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ABSTRAKT

Predkladana diplomova prace se zabyva chemickou a fyzikalni ptipravou vzorkl tavenych
syri pro skenovaci elektronovou mikroskopii. Cilem prace bylo optimalizovat pfipravu
vzorkll chemickou a fyzikalni cestou, provést skenovaci elektronovou mikroskopii pfipra-
venych vzorki, popsat odliSnosti metod, vliv liSicich se parametri pifipravy na strukturu
vzorkll modelovych tavenych syrt a charakterizovat silné a slabé stranky jednotlivych pii-
prav. Teoreticka ¢ast popisuje skenovaci elektronovy mikroskop, nejen jeho historii,
ale hlavn¢ konstrukci mikroskopu a princip funkce. Dale pojednava o chemickych a fyzi-
kalnich metodéach pftipravy vzorkl pro skenovaci elektronovou mikroskopii, vyhodnocuje
jejich klady a zapory a popisuje mozny vznik artefaktd vznikajicich béhem piipravy a pro-
hliZzeni vzorki. Jsou zde charakterizovany tavené syry, jejich sloZeni, vyroba a struktura.
V praktické Casti jsou popsany a hodnoceny ziskané snimky vzorki tavenych syrd, u nichz
se meénily parametry fixace, ptipravy a pozorovani. V zavéru jsou doporuc¢eny vhodné zpii-
soby a parametry piipravy chemické i fyzikalni fixace, které co nejméné ovliviovaly pii-
rozenou strukturu modelovych vzorki tavenych syrt. Zavérem lze Fici, ze fyzikalni fixace
Vv porovnani s chemickou fixaci zpiisobuje méné artefaktl a poskytuje piesné;jsi obraz mik-
rostruktury taveného syra. Dale bylo prokazano, Ze mikrostruktura taveného syra vzhledem
Kk poctu a velikosti tukovych kuli¢ek odpovida vysledkiim ziskanym dynamickou oscila¢ni

reometrii.

Kli¢ova slova: skenovaci elektronova mikroskopie, ptiprava vzorkt potravin pro skenovaci

elektronovou mikroskopii, chemicka fixace, fyzikalni fixace, taveny syr



ABSTRACT

This diploma thesis deals with chemical and physical preparation of samples of processed
cheese for scanning electron microscopy. The aim of this study was to optimize chemical
and physical preparation of samples with varying parameters of preparation, viewing pre-
pared samples in scanning electron microscope, describe the differences between methods
and influence of differing parameters of preparation on structure of model processed
cheese, characterized advantages and disadvantages of preparations. In the theoretical
part of this thesis are described scanning electron microscope, history of microscopy, de-
sign and operating principle of microscope. Additionally, chemical and physical prepara-
tion of samples for scanning electron microscopy, their advantages and disadvantages
and artefacts, which can occur during preparation and viewing of samples, are there de-
scribed. Processed cheese, composition, production and structure are there characterized.
Images of samples of processed cheese are described and evaluated in the practical part
of this work. Conditions and parameters of fixation, preparation and viewing were chang-
ing. In conclusion are recommended suitable parameters and methods of preparation
of chemical and physical fixation to preserve the natural structure of the sample. In conclu-
sion, the physical fixation causes less artefacts than chemical fixation, and provides more
accurate picture of microstructure of processed cheese. It was also prove that the micro-
structure of the processed cheese due to the number and size of fat globules is correspond-

ing with results of dynamic oscillatory rheometry.

Keywords: Scanning electron microscopy, sample preparation of food for scanning

electron microscopy, chemical fixation, physical fixation, processed cheese
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UvVOD

Mikroskopie je zakladni pozorovaci metoda slouzici k pochopeni vlastnosti potravin a pro-
cestl, ke kterym dochazi uvnitt potravin béhem technologickych procest vyroby, dalsiho
zpracovani a skladovani. Zobrazovani vzorkd potravin mikroskopem nam umoziuje po-

znat a vidét detaily struktury, které doplnuji jejich celkovou charakteristiku.

Ptiprava vzorkl potravin pro skenovaci elektronovou mikroskopii neni jednoduchou zale-
zitosti. Hlavnim cilem piipravy je ziskat vzorek s co nejméné porusenou piirozenou struk-
turou, jenz po zobrazeni v mikroskopu dopomiize pochopit a charakterizovat vlastnosti
dané potraviny. Je tedy velmi dulezité optimalizovat piipravu vzorku a uvédomovat si,
jaky vliv mohou mit parametry a podminky pfipravy na vyslednou strukturu. Je také nutné

znat technologii vyroby a chemické slozeni dané potraviny.

V dnesni dobé jsou v odbornych publikacich mikrofotografie potravin velmi zadany. Po-
skytuji obraz o struktufe zkoumané matrice, coz mize podpotit vysledky jinych analytic-
kych metod. Proto bylo hlavnim cilem této prace ptipravit vzorky tavenych syru liSicich se
obsahem suSiny a tuku v suSin€ pro prohliZzeni ve skenovacim elektronovém mikroskopu
a to chemickou 1 fyzikalni cestou, optimalizovat podminky ptipravy, prohlédnout piiprave-
né vzorky ve skenovacim elektronovém mikroskopu s vhodnymi parametry prohliZeni

a popsat a zhodnotit strukturu tavenych syrt ze ziskanych snimka.
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. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 SKENOVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Elektronové mikroskopy maji mnohem vysS$i rozliSovaci schopnost V porovnani
s optickymi. Divodem je fakt, ze ke zvétSeni obrazu vzorku jsou pouzivany elektrony
a ne fotony. Vysledné ,,fotografie* jsou pouze Cernobilé. Existuji dva hlavni typy elektro-
novych mikroskopt, a to skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop (SEM) a transmis-
ni elektronovy mikroskop (TEM). Lze konstatovat, Ze oba typy mikroskopt byly vyvinuty
ve stejnou dobu, ale maji v podstaté rozdilné vyuziti a ackoli vyuzivaji k zobrazeni struktu-
ry vzorki elektrony, vysledkem jsou velmi rozdilné typy informaci. V transmisni elektro-
nové mikroskopii prochazi proud elektronti pies velmi tenky fez pozorovaného vzorku
a vysledkem je dvojrozmérny (2D) obraz. Jas konkrétni oblasti vzorku je imérny poctu
elektrontl, které projdou ptes vzorek. SEM poskytuje zdanlive trojrozmérné (3D) zobrazeni
vzorku. SEM vyuziva proud elektront, které skenuji po povrchu vzorku a vyvolavaji tvor-
bu sekundarnich elektront, které jsou nasledné detekovany. Obraz je tvofen v prubehu
¢asu, jak je vzorek skenovan. Snimek ziskany v SEM je vykladan snadnégji, ponévadz po-
skytuje obraz, ktery lze vidét pouhym okem, jen je zvétSeny. TEM na rozdil od SEM pro-
zkoumava vnitini strukturu latek a zptistupniuje tak detaily, které jsou pro lidské oko ne-
znamé. Proto je nezbytné znat nejen princip funkce mikroskopu, ale predev§im umét inter-
pretovat obrazy, které se pomoci mikroskopu ziskaji. Tfetim, méné vyuZivanym typem
elektronového mikroskopu, je skenovaci transmisni elektronovy mikroskop (STEM), kte-
ry mé vlastnosti obou vySe zminénych mikroskopi. STEM vyuziva skenovani paprskem
elektronti k proniknuti do tenkého vzorku a tak stanovuje a urcuje ptitomnost a distribuci

prvki ve vzorku [2; 7; 8; 9].

1.1 Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop umoznuje pozorovat a charakterizovat heterogenni or-
ganické 1 anorganické materialy v rozmezi rozmér nm - um. Ackoli je SEM velmi vse-
stranna, hlavnim vyuzitim Skenovaci elektronové mikroskopie je ziskat topografické obra-

zy obvykle ve zvétseni 10 - 10 000 krat [4].

Skenovaci elektronovy mikroskop se pouziva k pozorovani povrchli riznych objektia. Vy-
sledny obraz je tvofen pomoci sekundarnich signald, a to hlavn¢ odraZenych a sekundar-
nich elektront, kvili kterym je zobrazeni pomoci SEM povazovéano za nepfimou metodu.
Ptednosti SEM je velkd hloubka ostrosti, diky niz Ize v dvojrozmérnych obrazech nalézt

jisty aspekt trojrozmérnosti. V literature se kromé nazvu skenovaci pouziva i rastrovaci
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nebo tadkovaci elektronovy mikroskop. V SEM je zkoumana plocha vzorku ozafena zame-
fenym elektronovym paprskem, ktery mize po povrchu vzorku probihat v rastru nebo mi-
7e byt staticky pro ziskani obrazu v jednom bod¢. Signaly produkované po interakci vzor-
ku s elektrony zahrnuji sekundarni elektrony, odrazené elektrony, rentgenové zareni a dalsi
elektrony s riznou energii. Tyto signaly jsou ziskavany v uréitych objemech a mohou byt
pouzity ke zkoumani mnohych charakteristik daného vzorku (napft. krystalografie, topogra-
fie, sloZeni). Nejvhodné&jsim typem vzorku pro SEM je kov a to piedevs§im proto, ze tyto
materialy jsou méné nachylné k nabijeni a poSkozeni pti ozéfeni elektronovym paprskem

ve vakuu [3; 4; 7].

1.2 Historie

vvvvvv

tronové technologie 20. stoleti. Od té doby, co se objevily na zac¢atku 60. let prvni komerc-
ni pfistroje, se konstrukce a design elektronovych mikroskopti neustale vyviji a zlepSuje
[10].

1.2.1 Vaznik elektronového mikroskopu

Zakladnim kamenem K sestrojeni elektronového mikroskopu bylo objeveni elektronu
J. J. Thomsonem v roce 1897. Dilezitym krokem k vyuziti elektront k pozorovani mikro-
svéta byl poznatek, ktery v roce 1925 publikoval Luis de Broglie, ze rychle letici ¢astice
maji nejen korpuskularni, ale i vinovy charakter jako napt. viditelné svétlo. DiileZitou roli
na cesté k elektronovému mikroskopu sehraly prace H. Buscha, zvetfejnéné v roce 1926,
které prokazaly, ze draha elektroni mize byt odklonéna magnetickymi CoCkami, stejné
jako svétlo ¢ockami optickymi. Prvni transmisni elektronovy mikroskop zkonstruoval tym
na Vysoké technické univerzit¢ v Berliné vedeny Knollem a Ruskou zacatkem 30. let
20. stoleti. V roce 1939 zahajila firma Siemens a Halske komer¢ni vyrobu transmisnich
elektronovych mikroskopt. Cesta ke skenovacimu elektronovému mikroskopu byla slozi-
téj$i. Nejstar§i zndma prace, kterd popisuje koncepci skenovaciho elektronového mikro-
skopu je od Knolla z roku 1935. Nasledn¢ v roce 1938 popsal némecky fyzik Ardenne teo-
reticky 1 prakticky skenovaci transmisni elektronovy mikroskop (STEM). Prvni skenovaci
elektronovy mikroskop byl popsan v roce 1942 kolektivem védcu v ¢ele s americkym véd-
cem Zworykinem. Zworikyn vynalezl fotonasobi¢ a pouzil jej k detekci sekundarnich elek-

tront. Konstrukci SEMu se v Anglii ve stejné dob¢ zabyvali C. W. Oatley a jeho student
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D. McMullan. Nasledovalo mnoho objevit, které vedly ke zdokonalovani skenovaciho
elektronového mikroskopu do dnesni podoby. V roce 1963 byl postaven systém znamy
jako SEM V se tfemi magnetickymi ¢ockami. Tento piistroj se stal prototypem prvniho
komer¢niho piistroje (1965). V nasledujicich letech bylo prodano vice nez 50 000 SEM
zatizeni do desitek tovaren po celém svété. Némecky fyzik Ernst Ruska ziskal v roce 1986
Nobelovu cenu za fyziku za zasadni praci v elektronové optice a za navrh prvniho elektro-

nového mikroskopu [3; 4; 8].

1.2.2 Historie pripravy vzorki pro elektronovou mikroskopii

V roce 1934 byl publikovan L. Martonem z Bruselské univerzity prvni snimek biologické
tkané. Obraz byl ale kvalitné hor$i, nez obrazy ziskané optickym mikroskopem. Koncem
40. let 20. stoleti A. Claude popularizoval fixaci osmiem a primitivni ultramikrotom.
V roce 1952 vyuzil Palade pufrovaci systém k zafixovani tkané v oxidu osmicelém.
Na zacatku 50. let doslo k velkému pokroku v pozorovani biologickych materiala. Jedny
z prvnich mikrofotografii biologickych materialti ze skenovaciho elektronového mikrosko-
pu, které vznikly v 50. letech, byly vzorky hmyzu stvrdou schrankou, dfevéna vlakna,
kterd jsou dostatecné pevna a vydrzi proces suSeni na vzduchu bez poskozeni. Pozdé&ji
vroce 1960 ukazal Thornley SEM obrazky biologického materidlu suseného mrazem.
Pokroky v oboru biologie do jisté miry zavisely na novych poznatcich pfipravy vzorkd.
Mnohé biologické vzorky jsou vlhké, citlivé k zatfeni, termolabilni a $patné vodivé. Velka
pozornost byla sméfovana k dosazeni zpevnéni jemnych organickych struktur, odstranéni
nebo imobilizovani bunéénych tekutin a pokovovani vzorkil tenkou vrstvou vodivého
kovu. V rozmezi let 1957 - 63 bylo rozvijeno lamani vzorkd v mrazu a v roce 1958 Watson
predstavil pokovovani vodivymi kovy (olovem a uranem). V roce 1963 Sabatini a jeho

spolupracovnici zavedli primarni fixaci glutaraldehydem [4; 8].

1.3 Konstrukce a princip funkce skenovaciho elektronového mikrosko-
pu

Obvykle se SEM sklada ze zdroje elektront, ktery generuje primarni svazek elektrond,
kolony s elektromagnetickymi Cockami, které slouzi k zaostfovani a zvétSovani svazku
primarnich elektront, dale z civek pro rastrovani elektronti na povrchu vzorku, komory

se stolkem pro uchyceni vzorku, vakuové pumpy k udrzovani systému ve vakuu (obvykle
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v fadech 10° - 107 Pa) a jednoho nebo vice detektord, které sbiraji signaly tvofené ozate-

nim vzorku elektrony, nakonec je zvétSeny obraz zobrazen na monitoru [7].

V porovnani s transmisnim elektronovym mikroskopem (TEM) mé skenovaci polovicni
délku tubusu, jelikoz se zde detekuji signaly, které uvolnil priméarni svazek elektronti
nad povrch prepardtu a neni tieba soustavy cocek, které u TEM tvofi zobrazovaci systém
ve spodni ¢asti tubusu. Zdrojem elektronti (ve Spicce tubusu) byva u SEM obvykle pfimo
zhavené wolframové vldkno. Primarni elektrony jsou urychlovany potencidlem mezi kato-
dou a anodou, kterd ma ve svém stfedu kruhovy otvor, kterym elektrony prolétaji smérem
k soustavé elektromagnetickych ¢ocek. Soustava elektromagnetickych ¢ocek ma za ukol
co nejvice zmenSit pramér svazku elektronti, které dopadaji na povrch pozorovaného pre-
paratu. V dolni ¢asti tubusu se nachédzi komora preparati, ve které je umistén goniometric-
ky stolek, na ktery se upeviiuji vzorky umisténé v drzdku preparati. Stolek umoznuje
s preparatem otacet a pohybovat. V blizkosti stolku jsou umistény detektory jednotlivych
signaltl (sekundarnich a odrazenych elektront, rentgenového zatreni a dalsich, dle vybaveni
mikroskopu) [3]. Porovnani konstrukce jednotlivych typi mikroskopl je zobrazeno
na Obr. €. 1.

Svételny mikroskop TEM SEM
. zdroj svétla /_/drm elektronu
kondenzorova

tocka

kondenzorova
¢ocka

vzorek —— L~

objektiv objektivova
clona

objektiv

intermedidlni
codky

vzorek

projektivy

fluorescencni
stinitko vychylovaci

RozliSeni 200nm 0 lnm 0. 5nm

Zvétseni =~ X 2000 X 50~ X1,500,000 X 10~ X 1,000,000

Obr. ¢. 1 Porovnani konstrukce jednotlivych typit mikroskopii [3].
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1.3.1 Elektrony a jejich vyuziti v elektronové mikroskopii

Svétlo je obvykle chapano jako elektromagnetické vinéni o urcité vinové délce a elektrony
jako subatomarni ¢astice. Oba typy popisu lze samoziejmé aplikovat na svétlo i elektrony,
tudiz mize byt svétlo popisovano jako fotony nebo jako zafeni o vlnové délce
400 az 700 nm, zatimco elektrony mohou byt také povazovany za zareni (zejména
v mikroskopii) s vinovou délkou Vrozmezi mezi 0,001 az 0,01 nm. Timto Se narazi
na prvni ztetelny rozdil mezi fotony a elektrony a to, Ze jejich vinova délka se lisi v fadech
n¢kolika tisicti. Dal$im hlavnim rozdilem je to, Ze elektrony jsou mnohem vice rozptyleny
v plynech nez svétlo. Kvili tomuto faktu musi byt pii pouziti elektronti v mikroskopu
vechny optické drahy evakuovény na tlak cca 10™° Pa. Elektrony pii atmosférickém tlaku
pronikaji sotva né€kolika milimetry vzduchu. Dilezitym rozdilem mezi elektrony a svétlem

je také to, Ze elektrony nesou naboj [9].

1.3.2 Zdroje elektronii

Jako zdroje elektronil jsou pouzivany kovy, u nichz je vystupni prace elektronti co mozna
nejnizsi a hustota proudu co nejvyssi. Uvolnéni elektronu z kovu do prostiedi nastane
pouze V piipad¢, ziska-li elektron v kovu dostate¢nou energii. Existuje nékolik zptsob,
kterymi je moZzné emise elektronti z kovu dosdhnout, napf. termoemisi, fotoemisi nebo
pusobenim elektrického pole. NejrozsifenéjSim elektronovym zdrojem je termoemisni
tryska. Jako emitor elektrond Se nejcastéji pouziva zhavené wolframové vlakno, wolfra-

movy monokrystal nebo hexaborid lanthanu (LaBg) viz Obr. ¢. 2 [28].

