,54173
B Slope 1,1399 0,00475
0 T T T T )
0 500 1000 1500
Cas [s]

Obrdazek 36: Linedrni regrese casové zavislosti velikosti krystalu (experiment 16)
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Obrazek 37: Zavislost riistu krystalit vody ve vodném roztoku
sacharozy (50 hm%) na teploté pro izotermni méreni

Cerné body — experiment v rezimu chlazeni; ¢erveny bod — experiment v rezimu ohievu,

hvézdou znacené body - riist dendritickych krystalit (vlocky); pétivhelnikem znacené body - ruist
hexagonalnich krystalit; kruhem znacené body — riist sférickych krystali.
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4.2.3 Mikroskopické sledovani tani krystali vody

Teplota tani byla stanovena metodou DSC a poté 1 mikroskopicky. Vzorek byl stejné
jako v pfedchozich piipadech podchlazen az do jeho zakrystalizovani. Poté byla
mikroskopicky sledovana teplota tani kvaziizotermni metodou. Vzorek byl vystaven
teplotnimu programu s rychlosti ohfevu 1°C/min, kterou bylo dosazeno pfedpokladané
teploty tani. Této teploté byl vzorek po urCitou dobu vystaven. Mikroskopem bylo
pozorovano postupné odtavani vzorku. Pii jeho zastaveni byla teplota zvySena 0 jeden
stupenl a opét byla nastavena izoterma. Cely proces byl opakovan az do Uplného roztati
celého objemu vzorku. Kamerou byly pofizovany casosbérné snimky pro ndzornost
postupného tani. Rychlost procesu vSak ur€ovéna nebyla z divodu pouzitého nejmensiho
zvétSeni mikroskopu, které neumoziovalo zachytit cely vzorek. Vzorek zacal tat od kraje
pti teploté -13°C, jak je zachyceno na prvni fotografii obrazku 38. Druhy snimek
zaznamenava postupné tani pti zvyseni teploty o jeden stupen, tieti snimek zachycuje tani

pfi naristu teploty o 2 stupné. K uplnému roztati vzorku doslo az pii teploté -10°C.

Obrdazek 38: Odtavani zakrystalizovaného vzorku vodného roztoku
sacharozy (50 hm%) od kraje v teplotnim rozmezi -13°C az -10°C
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3) DISKUZE

Tato prace se zabyvala studiem procesu krystalizace ve vodném roztoku sachardzy
o koncentraci 50 hm% za vysokého podchlazeni. Z méfeni pomoci DSC vyplynulo,
ze V podchlazeném roztoku dochazi ke krystalizaci pii teplotdch -30°C az -45°C,
coz odpovida sledovanému rastu krystali vody mikroskopickou metodou. Pfi nasledném
ohievu takto zakrystalizovaného vzorku byly pozorovany dva vyrazné endotermni efekty.
Prvni efekt pii teplotach kolem -35°C naznacCuje svym charakterem skelny piechod
a plynule pfechazi v druhy mnohem vétsi endotermni efekt, ktery odpovida tani ledu.
Sledované efekty souhlasi se zjisténim predchozich autord [44], [46], [47], [48]
i s fazovym diagramem systému voda — sacharéza [47], ktery ukazuje pro 50 hm% roztok
sacharozy tani krystalti ledu pfi teplotach -9,5°C az -7°C. Systém vykazuje hypotetické
eutektikum [49] s teplotou tani -9,5 [46], [50], [51]. V naSem ptipad¢é piedpokladame
pfi chlazeni krystalizaci pouze ledu a zbytek matrice, ktery je bohat$i na sachardzu,
zlstava pravdépodobné ve vitrifikovaném stavu. Tomu odpovida i nalez jednoho skelného
prechodu pfi ohfevu a nasledného jednoho efektu tani. Piesna teplota tani krystali ledu

byla stanovena mikroskopicky na -10 + 0,5°C, coz odpovida fazovému diagramu pro dané

sloZeni.
T [°C]
36.8) L L. + <sucrose>
16,8}
L + <8.2.5H0>
P3
i pz £ #
-3 L +Ice L +<S3.5H0>
<8> + <8.2.5H,0>
lee + <8.3.5H,0> "2\
-23 1 1 1 1 4
0 20 40 60 80 l 100

Obrazek 39: Fazovy diagram systému voda — sacharoza [47]
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Hlavni cast prace se zabyvala stanovenim rychlosti rdstu krystald vody v roztoku
sacharozy (50 hm%) pomoci optického mikroskopu. Béhem téchto experimenti bylo
mozno sledovat jak pribéh nukleace, tak samotny rast krystalti. Vznik krystali byl
sledovan pouze pfi teplotach nizsich nez -20°C. Vyrazny trend k heterogenni nukleaci byl
pozorovan pfi teplotich -25°C az -33°C. V téchto ptipadech byl sledovan nizky pocet
sférickych krystali (jeden az dva). VSechny krystaly zacinaly rist v blizkosti okraje kapky

vzorku, jak je zachyceno na obrazku 40.

