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CIELE DIZERTACNEJ PRACE

Ciel'om dizertacnej prace je snaha vysvetlit procesy, ktorymi voda prechadza pri zmene teploty a ako
tieto procesy vplyvajl na jej vlastnosti. Fyzikalne vlastnosti vody mézu byt ovplyviiované aj kryoprotektivnymi
latkami. V pripade sledovania roztoku vody s kryoprotektivnou latkou dimetylsulfoxid (DMSO) pozorujeme
abnormalne spravanie sa systému vzhl'adom na teplotu tuhnutia a topenia. Prave tieto teplotné parametre vysoko
ovplyviiuje koncentracia DMSO v roztoku. Z toho dbévodu informacie o $truktire zmesi DMSO-voda su
dolezitym krokom pre pochopenie kryoprotektivnych vlastnosti.

Ciele dizerta¢nej prace je mozné zhrnut’ do nasledujucich bodov:

1. Stadium fyzikalnich vlastnosti vody, kryoprotektivnej latky DMSO a ich zmesi v objemovom a
uvaznenom stave (v poéroch  nanometrovych rozmerov modelovej matrice) pomocou metody
pozitronovej anihilaénej ¢asovej spektroskopie (PALS).

2. Sledovanie nizkych objemovych koncentraciia zmesi DMSO-voda a zameranie sa na preciznejsie
spoznanie kryoprotektivneho efektu na molekularnej rovni.

3. Skumanie zmien mikro$trukturalneho volného objemu tychto latok v procesoch tuhnutia a topenia
meranim dob zivota ortopozitronia.

Sledovanie vplyvu krystalizacie vody, DMSO a ich zmesi na tvorbu pozitrénia.
Skumanie vplyvu vel'kosti a geometrie pdrov matrice na procesy tuhnutia a topenia skimanych latok v
mezoporoch.

UvoD

Predkladana praca je venovana vyskumu fyzikalnych vlastnosti vody, DMSO a ich zmesi pomocou
metody pozitronovej anihilaénej Casovej spektroskopie (PALS).
Metoda PALS je jadrovofyzikalna metdda, ktorda umoznuje skimat’ mikrostrukturu materiadlov prostrednictvom
procesov vzniku a zaniku pozitronia, ¢im umoziuje sledovat’ fyzikalne a chemické vlastnosti materialov.
Pomocou tejto metddy modzeme Strukturu latky sledovat’ az na Grovni niekolkych nanometrov. V dizertacnej
praci je popisany nielen princip PALS metédy, ale je tu uvedena aj interpretdcia nameranych anihila¢nych
charakteristik skimanych latok v objemovom a uvdznenom stave.
Voda je dolezita zlaenina nachadzajtca sa vSade okolo nds, castokrat byva uvdznend v poroch tuhych latok.
Skimanie vody v makroskopickych objemoch a vody uvéaznenej v péroch nanometrovych rozmerov ma vyznam
pre vykreslenie jej dynamického spravania sa. Ak sa menia vonkajsie parametre je viditelny rozdiel v spravani
sa objemovej aj uvaznenej vody. Objasnenie jej fyzikalnych vlastnosti a poznanie procesov, ktorymi prechadza
je potrebné pre rozne odvetvia - napr. aj pre pochopenie biologickych procesov. Experimenty uvedené v tejto
préci boli zamerané na sledovanie tych vlastnosti vody, ktoré su najdolezitejSie pre Géely zmrazovania a
uchovavania buniek pri nizkych teplotach. Nadviazali sme na vyskum Jana Lakotu [21], ktory skumal viabilitu
kmetiovych buniek v zavislosti od pouzitej koncentracie DMSO pri ich zmrazovani. Zaoberali sme sa otézkou,
aky fyzikalny mechanizmus je zodpovedny za efekt kryoprotektivnych vlastnosti DMSO. Sledovali sme nizke
objemové koncentracie a zamerali sme sa na preciznejSie spoznanie kryoprotektivneho efektu zmesi DMSO-
voda na molekuldrnej Grovni pomocou metddy PALS. Zistené poznatky by v budtcnosti mohli prispiet’ k
efektivnemu vysvetleniu principu metédy kryokonzervéacie a mohli by napomoct’ k d’alSiemu tispesnému posunu

pri zmrazovani vacsich biologickych Struktur.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Metoda PALS

Pozitronova anihila¢na spektroskopia pomocou interakcie pozitronu a elektronu umoziiuje skamat’ rézne
vlastnosti daného prostredia. Radioaktivny Ziari¢ B* emituje pozitron, ktory nasledne vstupuje do hmotného
prostredia, kde postupnymi zrazkami pomerne rychlo (niekol’ko ps) spomaluje a difunduje usporiadanym
systémom atomov alebo molekal materidlu. Pritom moze dochadzat’ k priamej anihilacii vol'ného pozitronu,
alebo k interakcii s elektronom za vzniku viazaného stavu nazyvaného pozitrénium (parapozitrénium pPs alebo
ortopozitrénium oPs). Tieto stavy sa lisia dobami Zivota - v pripade pPs a priamej anihilécie su to stovky ps a v
pripade oPs v dosledku pick-off procesu st to radovo ns v zavislosti od velkosti vol'nych objemov v latke. Doba
Zivota pozitronu t predstavuje ¢asovy rozdiel medzi vznikom sprievodného y-kvanta z B* premeny v zdroji pri
emisii pozitrénu a anihilaénym kvantom vyziarenym pri jeho anihilécii vo vzorke.

Prostredie v ktorom sa pozitron nachadza ma velky vplyv na jeho anihilaciu. Ak sa v materiali nachadza
nedistota alebo defekt (lokalny vol'ny objem), potom sa zvySuje pravdepodobnost’ vyskytu pozitrénu v takomto
mieste - pozitron sa tu lokalizuje. Tym sa zmeni aj doba zivota pozitronu v zavislosti od lokalnej hustoty
elektrénov v mieste lokalizacie, ¢o sa prejavi v asovom spektre anihilacie pritomnost'ou d’al’Sej komponenty.
Pozitrén v hmotnom prostredi sa moZe podielat’ na viacerych procesoch ktoré v kone¢nhom désledku vedl k jeho
zaniku. Jeden z dolezitych procesov pri $tudovani vlastnosti a Struktary latky predstavuje anihilacia orto-
pozitrénia (oPs) prostrednictvom pick-off procesu. V tomto procese pozitrén viazany v atbme orto-pozitrénia v
pevnej latke anihiluje s elektronom prostredia s vhodne orientovanym spinom, pricom déjde k emisii dvoch
v kvant a zaroven pride k skrateniu doby Zivota na asi 1-4 ns [1].

Z kvantovo-mechanického modelu pozitronia je mozné odvodit’ vztah medzi dobou Zivota orto-pozitronia a
vel'kost'ou nekoneéne hlbokej potencidlovej jamy s polomerom R, v ktorej sa orto-pozitrénium nachadza (model

Tao-Eldrup)

1.2
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kde 7, predstavuje dobu Zivota orto-pozitronia v ns, A je hrubka elektronovej vrstvy v potencialovej jame. Tu

predpokladame, Ze ¢asové spektrum ma tri komponenty s najdlh$ou dobou zivota od pick-off anihil&cie o-Ps.
Pozitronium v kondenzovanych médiach potrebuje pre svoju existenciu dostatocne vel'ky vol'ny priestor, vaséi
ako je rozmer Ps. V kvapalindch medzi molekulami je prirodzeny intermolekularny prazdny objem, ale nie je
staticky. Problém uPs pri stanoveni velkosti vol'ného objemu nastdva v tom, Ze dochadza k interakcii Ps
s molekulami Kkvapaliny v mieste, kde sa vytvorilo. Ps vytvori bublinu, volny objem, ktory je vicsi, nez
prirodzeny medzimolekulovy priestor v kvapaline [2,3,4,5].
V spektrach anihilacie pozitronu v kvapalinaich méZeme rozli§it' minimalne tri komponenty - jednu od anihilacie
pozitrénu a dve pochadzajice od anihilacie pozitronia (kratsiu od anihilacie pPs a dIhd od anihil&cie oPs). Prave
prostrednictvom najdlhSej tretej zlozky spektra tops je mozné Studovat mnohé fyzikalne javy (ako napr.
krystalizacia), pretoZe sa prejavujii v zmenach lokalneho volného objemu a teda aj v dizke doby Zivota oPs. Pri
vyssich teplotach, v kvapalnom stave Studovanej latky, je mozné pozorovat' vznik bubliny, ktory sa prejavi
vel'mi dlhou komponentou v spektre dob zivota. Tato dlha komponenta sa pripisuje oPs, ktoré sa stabilizovalo v
kvapaline v bubline s polomerom R, ktory je dany rovnovahou medzi nulovou energiou pozitrénia Eq(R)

2 bz 1.3
a energiou kvapaliny, ktord je dand vnitornym povrchovym napétim bubliny ¢ a tlakom kvapaliny p

Ey(R) =

4 1.4
Ey(R) = ?T[ R3p + 4m R%c

Za predpokladu modelu nekonecne hlbokej potencidlovej jamy dostaneme potom vyraz definujuci velkost

bubliny
) a1 15
R* = ﬂh (O‘+@j
16m,

2

v ktorom R je hodnota polomeru od ktorého zavisi aj priemerna doba zivota oPs [6,7,8,9].