Obr. ¢. 2 Ukdzka LaBg krystalu (vlevo) a wolframo-

vého vidkna (vpravo) [28].
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Termoemisni zdroj elektroni je umistény ve vrcholu tubusu a ma obvykle tii ¢asti:
wolframové vldkno, které¢ emituje elektrony, Wehneltiv valec, jenz kontroluje mnozstvi
elektronti opoustéjicich zdroj a anodu, kterd udavéa elektroniim urychlovaci napéti
0,1 az 30 keV. Je zde nutna piitomnost vakua, jelikoZ elektrony jsou, jak jiz bylo fe¢eno
vyse, schopny se ve vzduchu pohybovat jen po velmi kratkou vzdalenost. Prichodem elek-
trického proudu vldknem dojde k zahtéti a nasledné termoemisi. Pravdépodobnost tniku
elektront je zvySena vytvarovanim wolframového vlakna do tvaru pismene ,,V*“. Wolfra-
movy hrot byvéa zhaven nepiimo, stejn¢ jako katoda LaBg, kterd byva ulozena mezi dvéma
uhlikovymi elektrodami. Elektronovy zdroj by mél poskytovat soudrzny svazek elektroni,
elektrony by mély vychazet z bodového zdroje, mély by mit stejnou energii a jejich vina by
méla byt ve stejné fazi. Bod na wolframovém vlaknu je pfilis Siroky na to, aby vznikl ostry
obraz, proto se vyuziva elektronovych ¢oéek k zuzeni elektronového paprsku dopadajiciho
na vzorek. VétSina SEM dokaze produkovat svazek elektronli o priméru mensim
nez 10 nm. Jelikoz je u SEM pozadovan vétsi emisni proud, dochazi k pfezhavovani kato-
dy, coz vede ke zkraceni jeji zivotnosti. Vybér urychlovaciho napéti zavisi na vlastnostech
preparatu, na pozadovaném zvétSeni, mife nabijeni Se povrchu pozorovaného vzorku.
Snizenim urychlovaciho napéti lze sice omezit nepfiznivé efekty nabijeni, ale dojde
ke snizeni rozliSovaci schopnosti [1; 3; 4; 12; 28]. Schéma a slozeni zdroje elektronti

je zobrazen na Obr. ¢. 3.

Vidmo tepelny zdroj

/ vlakna
1

Wehneltiv
valec
zdroj | ] Li[])
vysokého Y
napeti  +o— **'b
I 1/ | \I[ ] anoda

Obr. ¢. 3 Schéma zdroje elektronii [24].
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1.3.3  Colky

Svazek elektronti vychazejici ze zdroje ma urcitou velikost v pficné rovin€ (kolmé na jeho
smér), ktera se nazyva velikost zdroje. Ukolem soustavy elektromagnetickych coéek
je zmensit pramér elektronového svazku, ktery dopada na sledovany vzorek. Soustava ¢o-
¢ek je obvykle tvofena jednou nebo dvéma kondenzorovymi ¢oCkami umisténymi blize
zdroji a objektivovou ¢ockou s proménou zmensovaci vykonnosti, ktera je blize pozorova-
nému vzorku. Elektromagnetickymi ¢ockami zkoncentrovany paprsek primarnich elektro-
ni je pfed dopadem na povrch preparati rozpohybovan vychylovacimi civkami tak,
ze pokryje fadky - rastruje - malou plosku pozorovaného objektu. Vychylovaci civky jsou
obvykle umistény uvnitf objektivové ¢ocky. Synchronné s primarnim svazkem elektronii
rastruje

i paprsek uvnitt katodové trubice (CRT) tvofici obraz na obrazovkach mikroskopu. Pocet
radkl je mozné meénit od desitek do nékolika tisic a zroven Ize ménit i rychlost ptfebchu
paprsku v jednom fadku. Pod objektivovou ¢ockou se nachazi komora vzorku, ktera obsa-
huje drzak na pozorovany vzorek, detektory elektronovych signald a je napojena na vaku-

ovou pumpu [3; 10; 12].

1.3.4 Vyuzivané signaly

Paprsek vystupujici z posledni ¢o¢ky do komory preparatu pronika vzorkem do hloubky
piiblizné€ 1 pm a vytvafi signaly, které jsou pouzity ke vzniku obrazu, pticemz kazdy signal
poskytuje rizné informace o vzorku. Jak primarni svazek pronikne do povrchu vzorku,
rozptyli elektrony z riznych hloubek, nékteré se uvolni piimo z povrchu vzorku. K detekci
pii pouziti SEM jsou k dispozici sekundarni, odrazené, absorbované elektrony, rentgenové
zateni a katodoluminiscence [4; 10]. Popis signalt vznikajicich v riznych hloubkach vzor-

ku je zobrazen na Obr. €. 4.

1.3.4.1 Sekunddrni elektrony

v

Sekundarni elektrony jsou v SEM nejpouzivanéjsi, jelikoz poskytuji informace o povrchu
vzorku s vysokym rozliSenim. Tyto elektrony jsou vysledkem interakce svazku primarnich
elektrontl se vzorkem. Uvoliuji se z mista velmi blizkého povrchu vzorku a maji nizsi
energii, nez ostatni elektrony. Jejich energie je mensi nez 50 eV, energie mnohych z nich
se nachazi vrozmezi 0,5 az 5,0 eV. Obraz ze sekundarnich elektronli mize byt ziskan

u jakéhokoli tuhého vzorku za predpokladu, Ze je elektricky vodivy. Pokud neni vodivy,
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vznikne zakfiveny obraz se svétlymi zablesky, které vzniknou kvili nabijeni.
Kvalitni obrazy nevodivych vzorkti mohou byt ziskdny nanesenim (naprasenim) tenké
vrstvy napf. zlata nebo uhliku na povrch vzorku, coz eliminuje efekty nabijeni. Sekundarni

elektrony se pouzivaji k zobrazeni tvaru povrchu [5; 6; 10].

1.3.4.2 Odraiené elektrony

Odrazené elektrony vznikaji v hlubsich vrstvach pod povrchem vzorku. Po interakci elek-
trontl se vzorkem si mize ¢ast elektrond udrzet relativné vysokou energii a odrazit se zpét
od povrchu vzorku. Jejich energie lezi v rozmezi od 50 eV az po velikost energie primar-
nich elektronti. MnoZzstvi odrazenych elektroni a smér odrazu zavisi na slozeni pozorova-
ného objektu, tvaru jeho povrchu, krystalinit¢ a magnetickych vlastnostech vzorku. Zkra-
cené se tyto elektrony zna¢i BSE (z anglického backscattered electrons) a vyuzivaji se

hlavné ke sledovani slozeni povrchu vzorku [5; 6; 10].

1.3.4.3 Absorbované elektrony

Cast elektronti dopadajicich na vzorek ztrati svou energii a jsou vzorkem absorbovany. Tak
vznikaji tzv. absorbované elektrony. Tento signal zavisi na primémém atomovém cisle

a nerovnostech povrchu daného vzorku [5; 6; 10].

1.3.4.4 Rentgenové zdreni

Pisobenim primarnich elektronti dochézi v elektronové vrstvé atomu k elektronovému
pfechodu, ktery je doprovazen emisi rentgenového zafeni (RTG). RTG zateni je charakte-
ristické energii a vlnovou délkou, které souvisi s prvkem, ze kterého pochédzi a mize byt

pouzito jako zaklad pro velmi pfesnou analytickou metodu [5; 6; 10].

1.3.4.5 Katodoluminiscence

Pti ozatreni vzorku paprskem elektroni, jsou elektrony ve valen¢nich vrstvach atomil vzor-
ku excitovany. Pfi procesu nahrazovani vzniklého volného prostoru ve valencni vrstvé

elektrony, dojde k uvolnéni svétla, které se nazyva katodoluminiscence [5; 6; 10].

1.3.4.6 Augerovy elektrony

Z energie, ktera se uvolni pfi vraceni atomi vzorku excitovanych dopadem svazku elektro-

nt do piivodniho stavu, se vétSinou vytvofi rentgenové zatreni nebo jsou uvolnény fotony.
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Cast uvolnéné energie je ale pouzita na vyrazeni elektront z atoma vzorku. Tento proces

se nazyva Augeruv jeV a elektrony, které se uvolni, se oznacuji Augerovy elektrony [6].

Svazek elektrona

Sekundarni elektrony (v rozmezi nm)

Odrazené elektrony (BSE, v rozmezi 10 nm- 100 nm)

Rentgenové zafeni (v rozmezi ym)

Obr. ¢&. 4 Signaly vznikajici v riznych hloubkach vzorku [6].

1.3.5 Tvorba obrazu, detektory

Mezi signaly, které jsou v SEM nejvice vyuzivany k tvorbé obrazu, patii, jak jiz bylo uve-
deno, sekundarni a odrazené elektrony. Detektor odrazenych elektronti byva umistén tésné
pod posledni ¢ockou a muze byt vyuzit kiemikovy detektor s PN pfechodem (rozhrani
ptfimésového polovodice typu P a polovodice typu N, elektricky proud se zde propousti jen
jednim smérem [29]) nebo mikrokandlova desticka. Nejpouzivanéjsim detektorem je
tzv. Everhart - Thornley detektor, ktery pracuje zaroven se sekundarnimi (SE) i odrazeny-
mi elektrony (BSE). Je tvofen scintilatorem, ktery po dopadu elektronu uvolni zablesk
svétla o vinové délce 550 - 650 nm. Intenzita zablesku je pak ptimo umérna energii elek-
tront, které ho vyvolaly. Svétlo je dale vedeno svétlovodem a komoru SEM opusti pru-
chodem kiemennym okénkem. Mimo vakuum je umistén fotonasobic, ktery zachyti svétel-
ny signal a prevede je] na elektricky, pficemz dojde k zesileni signalu zhruba
1 000 az 1 000 000 krat. Everhart - Thornley detektor je elektricky izolovany od ostatnich
¢asti mikroskopu. Tradi¢nim vystupem ze SEM je fotografie, resp. mikrofotografie pozo-
rovaného objektu [3; 4; 10].

1.3.6 ZvétSeni

Zvétseni obrazu lze definovat jako pomér velikosti zobrazovaci obrazovky k velikosti ras-
tru dopadajiciho na pozorovany vzorek. Zadané specifické vlastnosti povrchu vzorku je

mozno vidét na obrazovce CRT ve zvétSeni. ZvétSeni tedy vyplyva z poméru rozmért ras-
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tru na vzorku k rastru na zobrazovacim zafizeni. Za ptedpokladu, Ze obrazovka ma fixni

velikost, 1ze dosahnout vétsiho zvétSeni zmenSenim rastru na vzorku a naopak [6; 10].

1.3.7 RozliSeni

RozliSeni znamena schopnost rozlisit dva body vzijemné vzdalené o urcitou délku.
Pro ptedstavu je lidské oko schopno rozlisit dva body od sebe vzdéalené 0,1 mm ze vzdale-
nosti 25 cm [28]. Prostorové rozliseni zavisi v SEM na velikosti elektronového bodu.
Ten zase zavisi na vlnové délce elektronli a na elektromagnetickém optickém systému,
ktery produkuje rastrujici paprsek. RozliSeni je také limitovano interakci a mirou vzajem-
ného pusobeni materialu se svazkem elektronti. Mezi vyhody SEM patii schopnost zobra-
zovat pomérné rozsdhlou plochu vzorku a sledovat objemné materiadly (ne pouze tenké
filmy nebo folie jako v ptipadé TEM). Rozliseni u SEM je omezeno instrumentalnim pro-
vedenim a vlastnostmi kovil, kterymi jsou vzorky pokovovany (napi. zlato a platina).
Maximalni rozliSeni je ur¢ovano plochou vytvotfen¢ho signalu, kterd zavisi na priméru
elektronového paprsku, ktery dopada na povrch vzorku, a na rozsahu signalu shromazdeé-

nych elektronti. V zavislosti na piistroji se rozliSeni pohybuje od méné nez 1 nm do 20 nm

[6].

1.3.8 Hloubka ostrosti

Hloubka ostrosti predstavuje tloustku preparatu, kterou lze zobrazit ostte. SEM ma velmi
vysokou hloubku ostrosti, ktera umoznuje dobré zobrazeni komplikovanych povrchi. Troj-
rozmérny vzhled obrazu je zvySovan 1 moZnosti vzorek v mikroskopu naklanét
od 0° do 90° pti pouziti dynamického zaostfovani. Hloubka ostrosti (h) zavisi na délce
pracovni vzdalenosti (WD - working distance), praméru clony (A - aperture diameter)
a na zvétSeni (M - magnification), viz vzorec (1). Vysoka hloubka ostrosti se ziska pouzi-
tim dlouhé pracovni vzdalenosti. Pracovni vzdalenost je vzdalenost mezi spodni stranou

dolni objektivové ¢ocky a povrchem vzorku [6; 9].

ZO,Z*WD 1)
AxM
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1.4 Kryo-skenovaci elektronovy mikroskop

Kryo-skenovaci elektronovy mikroskop (kryo-SEM) je bézny SEM, ktery je navic vybaven
zvlastnim zatizenim umoziiujicim pozorovat vzorky ve zmrazeném stavu. Tento zpiisob je
vyuzivan hlavné pro velmi hydratované (vlhké) vzorky, jemné biologické vzorky, hydroge-
ly, potraviny, biofilmy, pény, vosky, suspenze, 1é¢iva a nanocastice. Prace metodou kryo-
SEM je zaloZena na fixaci vzorku rychlym zmrazenim Vv kapalném dusiku nebo mrazenim
pii vysokém tlaku. Kryo-SEM je opatfen tzv. kryo-drzakem, kde mohou byt vzorky pozo-
rovany pii velmi nizkych teplotdch. Moderni kryo-elektronové mikroskopy maji vakuova-
nou komoru pro piipravu vzorkd ptipojenou piimo k mikroskopu, ale u nékterych zatizeni
je od mikroskopu oddélena. Komora pro pfipravu vzorki je chlazena a umoziuje udrzovat
vzorek pti kontrolované teploté. Vzorek muze byt zachovan beze zmény nebo mize byt
Vv piipravné komote zlomen. Vzorky mohou byt také pokoveny. Poté jsou premistovany
do komory mikroskopu a pozorovany ve vysokém vakuu [6; 13; 14]. Zobrazeni a popis

elektronového mikroskopu je uveden na Obr. €. 5.

Motorizované posuvy

— orku Ovladaci pocitac
ezikomora pro
ladani preparata Ovladaci prvky

Obr. ¢&. 5 Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-T401F [3].
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2 METODY PRIPRAVY VZORKU PRO SKENOVACI
ELEKTRONOVOU MIKROSKOPII

Vétsinu materialti (hlavné biologickych) nelze ve skenovacim elektronovém mikroskopu
prohlizet bez Upravy. Proto bylo vyvinuto mnoho rtiznych metod ptipravy vzorku, které

zavisi na cili a ucelu studie.

Preparat vhodny pro prohliZzeni v mikroskopu by mél spliovat nasledujici kritéria, ktera
musi byt v prubéhu pfipravy vzorku brana v tivahu. Vzorek musi byt Cisty, coz znamena,
ze na jeho povrchu by se nemély vyskytovat cizi ¢astice (napft. prach). Musi byt udrzovana
pivodni morfologicka struktura, musi byt stabilni ve vakuu i pii ozafeni elektronovym
paprskem. Kdyz vzorek obsahuje vodu nebo plyn a je vloZzen do vakua, mize se deformo-
vat a zmenSovat. Proto se u biologickych vzorki musi pfed pozorovanim provést fixace,
dehydratace a suseni. Pro emulzni vzorky je ¢asto pouzivana kryo-technologie. Pii expozi-
ci primarnimi elektrony by nemélo dochazet k nabijeni vzorku. Pokud neni vzorek vodivy,
absorbované elektrony ho mohou nabijet. K minimalizovani nabijecich efektl se pouziva
pokovovani povrchu vzorku, pozorovani pii nizkém urychlovacim napéti a v hlubokém
vakuu. Piipravy vzorkt pro SEM lze rozdélit dle druhu fixace na metody chemické a fyzi-
kalni [3; 6].

2.1 Priprava vzorki chemickou cestou

Biologické vzorky obvykle vyzaduji K zachovani jejich struktury fixaci. Ta se obvykle
provadi pomoci chemickych fixacnich ¢inidel v pufru. Poté jsou vzorky dehydrovany
organickymi rozpoustédly. Pfiprava vzorku chemickou cestou zahrnuje tyto kroky: ¢isténi
povrchu, primarni fixace, promyvani, postfixace, promyvani, dehydratace, suSeni
(nejcasteji suseni pfi kritickém bodu oxidu uhli¢itého), lepeni vzorku a pokoveni povrchu

vzorku [6].

2.1.1 Cisténi povrchu vzorku

Cilem sledovani vzorku v SEM je zobrazit povrch vzorku piesné tak, jak vypada ve sku-
te¢nosti. A protoze povrchy vzorki jsou ¢asto kontaminovany a pokryty nechténymi mate-
ridly, musi byt tyto odstranény. U vétsich Castic lze pouzit k odstranéni jemnou jehlu
za soucasné prace pod stereomikroskopem, nebo se pokusit objekt oplachnout izotonickym
roztokem napi. s NaCl nebo HCI, destilovanou vodou nebo pufrem se kterym se pracuje

pii fixaci [3; 6].
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2.1.2 Fixace a postfixace

Proces fixace a postfixace se provadi za ucelem zpevnéni proteinovych a lipidovych slozek
Vv jejich pfirozeném morfologickém uspofadani, aby se piedeslo deformaci vzorku pii po-
bytu ve vakuu a pii pomérn¢ drastickych procesech jako je dehydratace, vkladani vzorku
do mikroskopu a vystaveni elektronovému paprsku. Cilem je fixace s pokud mozno mini-
malnimi zménami struktury. Pii chemické fixaci se obvykle pouziva jako primarni fixa¢ni
¢inidlo glutaraldehyd (GA) K fixaci proteinti a jako sekundarni, postfixa¢ni ¢inidlo K fixaci
lipidi oxid osmicely (OsO4). Volba fixaéniho ¢inidla ale zavisi na vlastnostech vzorku
a na pozadavcich studie [15]. Prozatim nebylo nalezeno fixaéni ¢inidlo, které by bylo
vhodné pro vSechny typy vzorkt. Proménnymi, které mohou ovliviiovat fixaci, je nejen
samotné ¢inidlo a napft. slozeni pufru, ve kterém je rozpusténo, ale také koncentrace Cini-
dla, doba a teplota jeho ptsobeni. Doporu¢ené koncentrace, doby i teploty pro fixaci se
v riznych literarnich zdrojich 1i8i. Vybér fixa¢niho C€inidla hraje vyznamnou a dilezitou
roli ve vysledku dané studie. Mnoha ¢inidla jsou pouzivana jen ziidka, jina, zejména gluta-

raldehyd (GA) a oxid osmicely (OsOy4), jsou aplikovany velmi Casto [6; 8; 15; 19].