Obrazek 40: Heterogenni nukleace vody ve vodném roztoku sacharozy (50 hm%)

Velikost krystalii: a) 1404 um pri teploté -26°C, b) 1556 um pri teploté -32°C.

Rychlosti rastu dosahovaly v piipadé heterogenni nukleace velmi vysokych
hodnot (tabulka 111), které mohou byt vysvétleny rozdilnym povrchovym napétim
arozdilnym plsobenim sil v disledku zaktiveni kapky v misté ristu krystalu. Zjisténé
teploty odpovidaji teplotnimu rozsahu heterogenni nukleace vody, jez se uvadi
v literatuie [44], [52], [53].

Homogenni nukleace byla pozorovana Vv Sirokém teplotnim rozmezi od -23°C do -50°C,
pfiCemz vyrazné€ se projevovala pfi teplotach nizSich nez -40°C, kdy dochazelo ke vzniku
velkého mnozstvi drobnych krystalkii v celém objemu kapky vzorku. Pti delSich ¢asech
temperace pii nizkych teplotach dochazelo k nepravidelnému rlstu krystald, ktery
se projevoval vznikem charakteristickych §lahouni v dusledku ptednostniho rustu krystalu

do wurcittho sméru. Takovyto rist je zplUsoben vysokou viskozitou systému
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a jeho hlubokym podchlazenim, které ma za nasledek velmi nestabilni a rozdilné chovani
systému v riznych mistech objemu vzorku. V literatufe se uvadi teploty pro homogenni

nukleaci pod -40°C, coz odpovida i nasim méfenim. [41], [44], [53].

Obrazek 41: Homogenni nukleace vody ve vodném roztoku sacharozy (50 hm%)

Velikost krystalii: a) 1212 um pri teploté -31°C,
b), c), d) nevyhodnoceno, pii teploté -37°C, -44°C a -60°C

Z vysledkii méfeni rychlosti rustu krystali vody v roztoku sacharozy (50 hm%)
vyplyva, ze pti dané teploté je rychlost rustu krystalti konstantni v ¢ase a nezavisi tedy
na velikosti krystalli (obr. 33 — 35). Vyjimkou jsou extrémné velké krystaly nad 2500 um.

Jak je vSak patrné znasledujici tabulky a grafu, Udaje znékolika experimentl

jsou rozdilné o = 30%. Kdyz se pokusime vysvétlit tyto rozdily, dojdeme k zavéru,
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ze namé&fena rychlost ristu krystalil je ovlivnéna fadou faktord, jako jsou zplisob nukleace,
tvar krystalu a tepelna historie vzorku. V tabulce i v grafu jsou rozdéleny ziskané rychlosti
rastu dle typu nukleace. Je patrné, Ze rast v oblasti heterogenni nukleace v blizkosti okraje
kapky vykazuje vyssi rychlosti. Tato oblast je v grafu vyznacena ¢ernymi kruhovymi body
a prechazi do oblasti homogenni nukleace, jak je naznaceno Cernou ristovou kiivkou. Tato
rustova kiivka vykazuje prudky pokles s rostoucim podchlazenim. Oblast homogenni
nukleace vyznacuji Cervené body rizného geometrického tvaru podle pocatecni morfologie
vznikajicich krystali. Cervené je zndzornéna druha riistova kiivka vykazujici méné strmy
prubéh teplotni zavislosti rychlosti ristu. Ob¢ kiivky limituji za vysokého podchlazeni

k nule a bude o jejich prabéhu diskutovano dale.

