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ABSTRAKT

Tato prace je zamérena na studium afinity lepidel na strukturu bunécné stény
dreva na submikroskopické Urovni. Zabyva se reSerSnim zpracovanim védeckych praci
zamérenych na problematiku prliniku pryskyfic a polymerl do bunécné stény dreva.
Obsahuje popis principl, na kterych jsou pouzivané metody zalozeny, a shrnuti
vysledkd, jichz bylo v této problematice dosaZzeno. V ramci experimentu bylo pouZito
nékolik metod zamérenych na vyzkum pfipadného priniku vybranych lepidel do
struktury bunécné stény. Jde o fluorescencni mikroskopii, konfokalni mikroskopii,

skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a transmisni elektronovou mikroskopii (TEM).

KLICOVA SLOVA

Bunécna sténa dreva, penetrace, pryskyfrice, viskozita, molekulova hmotnost

ABSTRACT

This thesis focuses on the problematic of adhesive affinity into wood cell wall at
the sub-microstructural level. The main subject of this thesis is research work of
scholarly articles focused on the penetration of resins and polymers into the cell wall of
the wood. In contains a description of the principles on which the used methods are
based, and a summary of the results achieved. In the experiment, several method were
used to investigate the possible penetration of selected methods adhesives into the
structure of the cell wall. These are fluorescence microscopy, confocal microscopy,

scannin electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM).
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The wood cell wall, penetration, resin, viscosity, molecular weight
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1. Uvod

Dievo je anizotropni, porézni material tvofeny piredevSim podélnymi cévicemi
U jehlicnant a cévnich elementd a podélnych vldken u listnac. Lumeny téchto prvkl jsou
dostate¢né velké k tomu, aby poskytly dobry priitok pro kapalné faze aplikovanych pryskyftic.
Tecky propojujici jednotlivé elementy vétSinou také poskytuji cestu, kterou mize pryskyiice do
struktury dieva protéct. Nicméné okluze nachazejici se v teCkach a lumenech, nebo frakce
pryskyfice, jez ma vysokou molekulovou hmotnost, mohou tok pryskytice ovlivnit. Tento shluk
pryskyfice a dfeva je nazyvan mezifazova oblast. Dvé latky, kazdd se svym rozhranim,
a mezifaze mezi latkami tvoii lepenou sparu. Geometrie lepené spary se 1isi vzhledem k mnoha
faktoriim, jako jsou naptiklad anatomie dieva, jeho propustnost, porozita, dale pak viskozita
pryskyfice, povrchova energie, tlak vyvinuty na substrat aj. M4 se za to, Ze geometrie lepené
spary ovliviiuje jeji trvanlivost. Zatizené lepené spoje musi piendset napéti z jedné casti
materialu do druhé skrze lepenou sparu. Strukturalni sloZzeni mezifaze, jeji objem a tvar, vysoce
ovliviiuje velikost a koncentraci napéti a v konecném disledku ma vyznamny dopad na
trvanlivost lepené spary. Lepidla hraji nezbytnou roli ve vyrobé mnohych dievénych vyrobki,
jako jsou pieklizky, OSB desky aj. Nicméné vyvoj novych, nebo vylepSovani starych, lepidel je
podminén nedostatkem znalosti v oblasti mechanického chovani, pevnosti a trvanlivosti
Vv interfazi lepidlo-dfevo. Lepidla urcena k lepeni dieva jsou v soucasné dobé vyvijeny na
zakladé experimentalnich poznatkili, jeZ jsou upfednostiiovany pied poznatky teoretickymi.
Lepidla jsou ¢asto podminéna splnénim podminek zahrnutych v technickych normach nebo
standardizovanych zkouskach (ASTM D905 a D2559 [1]), jez jsou navrZeny tak, aby vysledny
produkt vykazoval dostate¢nou “performance”. Vyvoj zahrnujici lepené dfevéné materialy je
neefektivni z diivodu nutnosti provadéni novych zkouSek, aby mohly byt upraveny jedny
Z mnoha vlastnosti, jez zahrnuji tucty proménnych spojenych s lepidlem, lepenym dievem,
procesy pii lepeni [2], [3]. To vSe mlze vyrazné ovlivnit vysledné vlastnosti lepené spary.
ZlepSené modely schopné piedvidat kvalitu lepenych spar s ménicimi se procesy, by mély
akcelerovat snahu k vyvoji novych a inovovanych lepidel [4]. Komplexnost interakci fazi
lepidlo-dievo velmi stézuji studium lepené spary. Piestoze jsou vlastnosti vazby otazkou spise
kontinua nezli diskrétnich vazeb, analogie vazeb tzv. ,,Marra“ fetézcem pomaha védctim tim, ze
rozdéluje vazby na jednotlivé komponenty k individualnimu studiu. Pti pohledu od stfedu vazby
smérem do dfevéného substratu se spoj sklada zurcitého objemu lepidla (Cisté lepidlo
neovlivnéné dievénym substratem), mezifaze lepidlo-dievo (lepidlo ovlivnéné piitomnosti

