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POLYSTYRÉNOVÉ BOXY NA UCHOVÄVÄNÍ
BIOLOGICKÉHO MATERIÂLU V NÎZKŸCH TEPLOTÂCH

Major Iaroslav ČINÄTL, prom. lék., a Miloš NOVÁK
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

Od roku 1948, ksdy Audrey U. Smithová zjisti-
la [1], že glycerol umožňuje téměř 100% přežití
ptačích Spermatozoidů po jejich ZmrazeníI na
Sublimační teplotu „suchého ledu“ [tuhý C02],
prodělává vědní obor zabývající Se vlivem níz-
kých teplot na organismy bouřlivý rozvoj. Zjiště-

Obr. 1
Schematické znázornění polystyrénového izolačniıho boxu

ke konzervaci biologického materiálu.
a) Vnější víko b] Zářezy ve víku a [horní ploše boxu
c] Sklolaınináťový obal d] Vnitřní víko e] Vnitřní laminá-
tový obal a Stěna kovové' vany f) Drátěný košík, do kte-
rého Se ukládá materiál ke konzervaci g] Suclhý led po-

nořený do alkoholu h] Vlastní polystyrénový box
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Graf 1
a - úbytek tuhého 002 při Síl'e Stěny 38 cm, b —— úbytek
tuhé'ho C02 Vpři Síle Stěny 32,5 cm, c - úbytek tuhélho 002
při Síle Stěny 27 cm, d —— úbytek při Síle Stěny 34 cm (box
o velkém ložním prostoru k udržování Zásoby tufhéľho C02)

ní, že teploty od -70 °C Směrem dolů umožňují
ve Spojení s glycerolem úspěšné přežití biolo-
gického materiálu, nebo dokonce jeho konzer-
vaci, přineslo již řadu výsledků a Z teoretického
bádání Se stala praktická záležitost. Zmrazením
lze např. uchovat 'Spermatozoidy 'hovězího do-
bytka na mnoho měsíců nebo i let, přičemž jejich
Schopnost oplodnit vajíčko Zůstává neporušena
[2]. Tímto Způsobem můžeme také dlouhodobě
uchovávat rohovku, kterou pak je možné v při-
pa-dě potřeby použít k transplantaci [3]. Tento
postup Se také Zdá být Schůfldný pro dlouhodo-
bou konzervaci Savčích i lidských erytrocytů,
které by pak bylo možné použít k transfúznim
zákrokům [4]. Dále lze těchto nízkých teplot
použít ke konzervaci bakteriálních, protozoár-
nícıh a virových kmenů a uchovávat je po dlou-
hou dobu, i roky, beze Změny virulence, jež Se
často mění VStálým pasážováním in vitro. Konečně
lze těchto teplot využít ke konzervaci buněčných
linií a primokultur nebo diploidnich buněčných
kmenů [5, 6]. jednoduchá manipulace se Zmra-
Zenými buňkami umožňuje i na malém virologic-
kém pracovišti udržovat značný buněčný poten-
ciál pro diagnostické účely.

Základním požadavkem v těchto případech je
možnost udržet teplo-tu pod -70 °C nekonečně
dlouho. Nejjednodušším Způsobem, jak toho do-
Sáhnout, je využití termoizolačních hmot. V této
práci 'se Zabýváme Zpracováním poly'styrénových
desek Vna izolační boxy použitelné pro Slhora uve-
dené účely. Zařízení jsou velmi jednoduchá a pro
Svoji důležitost by měla být součástí každé dia-
gnostické rutinní laboratoře.

Materiál a výsledky

Jako základní materiál pro zhotovení termo-
boxů jsme použili pěněný polystyrén, který je
u nás běžně dostupný. jeho izolační Schopnost je
8krát lepší než izolační schopno-St 'cihlového
Zdiva a 1,65krát lepší než izolační Schopnost
expand-ovaného korku [7]. Polystyrénová deska
O Síle 10 cm odpovídá izaloční Schopnosti 80cm
zdi. Ke Zhotovení boxů jsme použili poly-Styréno-
vé desky o rozměrech 200×17×30 cm. Materiál
byl uzpůsoben a slepen tak, aby 'se jednotlivé
desky navzájem překrývaly. Iako lepidlo jsme
použili Epoxyd. Vnitřní prostor boxu je Zhotoveˇn
Z laminátu, jehož horní okraj O několik centi-
metrů 'přečnívá. Na tento laminát bylo nasazeno
vnitřní víko [polystyrénové], řešené tak, aby
Zapadalo Zároveň do zářezů v polystyrénu, který
laminát bezprostředně obklopuje. Vlastní poly-
styrénový box je nahoře opatřen dvěma Zářezy,
do kterých Zapadají obdobné zuby na vnějším
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viku. Zevnë je polystyrénový box ıpokryt sklola-
minátem a 'nastříkán hliníkem. Jeho schematický
nákres je ZnáZorněn na obraze 1.

Byly zhotoveny a vyzkoušeny čtyři různé boxy,
které Se lišily síl-ou Stěny a Obsahem vnitřního
prostoru. P'rvní měl vnitřní rozměry 28×20×24
cm a sílu Stěny 38 cm. Vnější rozměry byly
1.00><105><98 cm. Druhý box měl téměř Stejné
vnější rozměry, ale o něco Větší vnitřní prostor,
a to 40×28><28 cm. Síla Stěny byla 32,5 cm. Třetí

_měl opět vnější rozměry přibližně Stejné, vnitřek
však byl opět o něco větší, 40×50×42 cm. Síla
Stěny byla jen 27 cm. Konečně čtvrtý box měl
vnější rozměry 132×131×135 cm a vnitřní
56×60×60 cm la sílu Stěny 34 cm.