Tabulka I11

Tabulka rychlosti riistu pri jednotlivych teplotach pro homogenni a heterogenni nukleaci

Homogenni nukleace

T [°C] | Rychlost ristu [pm/s] | T [°C] | Rychlost ristu [punys]
-23 10,7 -34,6 7,34
-24 19,06 -35 3,32
-30 8,73 -36,4 4,28
-31 3,36 -36,5 2,36
-31 3,77 -37 6,56
-31,1 7,18 -38 1,61
-33 0,61 -38,9 2,53
-33 9,02 -39 1,39
-34 2,03 -42 0,34
-34 4,36 -44 0,4
-34 .4 5,72 -45 0,3

Heterogenni nukleace

T [°C] | Rychlost riistu [punys]
-25 37,4
-26 27
-28 24,16
-30 27,8
-32 28,45
-33 12,3
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rychlost rdstu [um/s]

T[°C]

Obrazek 42: Zavislost rychlosti riistu na teplote pro dva typy nukleace

Cerné body - oblast homogenni nukleace; cervené body - oblast heterogenni nukleace; hvézdou
znacené body - rist dendritickych krystalit (vlocky); pétivhelnikem znacené body - riist
hexagonalnich krystalit; kruhem znacené body — riist sférickych krystalii, cerna a cervena linie
naznacuje pravdépodobny pribéh dvou riistovych krivek.

Abychom mohli porovnat udaje pro rizné typy krystalt, byly do grafu pro neizotermni

méfeni vyneseny jen pocatecni hodnoty rychlosti rstu pti prvni sledované teploté.
Pocatecni morfologie rostoucich krystali byla trojiho typu, jak bylo zminéno

v pfedchozich kapitolach. Na obrazku 42 uz bylo patrné, ze jsou zde vyneseny rychlosti

rastu krystala s riznou morfologii. Tato skutec¢nost je zdiraznéna v tabulce IV.
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Tabulka IV

Tabulka rychlosti ristu pri jednotlivych teplotach pro riiznou morfologii krystalii

Sféricke krystaly

T [°C] | Rychlost riistu [punys] | T [°C] | Rychlost riistu [punys]
-25 37,4 -34 4,36
-26 27 -34,4 5,72
-28 24,16 -34,6 7,34
-30 27,8 -35 3,32
-31 3,77 -36,4 4,28
-31,1 7,18 -36,5 2,36
-32 28,45 -37 6,56
-33 9,02 -38 1,61
-33 12,3 -38,9 2,53

Dendriticke krystaly (viock
Hexagondlni krystaly rystaly (viocky)

T [°C] | Rychlost riistu [punys] T [°C] | Rychlost ritstu[pm's]
3 107 -33 0,61
24 19,06 -34 2,03
30 873 -39 1,39
231 3,36 -42 0,34
-44 0,4
-45 0,3

Dendriticky rust krystali tvaru vlocky byl nejéastéji pozorovan pii teplotach nizsich
nez -39°C. Vyjimkou bylo zaznamendani ristu tohoto typu krystalického tvaru i1 pfi menSim
podchlazeni, a to pfi teplotach -33°C a -34°C. Jak uvadi Kirkpatrick [54], dendriticky rust
krystald je za vysokych podchlazeni bézny a je zpusobeny tepelnou nestabilitou
podchlazené kapaliny kolem krystalu. Tato nestabilita vznikd v disledku nerovnomérného
odvadéni krystalizacniho tepla z povrchu krystalu. Ve vSech pfipadech krystaly
této morfologie vykazovaly na pocatku homogenni nukleaci a zaroven i nejnizsi rychlosti
ristu v dusledku dvoudimenziondlniho rastu krystalti. Ristové rychlosti limitovaly
za vysokych podchlazeni k nulové hodnoté (obr. 42).

Krystaly tvaru vlocek Vvroztoku sachardozy byly pozorovany v experimentech
podle Gonda a Sei [30], [41] nebo podle Teraoka a spol. [31] a Ohsaka [36]. Z davodi
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pouziti jiného podchlazeni a koncentrace roztokl nelze porovnavat krystaliza¢ni rychlosti
ziskané z jejich experimentd s rychlostmi ur¢enymi Vv této praci.

Za vysSich teplot -23°C az -33°C ptechazel vloCkovity tvar krystali na tvar
hexagonalni. Tento morfologicky piechod je patrny z vySe uvedené¢ho grafu naznacenou
cervenou rustovou kiivkou. Hexagondlni krystaly rostly opét procesem homogenni
nukleace, ale v disledku mensiho podchlazeni dosahovaly jiz vyssich ristovych rychlosti
(obr. 42). Nizké podchlazeni mélo za nasledek vétsi stabilitu podchlazené kapaliny v okoli
krystalu a mensi viskozitu systému. Diusledkem téchto vlivi byla difuze ¢astic k povrchu
krystalu rychlejsi. Hexagondlni symetrie je pro krystalizaci vody charakteristicka
a jeji vyskyt byl popsan i v literatuie [30], [31], [32].