dfevéného substratu), rozhrani (hranice mezi dievem a lepidlem), mezifaze dievo-lepidlo (difevo



modifikované lepidlem nebo pfi piipravé povrchu) a Cistého dieva (nemodifikovaného dieva)
[5] (viz. obr. ¢. 1).

Selundirni
bunéing =téna

Cisté dfevo —

Mezifize
dfevo/lepidlo

Rozhrani L
- Mezifize lepidloidievo|
—— Cistélepidlo —C

Obrazek 1: Analogie vazeb Marra retézciu, prevzato z

[5].

Obecné plati, ze se lepidlo na dfevo povazuje za uspokojivé, jestlize lepena spara pienasi
dostate¢né zatizeni mezi dfevénymi substraty a pokud dojde k poruseni, dojde k nému v dievu.
Pevnost vazby a miru poruseni dieva (tzv. wood failure) urcuji standardizované zkousky k tomu
uzpusobené (mezinarodni instituce pro standardizaci ASTM — ,, American Society for Testing
and Materials “) [1]. K dnesnimu dni chybi dostatek znalosti, pro¢ néktera lepidla funguji 1épe
nez jina. Pfestoze jsou K dispozici lepidla urCena k lepeni dieva do exteriéru a poskytuji
vynikajici trvanlivost vazby [6], [7], [8], mechanismy, kterymi jsou tato lepidla vazana na dievo,
nejsou dobife znamy [4]. VSechny potencialni adhezni mechanismy jsou ovlivnény penetraci
lepidla do struktury dfeva. Koncept mechanického provazani je zavisly na praniku lepidla za
povrchovou vrstvu dieva. Kromé toho kombinovand adhezni sila zplisobena kovalentnimi
vazbami a sekundarnimi chemickymi vazbami piimo souvisi s velikosti kontaktniho povrchu
mezi lepidlem a bunéénou st€nou dieva. VEtsi tok lepidla podél lumenu znamené vétsi potencial
pro tvorbu vice chemickych vazeb. Pizzi ve své studii v roce 1994 dosel k zavéru, Zze sekundarni
chemické vazby jsou dominantnim mechanismem pfi lepeni dieva [9]. Analogie vazeb Marra
fetézcl miize byt rozsifen o vlivu penetrace lepidla do bunéénych stén dieva. Vzéjemné spjata
sit’ molekul lepidla a polymerti buné¢nych stén dieva piedstavuje dal$si mechanismus adheze.
Navic prosyceni bunéénych stén lepidlem modifikuji jejich vlastnosti. Bunécna sténa difeva mize
nabobtnat nebo mohou byt komponenty bunécné stény chemicky modifikovany. Mimo lepeny
sortiment, kde tyto modifikace mohou znamenat zlepSeni trvanlivosti lepené spary, je
prosycovani bunécnych stén dieva polymerem vyhodné napiiklad pti zlepSovani vlastnosti
dreva, jako takového, ve smyslu zlepSeni odolnosti proti pusobici vlhkosti nebo proti napadeni

dfeva houbami a jinymi Skadci.