1.2 Aparatira na meranie PALS

Technika merania PALS je zaloZena na merani ¢asového intervalu medzi emisiou pozitronu zo zdroja
Na, kedy sa zarovef pri emisii pozitrénu vyZiari aj y kvantum s energiou 1274,5 keV a ktoré sa pri merani
vyuziva ako signal Start. Ako signal stop sa registruje vyziarené anihilacné kvantum s energiou 511 keV

vznikajuce pri anihilcii pozitronu. Schéma spektrometra je na obr.1.

fotonasobit scintilator vzorka so zdrojom pozitronov

START N H/ -
detektor A .- - detektor B

(6]

diferencidlny
diskrimindtor
s konstantnou
frakciou

12745 keV

DELAY

casovo-amplitadovy prevodnik L
oneskorovacia linka

mnohokanalovy diskriminator

Obr. 1. Schéma aparatiry na meranie dob Zivota pozitrénov [6]

Detektory sa skladaju z plastickych scintilatorov alebo BaF, krystalov, ktoré s opticky spojené s
rychlymi fotonasobi¢mi. Fotonasobi¢e konvertuju fotony na analdogové elektrické impulzy a tie su dalej
spracovavané diskriminatormi s kons$tantnou frakciou (CFDD). Tento typ diskriminatorov produkuje ¢asovy
signal z detektora, ktory je nezavisly od amplitddy signalu. Diskriminatory produkujd logické impulzy z
rychlych signalov z anddy fotonasobica, ktoré st d’alej vedené na vstup ¢asovo-amplitidoveho konvertora (TAC
Canberra 2145). V stop vetve je pripojené eSte dodato¢né oneskorovacie zariadenie (DELAY Polon 1506) aby
konvertor pracoval v optimalnom ¢asovom rezime a na uréenie ¢asovej kalibracie meracieho systému. TAC
premienia Casovy rozdiel medzi registraciou Startovacieho a anihilacného kvanta na amplitidu vystupného
signalu. Vystup z TAC sa potom ulozi do pamiti mnohokanalového analyzatora (MCA Adcam Analyst EG&G
Ortec).

1.3 Princip merania PALS

Vzorka s materidlom a zdrojom Ziarenia je umiestnena do vakuovej komory, v ktorej je prostrednictvom
medeného nosiGa sprostredkovany tepelny kontakt s chladiacim okruhom héliového kryogeneratora.
Kryogenerator umoziiuje merania v Sirokom teplotnom intervale 14-335 K. Merania sa robia v niekolkych
teplotnych rezimoch. Vzorka sa najprv rychlo schladi z izbovej teploty (300 K) na 20 K s priemernou
rychlost'ou chladenia 2,5 K/min. Nasledne sa za¢ne vzorka ohrievat’ zvySovanim teploty s teplotnym krokom
5-20 K, pri¢om sa postupne premeriava cely teplotny interval 14-335 K. Potom sa pokra¢uje cyklom pomalého
chladenia, kde sa z teploty 300 K postupuje s ur¢itym teplotnym krokom az k teplote 14 K. V tychto teplotnych
rezimoch sa sleduju teplotné zavislosti zmeny doby Zzivota ortopozitronia, pomocou ktorych dokaZeme
charakterizovat’ vel’kost’ priestorov, v ktorych pozitrénium anihiluje (pick-off proces). Z nameranych dat mame
moznost’ uréit’ vlastnosti elektronov s ktorymi pozitron interaguje v roznych ¢asoch svojej existencie a tiez
vidiet proces, v ktorom sa pozitron (resp. pozitronium) zicastiuje od vzniku az po okamih anihilacie.

Schéma elektrického zapojenia aparatiry pre meranie doby Zivota je na obr.2. V schéme celkového usporiadania

detektorov a kryoaparatiry je zakreslené aj chladenie vzorky, ktoré je zabezpefené kryogeneratorom JANIS
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CCS-450. Kryogenerator umoziiuje merania v teplotnom rozsahu 12-500 K. Jeho ¢innost’ je zaloZena na expanzii
plynného hélia v uzavretom okruhu [10]. Riadenie a kontrola teplotnych cyklov je zabezpefené teplotnym
stabilizatorom LAKE SHORE Cryotonics 331 s teplotnou stabilitou 0,2 K, ktory je ovladany pomocou PC.

Detektor
Ge(Li)

Detektor
START

Detektor
STOP

vakuova komorka
50 Ziaricom

vakuova
i s

Seee——e————
| &
— — ] kompresor
teplotny kryogenerdtor [ e
stabilizator 723 = kryogenerétor

Obr. 2. Schéma elektrického zapojenia aparatiry pre meranie doby Zivota

Spektra dob Zivota pozitronov sa spracuvaju numerickou analyzou, ktord umoziiuje uréit’ hodnoty dob
Zivota pozitronia 7j a intenzity tvorby pozitronia I; Tieto hodnoty prispievaju k vyslednému spektru. V pripade,
ze Sa v skimanom materidli tvori pozitronium, potom v spektre dob Zivota sa vytvoria aspon tri rozlisitelné
komponenty priemernej doby zivota. Najdlhsi ¢asovy interval doby Zzivota v poroch je od cca 0,7 do 100 ns a
zodpoveda komponente 0-Ps. Najkrat$ia priemerna doba Zivota sa vztahuje k p-Ps a je okolo 125 ps. Pomer
intenzit tychto dvoch zloZiek je 3:1. Dalsia zlozka spektra, kde sa hodnoty dob Zivota pohybuju okolo 300-400
ps pochadza od anihilacie volnych alebo zachytenych pozitronov. Vzhladom k typu a vlastnostiam skimanej

latky mo6zu byt’ v spektre pritomné aj d’alSie odlisitelné komponenty (obr.3).

Vol'nd anihilacia

o-Ps

Anihildcia v zdroji

Pozadie

time, ns

Obr. 3. Vysledné spektrum déb Zivota pozitronov



2. DOSIAHNUTE VYSLEDKY DIZERTACNEJ PRACE

Na z&klade predpokladu, Ze pozitronium sa lokalizuje do dier v S$truktire tuhej latky a pomocou

poloempirického vztahu

AR 1 AR 2.1
R7aR 2o m@rpap)!

Tpick —of f = O"OP)_l =05-[

je mozna korelacia pravdepodobnosti pick-off anihil4cie ortopozitrnia s polomerom diery, v ktorej anihilacia
nastava [2,3]. Tento vztah medzi dobou Zivota ortopozitronia a velkostou diery poskytuje jedineénii moznost’
robit’ priame merania vel'kosti lokalneho voI'ného objemu tuhej latky a najmé jej zmeny v zavislosti na teplote.

Vo vzorke vody, DMSO a ich zmesi v rdznych koncentrdcidch sa zmerala teplotna zavislost' doby Zivota

ortopozitronia teps(T) @ intenzity tvorby pozitronia lps(T).