Sférické krystaly rostly procesem homogenni i heterogenni nukleace ve velmi Sirokém
rozmezi teplot, jak lze vy¢€ist z grafu na obrazku 42. Krystaly sférického tvaru v oblasti
homogenni nukleace v teplotnim rozsahu od -31°C do -39°C vykazovaly vysoky rozptyl
Vv rustovych rychlostech dany tepelnou historii a stafim vzorku, jak bude vysvétleno dale.
V oblasti heterogenni nukleace v rozmezi teplot od -25°C do -33°C nebyl pozorovan rist
krystalii jiného tvaru nez sférického. Rustova rychlost krystalii stouto morfologii
se zvySovala s teplotou rychleji, nez tomu bylo u vlockovitych a nasledné hexagonalnich
krystal. Tento rozdil je patrny porovnanim obou rastovych kiivek v grafu. Sféricky tvar
krystald vody v roztoku sachar6zy za pouziti jiného podchlazeni a koncentrace byl

zaznamenan i podle Hindmarshe a spol. [55].

Rychlost ristu krystalt vody byla odlisna pro roztoky sachardzy Cerstvé piipravené,
tj. métené v den jejich piipravy, a pro roztoky odstaté, tj. métené az po jedno
nebo vicedenni prodlevé. Graf na obrazku 43 zndzoriuje rozdily v prib&éhu zavislosti
rychlosti rhstu krystald pro tyto dva typy vzorkdi na podchlazeni AT. Podchlazeni
je vyjadieno jako rozdil méfené teploty a teploty tani systému voda - sachardza. Tani bylo
pozorovano mikroskopicky od teploty -13°C, pfi¢emz k Gplnému roztati vzorku doslo
az pii teploté¢ -10°C, ktera byla urCena za teplotu tani. Oranzové body vtomto grafu
vyznacuji rychlosti rlstu pro experimenty, v nichz byl pouzit roztok odstaty. Data ziskana
méfenim vzorku, které byly pfipraveny z Cerstvych roztoki sachardzy, jsou vyznacena

modrymi body.
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Obrazek 43: Zavislost rychlosti riistu na podchlazent pro ruzné stari vzorki

Oranzové body — vzorky roztokii odstatych po dobu jednoho az ¢tyr dnii; modré body — vzorky
roztokii Cerstvé pripravenych, hvézdou znacené body - rust dendritickych krystalit (viocky);
pétivhelnikem znacené body - rist hexagonalnich krystalit; kruhem znacené body — riist sférickych
krystalii; oranzova linie naznacuje pravdépodobny priibéh ristové kiivky.

Po srovnani dat obou typli experimentli v uvedeném grafu je zietelné patrny velky
rozptyl jednotlivych méfeni cerstvych vzorkl, zatimco data z experimentl s odstatym
vzorkem vykazuji odchylky malé. Divodem tohoto rozdilu je slozité chovani Cerstvych
roztokd, které neni zavislé jen na tidicich silach, jakymi jsou difuze ¢i viskozita roztoku,
ale zavisi také na mistnim uspofadani Castic v objemu vzorku. Toto uspofadani
pravdépodobné neni stabilizované a vzorek vykazuje nerovnovazné chovani v jednotlivych
mistech svého objemu. V dusledku téchto skutecnosti dochazi ke vzniku krystala riznych
tvart s rozdilnymi rychlostmi rdstu pii stejné teploté krystalizace. DalSim faktorem,
kteryma vliv na takto nereprodukovatelné chovani systému, je pravdépodobna
nehomogenita cerstvé pripraveného roztoku. Roztoky sachardézy nebyly podrobeny
homogenizaci specidlnimi technikami. Z divodu pfitomnosti nehomogenit ve vzorku
je mozny velmi rozdilny prubéh krystalizaci u jednotlivych méfeni. Tato data sleduji

rustovou kiivku, kterd je v grafu naznacena oranZovou barvou, a vykazuji maly rozptyl.
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To je pravdépodobné zpilisobeno ustdlenim podminek v roztoku a jeho dostate¢nou
homogenizaci, ke které doslo béhem prodlevy mezi ptipravou a méfenim vzorku.