2. Makroskopicka struktura dreva

Jehli¢nany a listnace se 1iSi bunécnou strukturou. Jehli¢nany maji jednodussi stavbu nez
listna¢e vzhledem k tomu, ze jsou tvoreny pouze dvéma typy bunék. Listnace jsou strukturalné
komplexnéjsi, protoze jsou tvoreny vétSim poctem zakladnich bunék a maji mnohem vyssi
stupen variability jednotlivych bunék. Nejvétsim rozdilem ve stavbé jehliCnant a listnacu je ten,
ze listnace obsahuji buiiky, jez se nazyvaji cévni elementy, zatimco jehli¢nany nikoli. Vyznamna
bunécna podobnost mezi dievinami je pfitomnost bun€k, jez po vyvinuti odumiou, dokonce
I V jadru stromu. Bunky, jeZ jsou po vyvinuti stale zivé, se nazyvaji parenchymatické bunky

a vyskytuji se u obou drevin. [10]

Jadrové a bélové dievo

Jak u listna¢t, tak u jehli¢nand, je dievo v kmeni vétSinou rozdéleno na dvé zony, z nichz
kazda hraje dilezitou a rozdilnou roli. Aktivni, vodiva, ¢ast kmene, ve které jsou stale zivé
a metabolicky aktivni parenchymatické¢ bunky se nazyvd bélové dievo. Volnéjsi, vice
uplatiiovana definice spoc¢iva v tom, ze b&élové dievo je pas svétleji zbarveného dieva, jez priléha
ke kiife stromu. Jadrové dievo je tmavé zbarvené dievo vyskytujici se uprostied kmene.
V rostoucim stromu je bélové dievo zodpovédné nejen za vedeni mizy, ale také ukladani
a syntézu biochemickych produkti. Velmi dilezitou funkci je dlouhodobé ukladani produktd
vzniklych fotosyntézou. Mezi tyto produkty se fadi Skrob a lipidy. Zrna Skrobu jsou ukladana
v parenchymatickych buikach a jsou viditelna mikroskopem. [10]

Zivé buiiky b&lového dieva také piispivaji k formaci jadrového dfeva. Biochemické
produkty jsou syntetizovany a pfenaseny zivymi buiikami. Z toho divodu jsou zivé buriky na
hranici mezi bélovym a jadrovym dievem zodpoveédné za formaci a uloZeni biochemickych latek
jadrového dieva, coz je dulezity krok vedouci k formaci jadrového diteva [11]. Funkce jadrového
dieva v otazce skladovani biochemickych produkti je zavisla na druhu stromu. V minulosti bylo
jadrové dievo povazovano za misto, kde dochazi k odbouravani Skodlivych vedlejsich produkta
bunéného metabolismu, tzv. sekundarnich metabolitd. To vedlo ke koncepci, ze je jadrové
drevo jakousi skladkou chemikalii, jez by v mensi nebo vétsi mife poSkodily Zivé buniky, pokud
by nebyly uloZeny na bezpecném misté. Dnes uz vSak vime, Ze tyto extrakty (pryskyfi¢né latky,
ttisloviny a barviva) jsou béznou soucésti stromu chranici jeho dievo. Extrakty jsou produkovany
parenchymatickymi bunikkami na hranici bélového a jddrového dieva a jsou do sousednich bun¢k
prenaseny skrz te¢ky (dvojtecky). Timto zpisobem mohou extrakty obsahovat i mrtvé burky,
ackoli samotné nejsou schopny syntetizovat nebo akumulovat takové slouceniny. Extrakty

poskytuji naptiklad pfirozenou ochranu proti hnilob& zpisobenou houbami. Naptiklad v ptipadé
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tyku (,,Tectona grandis®), jez se vyznacuje dobrou stabilitou a odolnosti vii¢i vodé, jsou tyto
vlastnosti z velké ¢asti ovlivnény vosky a oleji, jeZ jsou formovany a vyskytuji se v jadrovém
dfevé. Mnoho stromt, jez jsou typické a cenéné diky své barvé (mahagon, african blackwood,

brazilian rosewood) vdé¢i svému zabarveni riznému typu a mnozstvi extraktd v jaddrovém dieve.