2.1 VODA

2.1.1 VODA - doby Zivota Tops

OBJEMOVY STAV: Doby Zivota Ty (0br.4a): Merali sa anihilaéné charakteristiky a skiimali sa fazové
prechody v procesoch chladenia a ohrevu vody, ktoré vykazuju zjavnt kinetick(l zavislost’. Pre oblast’ nizkych
tepl6t 20-150 K je 13 prakticky konstantna (okolo 0,61 ns). S rastlcou teplotou sa zacinaju vol'né objemy V,
zviacSovat. Narast Vh v oblasti 150-268 K sa vysvetluje zachytom oPs v teplotne-kreovanych defektoch v
krystalickej Strukture l'adu, hlavne vakancii [11]. Nad teplotou okolo 268 K pozorujeme esSte vacsi narast Vy,
tesne pred T, pricom procesy tu prebichajice nie st este celkom objasnené (premelting procesy). Tieto ale nie
st totozné s procesmi popisanymi v spravani sa Vy, v Ty,. Prudky narast vol'nych objemov pozorujeme pri teplote
topenia krystalickej fazy T,, = 273 K. Nad touto teplotou s d’al§im ohrievanim systému velkost volnych
objemov (Ps bubliny) klesa [11]. V Tade v rozsahu teploty 1 K pod T\, sa nach&dzajd miesta, v ktorych sa moze
vytvarat’ v dosledku lokalneho prehriatia vplyvom blobu (dodanej energie od pozitronu, ktory vytvori blob) tzv.
blobova kvapka, ¢ize kvapalna voda, ktord ma vac¢siu hustotu nez okolity I'ad, Co spésobi vygenerovanie malého
volného objemu v oblasti blobu. Pri tomto procese dochadza k rozstiepeniu ortopozitronovej komponenty,
pri¢om jedna komponenta ma vyssie hodnoty, sposobené dodatocnym vol'nym objemom vygenerovanej lokalne
prehriatej kvapaliny a druha komponenta zodpoveda dobe Zivota ortopozitronia vo vode [12,13]. Tento efekt
mdZe byt zodpovedny za pozorované maximalne hodnoty déb Zivota na rozhrani fdzovych prechodov v cykle
ohrevu aj v cykle chladenia [14,15]. V cykle pomalého chladenia vzorky sa teplota zniZovala az na 28 K, pricom
voda podliehala podchladeniu. V stave podchladenej kvapaliny voda prechddza z kvapalnej fazy do viac
usporiadaného stavu. Tento prechod je sprevadzany poklesom dob Zivota oPs a narastom intenzity tvorby Ips,
pretoze dochddza ku krystalizacii v objeme vzorky. Voda sa pod teplotou T, vo vééSine pripadov stava

podchladenou a krystalizuje v zavislosti od mnozstva krystalizaénych jadier. Cim viac jadier je pritomnych, tym



skor voda skrystalizuje - to znamena Ze krystalizuje pri vysiej teplote. Cista voda mdze zostat' v podchladenom

stave az po teplotu homogénnej nukleacie 235 K [16].

®  ohrev
2.0+ T =273K m chladenie
1.9 TOPS
1.8 4
471 voda bulk [ ]
. n ‘ m

164 -
1.54
1.4 4
1.3 4

— 121 T,=260K

o -
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% 1.0 4

0.9 4
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0.3

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375
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Obr. 4a) Teplotna zavislost’ déb Zivota oPs vo vode v bulkovom stave.

UVAZNENY STAV: Doby Zivota T,y (4b): Ohrevom z nizkej teploty je viditeny mierny narast dob
zivota oPs v tuhom stave az po teplotu 157 K, kedy dochadza k vac¢Siemu narastu volnych objemov. Tento bod
mozeme povazovat za fazovy prechod T4 do sklovitého stavu. Pod bodom T, sa systém nachadza v tuhom stave
prejavujucom sa zmenSovanim volnych objemov. Cast’ latky nad T, je podchladend kvapalina vo vysoko
viskdznom stave amala Cast' pravdepodobne v krystalickom stave, nakolko sa prejavuje zmena (narast)
v dobéch Zivota malym skokom pri teplote T=250 K. Tento bod charakterizuje roztopenie systému a nad nim sa
uvéaznend latka nachadza v klasickom kvapalnom stave. Bod roztopenia systému uvdznenej vody je posunuty
niz§ie o 23 K oproti objemovej vode. Krivka dob zivota jednozna¢ne ukazuje na zmensSovanie sa volnych
objemov pri zniZujucej sa teplote v procese chladenia, priGom efekt krystalizacie je nevyrazny, SkOr ide o prejav

amorfnej Struktary.
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Obr. 4b) Teplotna zavislost’ déb Zivota t.ps VO VOde v uvdznenom stave v SBA-15.



2.1.2 VODA - intenzita tvorby Ps Ip

OBJEMOVY STAV: Intenzita tvorby Ps Ip (obr.5a): Komplexna intenzita vykazuje vyrazni zmenu v
cykle ohrevu pri topeni vzorky v okoli bodu krystalizacie 268 K a taktiez v okoli T,,=273 K. Tvorba pozitrénia v
oblasti Ty, je na urovni 27% a dosahuje minimum, ktoré sa da vysvetlit' pritomnostou vdésicho poctu silne
tetrahedralne viazanychh molekul vody, ktoré sa viazu vodikovymi vdzbami a d’al'Sich vodnych klastrov.
Populacia tychto klastrov narastd s poklesom teploty. Okrem toho sa zistila odchylka od spravania sa
extrapolovaného povrchového napétia pod hodnotou teploty nukleacie vody 235 K [17]. Takéto javy mbzu niest’
zodpovednost’ za zniZenie tvorby Ps (komplexnej intenzity ziskanej z LT programu) pri poklese teploty v cykle
chladenia v teplotnom rozhrani 255-210 K.
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Obr. 5a) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps I vo vode v objemovom stave.

UVAZNENY STAV: Intenzita tvorby Ps Ip (5b): Teplotnd zavislost intenzity tvorby Ps v uviznenom
stave sa prejavuje miernou hysteréziou pri nizkych teplotach, ktora savisi s histériou meracich cyklov. Intenzita
tvorby Ps nad cca 190 K s teplotou klesa az k bodu T=273 K, ktory predstavuje najniz$iu hodnotu intenzity
tvorby Ps, len na Grovni 30%.
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Obr. 5b) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps Ips vo vode v uvédznenom stave v SBA-15.
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2.1.3 POROVNANIE HODNOT cyklov ohrevu
doby Zivota 1., a intenzity tvorby Ps I vo vode v bulku a v uvéaznenom stave

Porovnanim vysledkov spravania sa objemovej a uviznenej vody v cykle ohrevu sa ukazuje, Ze
usporiadanie molekil je v tychto dvoch systémoch odlisné (obr.6a,b). Vlastnosti objemovej vody zavisia od
afinity medzi susednymi molekulami, ¢o ma za nasledok vytvaranie siete vodikovych vézieb. Nasledkom
uviznenia moze nastat’ narusenie vodikovej konfiguracie v dosledku blizkosti rozhrania. Struktira a dynamika
molekdl vody v matrici su ovplyviiované koeficientom plnenia, velkostou a geometriou péru a taktiez
interakénymi silami na jeho povrchu.

214 Tm SBA15 = 250K 70+
20 TOPs POROVNANIE CYKLOV OHREVU |pg POROVNANIE CYKLOV OHREVU = ohrev H,0 bulk
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18 PR P
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a)

Obr. 6 Porovnanie teplotnej zavislosti dob Zivota ToP (a) a intenzity tvorby Ps Ips (b) s v cykle ohrevu v bulku a v uvdznenom stave.