Izolační Schopnost těchto boxů je udána na
grafu 1 .a odpovídá teplotě 25O C. Stručně lze říci,
že v prvém případěbyla Ztráta asi 1 kg suchého
ledu Za 24 hodin [celkový obsah asi 9 kg tuhého
002), v druhém 1,2 kg [celkový obsah asi 19 kg),
v třetím 2,1 kg [celkový obsah 60 kg) a ve čtvr-
tém asi 2,6 kg [celkový obsah 160 kg).

Ie třeba zdůraznit, že první tři boxy byly mí-
něny jako boxy pro úschovu a konzervaci biolo-
gického materiálu, kdežto čtvrtý jako Zá'sobárna
suchého ledu. V tomto posledním boxu nám su-
chý led podle propočtu vydrží 60 dní. Prakticky
to však u nás provádíme tak, že každých 14 dní
dovážíme 150 kg tuhého 002, přičemž během
této doby počítáme se ztrátou 37 kg [finančně to
představuje 37 Kčs). Zbývajících 123 kg použije-
me na konzervaci biologického materiálu, lyofi-
liZaci a pozvolné Zmrazování. '

Boxy pro úschovu a konzervaci materiálu mají
poněkud jiné uspořádání vnitřního prostoru než
box udržující Zásobu tuıhého 002 [viz obr. 1).
Navíc jsou vybaveny kovovou vanou a drátěným
košíkem. Vana je naplněna etanolem denaturo-
Vaným benzinem a velikost drátěného košíku vje
volena tak, aby do prostoru mezi vanou a Stěna-
mi košíku bylo možné 'dát 20-30 kg suchého
ledu k udržení teploty -78 °C. Materiál ke kon-
Zervaci Se tudíž nedává přímo 'do suchého ledu,
ale do vychlnazenéhıo alkoholu. Spotřebu suchého
ledu ıa doplňování boxu lze vypočítat podle údajů,
které jsou uvedeny výše [alkohol o něco Snižuje
Vspotřebu tuhého 002). Do boxu o obsahu 40×50><
x42 cm se nám podle propočtu vejde více než
800 ampulí Se Zmrazeným materiálem.

Diskuse

Naše Zkušenosti s tímto [druhem izolačních bo-
xů jsou výtečné. Dewarovy nádoby o obsahu 10 1,
Se kterými jsme dříve pracovali, Ztrácejí denně
asi 1 kg Suchého ledu, avšak jsou velmi často
špatně evakuovány, a mají tudíž i daleko větší
ztráty než naše polystyrénové boxy. Dále jsou
Dewarovy nádoby Skleněné, lehce se rozbijí, a

vv)provoz 's nimi je tedy mnohem drazsı. Mimoto

jsou nepraktické tím, že materiál v nich není
nıožné uložit tak přehledným Způsobem jako
v boxech. Zařízení Z jiného materiálu, např. wel-
litu, expandovaného korku, popř. pěnového Skla,
není tak vhodné pro podstatně větší váhu a horší
izolační schopnost to'hoto materiálu [7). Výhod-
nější by jistě bylo použít pěněný polyuretan, kte-
rý má 1,5 krát lepší izolační schopnost než polys-
tyr'én, není však prozatím tak dostupný.

Pro Srovnání bychom chtěli ještě ukázat na
některé číselné údaje týkající se amerických vý-
robků, které jsou vZ-aty z knihy Parkerovy [8).
'lak např. `americká fyrma Breeders Servis vyrábí
izolační jednotky na uchovávání biologického
materiálu v —-78 °C a udává, že tyto boxy mají
při 20 oC zträtu a-si 5,5 kg Suchého ledu Za 24 ho-
diny. Do boxu Ise vejde 52 lalkoholu .a 37 kg Suché-
ho ledu. Ložní prostor je na 350 2m1 ampuli. Celé
Zařízení má vnější rozměry 64×64×55 cm, je tedy
o polovinu menší 'než náš box. I-ak je vidět, ne-
hrála v tomto případě hlavní roli co nejmenší
Spotřeba Suchého ledu, nýbrž hlavní byla otázka
co nejmenšího prostoru, který by tato termoizo-
lační jednotka zabrala. V našich podmínkách
jsme však byli nuceni klást hlavní důraz na to,
jak dosáıhnout co nejmenších Ztrát tuhého 002.
Podle Získaných výsledků jsme propočítali, že
box, který by měl přibližně tutéž velikost jako
izolační jednotka uvedené americké firmy, by
při síle polystyrénu 12 cm Ztrácel 6,3 kg suché-
ho ledu za 24 hodin.

Nakonec je třeba Se ještě Zmínit o tom, že
polystyrénové termoboxy, které jsou Zavedeny
v armádě, jsou konstruovány pro jiné účely a pro
konzervaci biologického materiálu jsou 'naprosto
nevhodné.

Souhrn

V práci jsou popsány boxy na udržování tuhého
002 a na uchování a konzervaci biologického ma-
teriálu v nízkých teplotách. Isou Zhotoveny Z poly-
styrénových desek a mají Značnou` izolační Schop-
nost. Box, který má Sílu stěny 27 cm, ztratí Za 24
hodin 2,1 kg suchého ledu a box Se silou Stěny 38
cm Ztratí během Stejné doby přibližně 1 kg. V boxu
Se Silou stěny 34 cm a S vnitřním prostorem o roz-
měrech 56 X60 X60 cm lze udržet 160 kg tuhého 002
po 60 dní. Zahraniční izolační jednotky vyráběné ke
stejným účelům mají horší izolační Schopnost a ztrá-
cejí více než 5 kg Suchého ledu za 24 hodin. jsou
však menších rozměrů.
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