2.1.2.1 Glutaraldehyd

Od prvniho piedstaveni pouziti glutaraldehydu (GA) jako fixa¢niho ¢inidla proteint
VvV roce 1962 je znacné vyuzivan pro piipravu vzorkl pro elektronovou mikroskopii. Jedna
se o dialdehyd (obsahuje dvé vysoce reaktivni aldehydické skupiny), ktery je slozen z péti
uhlikii s molekulovou hmotnosti 100,12 g-mol™, jeho strukturni vzorec je na Obr. &. 6. Glu-
taraldehyd zesit'uje polypeptidové fetézce proteinti, ale nereaguje s lipidy. Proces chemické
fixace GA je slozity a neni dosud zcela objasnén. Glutaraldehyd tvoii Schiffovy baze
s aminoskupinami proteinti. Schopnost polymerizace umoznuje glutaraldehydu tvotit pfic-
né vazby- sitovat. GA reaguje rychle a ireverzibiln¢ s aminokyselinami. Reakce aldehyd-
ickych skupin s aminoskupinami proteinli vede ke tvorbé kysele reagujicich slozek,
a proto je nutné pozit adekvatni pufr pro udrzeni stalé hodnoty pH vzorku béhem fixace.
Na rozdil od formaldehydu pronika do vzorku velmi pomalu (cca 2 mm za 24 h), ale jeho
schopnost fixace je rychla a nevratna. Idealnim fixa¢nim ¢inidlem je tedy jejich smes. Glu-
taraldehyd neni schopen imobilizovat vSechny druhy proteinti, a proto mohou byt nékteré
proteiny z fixovaného materidlu vyextrahovany. Komeréné se GA dodava jako

25% nebo 8% roztok [6; 15; 17].
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HJ\/\)J\H

Obr. ¢. 6 Strukturni vzorec glutaral-

dehydu [23].

2.1.2.2 Formaldehyd

Formaldehyd se pouzival jako histologické fixacni ¢inidlo jesté pied objevenim elektrono-
vé mikroskopie. Jedna se o nejjednodussi aldehyd se sumarnim vzorcem CH,O, strukturni
vzorec je vyobrazen na Obr. ¢. 7. Pti pokojové teploté je v plynném skupenstvi. Formalde-
hyd byva ptipravovan z paraformaldehydu, aby se zabranilo pfitomnosti latek metanolu
a kyseliny mravenci, které se vyskytuji v komeréné dodavanych produktech. Vyuziva se
jako primarni fixa¢ni ¢inidlo, pronika do fixovaného vzorku velmi rychle v porovnani
s glutaraldehydem, coz se da vysvétlit malou velikosti jeho molekuly, ma ale mensi fixacni
schopnost. Fixace formaldehydem je reverzibilni, 1ze jej odstranit dostatecnym promyva-
nim vodnym roztokem. Formaldehyd reaguje ptes svou aldehydovou skupinu zejména
s aminoskupinami aminokyseliny lyzinu za vzniku mistku, také reaguje s DNA a histony

bunék, ale nereaguje s lipidy ani sacharidy [6; 19].

O
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Obr. ¢&. 7 Strukturni vzorec

formaldehydu [45].

2.1.2.3 Oxid osmicely

Oxid osmicely (OsO,) je pevna toxicka latka, rozpustna ve vod¢ a v nepolarnich rozpous-
tédlech, je to oxidacni ¢inidlo. Nejvice charakteristicka pro oxid osmicely je reakce
S nenasycenymi (vicesytnymi) vazbami v lipidech a fosfolipidech (viz Obr. ¢. 8). Dale rea-
guje s hydrofilnimi i1 hydrofobnimi skupinami na postrannich fetézcich proteint.

O oxidu osmicelém je znamo, Ze interaguje s nukleonovymi kyselinami. Typicky cerné
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zabarveni po fixaci oxidem osmicelym je zapfi¢inéné tvorbou oxidu osmicitého (OsO,).
Spravné fixovany vzorek by mél byt ¢ern¢ zabarven v celém svém objemu, hlavné ve stie-
du. Vodny roztok oxidu osmicelého je schopen fixovat pouze nenasycené mastné kyseliny
v lipidech. Pro fixaci tuku s obsahem nasycenych masnych kyselin byva vyuzivan oxid
osmicely v imidazolovém pufru, ktery reaguje mnohem intenzivnéji i s nenasycenymi
mastnymi kyselinami, obzvlasté linolovou a linoleovou. Oxid osmicely byva dodavéan

Vv krystalické formé nebo jako 4% vodny roztok [2; 8; 18; 44].

Lo
—CH —L"N
[+ 0s0, —= | 0s0,
Dvojna vazba Oxid osmicely Monoester

mastné kyseliny

Obr. ¢. 8 Interakce oxidu osmicelého s dvojnou vazbou v mastné

kyseliné lipidu za vzniku monoesteru [19].

2.1.3 Promyvani pomoci pufra

Po fixaci glutaraldehydem 1 postfixaci oxidem osmicelym byva vzorek vymyvan pomoci
pufru. Promyvani je velmi dalezité kvili iplnému odstranéni stop volného nezreagovaného
fixa¢niho ¢inidla, které ve vzorku zustava a mohlo by reagovat v dalsich krocich fixace.
Pouziva se tentyz puft, ktery byl pouzit pro pfipravu fixacniho ¢inidla. Osmolarita a pH
pufru by mély zlstat zachovany stejné jako pfi primarni fixaci. Obvykle je dostacujici
promyt vzorek celkem tfikrat po asi 10 minutach. Pufry pouzivané v elektronové mikro-
skopii by mély mit dostate¢nou tlumici kapacitu, mély by byt chemicky stabilni, nemé&ly by
byt cytotoxické, nemély by se navzajem ovliviiovat s fixatnimi Cinidly. Mezi v soucCasné
dobé nejpouzivanéjsi tlumici roztoky patii kakodylanovy a fosforecnanovy pufr. VétSina

pouzivanych pufrii maji hodnotu pH niz$i nez 7 a nesou zaporny naboj [3; 6].

2.1.3.1 Kakodylanovy pufr

Kakodylanovy tlumici roztok se ziskava ze sodné soli kakodylové kyseliny, jejiz sumarni
vzorec je (CH3), AsO;Na. Kviili obsahu arsenu je toxicky, je také velmi drahy, ale nenese
velmi reaktivni skupiny. Jeho vyhodou je dlouha trvanlivost zéasobnich roztoki.

Nebyva kontaminovan mikroorganizmy, jelikoz velmi siln€ inhibuje jejich rtist. Po pouZiti



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

kakodylanového pufru k promyvani mize byt vzorek v pufru skladovan po dobu i n€kolik

dni [3; 6; 19].

2.1.3.2 Fosfore¢nanovy pufr

Fosfore¢nanovy pufr je povazovan za netoxicky, na rozdil od kakodylanového a je levnéj-
§i. Snadno ale byva kontaminovan mikroorganizmy, proto je nutné jej pfipravovat Cerstvé
a neni mozné jej dlouhodobé skladovat. Kvuli obsahu negativné nabitych skupin reaguje
S pozitivné nabitymi ionty a precipituje. Existuje vice druhl fosfore¢nanovach pufi,

tzv. Sorenstiv pufr se vyrabi ze sodnych a draselnych soli fosfore¢nanu [6; 19].

2.1.4 Odvodnéni

Odvodnéni neboli dehydratace je proces vymény vody ve vzorku za jiné organické roz-
poustédlo. Tento krok nasleduje po sekunddrni fixaci oxidem osmicelym a jeho vymyvani
ze vzorku pufrem. Bézné se jako dehydratacni ¢inidla pouZzivaji etanol a aceton. Etanol
byva vyuzivan vice, protoze bezvody aceton ochotné absorbuje vodu z atmosféry a také
mnohem Iépe extrahuje lipidy. Obecnym principem dehydratace je postupné nahradit vodu
pfitomnou ve vzorku pouzitim koncentra¢ni fady dehydrata¢niho c¢inidla. Obvykle se
Vv prvnim kroku pouziva 30% nebo 50% roztok etanolu ¢i acetonu a pokracuje se za pouZiti
70%, 80%, 90%, 95% a nakonec 100% etanolu respektive acetonu. Dehydratace byva pro-
vadéna pii pokojové teploté a kazdy krok trva asi 10 az 15 minut. Aceton a etanol maji
tendenci extrahovat ze vzorku lipidy, coZz ma za nasledek smrsténi vzorku, ale oxid osmi-

¢ely vyuzivany v sekundarni fixaci nenasycené tuky stabilizuje [6; 8].

2.1.5 SuSeni

Po Gplném nahrazeni vody Vv procesu odvodnéni je nutné ze vzorku odstranit dehydrata¢ni
¢inidlo, k ¢emuz se vyuziva krok suSeni. SuSeni je mozné provadét rGznymi zpusoby,
z nichz kazdy ma jisté vyhody i nevyhody. Nej€astéji se pouziva suSeni na vzduchu, che-
mické suSeni a suSeni metodou kritického bodu. VysuSeny vzorek by mél byt minimélné
porusen, bez artefaktli zplisobenymi procesem suSeni. Poté, co je vzorek vysusen, nalepen
k drzaku vzorku, je pfipraven k pieneseni do vakuové komory v naprasovacim zafizeni

pro pokoveni a pro prohlizeni v SEM [3; 20; 21].
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2.1.5.1 SuSeni na viduchu

Prosté suseni na vzduchu je nejjednodussi metoda, mé ale mnoho nevyhod. Po vysuseni
na vzduchu dochazi k riznym deformacim zkoumaného objektu, napt. ke zkrouceni, zbor-
ceni struktury, praskani a smrsténi vzorku. Muze dojit k poruseni, zplosténi povrchu vzor-

ku kvili tlakovym silam povrchového napéti na rozhrani kapaliny a plynu [6].

2.1.5.2 Chemické suSeni

Pro suseni vzorku mohou byt pouzity i nékteré chemické latky, napt. hexametyldisilazan
(HDMS). HDMS ma nizké povrchové napéti a pii suseni rychle sublimuje. Vysledkem je
vV porovnani se suSenim na vzduchu dobfe fixovana struktura. Vyhodou této metody je,
Ze je v porovnani s metodou CPD (critical point drying, suseni ke kritickému bodu) rela-
tivné levna. Metoda CPD je ale ke vzorku Setrnéjsi a proto je stale vice vyuzivana. HDMS

je toxicka latka, se kterou se musi pracovat v chemické digestofi [6; 30].

2.1.5.3 Metoda suSeni ke kritickému bodu, CPD

Metoda suSeni pii kritickém bodu oxidu uhli¢itého je bézn¢ uzivana metoda k odstranéni
kapalné faze ze vzorku. Zabranuje poskozeni povrchu vzorku, které by zpusobila sila povr-
chového napéti pti odpafovani rozpoustédla na vzduchu. VysuSeni metodou kritického
bodu nasleduje po odvodnéni vzorku absolutnim etanolem ¢i acetonem, kdy se vzorek
zbavi dehydrata¢niho ¢inidla. V laboratornich podminkach se nejcastéji provadi pomoci
oxidu uhlicitého (COy) [3; 26; 36; 66], pouziva se také argon. SuSeni pii kritickém bodu je
zaloZeno na teorii, Ze pii uréité teploté (31 °C) a tlaku (7,39 MPa) v omezeném prostoru
prechazi CO, z kapalné faze do plynné. Kapalny CO; je pfiveden do komory se vzorkem,
ktera je chlazena a udrzovana pod tlakem. Poté, co je etanol ¢i aceton uplné nahrazen CO,,
prostiedi komory je pfevedeno do kritického bodu, tzn., Ze teplota se zvysi na cca 35 °C
a tlak na hodnotu kolem 8 MPa. Mezi dvéma fazemi dané latky zmizi rozhrani, ob¢ maji
Vv danou chvili stejnou mérnou hustotu i objem a povrchové napéti je nulové. Teplota se
udrzuje na kritickém bod¢, dokud se plynny CO, neodpaii z komory. Poté se tlak
V zafizeni vrati na atmosféricky a tim je proces kritického suseni u konce. Po vysuSeni by
m¢el byt vzorek Gplné suchy a nemél by obsahovat zadny etanol, pfipadné aceton, ani oxid

uhligity [20; 21; 36].
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2.1.6 Lepeni vzorku

Vysuseny vzorek je pfichycen na kovovy nosi¢ vétSinou pomoci vodivé oboustranné lepici
pasky nebo lepidla. Lepici médium by mélo byt tepelné stabilni, stabilni ve vakuu, elek-
tricky vodivé, nemélo by obsahovat vodu, nemélo by byt hygroskopické. Nosi¢ ani lepidlo
by neméli emitovat zpétn¢ odrazené elektrony. Je dulezité, aby byl vzorek K teréiku pfi-
chycen pevné kviili moznému naklonu pii samotném pozorovani. Pfi upeviiovani vzorku je
nesmirné dilezita jeho orientace. Vzorek se ptipeviuje tak, aby jeho zkoumana oblast byla

co nejlépe pozorovatelna [3; 6].

2.1.7 Pokovovani

Mnoho vzorka obsahuje nekovové oblasti, které se pii prohlizeni v SEM mohou nabijet.
Proto je nutné tyto vzorky pokovovat. Latka, kterou byva vzorek pokovovan, musi byt vo-
diva a také by neméla ve velké mife vytvaiet sekundarni nebo odrazené elektrony. U bio-
logickych materidld je vzorek vétSinou pokoven tenkou vrstvou kovu (pfiblizné
20 - 30 nm), napt. zlata, palladia. Pokovovani byva obvykle provadéno ve vysokém vakuu
magnetronovym naprasovanim. Tloustka nanesené vrstvy materialu je velmi dualezita. Sil-
n&jsi vrstva kovu zajisti vyssi signal a vice redukuje nabijeni, ale pokryje detaily a tim sni-

zuje rozliseni [8; 10; 11].

2.2 Priprava vzorku fyzikalnimi metodami

Z fyzikalnich postupli ptipravy vzorkii pro SEM se uplatiiuji pfedev§im mrazové metody.
Mikrovinné zatfeni se pouziva vétSinou jen k urychleni jednotlivych krokl pii ptipravé

chemickou cestou [3].

2.2.1 Fixace mikrovinnym zafenim

Diky vyuziti mikrovinného ohfevu lze zkratit dobu fixace chemickymi ¢inidly z hodin
na minuty, ¢i dokonce sekundy. Posili se konzervace struktury, 1épe se uchovaji tuky i roz-
pustné bilkoviny. Mikroviny jsou ve formé neionizujiciho zéfeni, které vzajemné plsobi
S bipolarnimi molekulami (napf. s vodou a polarnimi postrannimi fetézci proteintl) a zpi-
sobuji rotaci téchto molekul. Jak se molekuly rozpohybuji, rychlost difuze vSech molekul
Vv roztoku se zvysi. Mikrovinné zateni mé také vliv na zvySeni rychlosti reakci. Trenim

molekul vznika teplo, které vSak nema vliv na zrychleni fixace. Pfi fixaci mikrovinnym
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ohfevem nesmi byt vystaveni vzorku zareni delsi nez 30 az 60 s, teplota se musi udrzovat

pod 50 °C a musi se urcit spravné umisténi vzorku v mikrovinné troubé [8].

2.2.2 Mrazové metody, kryo-fixace

Jeden z problému chemické fixace pii pokojové teploté je ten, ze Cinidlo se nedostane
ke kazdé molekule soucasné a nemtize zafixovat vzorek v jeho pfirozené podob¢. Fixacni
a dehydrata¢ni cinidla také mohou extrahovat nestabilni slozky vzorku. Pfi pouziti
kryo-metod neni vzorek chemicky fixovan, ale je velmi rychle zmrazen v tekutém dusiku
ve vakuu (tzv. slush, ktery Ize v ¢eském jazyce piirovnat k ledové tiisti) a tak je struktura
vzorku fixovana téméf okamzité. Pokud by byly vzorky mrazeny pozvolna pii atmosféric-
kém tlaku, voda by vykrystalizovala a doslo by k denaturaci okolnich makromolekul. Jed-
nou z moznosti, jak tomuto predejit, je zmrazit vzorek tak rychle, ze se molekuly vody
pfestanou pohybovat diive, nez za¢nou tvofit vodikové mistky a krystalky ledu. Vysled-
kem tohoto procesu je amorfni led, tzv. vitrifikovany, skelny, ktery zistava
VvV neorganizovaném uspoiadani (jako by byl pofad v kapalné form¢) a nedochazi tak
k naruseni nativniho stavu bun¢k vzorku. Chladici médium by mélo mit dobrou tepelnou
vodivost a vysokou tepelnou kapacitu, mélo by byt viskozni pti nizkych teplotach, mit vy-
sokou hustotu a bezpeéné se pouzivat. Vétsiné pozadavki vyhovuje propan a etan,
které jsou avSak vysoce explozivni. Nejvice je vyuzivan kapalny dusik. Po rychlém zmra-
zeni ve vakuu pii méné nez - 140 °C v ledové tiisti dusiku je vzorek pfenesen do specialni
chlazené¢ komory vétSinou pfipojené k mikroskopu. Zde mulze byt vzorek udrzovan
pii teplotach kapalného dusiku, mize byt zlomen a pokoven piedtim, nez je vlozen do ko-
mory SEM pro prohlizeni. Obvykle se pied pokovenim zvysi teplota (na cca - 95 °C, dle
typu vzorku), aby vytvoreny led vysublimoval. V n¢kterych piipadech je nutné aplikovat
tzv. kryoprotektanty, a to zejména u vzorkil s vy$§im obsahem vody. Nejvice vyuZzivané
kryoprotektanty jsou dimetylsulfoxid, glycerol, etylenglykol, sachar6oza a dextran.
Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie ma Siroké vyuziti. Je vyuzivana pro tucné potra-
viny (Cokolada) a pro tuéné mrazené potraviny (zmrzlina), pro ruzné emulze

v kosmetickém a farmaceutickém priamyslu, v biologickych védach [3; 6; 7; 22; 37].