2.2 DMSO

2.2.1 DMSO - doby Zivota Tops

OBJEMOVY STAV: Doby Zivota Tops (Obr.7a):Vzorka bola schladena z izbovej teploty na 20 K,
rychlost’ chladenia zabezpecil prechod z kvapalného do sklovitého stavu a zabranilo sa tak krystalizacii.
Vyhodnotenim spektier sme pre vel'mi nizke teploty dostali doby zivota oPs, ktoré konverguji k hodnote 0,75
ns, pri¢om sa vol'né objemy mierne zvac¢Suja s narastajucou teplotou. Tento stav zodpoveda tuhej sklovitej faze.
Sklovity stav pozorujeme v teplotnom rozhrani 20-155 K, teplotu 155 K méZeme povazovat’ za spodnu hranicu
Ty Pri ohrievani nad 160 K doSlo k vyraznej zmene volnych objemov ktord mdze indikovat zmenSenie
medzimolekulovych priestorov. ,Jama‘“ zaéinajuca okoli bodu 165 K pocas ohrevu predstavuje rozruSenie
povodnej amorfnej Struktiry v okoli tejto teploty. PoCas ohrievania nastala zmena Struktiry latky a doslo k jej
tesnejSiemu usporiadaniu, vol'ny objem sa zmensil. Pri teplote 195 K sa zacala struktara znovu preusporiadat’, ¢o
sa prejavilo expanziou velkosti vol'ného objemu. V teplotnom rozmedzi 165-195 K bola teda Struktura latky
tesnejsie preusporiana, minimalne jej Cast’, priCom zbytok mohol zostat’ amorfny. Nad hodonotou 200 K doslo k
prudkému nérastu vel’kosti vol'nych objemov so zvySujliicou sa teplotou. Aj skokové zmeny nad 200 K by mohli
byt postupnymi prechodmi vo viacstavovej podchladenej faze, kedy najprv dochadza k ¢iastocnému roztopeniu
(195-200 K) a d’alsim ohrevom sa zacinaju topit’ d’als$ie domény pravdepodobne typu klastrov (nad 200 K).
Amorfny stav zostava dominantny. Vysoké hodnoty vol'nych objemov nad 200 K a ,,jama‘ naznacuju fakt, ze aj
po rozotpeni tesnej Struktury sa systém sprava prevazne amorfne a jeho ciastkové Struktury sa topia v

jednotlivych krokoch. Na krivke je mozné pozorovat’ d’al$i narast volnych objemov pri teplote T,=289 K, ¢o
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pripisujeme findlnemu roztopeniu krystalickej fazy, ktorej je malo. Pri chladeni je viditelnd zavislost’ zmeny
vol'nych objemov s klesajiicou teplotou, co je typickou vlastnostou amorfnych latok. Teplotu dynamického
prechodu podchladenej kvapaliny na sklovitl Struktiru zaznamendvame ako prechod T¢=165+15 K a v rozhrani
tepldt 165-200 K sa prejavuje expanzia a kontrakcia mikrostrukturdlneho vol'ného objemu. Pouzita kaptonova
folia ma vel’'mi malé pory a hladky povrch, ¢o pravdepodobne znemoziuje tvorbu krystaliza¢nych jadier a preto
je DMSO dobre amorfné. DMSO v objeme ma vSak vel'mi komplikovan( $truktiru, comu zodpovedaju aj nase
experimentalne vysledky. Momenalne nevieme ohodnotit’ presny podiel amorfnej a krystalickej fazy v procesoch

ohrevu a chladenia.

2.4 amorfizacia casti objemu = ohrev
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Obr. 7a) Teplotna zavislost’ dob Zivota oPs v DMSO v bulkovom stave

UVAZNENY STAV: Doby Zivota T (0br. 7b): Teplotna zavislost dob Zivota ortopozitronia DMSO v
matrici SBA-15 ma S$pecificky priebeh. Je tu vidiet' dvojstuptiovy prechod do sklovitého stavu a vyrazna
hysterézia v teplotnom intervale (190-240 K) medzi cyklami ohrevu a chladenia v podchladenom stave merangj
vzorky. V bode T=245 Knevidiet vyraznejSie zmeny v dobach zivota. Ztoho sa da predpokladat, ze

v mezopéroch matrice je pritomna amorfna faza DMSO.
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Obr. 7b) Teplotna zavislost’ déb Zivota oPs v DMSO v uvéznenom stave v SBA-15.
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2.2.2 DMSO - intenzita tvorby Ps Ips

OBJEMOVY STAV: Intenzita tvorby Ps Ip (obr.8a): Teplotna zavislost tvorby Ps je zobrazend na obr.
8a. Nie st tu dobre rozlisiteIné oblasti jednotlivych Struktar, avsak je rozpoznatel'ny rozdiel v tvorbe Ps v tuhom
sklovitom stave oproti $truktare pri vysSich teplotach, kde je pritomné minimum v okoli 205 K. Toto minimum

sa vyznaCuje najniz$ou intenzitou tvorby Ps, len na urovni 10% [18].

IPs

1] DMSO bulk

| o
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11
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Obr. 8a) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps Ips v DMSO v objemovom stave.

UVAZNENY STAV: Intenzita tvorby Ps I (0br.8b): Na grafe intenzity tvorby Ps v zavislosti na
teplote sa daja rozlisit’ oblasti prechodu jednotlivych faz. Samotna Struktira systému je viac usporiadana ako v
objemovom stave. V metastabilnom stave Ips s teplotou klesa. Pik minima tvorby Ps je posunuty k vyS$sim
teplotam (okolo 245 K) oproti objemovému stavu (okolo 205 K). Po roztopeni vzorky mozeme vidiet' mierny

narast intenzity tvorby Ps v kvapaline.
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Obr. 8b) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps Ips v DMSO v uvdznenom stave v SBA-15.
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2.2.3 POROVNANIE HODNOT cyklov ohrevu
doby Zivota 1., a intenzity tvorby Ps I v DMSO v bulku a v uvdaznenom stave

Porovnanim cyklov ohrevu v teplotnych zavislostiach déb Zivota oPs a intenzity tvorby Ps medzi
systémami objemovej a uvaznenej kryoprotektivnej latky DMSO vidime rozdiely v ich spravani (obr.9a, b). Je to
predovsetkym v potlaceni krystalizacie alebo inej formy minimalizovania vol'ného objemu (preusporiadanie
klastrov) nad T4 pre uvdzneny systém (cca nad 160 K) a jeho topenia okolo 200 K. V uvéznenom systéme tieto
teploty predstavuju zmeny v expanzii vol'ného objemu. Za tymto javom sa méze skryvat’ iny typ dynamiky
molekul, nez aky je v objemovej faze. Nizsia hodnota dob Zivota (resp. voI'ného objemu) pre objemova vzorku
by mohla naznacit’, ze ¢ast’ objemu je tesnejSie usporiadana, a teda obsahuje aj krystalicka fazu, ¢o potvrdzuje uz

vysSie spomenuta pritomnost’ skokovej zmeny doby zivota nad tabulkovou hodnotou T, pre DMSO.
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Obr. 9 Porovnanie teplotnej zavislosti dob Zivota ToP (a) a intenzity tvorby Ps Ips (b) s v cykle ohrevu v bulku a v uvdznenom stave.

2.3 BINARNA ZMES DMSO-VODA

DMSO patri medzi intracelularne kryoprotektiva, ktoré sa vyuzivaji pri zmrazovani buniek.
Kryoprotektivum prenikne do bunky a nahradi vnutrobunkovt vodu. Znizuje bod tuhnutia a zvicSuje podiel
nezmrazenej kvapaliny aj pri nizkych teplotdch pod bodom tuhnutia. [19,20].

DMSO je potrebné pouzit' v takej koncentracii, aby si eSte zachovaval svoje kryoprotektivne ucinky, avSak
nesmie byt pouzity v prili§ vysokych koncentraciach, nakol’ko méa negativne uéinky na Zivy systém. Standardne
sa vyuziva 10% roztok, avSak je tendencia vyrazne znizovat' tato koncentraciu. Jan Lakota sa zaoberal
experimentami, kde sledoval viabilitu kmenovych buniek pri kryokonzervacii v zavislosti od pouzitej
koncentracie DMSO. Z vysledkov zistil, ze DMSO si zachovava svoje kryoprotektivne G€inky az po hranicu
koncentracie 2.0% [21] v zmesi s vodou. Na grafe viability buniek zavislej od koncentracie DMSO (obr.10) je
viditena vyraznd skokovd zmena v poéte buniek, ktoré uz neprezili kryokonzervaciu pri koncentracii 1,8%
DMSO, pretoze sa tu stracaju kryoprotektivne Gcinky [21,22]. Cielom je zistit’, aky fyzikalny mechanizmus je

zodpovedny za kryoprotektivny efekt a preco je rozdiel medzi 2,0% a 1,8% roztokom taky zasadny.
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Obr. 10 Graf viability kmeiiovych buniek pri kryokonzervacii v zavislosti od pouZitej koncentracie DMSO [Zdroj: Jan Lakota]

Podla vysledkov z naSich experimentov sa ukazuje, Ze existuje suvislost medzi kryoprotektivnymi
udinkami DMSO a spravanim sa lokalneho vol'ného objemu pri nizkych teplotéch v sledovanych roztokoch [23].
Rozdielova plocha medzi krivkami chladenia a ohrevu, ktora sa prejavila v teplotnom intervale 140-260 K,
predstavuje hysteréziu tmernt kryoprotektivnemu efektu u skimanych zmesi. Taktiez sa ukazal vplyv
Strukturalnych prechodov v DMSO v rozhrani teplot 165-200 K, pri¢om je vidite'né, ze kryoprotektivny vplyv

sa prenasa aj na vodu v miere zodopovedajtcej koncentracii kryoprotektiva.