DSC zaznam krystalizace obou typl vzork na obrazku 17 (str. 41) potvrzuje takeé
rozdilné chovani Cerstvych a odstatych vzorkl. Krystalizacni piky znacené Cerné, které
byly ziskané prométenim cerstvého vzorku, vypovidaji svym tvarem o rychlém procesu
krystalizace, pravdépodobné zaloZzeném na heterogenni nukleaci. Zatimco krystaliza¢ni
piky odstatych vzorkl (Cervené kiivky) jsou posunuty do oblasti nizSich teplot, kde
dochazi pirevazné k homogenni nukleaci, ktera je nasledovana pomalejSim ristem krystalt.

Tvar téchto pikl naznacuje, ze proces krystalizace je celkoveé pomalejsi a komplikovanéjsi.

Tato prace ukazala, Ze proces krystalizace vody z 50 hm% roztoku sacharozy je slozity
a ovlivnény fadou faktort. Diky tomu ziskané udaje vykazuji znacnou chybu. Piesto
muzeme odhadnout prabéh zavislosti rychlosti ristu krystald vody na teploté
z reprodukovatelnych dat =ziskanych proméfenim odstatych vzork, kdy nezavisi
na aplikovaném teplotnim programu. Zcela reprodukovatelné jsou tdaje v oblasti teplot
kolem -40°C, kde ptevlada homogenni nukleace a rychlost rustu limituje k nule (obr. 43).
Pfi mens$im podchlazeni rychlost rdstu stoupd az k maximu pii teplot¢ -25°C
(podchlazeni -15°C). Pti dalSim vzrustu teploty bude pribéh kiivky klesat v disledku
pomalého pfiblizovani k bodu tani. Tomu odpovidéa také izotermni experiment v rezimu
ohfevu, ktery je v grafu vyznaceny plnym oranZovym pétithelnikem. Vlivem rostouci
teploty bude rust krystalti zastaven pti teplotach tésné nad -13°C, kdy uz krystaly zacinaji

roztavat.
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6 ZAVER

Na zakladé zadani byla provedena reSerSe na proces krystalizace v podchlazenych
kapalinach se zaméfenim na vodné roztoky. Jako vzorek byl vybran vodny roztok
sachar6zy o koncentraci 50 hm%. Pro zkoumani ristu krystali byly zvoleny metody DSC
a optické mikroskopie. Vyhodnoceni experimentalnich méfeni vedlo Kk témto zavérim:

e Metodou DSC byla zjisténa teplota krystalizace vody pti chlazeni ve vodném roztoku
sachardzy (50 hm%) v teplotni oblasti od -30°C do -45°C. Béhem nasledného ohievu
byly zjistény dva endotermni efekty. Prvni efekt pii teplotach kolem -35°C odpovida
skelnému  prechodu hydratované sachardézy, kterda ve vzorku zbyla
po zakrystalizovani vody. Druhy endotermni efekt v teplotni oblasti kolem -8°C
odpovida tani ledu ve vzorku.

e Optickym mikroskopem byla sledovana morfologie, nukleace a rychlost ristu
krystal vody ve vodném roztoku sachardzy (50 hm%) pii teplotach pod -20°C.

e Heterogenni nukleace Snizkym poctem vznikajicich nuklei byla pozorovéna
pfti teplotach od -25°C do -33°C. Homogenni nukleace byla zaznamendna v Sirokém
teplotnim rozsahu, velmi vyrazna a S vysokym poctem nuklei byla pfi teplotach
menSich nez je -40°C, kde také dochazelo ke vzniku vyristkli vychézejicich
Z ptvodnich krystalt.

e Krystaly vykazovaly morfologii trojiho typu. Z heterogennich nuklei vznikaly
vyhradné sférické krystaly s vysokou rychlosti ristu (12 - 37 pum/s). V ptipadé
homogennich nuklei vznikaly zejména pfi velmi vysokych podchlazenich dendritické
hexagonalni krystaly v oblasti vysSich teplot a jejich rust byl opét pomalejsi
(3,4 - 19 um/s) nez u sférickych krystali pii stejné teploté. Ve stiedu sledovaného
teplotniho rozsahu se tvofily krystaly sférického tvaru s rychlosti rlstu
od 1,6 do 9 um/s.

e Sledovana rychlost rastu krystald vody byla pro danou teplotu nezavisla na case
a velikosti krystalu. Rychlost rastu méla maximum v oblasti kolem -25°C
pii hodnotach 37 um/s a postupné klesala se snizujici se teplotou k hodnotam kolem
0,5 um/s. Na druhé¢ strané byl rust krystalu zastaven pii teploté -13°C, kde dochazelo
k postupnému tani az do teploty -10°C. Stanovena rychlost rGstu byla vyznamné

ovlivnéna kromé morfologie krystalu také stafim vzorku.
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