Po zmrazeni materidlu se miiZze provadét tzv. mrazové ldmani, které umozni odhaleni
vnitini struktury. Samotné lamani mtze byt provadéno ve specialnim zafizeni pfipojeném
ke skenovacimu elektronovému mikroskopu (napt. v nasem piipadé to bude kryoattache-

ment Alto 2500, Gatan). Mrazové lamani miaze byt pouzito i pii chemické fixaci.
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Poté, co je vzorek dehydrovéan absolutnim etanolem, je zmrazen v kapalném dusiku a zde
1 zlomen. Lom se ve zmrazeném materialu $ifi cestou co nejmensiho odporu. Po ldmani
muze nasledovat tzv. mrazové leptani. Tato metoda spocCiva v Castecné sublimaci ledu

za snizeného tlaku, ktera vede k lep§imu odhaleni struktur v lomu vzorku [2; 3; 6; 26].

2.3 Klady a zapory chemické a fyzikalni fixace

Mezi vyhody fixace chemickou cestou patii pfedev§im dlouha historie pouzivani. Metoda
je dobfe zavedena, ptiprava jednotlivych ¢inidel a posléze 1 vzorkl je relativné jednoducha,
pokud se pracuje s matrici, pro kterou jsou postupy dobie popsany. Se vzorky se snadno
manipuluje, dobfe se skladuji a pfemistuji. Mezi nevyhody lze zatadit v prvni fadé¢ to,
ze mize dochazet k modifikaci a naruseni jemné struktury pfipravovanych vzorkt a k ne-
vratnym chemickym zménam sloZzek vzorku. DalSimi nevyhodami je relativni financni
naro¢nost na pofizeni jednotlivych ¢inidel, nutnost jejich likvidace ve specidlnim rezimu,
nebot’ se povétSinou jedna o latky toxické. Jako nevyhoda se také miize povazovat nutnost

modifikace pfipravy jednotlivych matric [6; 26].

Kladnou vlastnosti pfipravy vzorkl fyzikalni cestou je, Ze se jednd o okamZity a rychly
proces, kdy vodné prostiedi vzorku ziistava nenaruSené, ultrastruktura i chemické slozeni
vzorku jsou zachovany. Nevyhodou je, ze vzorky by mély byt co nejmensi, aby byly co
nejrychleji zafixovany (,,zmrzly*) v celém svém objemu a nedochazelo k fixaci pouze
na povrchu vzorku, coz by se negativné projevilo pfi dal§i manipulaci se vzorkem, napfi-
klad v pribéhu lamani. U teplotné citlivych vzorkt miiZze nastat problém, kdy se nepovede

zabranit tvorb¢ krystalti ledu a tim dojde k naruseni struktury vzorku [6].

2.4 Vznik artefakti béhem pripravy a pozorovani vzorki

Artefakty jsou zmény v mikrostruktuie vzorku, které se tvoti v disledku nevhodné ptipra-
vy vzorku a pfi samotném pozorovani. Ve vétSing piipadu se artefakty tvoii béhem fixace,
odvodnéni, suseni pii kritickém bodu, mrazeni, lepeni na tercik, pokovovani a mikrosko-
pickém pozorovani. Vzorek zkoumané potraviny musi byt odebran z mista pod povrchem,
kde produkt neni vystaven pusobeni vnéjsich sil (tlaku, povrchovému napéti, vlivu obalu,
vyparovani apod.) Pii odbéru vzorkl jsou pouzivany ostré nastroje (skalpel, nozik, ziletka
a dalsi), které mohou porusit povrch odebiraného vzorku a narusit tak pfirozenou mikro-
strukturu studovaného materialu. V téchto ptipadech je vhodné pied pozorovanim vzorek

zlomit a podrobit zkoumani lomnou plochu. Pfi chemické fixaci se pro zafixovani proteinti
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vyuziva glutaraldehyd, pro tuky oxid osmicely. V tavenych syrech nejsou tukové kulicky
chranény membranami (béhem procesu taveni se vytvoii membrany proteinové) a proto se
béhem postfixace oxidem osmicelym stabilizuje pouze cast znich (ty, které obsahuji
nenasycené mastné kyseliny). Zbytek tuku je béhem odvodnéni a suseni pii kritickém bodu
extrahovan. Zbytky stabilizovaného tuku zlstavaji v prostorech, které byly vyplnéné tukem
fixaci v kryo-SEM jsou struktury porusSené rustem krystalti ledu v pribé¢hu mrazeni, kdy
dochazi k narusSeni proteinové matrice. Tento typ artefaktu vyvolavéd predev§im pomalé
mrazeni vzorku. Nastava, kdyz je vzorek pfilis velky, anebo je pouZito nevhodné chladici
médium. Pro dosazeni amorfniho ledu a zabranéni rtstu krystali musi byt rychlost chlaze-
ni vy$s§i nez 107 °C za sekundu. Pfi sublimaci ledu maze dojit k rekrystalizaci zmrzlé vod-
né faze, obzvlasté zvysi-li se teplota nad - 80 °C dfive, nez vysublimuje v§echen led. Tyto
artefakty jsou podobné poskozenim zpusobenym pomalym mrazenim vzorku. Pti odvod-
néni organickymi ¢inidly maze dojit ke vzniku artefakti kviili nedostate¢nému odstranéni
vody ze vzorku. Doba pusobeni dehydrata¢niho ¢inidla se odviji od velikosti vzorku, ob-
vykle je dostacujicich 10 minut. PiestoZe je metoda suSeni pfi kritickém bodu ke vzorkiim
velmi Setrna, muze i zde dochazet ke tvorbé uréitych artefaktii. Zejména u jemnych biolo-
gickych struktur dochazi k jejich smrstovani. VysuSeni na vzduchu neni, jak jiz bylo zmi-
néno vyse, doporu¢ovano kvilli moznému zborceni ptirozenych struktur vzorku ptisobenim
povrchového napéti. Nespravné uchyceni vzorku na ter¢ik pro pozorovani také miize vést
k poskozeni struktury. Pokud mezi vzorkem a podkladem neni dostateéna elektricka vodi-
vost, dojde k nabijeni a tvorbé artefaktti. Divodem muze byt nedostate¢né mnozstvi pouzi-
tého lepiciho média nebo jeho nevhodnd konzistence (viskozita). DalSim artefaktem mo-
hou byt otisky nastroji pouzivanych k manipulaci se vzorkem. Po ozafeni nevodivého
vzorku primarnim svazkem elektrontt mize dojit k jeho nabijeni. Pfi tomto procesu se vy-
tvafi artefakty, které jsou viditelné na obrazu jako svétlé nebo tmavé skvrny. Za jistych
okolnosti mohou dokonce zpét odrazet primarni elektrony a tak nedochazi ke spravnému
zobrazeni povrchu vzorku. Resenim tohoto problému je pokovovéani povrchu vzorku, které
samo o sob¢ také mlze prispet k tvorbe artefaktli nebo neredlnému zobrazeni zkoumaného
povrchu. Pfili§ slaba vrstva nemusi byt dostateCna pro zabranéni efekti nabijeni, naopak
piili§ silna vrstva kovu na povrchu znemoznuje sledovat nékteré detaily prohlizeného pre-
paratu. Kazdy skenovaci elektronovy mikroskop nabizi celou fadu podminek, pii kterych

je mozné sledovat pozorovany objekt. Mezi variabilni podminky se tadi urychlovaci
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napéti, pracovni vzdalenost, sklon stolku, proud paprsku, kontrast. Je obecné znamo, Ze se
zvySujicim se urychlovacim napétim se zvysuje rozliSeni. Vysoké urychlovaci napéti neni
nezbytné, pokud jsou pozorovany objekty pifi malém zvétSeni (méné jak 1 000 krat). Kine-
tickd energie elektronl se zvySujicim se napétim stoupa a tak se zvySuje riziko poruseni
vzorku proudem elektronti. U polymernich a organickych materialii se tvofi artefakty
Vv podobé puchyiktl a prasklin, které se na prvni pohled mohou zdat jako vzorku pfirozené,

ale pfi bliz§im pozorovani mohou byt rozpoznany jako chyby [10; 16; 26; 35].
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3 TAVENY SYR

Tavenym syrem lze dle vyhlaSky Ministerstva zeméd¢€lstvi ¢. 77/2003 Sb., kterou se stano-
vi pozadavky pro mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje, v platném
znéni nazvat syr, ktery byl tepelné upraven za ptidavku tavicich soli. Jedna se o produkt
vyrobeny misenim pfirodnich syrti v rizné fazi zrani s tavicimi solemi za vytvoreni jemné
a homogenni smési pomoci piisobeni tepla a mechanického naméhani. Mezi funk¢ni vlast-
nosti, kterymi se popisuji tavené syry, patéi tuhost, roztiratelnost, opétovna tavitelnost,
uvolnovani lipidové (olejové) faze pii mechanickém namahani. Druhy tavenych syra zahr-
nuji Sirokou Skalu od pevného a krajitelného produktu obvykle distribuovaného v blocich,
jako platkovy nebo strouhany syr, ke krémovym roztiratelnym produktim. Na trhu se Ize
setkat s tzv. analogy tavenych syri, pro jejichz vyrobu mohou byt pouzity i tuky a proteiny
nepochazejici z mléka ale vétSinou jsou rostlinného puvodu. Takové vyrobky pak neni

mozné dle legislativy nazyvat tavenymi ,,syry* [1; 25; 27; 31; 46].

3.1 Technologie vyroby tavenych syri

Vyrobni proces tavenych syrt zahrnuje vybér pfirodniho syra, vypocet mnozstvi jednotli-
vych surovin a slozek dle poZzadovanych vlastnosti, michdni surovin, mélnéni, ptidavek
tavicich soli, zahtev (tepelné zpracovani), homogenizaci a kone¢né baleni, chlazeni a skla-

dovani [48].

3.1.1 SlozZeni a prisady

Hlavni surovinou pro vyrobu taveného syra jsou ptirodni syry. Hraji dilezitou roli ve tvor-
bé struktury, reologickych a texturnich vlastnosti, které ovliviiuje predevsim obsah protei-
nd, obzvlasté intaktniho kaseinu. Dal§imi kritérii pro vybér syrt jako suroviny jsou chut
a vin¢, konzistence a kyselost. Pro vyrobu tavenych syrt je mozné na zéklad¢ pozadova-
nych vlastnosti findlniho produktu pouzit jeden ¢i vice druhti syr najednou a také smichat
syry v riznych fazich zrani. Mezi dal§i mlécné suroviny pouzivané k vyrobé tavenych syrt
patii mlécny tuk (bezvody mlécny tuk, maslo, smetana), mlé¢né proteiny (kaseiny, kasei-
naty, syrovatkové bilkoviny), které ovliviiuji stabilitu, senzorické vlastnosti a strukturu,
a laktoza (susend syrovatka). Do tavenych syrt je také mozné ptidavat fadu ,,nemlénych*
surovin, naptiklad kofeni pro Gpravu barvy a chuti, jedlou stl, aromata, gumy pro potravi-

vvvvvv

pro vyrobu tavenych syru jsou tavici soli. Obecné se jedna o soli, které obsahuji
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monovalentni kationty (Na*) a polyvalentni anionty (fosfore¢nany, citronany). Nejpouzi-
vangjsi tavici soli jsou citronany sodné, hydrogenfosfore¢nany sodné, polyfosfore¢nany
sodné. Tavici soli jsou piidavany v mnozstvi od 1 do 3 g na 100 g vyrobku obvykle
V zavislosti na obsahu proteinti a pozadovanych vlastnosti finalniho vyrobku. Soli jsou
pouzivany kviili prevenci oddélovani tuku a vody béhem vyroby a chlazeni. Zvysuji hydra-
taci proteinu a emulgaci volného tuku. Molekuly tavicich soli nemaji amfifilni charakter
a proto je nelze nazvat emulgatory. Jedna se v podstaté o emulgac¢ni ¢inidla, ktera premé-
nuji nerozpustny parakaseinat vapenaty na rozpustnéj$i parakaseinat sodny. Parakaseinat
sodny béhem zahievu a michani emulguje rozptylené tukové kuli¢ky a piispiva tak k vy-
tvofeni stabilni emulze typu olej ve vod¢. Tavici soli zajisti iontovou vyménu vapenatych
iontii (Ca?*) proteinové (kaseinové) matrice za ionty sodné (Na®), zajistuji hydrataci
a bobtnani proteinli, emulgaci tukt a stabilizaci emulze, upravuji a stabilizuji hodnotu pH.
Tyto procesy vedou k ziskani jemné a homogenni struktury taveného syra. Schéma puso-
beni je znazornéno na Obr. €. 9. Do surovinové skladby pti vyrob¢ tavenych syrii mize byt

pouzit i tzv. rework neboli krém, coZ je smés jiz utaveného syra [1; 27; 28; 52; 63].
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Obr. ¢. 9 Chemické reakce tavicich soli a proteinii béhem vyroby tavenych sy-

rit (A-anion fosforecnanu, polyfosforecnanu, citronanu apod.) [33].

3.1.2 Mélnéni surovin

Po vybéru surovin dle Zadoucich vlastnosti konecného vyrobku a poté, co pfirodni syry
projdou kontrolou kvality, jsou pro rozmélnéni syra na mensi kousky pouzita rizna mleci
zatizeni. Mletim suroviny se zvétSuje povrch ¢astic, ¢imz se zlep$uji podminky pro in-

terakci se surovinami a vodou a také se zvySuje efektivita zahtivani a taveni, které poté
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pusobi ve hmot¢ stejnomérné. Tato operace muze byt provadéna nékolika zpisoby. Roz-
mélnény piirodni syr je michan samostatné nebo v kombinaci s dalSimi slozkami
(maslo, suSené mléko, suSena syrovatka), mize byt také michan s vodou a dalSimi ingredi-
encemi nebo i s tavicimi solemi. Poslednim krokem piipravy smési pro taveni je ptidavek
tavicich soli. Takto pfipravena smés je obvykle piimo davkovana do taviciho zafizeni [1;
32].

3.1.3 Taveni

Tavici proces zahrnuje tepelné zpracovani piedem piipravené smési pomoci piimého nebo
nepiimého ohfevu. Pro zpracovani taveniny existuje mnoho tavicich zatfizeni liSicich se
konstrukei a provoznimi podminkami. Pfi diskontinudlnim zpracovani je smes vSech suro-
vin davkovana do taviciho kotle. Tavici kotle jsou dvouplastové a konstruované pro vyvoj
mirného podtlaku uvnitf kotle. Produkt je neustidle michan rychlosti stovek az tisict otacek
za minutu. Smés je zahfivana parou diky dvouplastovému sestrojeni kotle nebo mize byt
okamzité ohtatd pfimym vstiikem pary. Pfi diskontinudlnim taveni se dosahuje teploty
71 - 110 °C po dobu pasobeni 4 - 15 minut, pfi¢emz v dne$ni dobé se vyuziva obvykle
zahtevu v rozmezi 90 - 105 °C. Pti taveni dochazi (vzhledem k pH hmoty) k pasteraci pro-
duktu. Pfi kontinudlnim oSetfeni je smés tepelné oSetiena pii teplotaich 130 - 145 °C
po dobu 2 - 3 svsoustavé ocelovych trubek. Kontinualni proces taveni syri ale neni

v Ceské republice prozatim pfili§ vyuzivan [1; 32; 52].

3.1.4 Baleni

Vysledny produkt se do obalu plni za horka (obvykle pfi teplotach nad 65 - 70 °C). Taveny
syr je obvykle baleny v laminované folii, tubach, kelimcich, krabickach, plastovych oba-

lech a pfilezitostné i ve sklenénych obalech [32].

3.1.5 Chlazeni a skladovani

Po nadavkovani horkého taveného syra a zabaleni nésleduje chlazeni. Zptsob a intenzita
chlazeni zavisi na typu taveného syra. Tavené syry v blocich jsou chlazeny pomalu, rozti-
ratelné produkty jsou chlazeny rychle, Sokove€. Zabalené vyrobky jsou chlazeny
Vv chladicich tunelech, kde jsou nechany po dobu 30 az 60 min a chlazeny na teplotu
25 az 35 °C. Pokud nejsou k dispozici chladici tunely, jsou vyrobky ulozeny v chladnych
mistnostech. Taveny syr maze byt také uzen. Zabaleny hotovy produkt by mél byt sklado-
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van a uvadén do ob¢hu dle vyhlasky Ministerstva zeméd¢lstvi ¢. 77/2003 Sh., v platném
znéni pii teplotach od 4 do 8 °C [32; 34; 46].

3.2 Struktura tavenych syru

Taveny syr je komplexni systém sestavajici z proteind, tuku, soli, vody a dalSich slozek.
Je tvoren kontinudlni proteinovou siti, ve které jsou dispergovany tukové kulicky. Je moz-
né ho definovat, jak je jiz uvedeno vyse, jako stabilni emulzi typu olej ve vod¢. Jeho vlast-
nosti zavisi na jeho sloZeni a povaze (napf. staii) pouZitého ptirodniho syra jako vychozi
suroviny, na pH hmoty, na druhu a mnozstvi tavicich soli, na vyrobnim procesu, podmin-
kach skladovani. Textura taveného syra souvisi s jeho slozenim, organizaci jednotlivych
slozek ve struktufe (mikrostruktura), fyzikalné-chemickych vlastnostech slozek a na mak-
rostrukture, kterd ovliviiuje konzistenci, krémovitost a roztiratelnost vyrobku. Béhem zpra-
covani se méni vlastnosti pfirodniho syra a vysledkem je vyvinuti nové mikrostruktury
s charakteristickymi rysy [52]. Pfirodni syr je vyroben sladkym srazenim kaseind v mléce
pomoci syfidla (enzymu) za vzniku gelu, jehoz dal$im zpracovanim se ziskavaji syrova
zrna, ktera se tlakem slisuji do kompaktni hmoty. V misté kontaktu jednotlivych zrn vzni-
kaji spoje, jeZ jsou v mikroskopu viditelné (viz Obr. ¢. 10, [47]) [1; 25; 33; 49; 52].