V stadiu tuhnutia a topenia sme sa zamerali na preciznejS$ie spoznanie ich priebehu pomocou vol'noobjemového
pohladu vo vybranych kryoprotektivnych zmesiach DMSO-voda (10% - kryoprotektivny Standard, 2% -

hrani¢na koncentracia pre uchovavanie buniek, 1,8% - vyrazny pokles kryoprotektivnych ucinkov).

2.4 Zmes DMSO-voda v nizkych koncentraciach
2.4.1 Zmes 10% DMSO-voda

2.4.1.1 - 10%DMSO-voda - doby Zivota Tops

OBJEMOVY STAV: Doby Zivota T,y (0br. 11a): Na rozdiel od ¢istej vody, tato zmes vykazovala
rozdiel v cykloch ohrevu a chladenia (hysterézia-obr.11b) aj v oblasti tepl6t 140-260 K a je tu mozna suvislost’
medzi velkostou hysterézie a hodnotou viability buniek u skimanych zmesi [21]. Velkost rozdielovej
hysteréznej plochy je vSak mozné ovplyvinovat’ rychlostou ohrevu. Mézeme ju ale povazovat’ za mieru straty
amorfnej fazy a korelovat' ju s kryoprotektivnym uc¢inkom DMSO v danej koncentracii. Prave v 10%
predstavuje najvacsi podiel amorfnej fizy na zaciatku pri chladeni vzorky. Efekt tesnejSieho upakovania
Struktury (krystalizacie) pri ohrievani, podobne ako u ¢isttho DMSO je vSak z hladiska kryokonzervacie
neziaduci a preto sa pre biologické ucely proces pomalého ohrevu nevyuziva.

Doba zivota ortopozitronia je imerna priemernej vel’kosti vol'ného objemu a poklesom teploty dochadza k jeho
relativnemu zmensovaniu. Hysterézne spravanie sa volnych objemov bolo pozorované vyraznejSie nad 165 K,

nakol’ko bol lokédlny vol'ny objem tesnejSie usporiadany pretoze sa pravdepodobne zvysil podiel krystalickych
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domén. Krystalizdcia v tejto zmesi nastala v dosledku zvysujucej sa teploty systému - tzv. rekrystalizaciou. K
tesnejSiemu usporiadaniu v systéme dochadza prave v teplotnej oblasti 165-200 K vplyvom pridanej
kryoprotektivnej latky DMSO, pricom dochadza k strate amorfnej frakcie, ktora bola pritomna pocas rychleho
chladenia (vy$8ie hodnoty vol'ného objemu v cykle pomalého chladenia to tieZ naznacuju). U Eistej vody v tejto
teplotnej oblasti sa ziadna hysterézia nepozorovala a U nej predpokladame tiez krystalicky stav. Pri sledovani
vplyvu kryoprotektivnej latky na vlastnosti vody vidime aj posuv v teplote topenia k niz§im hodnotim,
Tm=268K. Nad touto teplotou je systém uz kvapalny.

V procese chladenia je pravdepodobné, Zze pod bodom T=260 K nastidva zmena $truktury latky a to dominantna
krystalizacia (ukazuje to prudkd zmena doby zivota oPs, resp. lokdlneho volného objemu) a vV mensej miere
vznika aj amorfna faza. To potvrdzuju vySSie hodnoty vol'ného objemu v krivke chladenia, ¢o znamen& menej

usporiadany systém.
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Obr. 12a) Teplotna zavislost’ déb Zivota toPs v zmesi 10% DMSO-voda v objemovom stave, b) Hysterézna plocha medzi cyklom
ohrevu a chladenia v zmesi 10% DMSO-voda

UVAZNENY STAV: Doby Zivota Tops (Obr.11c): Po prudkom schladeni vzorky na 14 K sa zacalo s
cyklom pomalého ohrevu az na izbovi teplotu. Pri ohrievani z nizkej teploty je vidiet mierny narast vol'nych
objemov v tuhom stave az po teplotu v okoli bodu T=159 K, kedy dochadza k zvdcSeniu narastu Tops.
Krystalizacny efekt (ostry pokles doby zivota) v tejto Struktire nie je badatelny, preto predpokladame
pritomnost’ amorfnej Struktury.

Amorfnd $truktira vznikd pri zniZovani teploty ako dosledok prudkého chladenia alebo uvdznenia v malych
nanometrovych péroch systému, ale taktiez moze byt prejavom kryoprotekivneho G¢inku DMSO. Bod prechodu
do platdé T, =247 K je posunuty k nizsej teplote (o 21 K) oproti Ty, v bulkovom stave, ktory charakterizuje
prechod do kvapalného stavu s nizkou viskozitou. Zavislost’ nad touto teplotou je podobna &istej vode.

V cykle chladenia vzorky sa teplota znizovala z 280 K az na 12 K a zmes pritom podliehala podchladeniu. V
stave podchladenej kvapaliny Struktara prechddzala do sklovitého stavu, €o sa prejavilo poklesom dob Zivota oPs
azmenou smernice teplotnej zavislosti v Ty. Uvdznena zmes DMSO s vodou v matrici SBA-15 vykazovala

naznak rovnakej amorfnej Struktiry v procese ohrevu aj chladenia.
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Obr.11c) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps Ip; v zmesi 10% DMSO-voda v objemovom stave

2.4.1.2 - 10%DMSO-voda - intenzita tvorby Ps Ips

OBJEMOVY STAV: Intenzita tvorby Ps Ip (0br.12a): Zavislost intenzity tvorby pozitronia na teplote

je kvalitativne vel'mi podobna Cistej vode, avSak na grafe zmesi je viditelny vyrazny rozdiel medzi cyklami

ohrevu a chladenia a hodnoty st celkovo posunuté k nizsej teplote vplyvom pritomnosti DMSO.
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Obr. 12a) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps lps v zmesi 10% DMSO-voda v objemovom stave.

UVAZNENY STAV: Intenzita tvorby Ps Ip (obr.12b): Intenzita tvorby Ps ma priebeh zobrazeny na

obr.6.19. Pri veI'mi nizkych teplotach v cykle ohrevu pozorujeme mierny ndrast intenzity tvorby Ps az po teplotu

159 K, kedy dosahuje hodnotu okolo 40%. Pod tymto teplotnym bodom nastava vyrazna zmena, prudky pokles

tvorby Ps, ktory klesd na hodnotu 28% pri teplote T=247 K. Potom nasleduje opit mierny narast intenzity

spojeny s nizkovisk6znou kvapalinou nad tymto teplothym bodom, podobne ako u kvapalnej vody.

V uvdznenom stave ale absentuje vyrazne Siroké maximum v oblasti tepl6t 210-247 K. V cykle chladenia st

hodnoty podobné, avsak na grafe je viditeI'né hysterézne spravanie sa v oblasti nizkych teplét.
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Obr. 12b) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps Ips v zmesi 10% DMSO-voda v uvdznenom stave v SBA-15.

2.4.1.3 POROVNANIE HODNOT cyklov ohrevu v zmesi 10%DMSO-voda
doby Zivota 1., a intenzity tvorby Ps Ips v bulku a v uvdznenom stave

Doby Zivota T,ps: Pri porovnavani vysledkov spravania sa objemovej a uvéznenej zmesi v cykle ohrevu
sa ukazuje, ze teplotna zavislost’ doby Zivota oPs pri nizkych teplotich ma usporiadant tuht Struktaru, avsak v
uvdznenom stave nedochadza ku krystalizacii, ale iba k amorfizacii $truktury (obr.13a). Bod charakterizujuci
prechod do kvapalného stavu je v uvdznenom stave posunuty k nizsej hodnote oproti bulkovému stavu. Pod
tymto bodom zaznamenavame pokles v dobach Zivota oPs, ktory je ovel’a vyraznej$i v uvdznenom systéme, v
objeme je priebeh poklesu ovel’a miernejsi.

