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PRISTRO]J PRO AUTOMATICKE ZMRAZOVANI BIOLOGICKEHO MATERIALU

Major Jaroslav CINATL, prom. 1ék., a Milo§ NOVAK
Vojensky tstav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

Otdzka moZnosti konzervace biologického ma-
teridlu se dotyk4 rady praktickych obori, a to
nejen ve zdravotnictvi, ale i v ndrodnim hospo-
darstvi. Zminime se o tom v Gvodu v né&sledu-
jici praci (1). Rada biologickych objektt v3ak
potifebuje k tomu, aby uspé$né pieZila hlubo-
ké zmrazeni, nejen dostaten® nizkou teplotu
a tekutinu umoZiiujici tzv. vitrifikaci celého
systému (prechod roztoku v sol a gel krysta-
lizace vody), ale také uréitou rychlost zmrazo-
vaciho postupu. Tato skutecnost byla pedlivé
prostudovdna u bunéénych linii. Scherer a
Hoogasian zjistili, Ze zatimco HeLa buiiky zmra-
zené velmi rychle preZivaji vyborn& po fadu ty-
dnii konzervaéni teplotu, jsou L buiiky naproti
tomu znaCn& poSkozovdny a preZivaji teprve
tehdy, pouZijeme-li postupného zpiisobu zmrazo-
vani (2). Ale ani HeLa buiiky rychle zmrazené
nelze oZivit po jednom roce konzervace, zatim-
co pomalu zmrazované si uchovavaji Zivotnost
i po pétiletém uchovavéni v tuhém CO, (3). Otaz-
ka pomalého zmrazovani byla studovdna Fadou
autord, u néas to byl dr. Janda (4), a vieobecn& se
poklada za nejvyhodné&jsi, sniZujeme-li teplotu
zmrazovaného materidlu priblizné o 1°C za mi-
nuty, a to aZ do —25° C. Od této teploty smérem
doli neni jiZ Zivotnost biologickych wobjektil
nijak podstatné ovliviiovdna. Tato zku$enost se
tyka nejen zvifecich a lidskych bunék a tkéani,
ale také napf. parazitickych protozoi a jinych
biologickych objektli. Je velmi dileZité udrZet
postupny pokles teplotni kfivky v pfedepsanych
¢asovych intervalech. Za timto Géelem byla zkon-
struovdna fada zafizeni. Nejprimitivn&j$i z nich
je nddoba s alkoholem postavena na elektromag-
netickou michacku. V této nddobé jsou ampule
s materidlem a sem se také vhazuji kousky su-
chého ledu tak, aby teplotni k¥ivka vykazovala
pravidelny pokles. Jiné z nich vyuZivaji schop-
nosti glycerolu, ktery ponofen do teploty —78°C
se ochlazuje postupné& uvedenou rychlosti aZz do
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—15° C a pak se teprve jeho teplota sniZi rychle
aZ na —78°C (5). Americké firmy vyrabégji slo-
Zitd elektronickd zafizeni vyuZivajici tekutého
dusiku (6). Prva zarizeni jsou velmi jednoduché
a podle naSeho nézoru mevyhovuji zcela poZa-
davkiim kladenym na pozvolné zmrazovini. Ma-

terial ponofeny do alkoholu, jehoZ teplota je

zchlazovdna piimo pFihazovdnim suchého ledu,
musi prodéldvat velké teplotni vykyvy a v dru-
hém piipadé pozvolné dosaZend teplota —15°C
se ndm nezd4 byt dostatecnd. Elektronické zafi-
zeni je jisté dokonalé, ale je ho treba objednat,
¢ekat neZ piijde a zaplatit za né v cennych de-
vizach. :

Proto jsme se rozhodli vyporddat se s touto
otdzkou podle svych moZnosti a vysledkem nasi
prace je zarizeni sestavené z dostupného mate-
ridlu, na kterém lze jednoduchym zptisobem do-
sdhnout sniZzovani teploty o jeden stupeil za mi-
nutu zcela automaticky, pFi ¢emZ kolisadni je
v rozmezi + 0,5°C.

Material a vysledky

Pristroj se sklad4 celkem z t¥i hlavnich &4sti.
Prvni z nich je nddoba, v niZ probihd postupny
proces zmrazovani biologického materidlu. Dru-
hé &4st je zasobnik s chladici smési a tfeti sou-
Castl je registrace teploty (tato ¢&st neni ne-
zbytnda).