Obr. ¢. 10 Struktura prirodniho syra zobrazend pomoci SEM. Tmavy

pdas oznacen Sipkou je spoj mezi syrovymi zrny [47].
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Vlivem tepelného osetieni a mechanického naméahani béhem vyroby taveného syra se sy-
rova zrna rozpadaji a rozhrani mezi nimi zanikd, dochédzi k hydrataci a dispergaci sité
Z parakaseinatu vapenatého. Dochazi také k odd¢leni tuku od proteind, membrany tuko-
vych kuli¢ek se rozpadaji. Pusobenim tavicich soli, vysoké teploty a intenzivniho michani
se z relativné nerozpustnych proteind v pfirodnim syru stanou proteiny rozpustné a vznikne

homogenni a jemna struktura taveného syra [60].

Pfi vyrobé tavenych syri se pivodni membrany tukovych kuli¢ek mohou rozpadat, ptipad-
né je pouzita surovina, kde jiz tuk membrany nema (naptiklad maslo ¢i bezvody mlécny
tuk). Na povrchu kuli¢ek se vytvoii membrany nové slozené z proteint syra - parakaseina-
ti. Parakaseinaty na povrchu tukovych kulicek jsou pripojeny k proteinové matrici a vytva-
i1 se tak kontinudlni gelova sit’. Tukové kapénky maji kulovity tvar, jejich velikost se po-
hybuje mezi 1 a 10 um a jsou ukotveny ve spojité proteinové matrici. Primérna velikost
tukovych kulicek je velmi riznorod4, zavisi na typu a koncentraci tavicich soli, stejné tak
1 na zpusobu zpracovani. Taveny syr, jenzZ obsahuje vétsi tukové kulicky ma jemnéjsi
a m&kéi konzistenci, v porovnani se syrem s malymi tukovymi kuli¢kami. Tuk a paraka-
seinat jsou v taveném syru rozptyleny vice homogennég, neZ v syru ptirodnim a tukové ku-
licky podstatné méné splyvaji a jsou mensi [52; 60]. Na mikrostrukturu tavenych syrti ma
vliv také stupen zrani pouzitého piirodniho syra. V mladych syrech s nizkym stupném pro-
teolyzy se vyskytuji téméf nezménéné kaseiny, které se vyznacuji vysokou emulzifikaéni
kapacitou. Syry s intenzivni proteolyzou jsou charakteristické rozpadem kaseinti, zmense-
nim délky jednotlivych kaseinovych jednotek, coz ma za nasledek mékei a jemné;jsi vyrob-
Ky [48]. Béhem vyroby taveného syra se do dila pridava voda k rozpusténi tavicich soli,
K hydrataci proteini a také kvuli upravé nékterych vlastnosti vysledného produktu
(jemnost, roztiratelnost, mékkost, tavitelnost). V mnoha studiich bylo zpozorovano,
Ze Se snizujicim se obsahem vody se zmenSuje velikost tukovych kulicek a jejich pocet se
zvysuje. Snizovani velikosti kuli¢ek (zvySovani sty¢né plochy) je vysvétleno pouzitim in-
tenzivnéj$itho smykového namahani, které je nezbytné pii vyrobé& syrti S nizkym obsahem
vody [60]. Mikrostruktura je ovlivnéna podminkami pti vyrobé, predevsim teplotou a do-
bou taveni. Béhem zahtivani na teplotu 70 - 75 °C se ziskava homogenni jemna hmota.
Proces krémovani, ktery vede ke zméné viskozity, zacina pfi teploté¢ 80 - 90 °C. B&hem
chlazeni dochazi k interakcim mezi proteiny, vytvari se sitovita struktura a zvySuje se vis-
kozita (pokracuje proces krémovani) [48; 64]. Na zacatku procesu taveni jsou proteiny

ve formé jednotlivych Eastic, a jak tavici proces pokracuje, proteiny za¢nou tvotit kom-
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paktni sitovitou strukturu. S prodluzujici se dobou zpracovani se snizuje velikost tukovych
kuli¢ek, tavenina se stava pevnéjsi a elastictéjsi [52]. Pokud taveni trva piili§ dlouho, do-
chazi

ke zhrouceni sitovité struktury proteind, coz se projevi snizenim viskozity, tzv. prekrémo-
vanim [60]. ZvySovani teploty béhem vyroby vede ke zmenSovani tukovych kulicek
a vysledny produkt je tuzsi a visk6znéjsi. Rychlost ota¢ek michadla pii zpracovani ma také
vliv na strukturu a texturu taveného syra. Se zvySujici se rychlosti otacek se zvysuje také
viskozita a pevnost taveného syra. Pti pouziti vysokych otacek (1050 otacek za minutu) se
v mikrostruktufe taven¢ho syra vytvoii velké mnozstvi malych tukovych kulicek, které
JSOu Vv porovnani s tavenym syrem vyrobenym pii nizkych otackach (450 otacek za minu-
tu) distribuovany vice homogenné [52]. Béhem chlazeni tavenych syrt dochazi k reakcim
mezi dispergovanymi proteiny, v€etné proteinii tvoticich obaly tukovych kulic¢ek, a vznika
tak rozvétvena, sitovita struktura, ve které jsou rozptyleny emulgované tukové kulicky
[64]. Hodnota pH ma také podstatny vliv na reologii, texturu a mikrostrukturu tavenych
syru, jelikoz ovliviiuje interakce mezi proteiny, hydrataci kaseinti a funkci tavicich soli.
Nizké pH ma obvykle za nasledek suchy, pevny a zrnity taveny syr se sklony k oddélovani
tuku. Pti vysokych hodnotach pH (pH > 6) byva taveny syr velmi mékky, vlhky az tekouci.
Se zvySovanim pH se celistvost proteinové matrice zhorSuje a vede ke sniZovani interakci
mezi proteiny a proteinova sit’ se oslabuje [65]. V blokovych, krajitelnych tavenych syrech
jsou proteinova vlakna del$i (délka az 10 um a §itka 20 nm) a mezi vlakny existuje mno-
hem vice vazeb nez v roztiratelnych tavenych syrech, kde je matrice tvofena parakaseino-
vymi agregaty (podlouhlé ¢astice s primérem 25 nm), které jsou vice dispergovany a tvofi
pievazné samotné Castice [47]. Krystaly tavicich soli se béhem procesu zpracovani roz-
pousti, ale mohou se vyskytnout nerozpusténé zbytky v podob¢ jehlic (viz Obr. ¢. 11), kte-
ré mohou byt ve vysledném produktu viditelné. V pritbéhu taveni se mohou tvofit i neroz-
pustné vapenaté soli fosfore¢nant, které se objevuji v podobé kulovitych krystald [25].
Ke tvorbé krystalt pfispivd nadbytek tavicich soli nebo laktdzy, vysoky obsah vapniku
Vv ptirodnim syru, vysoka hodnota pH a také pfilis dlouha doba skladovani [1; 25; 33; 52].
Mikrostruktura taveného syra zobrazena skenovaci elektronovou mikroskopii je znazorne-
na na Obr. €. 11. Na snimku jsou viditelné tukové kuli¢ky (znacené hvézdickou), otisky
krystalti tavicich soli (zna¢ené malou Sipkou) a otisky krystali fosforecnanu vapenatého

(znacené velkou Sipkou) [25].
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Obr. ¢. 11 Struktura taveného syra zobrazena pomoci SEM [25].
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. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat pfipravu vzorkl tavenych syrt pro skenovaci
elektronovou mikroskopii. Pro dosazeni tohoto zékladniho cile byly stanoveny nasledujici
dil¢i cile:
- Vramci teoretické ¢asti zpracovat literarni reSerSi o daném tématu,
- pfipravit vzorky tavenych syri chemickou a fyzikalni cestou s liSicimi se parametry
piipravy,
- prohlédnout pfipravené vzorky elektronovou skenovaci mikroskopit,
- popsat odlisnosti v jednotlivych metodach ptipravy a vliv liSicich se parametri
na strukturu vzorka tavenych syri,
- provést dynamickou oscilaéni reometrii a porovnat jeji zavéry s vysledky mikro-

struktury tavenych syru.

Nakonec byly charakterizovany silné a slabé stranky jednotlivych zptsobt pfipravy

a mozny vznik artefaktl, ktery mohl nastat béhem piipravy a prohlizeni vzorkd.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Experiment

V prvni ¢asti experimentu bylo pracovano na optimalizaci chemické fixace. Pro chemickou
fixaci této ¢asti experimentu byly vyrobeny vzorky na Ustavu technologie potravin Fakulty
technologické Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢ na zafizeni Vorwerk Thermomix TM 31
(Vorwerk, Germany) se 40 % (w/w) susiny a 40, 50 a 60 % (w/w) tuku v susiné¢ (TVS).
Tento typ zafizeni pracuje s ohfevem prostfednictvim trnli ve spodni ¢asti (dnu) nadoby.
Pti vyrobé byly jednotlivé suroviny (pfirodni syr, maslo, voda, tavici soli) navaZeny a na-
davkovany do taviciho zatizeni. Nejprve byl vlozen ptirodni syr, ke kterému se po 1 minu-
té rozmélnéni pii 5 000 otackach za minutu piidaly ostatni ingredience. Vlastni tavici pro-
ces probihal do teploty 90 °C s vydrzi jedné minuty. Poté byla tavenina nadavkovana
do plastovych vanicek, které byly uzavieny vickem, zchlazeny na teplotu 6 + 2 °C
a pti této udrzovany. Po 14 dnech skladovani pfi zminéné teploté byly z modelovych tave-
nych syrd odebrany vzorky pro elektronovou mikroskopii a byly podrobeny chemické fi-
xaci a naslednému pozorovani v mikroskopu Phenom pro G2 (Phenom World, Nether-
lands) na Ustavu fyziky a materialového inZenyrstvi Univerzity Tomase Bati ve Zling.

V pribéhu prvni faze experimentu byly optimalizovany jednotlivé kroky fixace a vysuseni.

V druhé ¢asti experimentu byly vzorky modelovych tavenych syri vyrabény shodné s prv-
ni ¢asti experimentu na zafizeni Vorwerk Thermomix TM 31 se 40 % (w/w) suSiny
a 40, 50 a 60 % (w/w) TVS. Po 14 dnech skladovani pii 6 + 2 °C byly vzorky podrobeny
chemické fixaci a pozorovany v mikroskopu Vega Il LMU (Tescan, Czech Republic)

v Centru polymernich systémil Univerzity TomaSe Bati ve Zlin¢.

Ve treti ¢asti experimentu byly vzorky tavenych syrt s obsahem 25 a 45 % (w/w) suSiny
a 40 a 50 % (w/w) TVS (pro kazdy obsah susiny oba obsahy TVS) vyrabény opét na Usta-
vu technologie potravin Fakulty technologické Univerzity TomaSe Bati ve Zlin€. Tentokrat
na zafizeni Stephan UMC 5 (Stephan MachineryGmbH, Hameln, Germany) s plastovym
ohfevem a za mirného podtlaku (tlak <40 kPa). Po navaZeni a rozmélnéni pfirodniho syra
byly do taviciho zatizeni nadavkovany zbyvajici suroviny (maslo, voda, tavici soli). Tavici
zafizeni bylo uzavieno a tavici proces probihal do teploty 86 °C s vydrzi jedné minuty.
Poté byla horka tavenina nalita do vanicek, uzaviena, vychlazena a skladovana pii 6 + 2 °C
po dobu 14 dni do provedeni chemické analyzy (stanoveni obsahu suSiny a méteni pH),

méieni reologickych vlastnosti a odbéru vzorki pro elektronovou mikroskopii, kterd byla
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provadéna na pracovisti Laboratofe elektronové mikroskopie Parazitologického tstavu pod
Biologickym centrem AV CR v Ceskych Bud&jovicich, kde byla provadéna klasicka ske-
novaci elektronova mikroskopie a kryo-skenovaci elektronova mikroskopie pomoci mikro-

skopu Jeol JSM-7401F (Jeol, UK).

Pti ptipravé vSech typt vzorkli modelovych tavenych syrii (z hlediska obsahu susiny a tuku
Vv susin€) chemickou cestou se ménily parametry fixace, odvodiiovani a suSeni. Pomoci
skalpelu nebo jiného vhodného laboratorniho naradi byl z taveného syra odebran vzorek
velikosti cca 5 mm x 2 mm x 2 mm. Bylo dilezité vzorek odebrat z vnitini ¢asti hmoty
syra, nikoliv z povrchu, kde miize byt struktura narusena pusobenim vzduchu apod.
Viechny vzorky byly fixovany v 3% (v/v) roztoku glutaraldehydu v 0,2 mol-I" kakodyla-
novém pufru (ptipraven z 25% (v/vV) vodného roztoku glutaraldehydu (Sigma-Aldrich,
USA) a 0,2 mol-I"* vodného roztoku kakodylanu (Sigma-Aldrich, USA) s upravenym pH
na hodnotu 5,8 odpovidajici pH modelovych vzorkl) nejprve po dobu 24 hodin [6; 70],
pozdé&ji jiz jen po dobu 16 hodin, jez byla pro fixaci vyhodnocena jako dostacujici. pH bylo
u kakodylanového pufru upravovano pomoci 0,1 mol-I"* HCI. Po uplynuti doby primarni
fixace se od vzorku odstranil roztok glutaraldehydu a vzorek byl promyt 0,2 mol-I™ kako-
dylanovym pufrem o pH 5,8 tfikrat po 15 minutach. Nasledné byly vzorky postfixovany
v 2% (w/w) roztoku oxidu osmicelého (Sigma-Aldrich, USA) v kakodylanovém pufru, ¢ast
vzorkd po dobu 4 hodin [69] (A.1., znaceni v zavorkach je shrnuto a schematicky uvedeno
dale v metodice), zbytek 24 hodin [68] (A.2.). Po postfixaci tuku oxidem osmicelym byly
vzorky opét promyty pufrem 3 krat po 15 minutach. Promyté fixované vzorky byly odvod-
nény pomoci roztoki etanolu (BC-Chemservis, Czech Republic) se zvySujici se koncentra-
ci 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% (v/v). V kazdém roztoku byl vzorek ponechan
15 minut. Vzorky ze 100% (v/v) etanolu byly zlomeny v tekutém dusiku. Polovina z téchto
vzorkd byla po odvodnéni vloZena na 15 minut do chloroformu (A.1.2., A.2.2.). VSechny
vzorky se po odvodnéni a po vymyti tuku chloroformem podrobily vysuSeni v pfistroji
pro suseni pfi kritickém bodu. Jelikoz pfi pfipravé vzorkd A.2. doSlo k poruse pfistroje
CPD (CPD2, Pelco, California), byla ¢ast téchto vzorka ponechana a vysusena na vzduchu
(A.2.1.2.), ¢ast byla po dobu tii hodin do doby opravy piistroje CPD ve 100% (v/v) etanolu
a poté vysuSena pomoci metody kritického bodu oxidu uhli¢itého (A.2.1.1., A.2.2.1.).
Z divodu zjisténi, zda by bylo mozné uchovat vzorky ptes noc v 70% (v/v) roztoku etano-
lu, aniz by doslo k jejich poskozeni, byla ¢ast vzorki fixovanych po dobu 4 hodin

V roztoku oxidu osmicelého pii odvodiovani ponechana 17 hodin v 70% (v/v) roztoku
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etanolu (A.1.1.2. a A.1.2.2.). Poté bylo dokonceno odvodnéni koncentra¢ni fadou etanolu
az do 100% (v/v), u ¢asti z téchto vzorkl byl aplikovan chloroform a vsechny vzorky byly
vysuseny V zafizeni CPD. Vzorky pfipravené chemickou metodou byly pokoveny zlatem
v pokovovaéce (Sputter Coater SCD 050, Bal-tec, Liechtenstein). Doba pokoveni byla
98 s, coz odpovida tloust'ce vrstvy cca 20 nm. Piehledny popis zptisobu ptipravy jednotli-

vych vzorkl a ménicich se parametrt pfipravy je znadzornén v nasledujicim schématu.
A. Chemicka fixace:
Vsechny vzorky byly fixovany v 3% (v/v) roztoku GA po dobu 16 hodin

A.1. Postfixace v 2% (v/v) OsO,4 po dobu 4 hodin
A.1.1. Chloroform po odvodnéni a zlomeni vzorkll neaplikovan
A.111.1. Po odvodnéni ihned vysuseny v CPD
A.111.2. Ponechiny po dobu 17 hodin v 70% (v/v) etanolu, poté odvodnény
a vysuseny v CPD
A.1.2. Vzorky po odvodnéni a zlomeni 15 minut v chloroformu
A.1.2.1. Po odvodnéni (a aplikaci chloroformu) ihned vysuseny v CPD
A.1.2.2. Ponechany po dobu 17 hodin v 70% (v/v) etanolu, poté odvodnény
a vysuSeny v CPD
A.2. Postfixace v 2% (v/v) OsO,4 po dobu 24 hodin
A.2.1. Chloroform po odvodnéni a zlomeni vzorkl neaplikovan
A.2.1.1. Vzorky 3 hodiny ve 100% (v/v) etanolu, poté vysuseny v CPD
A.2.1.2. Vzorky po odvodnéni ponechany k vysuSeni volné na vzduchu
A.2.2. Vzorky po odvodnéni a zlomeni 15 minut v chloroformu

A.2.2.1. Vzorky 3 hodiny ve 100% (v/v) etanolu, poté vysuseny v CPD

U pfipravy fyzikalni cestou se u jednotlivych vzorkd ménily parametry sublimace a poko-
veni. Jednotlivé vzorky modelovych tavenych syrt byly odebrany z baleni podobné jako
pii chemické fixaci a naneseny na specialni drzak pro zmrazeni vzorki. Drzak se vzorky
byl ptenesen do zafizeni Alto Cryo 2500 (Gatan, UK), kde byly vzorky fixovany mrazem
ponofenim do ledové tfisté vytvorené z kapalného dusiku. Poté byl vzorek prenesen a vlo-
zen do ptipravné kryo-komory, ptipojené k elektronovému mikroskopu Jeol JSM-7401F,
kde je udrzovano vysoké vakuum a nizka teplota (- 135 °C). Zde byl vzorek zlomen pomo-

ci pripojeného skalpelu. VSechny vzorky modelovych tavenych syrti byly pfipraveny
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bez sublimace (B.1., schéma pfiprav je uvedeno dale v textu) a bez pokoveni (B.1.1.)
a posléze byly odebrany nové vzorky stejnych modelovych tavenych syrt, které rovnéz
nebyly sublimovany, ale byly pokoveny (B.1.2.) kombinaci kovii paladia a platiny piimo
Vv zafizeni Alto Cryo 2500 a poté prohlizeny v mikroskopu pii - 135 °C. Dalsi vzorky vy-
robenych tavenych syri byly podrobeny sublimaci. Sublimace byla nastavena
na teplotu - 98 °C (B.2.), kdy po jejim dosazeni nasledoval opétny pokles na - 135 °C. Dal-
§i sublimace byla provedena pfi - 95 °C po dobu 3 minut (B.3.). Poté byla teplota vzorku
opét snizena na prohlizeci teplotu - 135 °C. V obou piipadech sublimace byly vzorky po-
koveny palladiem a platinou. Ptehled jednotlivych piiprav vzorkd pro kryo-elektronovou

mikroskopii je pfehledné uveden v nasledujicim schématu.