Intenzita tvorby Ps je ovel'a niZ§ia v matrici SBA -15 (len na urovni~ 35%) oproti objemovému stavu
kvoli konkurenénej anihilacii pozitronov v skeletone matrice, pricom v objeme ma intenzita ovel'a zlozitejsi
priebeh a hlavne ma pritomny $iroky pik v oblasti cca 205-247 K (obr.13b). To by znamenalo, ze tento pik je
spojeny s procesmi prebiehajdcimi iba v usporiadanej$ej faze (tvorba krystalov a klastrov v podchladenej

kvapaline), ¢o je vel'mi dolezity poznatok.
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Obr.13a) Porovnanie teplotnej zavislosti dob Zivota toPs v cykle ohrevu zmesi 10% DMSO-voda v bulku a v SBA-15,

b) Porovnanie teplotnej zavislosti intenzity tvorby Ps Ips v cykle ohrevu zmesi 10% DMSO-voda v bulku a v SBA-15.
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2.4.2 Zmes 2% DMSO-voda

2.4.2.1 - 2%DMSO-voda - doby Zivota Tops

OBJEMOVY STAV: Doby Zivota T,y (0br. 14a): Pri ohreve vzorky v oblasti nizkych tepl6t pozorujeme
dost’ podobny priebeh ako u €istej vody s miernymi odchylkami pri teplotich nad 150 K, mensimi, nez u 10%
DMSO. Pri teplote T,,=271 K je pozorovana prudka zmena hodndt t,ps, ktort mézeme prisadit’ roztopeniu zmesi
pri ohrievani vzorky a prechod do kvapalného stavu. Teplotné merania v procese chladenia ukazali krystalizaciu
v okoli teplotného bodu 262 K (prudkd zmena teps, resp. volného objemu). Postupnym chladenim ziskavame
krivku chladenia a pod hranicou cca 160 K sa velkosti vol'nych objemov uz nemenia v dosledku §truktiry
systému nachédzajlceho sa v stabilnom stave. Stabilnd a tuha $truktGra pod touto hranicou uZ neovplyviluje
tvorbu klastrov a pohyby molekil. Rozdiely v hodnotach v teplotnom rozhrani 160-210 K medzi cyklom
chladenia a pomalého ohrevu sa prejavili hysteréziou (ako dosledok zmensenia vol'ného objemu v dosledku
tesnejSieho upakovania Struktary pri ohreve nad 160 K). Koncentracia zmesi 2% DMSO-voda este vykazuje
dost’ vyraznl hysteréziu (obr.14b), takze je mozné predpokladat’ Zze zmes obsahuje amofnu fazu, ktora ma
kryoprotektivne G¢inky. Tieto merania st v sulade s vysledkami experimentov Jana Lakotu, pri ktorych bolo

zistené, ze DMSO si zachovava svoje kryoprotektivne u¢inky az po hranicu koncentracie 2,0% [21].
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Obr.14a) Teplotna zavislost’ dob Zivota toPs v zmesi 2% DMSO-voda v objemovom stave, b) Hysterézna plocha medzi cyklami
ohrevu a chladenia v zmesi 2% DMSO-voda

UVAZNENY STAV: Doby Zivota T,y (0br. 14c):. Najprv sa vzorka schladila z izbovej teploty na
teplotu 23 K a nasledne sa zacala zahrievat’. Pri nizkych teplotach do 160 K pozorujeme len mierny narast déb
zivota oPs. Prvy vyrazny zlom v teplotnej zavislosti oPs je pri 160 K, ktory zodpoveda teplote sklovitého
prechodu. V oblasti podchladenej kvapaliny nad T, je vidiet’ narast, dokonca dvostupiiovy, volnych objemov
s teplotou zmeny okolo 211 K aZ po teplotu T=240 K, kedy dochadza k zastaveniu rastu. Tuto teplotu mozno
povazovat za prechod do kvapaliny s nizkou viskozitou, za touto prechodovou oblast'ou nastava pokles vol'nych

objemov, podobne ako u &istej vody.

19



= ohrev
= chladenie
214 240K

Tops
2.0

2% DMSO-voda v SBA15

1.94

1.8+

174

164

[ns]

154

oPs

e 1.4 4

134

124

114

1.0

LLINAL A S B S S L S B S B S R |
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375

Teplota [K]

Obr. 14c) Teplotna zavislost’ tvorby Ps I v zmesi 2% DMSO-voda v objemovom stave

2.4.2.2 - 2%DMSO-voda - intenzita tvorby Ps Ip;

OBJEMOVY STAV: Intenzita tvorby Ps Ips (0br.15a): Teplotnd zavislost' intenzity tvorby Ps ma
priebeh ukdzany na obr. 15a. Pri postupnom ohreve intenzita narasta najma v oblasti teplotného bodu 166 K, kde
dosahuje svoje maximum az okolo 70%. Daldim ohrievanim systému nastiva pokles intenzity s d’al§im
lokalnym narastom v oblasti piku 215 K - T, a potom nasleduje oblast’ prechodu z tuhej fazy do kvapalnej pri
teplote T,;=271 K. Tam intenzita prudko klesa aZ na hodnotu lokdlneho minima (okolo 32%), ktoré je
pozorované v cykle ohrevu. V cykle chladenia st tieto hodnoty niz$ie, intenzita tvorby Ps sa v minime pohybuje

len na Grovni 29%, nakol’ko kvapalina je podchladena o 9 K.
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Obr. 15a) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps Ips v zmesi 2% DMSO-voda v objemovom stave.

UVAZNENY STAV: Intenzita tvorby Ps Ip (0br.15b): V oblasti nizkych tepl6t pozorujeme pri ohreve
narast intenzity s teplotou, ktory dosahuje maximum v bode Tg okolo 165 K ( okolo 35%). Za tymto teplotnym

bodom intenzita klesd s pozorovanim jemnych zmien v okoli tepl6t, pri ktorych boli pozorované zmeny
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v priebehu 1ops(T). Na obrézku 15b je viditeI'ny rozdiel medzi cyklom ohrevu a chladenia posuvajuci sa do

oblasti

Ty a nad touto teplotou.
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Obr. 15b) Teplotna zavislost’ intenzity tvorby Ps Ip; v zmesi 2% DMSO-voda v uvdznenom stave.

2.4.2.3 POROVNANIE HODNOT cyklov ohrevu v zmesi 2%DMSO-voda
doby Zivota 1., a intenzity tvorby Ps Ip v bulku a v uvdznenom stave

OBJEMOVY STAV: Doby Zivota T, (Obr.16a ) Pri porovnavani vysledkov spravania sa objemovej a

uvdznenej zmesi sa ukazuje, Ze v bulkovom stave ma systém ciasto¢ne amorfnu Struktiru pri nizkych teplotach,

ktorej podiel sa ,rekryStalizovanim™ pri cykle ohrevu znizuje. AvSak v uvdznenom stave nedochadza ku

krystalizacii, ale uvdznend zmes je amorfnd. Hysterézia medzi cyklom ohrevu a chladenia sa preukazala len v

objemovom stave, v uvdznenom stave sa hodnoty t,ps medzi oboma cyklami dobre reprodukovali. Bod topenia

T charakterizujlci prechod z krystalického do kvapalného stavu je v uvdznenom stave nahradeny teplotou T,

teplotou kde dochadza u podchladenej kvapaliny k poklesu viskozity (oblast’ tvorby Ps bublin) a je posunuty k

nizsej teplote o 31 K oproti bulkovému stavu.

UVAZNENY STAV: Intenzita tvorby oPs je ovela nizia v matrici SBA-15 (len na Grovni okolo
35%) oproti objemovému stavu (obr.16b). V objemovom stave ma zlozitejsi priebeh pripominajuci ¢ista vodu,

zatial’ o v uvdznenom stave nie je pritomny Siroky pik v oblasti tepl6t 215 K - T,
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Obr. 16a) Porovnanie teplotnej zavislosti dob Zivota v cykle ohrevu zmesi 2% DMSO-voda v bulku a v SBA-15

b) Porovnanie teplotnej zavislosti intenzity tvorby Ps Ips v cykle ohrevu zmesi 2% DMSO-voda v objemovom stave a v SBA-15.