Néadoba, v niZ probihé vlastni zmrazovani, ma
obsah 20 1. V naSem piipadé jsme pouZili nadobu
Z Hopplerova ultratermostatu, ale lze pouZit ja-
kékoli, pri €emZ velikost Fidime podle potieby.
Po vnitfnim obvodu nddoby je stoCena 12 m dlou-
h& médénd trubka o priméru 1 cm, kterou pro-
téka pri zapnuti druhé casti pristroje chladici
smés. Tim se sniZuje teplota ve zmrazovaci na-
dobég, v niZ je ochlazovany alkohol promichdvan
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v této Céasti pFistroje a viibec v celém zafizeni je
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Obr. 1
P¥{stroj pro automatické zmrazovéni biologického materiglu:
Uprostied je vlastni zmrazovaci nddoba s pumpou z Hepple-
rova termostatu, oby&ejnym teplomérem a kontaktnim
teplomérem (m4 pripojenou Femeniéku).
Vleve ie chladici agregdt s pumpou U 8 a vpravo regis-
traéni zafizeni adaptované na méreni teploty.

kontaktni teplomér na —60° C, déleny po stup-
nich. Abychom sniZili kontaktni dratek teplomé-
ru o 10°, musime provést otoénym magnetem 22
obratek. Toto otdceni je na naSem pristroji za-
jisténo FemeniCkou o praiméru 14 cm, ktera je
pfipojena pevné na hlavici otaCivého magnetu.
Z ni vede Feminek k femenicce o priméru 0,2 cm,
j1Z je upraven4 osa elektrického motorku s po-
¢tem obratek 76 za minutu. Tento systém Feme-
nidek oto¢i magnetem, pomoci uvedeného mo-
torku, 2,2krdt za minutu, coZ se rovna sniZenf
kontaktniho dritku o jeden stupern. Kontaktni
teplomé&r je zapojen na elektromagnetické relé,
ovs$em opadné, neZ je tomu u kultivadnich termo-
statd. U téchto dochédzi v okamZiku, kdy se

GISTRACND ZAZNAM POZVOLNEHO ZMRAZOVANT =
BUNECNYCH LINGE e
Veuhos topiota; +28” :

Graf 1
Registraéni z&znam pozvolného zmrazovéni:
Pocdatecéni teplota 26 °C.
Koneénd teplota —40°C.
Rychlost zmrazovéani je 1,08 °C za minutu.

dotkne kontaktni dratek rtuti k pferuSeni obvo-
du a tim k vypnuti zahfivacich téles. U zmrazo-
vaciho zafizeni naopak dotyk rtuti s dratkem
znamenda zapojeni elektrického obvodu, ¢imZ se
uvede do provozu ochlazovaci agregét.

Druhé ¢&éast pristroje je tvofena 10 1 Dewarovou
nddobou zasazenou do polystyrénového obalu.
V ni je zavéSena jeSté plechova nddoba o obsahu
asi 4 1. V této druhé nddobé je vychlazeny§ alko-
hol, ktery je pouZivan jako vlastni chladici smés.
Ochlazeni tohoto alkoholu dosahujeme smégsi su-
chy led a alkohol, jiZ je plechovd nddobka obklo-
pena. Chladici smés je preCerpdvdna pumpou
U 8, ktera byva soucéasti termostatu a je schopné
pracovat i v teploté —80°C. Jakmile poklesne
teplota v zmrazovaci' nddobg& a rtut se odpoji od
kontaktniho dratku, vypne se tato pumpa a chla-
dici smés prestane proudit do médéného potrubi.
Magnet na teploméru se vSak stdle otac¢i a sni-
Zuje pravideln& kontaktni dratek .v kapilare
teploméru. Jakmile se dratek znovu dotkne rtuti,
zapne se obvod a pumpa zatne opét pumpovat
chladici smés, a tak to postupuje, aZ dosdhneme
teploty —25° C (viz graf 1).

Konecné treti ¢ast zarizeni predstavuje kom-
penzalini a registraéni pfistroj EZ 4, sestaveny
k automatické 'registraci teploty. Zafizeni je
vhodnym dopliikem ke zmrazovacimu pfistroji,
ale neni nezbytné a lze pracovat bez ného. Graf
1 predstavuje registracni zéznam z pribéhu
zmrazovani. Kiivka pravidelné a bez vykyva kle-
sd aZ na hodnotu —25°C. Od této teploty se za-
¢ina jeji pokles zpomalovat. Rychlost poklesu je
1,08° C za minutu.

Pfistroj na automatické zmrazovéani biologic-
kého materidlu o jeden stupeii za minutu se
nam prakticky osvéd¢il. Je jednoduchy a pracuje
zcela automaticky. Lze ho velmi snadno sestavit
tam, kde je k dispozici Hopplertv ultratermostat.

Souhrn

V préci je popsén pfistroj vlastni konstrukce po-
uZitelny k postupnému zmrazovéni biologického ma-
teridlu. Jeho podstatou je zaFizeni doddvané k Hopp-
lerovu ultratermostatu. SniZovadni teploty o 10 za
minutu je zaji$téno pomoci kontaktniho teploméru,
elektromagnetického relé, pomoci systému Femeni-
¢ek a elektrického motorku na 76 obr. za minutu.
Chladici smés piedstavuje alkohol vychlazeny tu-
hym CO2 na —78°C. PFistroj pracuje zcela auto-
maticky a je velmi jednoduchy.
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