B. Fyzikalni fixace:
B.1.Bez sublimace
B.1.1. Nepokovené
B.1.2. Pokovené paladiem/platinou
B.2. Sublimované mzikové pii - 98 °C a ihned zpét na - 135 °C, pokovené paladiem/
platinou

B.3. Sublimované pfti - 95 °C po dobu 3 minut, pokovené paladiem/ platinou

5.2 Chemicka analyza tavenych syri

Vsechny vyrobené modelové vzorky tavenych syri byly po 14 dnech skladovani pfi teploté
6 + 2 °C podrobeny chemické analyze. Byl stanovovan obsah celkové susiny tavenych syra
a jejich hodnoty pH. Obsah celkové susiny do konstantni hmotnosti byl stanoven dle CSN
ISO 5534 [51].

Hodnoty pH tavenych syri byly méfeny vpichovym pH metrem (pHSpear, Eutech instru-
ments, Oakton, Malaysia) pii pokojové teploté. U kazdého vzorku taveného syru bylo me-
feno pH Sestkrat a vysledek byl uveden jako aritmeticky pramér se smérodatnou odchyl-

kou.
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5.3 Reologické méreni

Viskoelastické vlastnosti tavenych syrt byly stanovovany dynamickou oscila¢ni reometrii.
Viskoelastické vlastnosti vyrobkt byly charakterizovany pomoci rota¢niho viskozimetru
HAAKE RheoStress 1 (Thermo Scientific, Czech Republic) v geometrii deska-deska
(pramér desky 35 mm, $térbina 1 mm). Vzorky byly méfeny pfi teploté 20,0 + 0,1 °C. M¢-
feni bylo provadéno v oscilacnim rezimu V oblasti linearni viskoelasticity (amplituda smy-
kového napéti 20 Pa). Elasticky modul pruznosti G” a ztratovy modul pruznosti G byly
vyhodnocovany v rozsahu frekvenci 0,01 az 100,0 Hz. Kazdy vzorek byl méfen nejméné
Ctyrikrat.

Sledované vlivy na texturu tavenych syri byly vyhodnocovéany také pomoci komplexniho

modulu pruznosti G* vypoéteného podle vzorce [53; 54]:

G*=-/(G') +(G") (2)

Pro popis zmén v texturnich vlastnostech potravin je rovnéz vyuZivan tzv. Winteritv model

kritického gelu, ktery byva formulovan nasledujicim zptisobem [55; 56]:
G*(0) = A’ 3)

ptficemz ,,Ac“ je definovano jako pevnost gelu a ,,z* vyjadiuje pocet strukturnich jednotek
vzajemné interagujicich v trojrozmérné matrici (anglicky ,, interaction factor*). Hodnoty
Ar a z byly ziskany pomoci metody nejmensich &tverci v programu Microsoft® Office
Excel (Microsoft Corporation, USA). Vysledky byly statisticky srovnany Wilcoxonovym

testem na hladiné vyznamnosti o = 0,05 [57].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky prvni ¢asti experimentu

V prvni ¢asti experimentu byly modelové vzorky tavenych syrt pfipravovany pouze che-
mickou cestou, zakladni postup chemické fixace byl zvolen dle Kalaba [68]. V této Casti
bylo cilem zjistit, zda doslo k dostatecnému vysuSeni vzorku. Byl tedy optimalizovan po-
stup suSeni ke kritickému bodu na pfistroji Leica EM CPD300 (Leica Mikrosysteme
GmbH, Austria) na Ustavu technologie potravin Fakulty technologické Univerzity Tomase
Bati ve Zlin¢. Zkoumany byly vlivy jednotlivych parametrt pfistroje, pfedevsim rychlosti
vymény média v komote pfistroje a pocet cykll pro fadné nahrazeni organického rozpous-
tédla (alkoholu) kapalnym CO,. Na zakladé pozorovani v mikroskopu typu
Phenom pro G2 (stolni rastrovaci elektronovy mikroskop, jehoz vyhodou je snadna obslu-
ha v kombinaci s rychlosti prohlizeni vzorkl) se dalo fici, Ze vzorky piipravené chemickou
cestou byly vysuSeny dostateéné a bylo tedy mozno pfistoupit k prohlizeni preparath
v mikroskopech, které pracuji za vysokého vakua a vyzaduji dokonale vysusené vzorky,
nebot’ v piipadé prohlizeni vlhkych vzorkd by mohlo dojit k poskozeni mikroskopu.
V tomto typu mikroskopu byly vzorky pozorovany pii maximalnim zvétSeni 5 000 krat
(zvétseni tohoto mikroskopu dosahuje 100 000 krat), coz by teoreticky pro vyhodnoceni
zakladni mikrostruktury tavenych syri bylo dostacujici, nicméné vzhledem k rozliSeni
17 nm, které tento mikroskop umoznuje, nebylo mozno pozorovat né¢které detaily [39].
Ptestoze tento mikroskop poskytuje moznost pouziti urychlovaciho napéti 5, 10 a 15 kV,
byly vzorky pozorovany pouze pii 5 kV a 10 kV. Vyssi napéti (15 kV), které mikroskop
Phenom pro G2 umoznuje, nebylo v nasi praci vyuzivano, jelikoz pfi vyS$§Sim napéti by
dochazelo k poskozeni pozorovaného vzorku nabijenim a naslednym roztékanim jeho
struktury [35]. Je ovSem potieba poznamenat, Ze prohlizené vzorky nebyly pokovené.
Z vysledki prvni €asti experimentu vyplynulo, Ze vzorky byly dostate¢né¢ odvodnéné
a vysusené a bylo mozno pokracovat ve studiu mikrostruktury s vyuzitim jiného typu mik-
roskopu, ktery by poskytoval vyssi rozliSeni 1 zvétSeni. Ukazka snimku pofizeného v tomto
mikroskopu pti zvétSeni 1 000 krat za pouziti detektoru zpétné odrazenych elektronti je

zobrazena na Obr. ¢. 12.
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Obr. ¢. 12 Snimek chemicky fixovaného modelového vzorku
taveného syra se 40 % (W/w) susinou a 60 % (wiw) TVS

z mikroskopu typu Phenom pro G2, zvétseni 1 000 krat.

6.2 Vysledky druhé ¢asti experimentu

V druhé ¢asti experimentu se pracovalo na skenovacim elektronovém mikroskopu Vega Il
LMU, ktery je umistén v Centru polymernich systémt Univerzity Tomase Bati ve Zling.
Tento mikroskop teoreticky poskytuje zvétSeni az 1 000 000 krat, rozliSeni az 2,5 nm, pra-
cuje s urychlovacim napétim v rozmezi hodnot 3 - 30 kV [40; 50]. Ptes vySe uvedené pa-
rametry pfistroje (poskytujici vétSi zvétSeni 1 rozliSeni, nez diive pouzity mikroskop
Phenom pro G2) se nepodatilo na tomto typu mikroskopu ziskat kvalitni snimky. VVzorky
v tomto mikroskopu nebyly stabilni, a i pfes pokoveni dochazelo pii rastrovani vzorku
svazkem elektroni k rozsahlym nabijecim efektim a roztékani vzorku. Pro snizeni nabije-
cich efektd by bylo potieba snizit urychlovaci napéti, coz s sebou nese negativum v podobé
niz8i rozliSovaci schopnosti. Se zvySujicim se urychlovacim napétim a prohlizeci vzdale-
nosti totiz roste rozliSovaci schopnost mikroskopu [6]. Maximalni zvétSeni pti prohlizeni
bylo 10 000 krat, coz by v ptipad¢ kvalitnich mikrofotografii bylo dostacujici. AvSak kvuli

vyse zminénym skuteCnostem nebyly mikrofotografie pii tomto zvétSeni pouzitelné
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pro publikaci. Snimky byly ziskavany pfi pouziti detektoru odrazenych elektrond a také
v rezimu zachycovani signalu sekundarnich elektront. Snimek potizeny mikroskopem
Vega Il je na Obr. ¢. 13, kde je zobrazen lom vzorku tavené¢ho syra pii zvétSeni 500 krat
pii pouziti detektoru sekundarnich elektronti. Na snimku je viditelnd hladka lomnd plocha
tavené¢ho syra, po zlomeni v tekutém dusiku fixovaného a odvodnéného vzorku a po od-

stranéni tuku chloroformem.

Obr. ¢. 13 Snimek chemicky fixovaného modelového vzor-

ku taveného syra se 40 % (W/w) susinou a 50 % (wiw) TVS
z mikroskopu typu VEGA 1l LMU, zvétseni 500 krat.

Z vysledkll prvni a druhé ¢asti experimentu vyplynulo, ze na Univerzit¢ Tomase Bati
ve Zlin¢ nebylo v dobé& zpracovani diplomové prace K prohlizeni vzorkd tavenych syrt
potiebné vybaveni s dostateCnymi parametry (pozadované zvétSeni a rozliSeni), pomoci
nichz by bylo mozno ziskat kvalitni snimky mikrostruktury tavenych syra. Proto byla

Ve tieti Casti experimentu zahajena spoluprace s pracovistém Laboratofe elektronové mik-

roskopie Parazitologického ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich, kde bylo pracovéano
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na skenovacim elektronovém mikroskopu JEOL JSM-7401F, ktery mé zvétSeni od 25 krat
do 1 000 000 krat, rozliseni az 0,8 nm. Pracuje pfi napéti od 0,7 do 30 kV [41].

6.3 Vysledky treti ¢asti experimentu

Ve treti ¢asti experimentu byly vzorky tavenych syrit vyrobeny s rozdilnymi obsahy susiny
a tuku vsusiné. Utaveny byly modelové vzorky s obsahem 35 % (w/w) suSiny
a 40 a 50 % (w/w) TVS a dale vzorky tavenych syrti obsahujicich 45 % (w/w) suSiny
a 40 a 50 % (w/w) TVS. Tedy pro kazdy obsah susiny oba obsahy tuku v susiné. Tento
postup byl zvolen, aby bylo mozno 1épe pozorovat a rozliSit faktory majici vliv na struktu-
ru tavenych syra a také z divodu porovnani mikrostruktury jednotlivych vzorka s ohledem
na jejich konzistenci a viskoelastické vlastnosti. Vzorky byly po vyrobé skladovany
pfi teploté€ 6 + 2°C po dobu 14 dni neZ byly podrobeny jednotlivych analyzam, tedy stano-
veni pH, obsahu susiny, elektronové mikroskopii a reologickému méfeni. Pro elektronovou
mikroskopii byly vzorky pfipravovany chemickou i fyzikalni cestou se zménami vybra-

nych parametrd, tak jak je ukazuji schémata A a B v kapitole 5.1.

6.3.1 Chemicka analyza

Nameétené hodnoty pH modelovych vzorkt tavenych syrt a celkovy obsah susiny stanove-
ny dle CSN ISO 5534 jsou pro vsechny druhy vyrobenych modelovych vzorki tavenych

syra uvedeny v podob¢ aritmetického priméru a smérodatné odchylky v Tab. ¢. 1.

Tab. €. 1 Namérené hodnoty pH a celkové susiny modelovych vzorkii tavenych syrii.

Obsah suSiny | Obsah tuku v suS$iné F.)H Yzorokuv(aritmev- C.elk?vzi §u§ina (arisme-
(% (Wiw)) (% (Wiw)) ticky prlrlmer +smé- | ticky I?rumer + sméro-
rodatna odchylka) datna odchylka) [%)]
35 40 5,77 £ 0,05 36,8 £ 0,03
35 50 6,05+ 0,03 36,09 + 0,02
45 40 5,71 £ 0,05 46,16 + 0,03
45 50 5,97 £ 0,03 4421 +0,01

6.3.2 Chemicka fixace

V literatufe je popisovana primarni fixace proteinové matrice pomoci roztoku glutaralde-
hydu v koncentracich 2,4 - 3,0% (v/v) v délce trvani od 16 do 24 hodin [6; 66; 70]. V této

diplomov¢ praci bylo zjisténo, Ze proteinova matrice ve struktufe taveného syra byla dosta-
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tecné fixovana 3% (v/v) glutaraldehydem za 16 hodin. Vzhledem k zachovani 16 hodinové
fixace 3% (v/v) GA jiz nebude dale tento parametr zmifiovan. Budou uvadény jen ménici
se parametry po primarni fixaci, tedy postfixace oxidem osmicelym a odvodnovani,

resp. suseni.

Pted vyhodnocovanim snimkt je nutné vzit do ivahy fakt, Ze nékteré artefakty a poskozeni
struktury nemusi byt pfi malém zvétseni (1 000 krat a mén¢) snimku patrné. Proto je vhod-
né ziskat a vyhodnocovat snimky s vy$§im zvétSenim. Piikladem mohou byt nasledujici
snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu JEOL JSM-7401F (viz Obr. ¢. 14 a 15),
kde jsou zobrazeny snimky vzorku se 45 % (w/w) susiny a 50 % (w/w) TVS, které byly
postfixovany 4 h v roztoku OsO4, odvodnény v rostouci koncentra¢ni fadé etanolu, zlome-
ny v tekutém dusiku, vymyty chloroformem a pied vysuSenim v CPD ponechany po dobu
17 hodin v70 % etanolu (A.1.2.2)). Na snimku ziskaném pii zvétSeni 20 000 krat
(viz Obr. ¢. 14) jsou v prostorech vzniklych po tukovych kuli¢kach viditelné artefakty
V podob¢ ¢astic zbytkového tuku (oznacené Sipkami), ktery nebyl chloroformem odstranén.
Obdobné artefakty popsal ve své praci také Kalab [35]. Potidi-li se mikrofotografie
na stejném mist¢ mikroskopického prepardtu pii niz§im zvétSeni (napi. 1 000 krat,
viz Obr. ¢. 15), nelze jiz tento jev na snimcich pozorovat pravé z divodu nedostate¢ného

zvétSeni.
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Obr. ¢. 14 Snimek vzorku taveného syra Obr. ¢. 15 Snimek vzorku taveného syra se
se 45 % (w/w) susinou a 50% (w/w) TVS, 45 % (w/w) susinou a 50% (w/w) TVS,
17 hodin v 70% (v/v) etanolu, zvétsSeni 17 hodin v 70% (v/v) etanolu, zvétseni
20 000 krat. 1 000 krat.

Nejprve budou popsany vzorky postfixované 4 hodiny voxidu osmicelém (A.l.)
s naslednymi variantami v odvodiovani, resp. suseni vzorkl. Pti prohlizeni vzorki postfi-
xovanych 4 hodiny v oxidu osmicelém (A.1.) bylo zjisténo, ze tukové kuli¢ky nejsou do-
statecné fixovany, a Ze vétSina tuku byla rozpusténa. Rozsah zmén tuku byl vyraznéjsi
u vzorkl s vy$S§im obsahem tuku v suSiné. Pravdépodobné to bylo zplsobeno tim, Ze oxid
osmicely je schopen fixovat pouze nenasycené mastné Kyseliny v tucich [43]. Mlécny tuk
vSak obsahuje priblizné 60 % nasycenych mastnych kyselin a nemtize byt oxidem osmice-
lym dostate¢né fixovan [42]. Dal§im faktorem miZe byt v tomto pfipadé nedostate¢na do-
ba setrvani vzorkl v postfixaénim ¢inidle a tedy nedostate¢né prosyceni fixovaného vzor-
ku. Tukové kulicky byly tedy vyplaveny organickymi rozpoustédly pii odvodnovani
¢i oxidem uhli¢itym pfi suSeni pii kritickém bodu [35]. U vzorkd s vy$§im obsahem suSiny
a tedy s vice proteiny ve studované matrici, které se spolupodileji na tvorbé obalt tuko-
vych kuli¢ek, zistaly v proteinové matrici po ptipravé vzorku zbytky obal tukovych kuli-
cek (viz Obr. €. 19 a 20). O souvislosti obsahu suSiny, proteinti a tuku v susin¢ detailnéji
hovoti kapitola 5.4. Viskoelastické vlastnosti modelovych tavenych syri. Odstranénim
tuku ze vzorku se zméni jeho pivodni struktura, jelikoZ po tukovych kulickach zdstanou
V proteinové matrici prazdna mista [35]. Stabilni fixace mlééného tuku v taveném syru
muze byt dosazena pouzitim oxidu osmicelého v imidazolovém pufru, coz prokazal

Kalab et al. pfi fixaci tukovych kuli¢ek v jogurtu [43]. Tato informace muze slouzit jako
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doporuceni pro dals$i zkoumani a optimalizaci chemické fixace tavenych syrt pro skenova-

ci elektronovou mikroskopii.

Chloroform se pti ptipravé vzorkl pro elektronovou mikroskopii aplikuje kvuli vyplaveni
nefixované¢ho tuku [2; 35]. Vzhledem k neschopnosti oxidu osmicelého dostateéné tuk
Vv naSich vzorcich zafixovat, byl tento vétsinou vyplaven organickymi rozpoustédly béhem
odvodnéni. Mezi strukturou vétSiny vzorkil pfipravenych bez a s aplikaci chloroformu neni
tedy na prvni pohled viditelny rozdil, av§ak u vzorkl s nizsi susinou a vyS$im obsahem
tuku v susiné (35 % (w/w) v susinéa 50 % (w/w) TVS) je mozné uréité rozdily vidét.
U vzorkd, které nebyly ponotfeny do chloroformu (A.1.1.., A.2.1.) zustal v nékterych mis-
tech po tukovych kuli¢kach roztekly tuk (viz Sipky na Obr. ¢. 16), ktery nebyl dostateéné
fixovan oxidem osmicelym [43]. Ve vzorcich ponofenych po fixaci a odvodnéni
na 15 minut do chloroformu (A.1.2., A.2.2.) byla vétsina nefixovaného tuku chloroformem

vyplavena (viz Obr. €. 17, bilé Sipky).