21



2.4.3 Zmes 1,8% DMSO-voda

2.4.3.1 - 1,8%DMSO-voda - doby Zivota Tps

OBJEMOVY STAV: Doby Zivota Tops: Namerané hodnoty tees @ vzniknuta hysterézia st uvedené na
grafoch (obr.17a,b). V procese merania sa vzorka rychlo schladila, na prechod do usporiadanejsej resp. ¢iastoéne
krystalickej Struktary bolo potrebné podchladenie pod teplotu cca 165 K, nad ktorou sa zacal v oblasti 165-200
K stracat’ podiel amorfnej fazy pri rekrystalizacii. Dochadza tak k dodatoénej krystalizacii v amorfnych
doménach. Fazovy prechod topenia systému T,=271 K je posunuty len o 2 K k niz3ej teplote oproti bulkovej
vode, ¢o mdzeme prisudit’ u¢inku DMSO. Pri chladeni vzorky dochadza k podchladeniu kvapalnej zmesi a jej
krystalizacii. Toto sa prejavilo prudkym poklesom dob Zivota ortopozitronia, resp. zmensenim volnych objemov
pri teplote 260 K, ¢o je typicky prejav fdzového prechodu. V procese chladenia eSte dochddza k Ciastocnej
amorfizacii $truktiry vzorky, ale len vel'mi malej prejavujucou sa podstatne zredukovanou hysteréziou oproti
zmesi s 10% a 2% koncentraciou DMSO. Tato Ciastocna amorfizacia vznika vplyvom kryoprotektivneho u¢inku
DMSO. Medzi krivkami chladenia a ohrevu vznikli 3 malé hysterézne plochy, ktoré predstavuju minimalny
rozdiel v $trukture latky vygenerovanej pri chladeni a ohreve. Preto tu predpokladame pritomnost’ len vel'mi
malého podielu amorfnej fazy. Prave tato mald zmena koncentracie (0,2%) [21] je zodpovednd za podstatnd
zmenu v spravani sa vzorky. V dosledku toho zmes straca kryoprotektivne Gc¢inky [21] a viabilita buniek pri
kryokonzervéacii prudko klesa (Lakota 21,22]. Zostava otazka, aké procesy su zodpovedné za takdto vyraznd
zmenu v tak nizkej koncentracii kryoprotektivnej latky, ktora spdsobi velké zmeny v Strukture zmesi pri
kryokonzervacii. NajpravdepodobnejSie vysvetlenie tohto javu moéze byt vplyv délezitosti teplotnej oblasti
165-200 K prave v procese ohrevu. DMSO, tato prevazne amorfizujuca latka, v zmesi s vodou vytvara pri
chladeni ¢ast’ amorfného objemu, (v zavislosti od koncentrdcie DMSO) a v inkriminovanej teplotnej oblasti
podlicha preusporiadaniu Struktary, ciastoéne rekryStalizuje. Kedze pri 1,8% DMSO je rekrystalizacia

minimalna, predpokladame, Ze aj amorfnej fazy vzniklo pri prudkom chladeni minimum.

= ohrev

20 ) -
] %ops sq m  chladenie ToPs o ohrev
18 1,8% DMSO-voda o 124 1,8% DMSO-voda e chladenie

L
171
Tm=271K i
hysterézna plocha

16

15 ] 260 K

144 104 1.=0,268 [ns.K] L1 ]
2.=0,201 [ns.K] -

3.=0,148 [ns.K]

13 -

[ns]
[ns]

12 -

257 K

1.1 4 L

]
N }
09 -

1 | 2. il
08 [

1, wtt?
07 Ssie 5
064 ® m g g E W -%‘ 0.6 -4 'o@is

05 -

oPs
oPs
-

T

L
w

ot
o

04

L S S S S S S S S S I S S T T T T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Teplota [K] Teplota [K]
a) b)

Obr.17a) Teplotna zavislost’ dob Zivota ToPs v zmesi 1,8% DMSO-voda v objemovom stave, b) Hysterézna plocha medzi cyklami
ohrevu a chladenia v zmesi 1,8% DMSO-voda.
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UVAZNENY STAV: Doby Zivota Tops (ODr. 17¢): Vysledky ukazuju hodnoty déb Zivota oPs, ktoré sa
viac priblizuji k hodnotdm cistej vody, preusporiadanie molekul naznacuje lepSie usporiadanie Struktary a

mensie medzimolekulové priestory oproti koncentracii 2% DMSO-voda v SBA-15.
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Obr. 17¢) Teplotna zavislost’ dob Zivota Tps vV zmesi 1,8 % DMSO-voda v uvdznenom stave v SBA-15.

2.4.3.2 - 1,8%DMSO-voda - intenzita tvorby Ps Ips

OBJEMOVY STAV: Intenzita tvorby Ps Ips (0br.18a): Hoci je $truktira systému aj priebeh lpg(T)
vel'mi podobné objemovej vode, eSte je tu viditelny slaby vplyv kryoprotektivnej latky. Aj ked’ hysterézia

V nizkoteplotnej oblasti mizne, stale je vidiet' posuv Ty, K niz8ej teplote a oproti vode je intenzita tvorby Ps

nizsia.
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Obr.18a) Teplotna zavislost’ tvorby Ps lps v zmesi 1,8 % DMSO-voda v objemovom stave
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UVAZNENY STAV: Intenzita tvorby Ps Ip, (0br.18b): Zavislost intenzity tvorby oPs na teplote
moézeme rozdelit' do troch oblasti. Rozozndvame tu oblast’ tuhého stavu pod teplotou 158 K. V tejto oblasti
vidime rozdiel medzi cyklom ohrevu a chladenia. Nad teplotou T, dochadza k prudkému poklesu intenzity

tvorby Ps aZ po teplotu 271 K, kde intenzita dosahuje svoje minimum len na Urovni okolo 26%.
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Obr.18a) Teplotna zavislost’ tvorby Ps lps v zmesi 1,8 % DMSO-voda v uvéznenim stave v SBA-15.

2.4.3.3 POROVNANIE HODNOT cyklov ohrevu v zmesi 1,8%DMSO-voda

doby Zivota 1., a intenzity tvorby Ps I v bulku a v uvdznenom stave

Pri porovnavani vysledkov spravania sa objemovej a uvdznenej zmesi sa ukazuje, Ze v objemovom stave
ma systém Ciastocne amorfnu Struktiru pri nizkych teplotach, avSak v uvdznenom stave nedochadza ku
krystalizacii, ale iba k amorfizacii Struktary. Bod topenia T, charakterizujuci prechod do kvapalného stavu je v

uvéaznenom stave nahradeny bodom T (za¢iatok oblasti platd) nachadzajici sa v oblasti okolo 240 K, ich rozdiel

jecca3l K.
= 1.8% DMSO ohrev bulk = 1,8% DMSO ohrev bulk
= 1.8% DMSO ohrev v SBA15 = 1,8% DMSO ohrev v SBA15
75 =
244 TOPS POROVNANIE CYKLOV OHREVU IPS POROVNANIE CYKLOV OHREVU
22 1:8% DMSO bulk - 1,8% DMSO v SBA-15 79 1,8% DMSO bulk - 1,8% DMSO v SBA-15
Tm Bulk = 271K 65
204 u
u 60 4 - L}
1.8 4 u w
5 ol . o] .

. idh .
. - RN
1.4 4 ¥ ] %_i R
4 - Sl - 7 B

5127 u g Sal

[ns]
le [%]

_ = 40 o -
10 Tk SBA-15=240 Kf'
S s, maus =n

081 - N e = 271K .

.a-nf 7 L-""
064 ® = = g = = &

i
04 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 0 256 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375
Teplota [K] Teplota [K]
a) b)

Obr.19a) Porovnanie teplotnej zavislosti dob Zivota toPs v cykle ohrevu zmesi 1,8 % DMSO-voda v bulku a v SBA-15
b) Porovnanie teplotnej zavislosti intenzity tvorby Ps Ips v cykle ohrevu zmesi 1,8 % DMSO-voda v bulku a v SBA-15.
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ZAVER

Objemovy stav

Moézeme predpoklada, Ze pri chladiacom procese skimanych I4tok vznika v objeme aj uréity podiel
amorfnej Casti, ktory nasledne zvacSuje vol'né objemy. ZvysSenie koncentracie DMSO sa prejavilo aj zvac¢senim
volnych objemov. ZmenSovanie vol'nych objemov sa pri zniZzovani teploty neprejavuje rovnakou mierou, ale
pod hranicou 205 K nastava rychlejsie klesanie s naznakom zlozitejicho preusporiadania $truktiry lokalneho
volného objemu v zavislosti na mnozstve DMSO v zmesi. Je pravdepodobné, Ze aj pri chladeni dochadza k
pomalej krystalizacii pod 200 K. Avsak v zmrznutom stave pod hodnotou 155 K by nemala nastat’ vel'kd zmena
Struktary, pretoze tu nedochadza k zasadnym zmendm volnych objemov a pod 140 K sa uz volné objemy
prakticky nemenia. Pri ohrievani systému z nizkych teplét sa prejavila hysterézia, ktora je najvyraznejsia nad
165 K. Lokalny volny objem pri ohreve nad touto teplotou je tesnejSie usporiadany, ¢o prisudzujeme
zvacSenému podielu krystalickych domén. Tieto domény sa tvoria rekryStalizaciou pri zvySovani teploty najmé v
rozmedzi teplét 165-200 dosledkom vplyvu DMSO premenenim amorfnej Casti systému. Zavislost' lokalnych
volnych objemov na teplote sa prejavuje ich zmensovanim, pri¢om hodnoty st nizSie ako pri chladeni. Tym
vznikd na grafe tops(T) hysterézna rozdielova plocha, ktorit mézeme povaZzovat' za mieru straty amorfnej fazy a
korelovat’ ju s kryoprotektivnym t¢inkom jednotlivych koncentracii DMSO v zmesi (Tab.1, obr. 21a,b,c)
[Lakota 21].