Obr. ¢. 16 Snimek vzorku taveného syra s 35 % (w/w) susiny a 50 % (w/w)
TVS, 4 h v OsOy, bez chloroformu, susen v CPD, zvétseni 5 000 krat.
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Obr. ¢. 17 Snimek vzorku taveného syra s 45 % (w/w) susiny a 50 % (w/w)
TVS, 4 hv OsOy, s chloroformem, susen v CPD, zvétseni 5 000 krat.

Zaroven s predchozim postupem byla ¢ast vzorki po fixaci a postfixaci v pribéhu odvod-
novani ponechana pies noc v 70% (v/v) etanolu (A.1.1.2., A.1.2.2.). Tento postup je moz-
ny a relativné Casto vyuzivany (s ohledem na c¢asovou naro¢nost chemické piipravy
vzorkd) u biologickych vzorki, vzhledem k jiz zafixovanym bunéénym strukturam [6].
Modelové vzorky obsahovaly vysoky podil tuku, ktery byl béhem dlouhodobého setrvani
Vv organickém rozpoustédle rozpustén, a tim byla naruSena pfirozena struktura matrice.
Chloroformem (A.1.1.2.) byl tuk z proteinové matrice vymyt. U vzorkl s vy$§im obsahem
tuku v susing (50 % (w/w)) ztstaly v prazdnych prostorech po tukovych kulickach zbytky
v podob¢ malych ¢astic tuku (viz Obr. ¢. 14, oznadéeni Sipkami). Tento typ artefaktu popi-
suje ve své praci i M. Kalab [35]. U vzorku, které nebyly ponofeny do chloroformu
(A.1.2.2.), byl tuk roztekly po celém objemu hmoty taveného syra (viz Obr. ¢. 18). Obraz-
ky €. 14 i 18 obsahuji stejné procento susiny 45 % (w/w) a tuku v susiné 50 % (w/w), aby
byl 1épe postiehnutelny rozdil po dlouhodobé aplikaci 70% v/v etanolu. Po ni se tuk jiz
nenachazi ani v pivodnich mistech proteinové matrice, ale je rozptylen nerovnomérné
Vv celé hmot¢ vzorku. Z uvedenych mikrofotografii vyplyva doporuceni neuchovavat vzor-

ky tavenych syrt v pribéhu chemické fixace v 70% (v/v) alkoholu, pfipadné acetonu, ale
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radéji ve fixaénim ¢inidle GA nebo OsO4 Dal$im podnétem pro nésledné experimenty by
mohlo byt zjisténi vlivu uchovavani vzorku v roztoku pufru po fixaci oxidem osmicelym,

nebot’ toto se rovnéz v nékterych laboratofich zpracovavajicich biologické vzorky provadi.

Obr. ¢. 18 Snimek vzorku taveného syra s 45 % (WIw) susiny
a 50 % (w/w) TVS, bez chloroformu, 17 hodin v 70% (v/v) etano-
lu, zvetseni 10 000 krat.

Ve struktufe vzorkt tavenych syri s niz§im obsahem tuku v susiné (40 % (w/w)), jejichz
tuk byl vymyt chloroformem (A.1.2.1.), jsou pfi vys$Sim zvétSeni (10 000 krat) viditelné
pravdépodobné zbytky obali tukovych kulicek (viz Obr. ¢. 19 a 20, bilé Sipky). Tento jev
se da vysvétlit obsahem proteint a tuku, jejichz pomér je u téchto vzorka 1:0,8 (viz kapito-
la 5.4.). Vyskytuje se zde nadbytek proteind, které mohou 1épe stabilizovat tukové kulicky
v matrici taveného syra. Na snimku vzorku s vy$Sim obsahem suSiny (45 % (w/w),
Obr. €. 20) je v porovnani se vzorkem s 35 % (w/w) obsahem suSiny (Obr. €. 19) viditelné

vetsi mnozstvi téchto zbytkl obalt (bilé Sipky) v disledku vyssiho obsahu proteinii.
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Obr. ¢. 19 Snimek vzorku taveného syra s 35 % (W/w) susiny
a 40 % (w/w) TVS, v chloroformu, 17 hodin v 70% (v/v) etanolu,
zveétSeni 10 000 krat.

Obr. ¢. 20 Snimek vzorku taveného syra s 45 % (w/w) susiny
a 40 % (w/w) TVS, v chloroformu, 17 hodin v 70% (v/v) etanolu,
zvetseni 10 000 krat.
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V dalsi ¢asti experimentu byly vzorky z diivodu nedostate¢né 4 hodinové fixace v oxidu
osmiCelém postfixovany 24 hodin (A.2.). V prubéhu pfipravy vzorkl vSak doslo
k poskozeni CPD a tak byl postup mirné modifikovan a vzorky byly rozdéleny a ¢ast ne-
chana susit 24 hodin na vzduchu a ¢ast ponechana 3 hodiny (do opravy CPD)
ve 100% (v/v) etanolu (A.2.1.1. a A.2.2.1.). Na snimcich vzorkt postfixovanych v oxidu
osmicelém 24 hodin (A.2.1.2.) a susenych 24 hodin na vzduchu je patrné poskozeni struk-
tury zejména na povrchu vzorku. Deformace tukovych kuli¢ek je dobfe viditelnd zejména
u vzorkll s niz§im obsahem suSiny a vy$§im obsahem tuku v susiné (35 % (W/w) suSiny
a 50 % (w/w) TVS, Obr. ¢. 21, oznaceni Sipkami). Z uvedené¢ho vyplyva, ze po 24 hodino-
vé postfixaci oxidem osmicelym pfi teploté 4 °C doslo u vzorku tavenych syra s obsahem
35 % (w/w) susiny a 50 % (w/w) tuku v susing k fixaci tukovych kuli¢ek, které byl nasled-
nym suSenim na vzduchu deformovény. AvSak u vzorkli s vySSim obsahem suSiny
(45 % (w/w) suSiny a 40 a 50 % (w/w) TVS) tukové kulicky fixovany nebyly a byly
Z proteinové matrice vyplaveny (viz Obr. ¢. 22, prazdnd mista po tukovych kulickach
oznaceny bilymi Sipkami). Toto se da vysvétlit jednak neschopnosti oxidu osmicelého fi-
xovat nasycené mastné kyseliny a také vyS$si hustotou proteinové matrice taveného syra

S vy$$im obsahem suSiny, kterd zhorSuje prostupnost fixa¢niho ¢inidla do vzorku.
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Obr. ¢. 21 Snimek vzorku taveného syra s 35 % (W/w) susiny
a 50 % (w/w) TVS, 24 h v OsOq, bez chloroformu, vysuseny
na vzduchu, zvétseni 10 000 krat.

Obr. ¢. 22 Snimek vzorku taveného syra s 45 % (w/w) susiny
a 50 % (w/w) TVS, 24 h v OsOy, bez chloroformu, vysuseny
na vzduchu, zvétseni 10 000 krat.
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Pfi zaméfeni na velikost tukovych kulicek v zavislosti na obsahu susiny a tuku v susing, lze
ze snimki (viz Obr. €. 37 - 40 vyvodit nasledujici zavéry. Taveny syr s nizSim obsahem
susiny (napf. 35 % (w/w) susiny a 50% (w/w) TVS, viz Obr. ¢. 38) ma vétsi tukové kulic-
ky nez taveny syr s vyS§im obsahem suSiny a stejnym obsahem tuku v suSing
(napt. 45 % (w/w) susiny a 50 % (w/w) TVS, viz Obr. ¢. 40). Dle velikosti tukovych kuli-
¢ek lze sestupné seradit vzorky tavenych syrti nasledovné: Nejvétsi kuliCky tuku obsahuje
taveny syr 35 % (w/w) v susin¢ a 50 % (w/w) TVS, nasleduji syry 35 % (w/w) v susiné
a 40 % (w/w) TVS, 45 % (w/w) v susiné a 50 % (w/w) TVS a nejmensi kuliCky ma syr
45 % (w/w) v susiné a 40% (w/w) TVS. Velikost tukovych kuli¢ek souvisi s intenzitou
namahani hmoty béhem vyroby taveného syra. Tavenina s niz§im obsahem vody (s vys$im
obsahem susiny) ma vyssi viskozitu a proto je nutné pouzit pfi michdni a vyrobnim proce-
su vétsi vykon [1]. Cim vice je tavenina naméihéana, tim se velikost tukovych kuli¢ek
zmenS$uje. Podobny vztah plati i pro obsah tuku v susing. Taveny syr s vy$§im obsahem
tuku a stejnym obsahem suSiny je méné viskozni, protoze obsahuje vétsi tukové kulicky
[1; 52]. Tyto vysledky jsou podpoieny a koreluji se zjisténim reologického méfeni mode-
lovych vzorki tavenych syrd, jehoz vyhodnoceni je uvedeno v kapitole 5. 4., kde jsou pfi-
loZeny 1 snimky jednotlivych druhti syri dle obsahu suSiny a tuku v su$iné. V nékterych
vzorcich byly viditelné krystaly nerozpusténych tavicich soli [25] (viz Obrazek €. 23, krys-

taly tavicich soli oznaceny Sipkou).

Obr. ¢. 23 Snimek vzorku taveného syra
s 45 % (w/w) susiny a 50 % (wiw) TVS, 4 h v OsOq,
s chloroformem, zvétseni 5 000 krat.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

6.3.3 Fyzikalni fixace

Vzorky, jez byly pfipraveny mrazovou metodou, byly pozorovany nepokovené i pokovené.
Nepokovené vzorky (B.1.1.) se pfii prohlizeni rychle nabijely, jelikoZz nebyly vodivé
(v prubéhu prohlizeni nebyl dostate¢né odvadén naboj vznikajici na povrchu vzorku).
Pfi nabijeni vzorku vznikaly artefakty (svétlé mista, viz Obr. €. 24, oznaceni Sipkou), které
zpusobilo vypaleni vzorku proudem elektronii [35]. Tyto artefakty vznikaji pti pozorovani
pomérné Casto a néktefi autofi je ve svych pracich uvadéji (napf. Han et al. [71]). Z vyse
uvedeného Ize v obecnéjsi roviné konstatovat zavér, ze je vhodné mrazové piipravené
vzorky pted pozorovanim V elektronovém mikroskopu v Kryo-rezimu pokovit, ale je nutné
najit vhodnou vrstvu nanaseného kovu s ohledem na mozné zakryti detaild struktury [8].
Dale je nutno myslet na skute¢nost, ze i pii pokovovani mohou vzniknout jisté artefakty
[35]. Jako dikaz je ptilozen Obr. €. 26, kde jsou viditelné artefakty ve formé cizich ¢astic
(viz bilé Sipky), které ulpély na povrchu vzorku pii pokoveni, zfejmé v disledku zneciSténi

pokovovaciho zafizeni.

Obr. ¢. 24 Snimek vzorku taveného syra se 35 % (WIW) susiny

a 50 % (w/w) TVS, fyzikalné fixovan, bez sublimace, nepokoven, zvétseni
5000 krat.
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Z naSeho pozorovani je ale také mozno fici, Ze po naneseni vrstvy kovu nebyla pozorovana
zména struktury tavenych syril, a Ze z hlediska efektu nabijeni zavisi na dob¢é prohlizeni,
resp. setrvani preparatu v proudu elektroni. Pokud se tedy vzorky prohlédly dostatecné
rychle (avSak kvalitn€), nedochdzelo pii nizSich zvétSenich (ne¢kdy ani pii vétsich
zvétSenich) k nabijecim efektim. Proto bychom pro dals$i zkoumdani struktury doporucili
prohlizet vzorky v Kryo-rezimu i nepokovené (viz Obr. ¢. 25). Na Obr. ¢. 25 jsou hezky

viditelné tukové kulicky v matrici taveného syra (viz bilé Sipky).

Obr. ¢ 25 Snimek vzorku taveného syra se 35 % (W/w) susiny
a 50 % (w/w) TVS, bez sublimace, nepokoven, zvétseni 5 000 krat.

Kromé pokoveni byl také sledovan faktor sublimace. Pfi pouzivané metod¢ fyzikalni fixa-
ce vzorku dochdzi predevsim na jeho povrchu ke vzniku artefakti v podobé¢ krystalt ledu,
které se vSak mohou tvofit (dle typu vzorku) v celé jeho hmot¢. Tyto jevy je tfeba pii pro-
hlizeni eliminovat, k ¢emuz se vyuziva metoda sublimace [6]. Vzorky byly pozorovany
bez predchozi sublimace (B.1., viz Obr. ¢. 25 a 26), po sublimaci na - 98 °C, po jejimz
dosazeni nasledovalo okamzité snizeni teploty na - 135 °C (B.2., viz Obr. ¢. 27 a 28)

a po sublimaci pfii - 95 °C s dobou trvani 3 minuty (B.3., viz Obr. ¢. 29 a 30).
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Ze ziskanych snimki Ize vypozorovat, jaky ma sublimace vliv na odpateni vody z povrchu
vzorkt. U vzorkt, které nebyly podrobeny sublimaci, nebylo na zac¢atku prohlizeni viditel-
né sublimacni poskozeni (viz Obr. ¢ 25 a 26). S ohledem na skute¢nost, ze modelové vzor-
ky obsahovaly 35 a 45 % (w/w) suSiny, resp. 65 % (w/w) a 55 % (w/w) vody, doslo
1 po mirné sublimaci pfi - 98 °C a zpét na teplotu prohlizeni - 135 °C k poskozeni struktury
vzorku taveného syra. Pfi tomto sublimacnim rezimu zacinalo byt poSkozeni proteinové
matrice jiz pomérn¢ vyrazné viditelné. Na Obr. ¢. 27 a 28 jsou uvedeny snimky tavenych
syra s obsahem 35 % (w/w), resp. 45 % (w/w) suSiny se stejnym obsahem tuku v susiné
40 % (w/w). Z obrazku je viditelné vyrazngjsi poskozeni u vzorki s niz§im obsahem susi-
ny (Obr. 27, bilé Sipky znaci poSkozeni), kde vyrazné&ji vystupovaly kristy proteinové mat-
rice, mezi kterymi se objevovaly ,,prohlubné®, tedy pravdépodobné mista po sublimaci

vody, které bylo v tomto vzorku vice nez ve vzorku s 45 % (w/w) susiny (viz Obr. 28).

Obr. ¢. 26 Snimek vzorku taveného syra s35 % (w/w) susiny

a 40 % (wiw) TVS, fyzikdlné fixovin, pokoven, bez sublimace, zvétSeni
5000 krat.
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Obr. ¢. 27 Snimek vzorku taveného syra s 35 % (w/w) susiny
a 40 % (ww) TVS, fyzikdlné fixovan, pokoven, sublimovan pri
- 98 °C a ihned zpét, zvétseni 5 000 krat.

Obr. ¢. 28 Snimek vzorku taveného syra s 45 % (w/w) susiny
a 40 % (w/w) TVS, fyzikdlné fixovan, pokoven, sublimovin pri
- 98 °C a ihned zpét, zvétseni 5 000 krat.
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U vzorka ptipravovanych dle schématu B.3. doslo béhem 3 minutové sublimace pfi - 95 °C
k jesté vyrazn€jSimu sublimacnimu poskozeni, kdy ve struktufe vznikala prazdna mista
po odparu vody a proteinova sit’ se jeSté vice zvyraznila, coZ je dobie viditelné na vzorku
obsahujicim 35 % (w/w) suSiny a 40 % (w/w) tuku v susing€ (Obr. ¢. 29, bilé Sipky znaci
poskozeni). Na pribéh sublimace a sublimaéni poSkozeni struktury vzorka tavenych syrii
ma vliv nejen jejich procentudlni obsah susiny, jak bylo zminéno vyse, kdy vzorek tavené-
ho syra, ktery ma nizsi susinu (35 % (w/w)), je k poskozeni pii sublimaci vice nachylny
(Obr. €. 27 a 29), ale také obsah tuku. Obdobné jako se zvySujicim se obsahem vody plati,
Ze se zvysujicim se obsahem tuku je vzorek vice nachylny k sublima¢nimu poskozeni

(viz Obr. ¢. 30, bilé Sipky znaci poSkozeni).

Obr. ¢. 29 Snimek vzorku taveného syra s35 % (WIw) susiny

a 40 % (wiw) TVS, fyzikalné fixovan, pokoven, sublimovan pri - 95 °C
po dobu 3 minut, zvétseni 5 000 krat.
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Obr. ¢. 30 Snimek vzorku taveného syra s35 % (w/w) susiny
a 50 % (ww) TVS, fyzikalné fixovan, pokoven, sublimovan pri - 95 °C
po dobu 3 minut, zvétseni 5 000 krat.

Kromé vyse zminéné fizené sublimace je tfeba si uvédomit, Ze vzorky v pribéhu prohlize-
ni a snimani v elektronovém mikroskopu také sublimuji. Dikazem jsou mikrofotografie,
z nichz Obr. ¢. 25 byl potizen na zac¢atku doby prohlizeni a Obr. ¢. 31 na konci prohlizeni
po 90 minutach. Na snimcich ziskanych po 90 minutach setrvani preparatu v mikroskopu
pti - 135 °C je jiz patrné mirné sublima¢ni poSkozeni vV podobé zvrasnéni povrchu vzorku.
Obdobné¢, ale ne tak napadné bylo sublimaéni poSkozeni i po 30 minutach prohlizeni
(Obr. ¢. 32), coz dokazuje, ze k posSkozeni vzorku diskutovaného vyse mohlo dojit drive,
nez po 90 minutach prohlizeni. Proto by zavérem této kapitoly mohlo byt doporuceni pro-
hlizet tavené syry v Kryo-rezimu pii - 145 °C, kdy by byla sublimace jesté¢ mensi, a tudiz

by nezanechala na vzorku tak viditelné stopy poSkozeni.
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Obr. ¢. 31 Snimek vzorku taveného syra s 35 % (W/w) susiny
a 50 % (w/w) TVS, fyzikalné fixovan, nepokoven, nesublimovan,

prohlizen 90 minut v mikroskopu, zvétseni 5 000 krat.