H,0+DMSO
H,0 DMSO
Koncentracia DMSO - 1.8% 2% 10% 100%
Hysterézna plocha tgp - 0,617 ns.K 4,524 ns.K 8,720 ns.K -
Viabilita buniek [Jan Lakota] - 33% 58 % 75 % -
ohrev ohrev ohrev
lsirops * chiadenie ;EToPs ehiadene ‘:7 ToPs chiadenie
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Obrazok 21) Porovnanie ploch hysterézie, ktora vznikla v cykle chladenia a ohrevu
a)v zmesi 10%DMSO-voda, b) v zmesi 2%DMSO-voda, c)v zmesi 1,8%6DMSO-voda.

Tieto volnoobjemové vlastnosti sledovanych zmesi ukazuji, Ze je nevyhnutné, aby ohrievanie vzorky bolo
dostatoéne rychle, ak chceme zabezpetit' potlacenie krystalizacie v danej teplotnej oblasti. Tym by sa vlastne
simuloval efekt rychleho rozmrazovania vyuzivaného pri kryokonzervacii buniek. Rychlym ohrevom zabranime
tesnejSiemu usporiadaniu Struktiry a tym zabranime tvorbe krystalikov 'adu. Tak nenastane krystalizacia, ktora
je neziaducim javom v zmrazovacom procese biologickych materidlov. Najvacie rozdiely medzi krivkami

chladenia a ohrevu vidime v roztoku 10% zmesi ¢o znamena, Ze tato koncentracia obsahuje aj najvacsi podiel
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amorfnej fdzy na zaliatku chladenia. Roztok 2% DMSO esSte vykazuje pomerne velku hystéziu, takze
predpokladame ze obsahuje dostatoné mnozstvo amorfnej fazy, ktora ma kryoprotektivne G¢inky na vodu.
Avsak koncentracia 1.8% DMSO ma hysteréziu vel'mi zredukovand, a je tu viditeIny len minimalny rozdiel v
Struktare, ktord sa vytvorila pri chladeni a naslednom ohreve vzorky. Predpokladame preto, Ze tato Struktra
obsahuje uz len velmi maly podiel amorfnej fazy a teda ma zanedbatelné kryoprotektivne ucinky. Tymto
zistenim moéZeme potvrdit’ experimentilne hodnoty viability buniek [Lakota] v zavislosti od koncentracie

kryoprotekivnej latky DMSO (obr.20).
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Obrézok 21a) Porovnanie teplotnej zavislosti dob Zivota toPs v cykle ohrevu pre vietky skimané latky v objemovom stave, b)

Porovnanie teplotnej zavislosti tvorby Ps Iy v cykle ohrevu pre vietky skimané latky v objemovom stave.

Uvézneny stav

Uvéznené systémy s mezopormi o velkosti 4 nm ukazuju v plnej miere dominanciu amorfného stavu
v takomto uvézneni ale zarovenl ukazuji aj existenciu zmien V expanzii vol'ného objemu v okoli teploty 210
azmeny Vv lpy(T) kore$pondujlce so zisteniami experimentov s uvdznenou vodou pomocou NMR v oblastiach
180-190 K a 220-230 K ktoré su interpretované ako zmeny dynamiky molekul v tejto teplotnej oblasti. To
naznacuje dolezity vplyv preusporiadania molekulovej Struktury — klastrovej Struktury. V kvapalnom stave pre
vodu a zmesi urcuje priebeh dob Zivota dominantné zastipenie vody s typickym poklesom 1,ps(T) S nrastom
teploty. U DMSO je to vsak relativne stabilna hodnota.

Doby Zivota v sklovitom stave u DMSO su vyrazne nizsie neZ u vody a zmesi. Zarovei ¢isté DMSO ma
naznaky véc¢Sieho poctu zmien expanzie lokalneho voI'ného objemu oproti vode a sledovanym zmesiam. Ukazuje
to na tesnejSie upakované molekuly ¢isttho DMSO v mezoporoch v sklovitom stave ako aj komplikovanejSie

prejavy Struktary pri ohreve. Je otazkou d’alSieho skimania, akd dynamika sa za tym skryva,

Intenzity lIps(T) pre vodu, 1,8 a2,0% DMSO maju vel'mi podobné teplotné spravanie s konStantnym
plateau a postupnym poklesom zhruba od 180-200 K. 10% DMSO mé spravanie viac podobné ku ¢istému
DMSO s minimom nad 250 K (¢ist¢ DMSO ma okolo 240-250K) AbsolUtne hodnoty Ips(T) pravdepodobne
zavisia aj od koeficientu plnenia. Ocakavali by sa nizSie hodnoty u 10% DMSO, avsak nizs§i koeficient plnenia
U tejto vzorky pravdepodobne spdsobil dodatoéné vol'né objemy na rozhrani matrica-uvéznena latka a tak aj

vySS§iu hodnotu Ips(T).
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Obr. 22a) Porovnanie teplotnej zavislosti dob Zivota toPs v cykle ohrevu pre vietky skiitmané latky v uvdznenom stave b) Porovnanie
teplotnej zavislosti intenzity tvorby Ps Ips v cykle ohrevu pre vetky skiimané latky v uvdznenom stave.

Tabul’ka 13 Hodnoty teplotnych bodov v cykle ohrevu v zavislosti na koncentracii DMSO v zmesi s vodou v uvaznenom stave

Koncentrécia Ty Tss
H,0 157 K (£5) 210 K (+21)
100 % DMSO 145 K (£6) 195 K (+11)
10% DMSO-H,0 159 K (+14) 208 K (+6)
2% DMSO-H,0O 175 K (¢11) 210 K (£23)
1,8 % DMSO-H,0 158 K (£7) 200 K (+10)

Tieto zavery zaroven ukazuju smerovanie vyskumu v d’al'Som obdobi. Je to porovnavanie vysledkov
vol'noobjemovych experimentov s vysledkami simulacii molekulovej dynamiky, sledovanie krystalizacie vo
vacésich mezopodroch, kde krystalizacia nie je uplne potlacena apod.

SUMMARY

In this thesis we tried to explain the processes by which the water undergoes a change in temperature

and how these processes affect its properties. We have investigated the effect of cryoprotectant
dimethylsulfoxide (DMSO) on the physical properties of water because it causes abnormal behavior of the
system with respect to freezing and melting point. We examined water, DMSO, and the DMSO-water mixture at
low concentrations in both macroscopic volumes and trapped in nanometer-sized pores at temperature change.
We have noticed a noticeable difference in the behavior of bulk and imprisoned substances and have attempted
to portray their dynamic behavior.
The temperature parameters are highly influenced by the concentration of DMSO in solution. We monitored low
volume concentrations and focused on more precise recognition of the cryoprotective effect of the DMSO-water
mixture at the molecular level using the Positron Annihilation Time Spectroscopy (PALS) method. This
technique makes it possible to investigate the microstructural free volume of materials through the processes of
formation and extinction of positronium up to several nanometers. The results provide new information to help
clarify the many empirical findings obtained by examining the effect of cryoprotectants on water in biological
structures. These findings could, in the future, contribute to an effective explanation of the cryopreservation
principle, and could help to further successfully advance the freezing of larger biological structures.
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