Obr. ¢. 32 Snimek vzorku taveného syra s45 % (W/w) susiny
a 50 % (w/w) TVS, fyzikdalné fixovan, nepokoven, nesublimovdan,

prohlizen 30 minut v mikroskopu, zvétseni 5 000 krat.
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6.4 Viskoelastické vlastnosti modelovych tavenych syri

U modelovych tavenych syrt s 35% a 45% (w/w) obsahem suSiny a 40% a 50% (w/w)
obsahem TVS byly stanovovany jejich viskoelastické vlastnosti, a to z divodu objasnéni
vlivu rozdilné mikrostruktury modelovych vzorkli s riznym obsahem suSiny a tuku
Vv susiné na konzistenci téchto produktii. Hodnoty elastického (G") a ztratového (G'") mo-
dulu pruznosti modelovych tavenych syrta jsou pro rozsahy frekvenci 0,01 — 100,00 Hz
uvedeny na obrazcich (viz Obr. ¢. 33 - 36). Z uvedenych grafii vyplynulo, Ze hodnoty elas-
tického a ztratového modulu pruznosti (pro jednotlivé frekvence) jsou signifikantné
(P<0,05) vyssi u produkti s vy$§im obsahem suSiny (viz Obr. ¢. 35 a 36) ve srovnani
S vyrobky s niz§im obsahem susiny (viz Obr. ¢. 33 a 34). Dale je mozné vypozorovat,
ze produkty s vys§im obsahem tuku V suSiné (viz Obr. ¢. 34 a 36) maji vyznamné niz$i
hodnoty elastického 1 ztratového modulu pruznosti ve srovnani s vyrobky s niz§im obsa-
hem tuku v susiné (viz Obr. ¢. 33 a 35; P<0,05). U produktd s vy$§im obsahem suSiny
(viz Obr. 35 a 36; 45 % (w/w), bez ohledu na obsah tuku v susing) byly v celém testova-
ném frekvenénim rozsahu hodnoty elastického modulu G” vyss§i nez hodnoty ztratového
modulu G”'. Z toho vyplyva, Ze vznikly gel vykazoval vyraznéjsi podil elastické (zasobni)
slozky G” ve srovnani se slozkou ztratovou G’’, coz je typické naptiklad pro husté prova-
zané biopolymerni systémy [58]. Naopak u tavenych syrti s niz§im obsahem suSiny
(viz Obr. ¢. 33 a 34; 35 % (w/w) v susing, bez ohledu na obsah tuku v su$in¢) byly u niz-
Sich frekvenci pozorovany vyssi hodnoty ztratového modulu G** ve srovnani s hodnotami
elastického modulu G’. Jsou-li hodnoty G~ > G” (pfi urcitych, v tomto ptipad€ nizsich,
frekvencich), pfedpoklada se, ze intermolekuldrni vazby v proteinové siti vyrobku mayji
dostatecny cas k oslabeni v pribéhu oscilaéniho cyklu. Teprve s rostouci frekvenci bylo
zaznamenano protnuti obou kiivek a hodnoty elastického modulu G” byly vys$si nez hodno-
ty ztratového modulu. Pti vysSich frekvencich vSak jiZ neni dostatek ¢asu k dostate¢nému
oslabeni intermolekuldrnich vazeb a taveny syr se chova vice jako pevna latka (G < G")
[58]. Prisecik obou kiivek (G a G"") byl pozorovan u vyssich frekvenci u taveného syra
S vyS$im obsahem tuku v su$iné. Z téchto poznatkl vyplyva, Ze vyssi obsah suSiny a niz§i
obsah tuku v susiné vede k ziskani pevné&jsiho gelu a tim k produktu s tuzsi a méné roztira-

telnou konzistenci.



UTB

ve Zliné, Fakulta technologicka 69

Elasticky G™ a ztratovy G’” modul (Pa)

100000,
=

[aW

S’

=

k5

g 10000,0

v

H

£ 10000

N

]

@]

N

= 100,0

2

W

i)

=

10,0 : : : ‘
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00

Frekvence (Hz)

Obr. ¢&. 33 Elasticky (G'; plné symboly) a ztratovy (G''; prazdné symboly) modul
modelovych tavenych syrii S 35 % (w/w) obsahu susiny a 40 % (w/w) obsahu tuku
V susiné.
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Obr. ¢. 34 Elasticky (G'; plné symboly) a ztratovy (G''; prazdné symboly) modul
modelovych tavenych syrii s 35 % (w/w) obsahu susiny a 50 % (w/w) obsahu tuku
V susiné.
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Obr. ¢. 35 Elasticky (G'; plné symboly) a ztratovy (G''; prazdné symboly) modul mo-
delovych tavenych syrii s 45 % (w/w) obsahu susiny a 40 % (w/w) obsahu tuku v susi-
ne.
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Obr. €. 36 Elasticky (G'; plné symboly) a ztratovy (G''; prazdné symboly) modul mo-
delovych tavenych syrii s 45 % (w/w) obsahu susiny a 50 % (w/w) obsahu tuku v susi-
née.
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Tento zaveér Ize podpofit i vypoctenymi hodnotami parametrti Ag a z (Tab. €. 2). Se zvysu-
jicim se obsahem susiny a se snizujicim se obsahem tuku v susin¢ signifikantné¢ rostla pev-
nost gelu Ar modelovych tavenych syra (P<0,05) a zaroven rostl parametr z (P<0,05), kte-
ry vypovidda o poctu strukturnich jednotek vzajemné interagujicich v proteinové siti,
resp. o poctu intermolekularnich vazeb mezi bilkovinami. ZvySujici se pevnost gelu tak

byla dana zvysujicim se po¢tem interakci ve studovaném trojrozmérném systému [58; 59].

Tab. &. 2 Hodnoty pevnosti gelu (A, Pa-s*®) a interakeniho faktoru (z; -) modelovych ta-

venych syrii.

Obsah susiny | Obsah tuku v susing Ar (Pa's'?) z(-)
(% (wiw)) (% (wiw))
35 40 47192+ 221.8 3.01%0.16
35 50 1286,5 + 79,7 2,26 £ 0,06
45 40 55629.1 % 3390.6 5.14+0.22
45 50 26944,3 + 849,6 4,39 +£0,19

Rozdilnost konzistence tavenych syri, resp. jejich viskoelastickych vlastnosti, v disledku
lisiciho se obsahu suSiny a tuku v susing Ize velmi dobie vysvétlit studiem mikrostruktury
téchto modelovych vzorkt. Ze snimki vzorkd chemicky fixovanych, 4 h v OsOy,, bez chlo-
roformu (viz Obr. ¢. 37 - 40) jednozna¢né vyplynulo, Ze s rostoucim obsahem tuku
Vv susin€ (pfi konstantnim obsahu susiny) se pocet tukovych kuli¢ek snizuje a roste jejich
prumér. Velikost tukovych kuli¢ek je faktorem, ktery muze podstatné ovlivnit konzistenci
tavenych syrd. S nartstajicim obsahem tuku v susin¢ (pfi konstantnim obsahu susiny) klesa
relativni mnozstvi bilkovin v systému. U studovanych modelovych tavenych syrii 1ze ana-
lyzou jejich surovinové skladby uvést, Ze pomér bilkovin a tuku byl u vyrobkl
s40 % (w/w) obsahu TVS ~ 1,0:0,8 a v piipad¢ produktd s50 % (w/w) obsahu
TVS ~ 1,0:1,3. Vzhledem k faktu, ze bilkoviny (kaseiny) jsou hlavnim emulgatorem v této
siti, pak jejich nizsi relativni mnozstvi zplisobi niz§i stupen emulgace tuku, ktery se projevi
zvétSenim praméru tukovych kulicek. VEtsi tukové kuliCky v mnohem vétSim méfitku po-
rusi kontinuum proteinové matrice ve srovnani s vétsim poctem mensich tukovych kuli¢ek
[52; 60]. Na nizsi pevnost gelu u vyrobkt s vys$s§im obsahem tuku v susiné ukazuji i hodno-

ty Ar téchto produktil, které jsou prezentovany vyse.
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Obr. ¢. 37 SEM snimek vzorku taveného syra (35 % (WIW) susiny
a 40 % (w/w) TVS), 4 hodiny v OsO,, bez chloroformu, zvétseni
5000 krat.

Obr. ¢. 38 SEM snimek vzorku taveného syra (35 % (WIw) susiny
a 50 % (w/w) TVS), 24 hodin v OsO,4, bez chloroformu, zvétseni
5000 krat.
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Obr. ¢. 39 SEM snimek vzorku taveného syra (45 % (W/W) susiny
a 40 % (w/w) TVS), 4 hodiny v OsO,, bez chloroformu, zvetseni
5000 krat.

Obr. ¢. 40 SEM snimek vzorku taveného syra (45 % (W/w) susiny

a 50 % (w/w) TVS), 4 hodiny v OsO,, bez chloroformu, zveétseni
5000 krat.
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Obrazky (viz Obr. ¢. 37 - 40) také vypovidaji o klesajicim priméru a rostoucim poctu tu-
kovych kulicek v piipadé zvySeni obsahu suSiny vyrobku (pfi konstantnim obsahu tuku
Vv susing). Opét lze fici, Ze mensi tukové kulicky v mnohem mensim méfitku porusi konti-
nuum proteinové matrice ve srovnani s mensim poctem velkych tukovych kulic¢ek (pii kon-
stantnim obsahu tuku v susing) a tim se taveny syr jevi jako pevnéjsi a hlife roztiratelny
[60; 61]. Pfi konstantnim obsahu tuku v susin¢ dochazi pii zvySovani obsahu suSiny
(v daném ptipad¢ pti absenci ptidavku jinych slozek, nez ptirodni syry) k navySeni mnoz-
stvi pfitomnych proteind, které zvySuji emulgaéni schopnost systému, coz se projevilo
zmenSenim pruméru tukovych kulicek. Navic 1ze pfedpokladat, ze vEtsi pocet strukturnich
jednotek kaseinti rovnéz vytvoii hustsi proteinovou sit’ a zvysi se pocet interakci mezi jed-
notlivymi fetézci proteinti. Tento predpoklad 1ze jednoznacné podpofit zjisténymi hodno-
tami pevnosti gelu Ar a interakénim faktorem z studovanych tavenych syru (viz vyse).
Oprévnénost zavera této prace lze podpofit 1 nékterymi, dosud publikovanymi pracemi
(naptiklad [52]; [62] aj.), které rovnéz uvadi, Ze se zvySujicim se obsahem susiny a sniZuji-

cim se obsahem tuku v susin¢ roste tuhost tavenych syrt.
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ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat piipravu vzorkl tavenych syrii pro skeno-
vaci elektronovou mikroskopii chemickou 1 fyzikalni cestou a popsat vliv lisicich se para-

metrd pfipravy na strukturu vzorkii. U modelovych vzorkl tavenych syra byla provedena

chemicka a reologicka analyza.

Ze snimku vzorkl pfipravenych chemickou fixaci je zfejmé, ze fixace proteint 3% (V/v)
roztokem glutaraldehydu v kakodylanovém pufru po dobu 16 hodin je dostacujici. Lze
konstatovat, ze 4 hodinova fixace 2% (v/V) roztokem oxidu osmicelého je pro fixaci tukt
nedostatecna, jelikoz v nékterych piipadech ¢inidlo neprostoupilo az do stfedu vzorku.
Bylo zjisténo, Ze vodny roztok oxidu osmicelého neni ve vSech typech zkoumanych mode-
lovych vzorkt schopen dostateéné fixovat tukové kulicky z n€kolika riznych divodi. Jed-
nim z nich by mohl byt obsah nasycenych mastnych kyselin, coz by odporovalo zavéru
pozorovani tukovych kulicek (byt deformovanych) po aplikaci OsO4 po dobu 24 hodin
prostup vodného roztoku oxidu osmicelého ptes hustsi proteinovou matrici tavenych syrt

S vy$§im obsahem suSiny.

Porovnanim metod suseni bylo konstatovano, ze vzorky tavenych syri pfi suseni volné
na vzduchu podléhaji poskozeni struktury. Nejvice byla porusena povrchova struktura,
ktera vSak v praci neni ukdzdna. Nicméné na lomu vzorki se deformita struktury projevila
obzvlasté vyrazné na tukovych kulickach. Nejvhodnéjsi metodou suseni vzorki je metoda

kritického bodu.

Ptiprava tavenych syrti pro skenovaci elektronovou mikroskopii chemickou cestou je ¢aso-
vé narocna (trva az nékolik dnl), poskytuje vice moznosti poskozeni pfirozené struktury
vzorku (pfti fixaci, promyvani, odvodnéni, manipulaci se vzorkem, suseni) a vzniku arte-
fakta. Pokud se dodrzi spravné postupy ptipravy a suSeni a se vzorky se zachéazi velmi opa-
trn€, je mozné ziskat pii prohlizeni ve skenovacim elektronovém mikroskopu s kvalitnimi

parametry uspokojujici vysledky a informace o pfirozené mikrostruktufe taveného syra.

Metody fyzikalni fixace byly do této prace zahrnuty z diivodu zachyceni co mozna nejver-
n¢j$i struktury vyrobenych modelovych vzorkl tavenych syrt, ktera by nebyla narusena
chemickou fixaci a manipulaci se vzorkem, a aby bylo mozno nésledné ob¢ metody pftipra-

vy vzorki porovnat.
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Pokovené vzorky, které byly piipravené fyzikalni fixaci, se pfi prohlizeni nenabijely tak
rychle, jako nepokovené. AvSak pokovovaci zatfizeni zptisobilo na povrchu vzorku znecis-
téni. Pfestoze neni toto poskozeni standardni situaci, doporucujeme prohlizet vzorky nepo-

koveng, s ptfihlédnutim na rychlost prohlizeni.

Pii kryo-fixaci bylo zjisténo, ze vzorky tavenych syra podléhaji velkym sublima¢nim zme-
nam. Z tohoto diivodu neni Gpln€ vhodné vzorky tavenych syrt podrobovat sublimaci, jeli-
koz se nepodatilo najit vhodnou kombinaci teploty a doby trvani sublimace, pii které by
vlivem odparu vody ze vzorku nedoslo k tvorb¢ artefaktli ve struktute vzorku. Opét je nut-
né pracovat rychle, nebot’ i v nesublimovanych vzorcich dochazi pii prohlizeni k sublimaci
ledu z povrchu, ktera je po urcité dobé viditelna a tvoii tak nechténé artefakty. Pti dalSim

snizeni prohlizeci teploty na -145 °C by sublimacni poskozeni mohlo byt jesté¢ mensi.

Fyzikalni pfiprava vzorka (kryo-fixace) je velmi rychla metoda. Vzorek neni tolik nama-
han, jako pii chemické pfipravé a je zde mensi riziko vzniku artefaktd, které mohou nastat
zejména pii sublimaci vody z povrchu vzorku, dale z divodu nabijeni vzorku a kvili ne-
spravnému pokoveni, pii kterém muze dojit ke zneCiSténi povrchu vzorku necistotami

z pokovovaciho zafizeni.

Z méteni viskoelastickych vlastnosti vyplynulo, Ze nejtuZsi a nejméné roztiratelnou konzis-
tenci ma taveny syr s nejvyssim obsahem su$iny a nejniz$im obsahem TVS (v naSem pfi-
padé vzorek s 45% (w/w) suSiny a 40% (w/w) TVS). Naopak nejméné tuhy a nejlépe rozti-
$35% (w/w) suSiny a 50% (w/w) TVS). Vysledky meéteni viskoelastickych vlastnosti
vzorkd tavenych syru koreluji s hodnocenim jejich mikrostruktury. Ze ziskanych snimkd je
ziejmé, ze veétsi tukové kulicky obsahuje syr s vy$Sim obsahem tuku v suSiné (pii stejném
obsahu susiny). Roste-li obsah tuku v susing, roste i velikost tukovych kuli¢ek v matrici.
Tavené syry s vyS$sim obsahem suSiny obsahuji mensi tukové kulicky z diivodu vét§iho
namahani pti vyrob¢ a také z divodu vyssiho obsahu proteinti podilejicich se na emulgaci
a tvorbé novych obala tukovych kulicek. A pravé velikost tukovych kuli¢ek ovliviiuje kon-
zistenci tavenych syrt. Velké tukové kulicky porusuji kontinuum proteinové matrice, ktera

je poté mén¢ pevna.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

SEM
TEM

STEM
3D
2D
nm
um
Pa
eV
CRT
BSE
SE
RTG
WD
Kryo- SEM
NaCl
HCI
GA
0OsO4
0sO;
CPD
CO;
°C

HDMS

Skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop
Transmisni (prozafovaci) elektronovy mikroskop

Skenovaci transmisni elektronovy mikroskop
Trojrozmérny

Dvourozmérny

Nanometr, jednotka délky

Mikrometr, jednotka délky

Pascal, jednotka tlaku

Elektronvolt, jednotka prace a energie
Cathode Ray Tube, katodova trubice
Backscattered electrons, zpétn¢ odrazené elektrony
Secondary electrons, sekundarni elektrony
Rentgenové zafeni

Working distance, pracovni vzdalenost

Kryo skenovaci elektronova mikroskopie
Chlorid sodny

Kyselina chlorovodikova

Glutaraldehyd

Oxid osmicely

Oxid osmicity

Critical point drying, suseni ke kritickému bodu
Oxid uhli¢ity

Stupen Celsia, jednotka teploty

1,1,1, 3, 3, 3-hexametyldisilazan



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

LaBg Hexaborid lanthanu

Na* Sodny kation

DNA Deoxyribonukleova kyselina, nositel genetické informace
UHT Ultra high temperature, tepelné oSetieni ultra vysokou teplotou
S Sekunda, jednotka ¢asu

Obr. Obrazek

Tab. Tabulka

V1; V2 Objemy

C1; C2 Koncentrace

my; my Hmotnosti

W1, Wo Hmotnostni procento

uTB Univerzita Tomase Bati

TVS Tuk v susiné

HCI Kyselina chlorovodikova

min Minuty, jednotka ¢asu

P Hladina pravdépodobnosti
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