[10]

Axialni a radialni systémy

Bunky tvofici dfevo jsou zpravidla mnohonasobné delSi nez Sirsi a jsou orientovany do
dvou specifickych systému bunék, a to axidlniho a radialniho. Buiiky axidlniho systému maji své
delsi osy paralelni k ose stromu. Butiky radidlniho systému jsou situovany kolmo k ose stromu
smérem od stfedu stromu k jeho klife. Axidlni systém stromu je zodpovédny za vedeni vody,
ataké za poskytovani mechanické stability stromu. Radialni systém poskytuje transport
biochemickych produktti v radidlnim sméru a v mnoha piipadech zastavé velkou ¢ast skladovaci
funkce ve dievé. Oba systémy se kiizi a propojuji a jejich pfitomnost definuje charakteristiky

stromu jako pletiva. [10]

Roviny zobrazované ve drevé

Ackoli mize byt dfevo nafezano v jakémkoli sméru, uspofadani a vzajemné propojeni
mezi axidlnim a radidlnim systémem vedlo k vydefinovéni tfi hlavnich perspektiv, které pti
zobrazeni poskytnou o dievé nejvice informaci. Hlavnimi perspektivami jsou mysleny pfi¢ny,
radidlni a tangencidlni fez. Radialni a tangencidlni fez jsou fezy podélné, protoZe probihaji
rovnobézné s axidlnim systémem. Pfi¢ny fez je ten, ktery je na kmeni vidét po skéceni stromu.
Poskytuje informace o vlastnostech, které se méni smérem od stiedu kmene ke kuife. Neposkytuje
informace o zméndach vlastnosti v paralelnim sméru k ose stromu. Radialni fez je veden smérem
od dien¢ ke klife stromu a je rovnobézny s axidlnim systémem, takZe poskytuje informace
0 podélnych zménach v kmeni a o zméndch ve dfeveé podél radidlniho systému, smérem od diené
ke kmeni stromu. Tangencialni fez je provadén v pravém thlu k radialnimu fezu. Geometricky
jde o rovnobéznou rovinu s jakoukoli te€nou Carou, kterd se dotykd kmene a probiha po celé
délce kmene. Jeden zpiisob, kterym mtize byt tangencialni rovina odhalena, je odloupnuti kliry
od kmene. Exponovana plocha je plochou tangencialni. Tangencidlni fez neposkytuje zZadné
informace o dievé v radidlnim sméru, zato o ném poskytuje informace ve sméru tangencialnim.

VSechny tii fezy jsou ur¢eny vzhledem ke struktufe a uspofadani bunék ve dieve. [10]

Svazkové (fascikularni) kambium

Bunky axialniho a radialniho systému jsou vytvaieny Casti stromu znamou jako kambium.

Kambium je tenka vrstva bunék, jez se nachdzi mezi kiirou stromu a jeho dievem. Smérem do
4



stiedu stromu kambium produkuje derivaci mnoha bun¢k dfevo (xylém) a smérem od stfedu
kruhu kambium produkuje lyko (floém) [12]. Vzhledem K tomu, Ze kambium zpUsobuje
prirastky dieva a lyka, obvod stromu se zvétSuje a tim se zvétSuje také celkova plocha kambia,
coz je dosazeno diferenciaci bun€k. Axidlni a radidlni systém jsou tvofeny svazkovym kambiem
pomoci dvou-komponentnich buné€k: fusiformnich inicial a paprskovych inicial. Fusiformni
inicidly jsou specifické svym podlouhlym, stihlym tvarem, vytvareji buiiky axialniho systému,
zatimco paprskové inicidly vytvaii buiky radidlniho systému. Z toho davodu existuje
kontinualni navaznost mezi nové vytvorenym dievem, svazkovym kambiem a lykem. Ve vétsiné
ptipadu je radialni systém dieva kontinualni do lyka skrze kambium. Timto zplisobem zlstava
xylém, pletivo vodici vodu, propojeno s Iykem, pletivem vodivym produkty fotosyntézy. Jsou to
vzajemn¢ zavisla pletiva, a to z toho diivodu, Ze Zivé builky dfeva potiebuji produkty fotosyntézy
pro respiraci a rust bun¢k a lyko potiebuje vodu, aby tyto potfebné produkty rozpustilo
a transportovalo. Kambium tedy poskytuje jak rist pletivovych systémii, a také je propojuje tak,
aby mohly v rostoucim stromu spravné fungovat. [10]

Dievo je produkovéano svazkovym kambiem postupné po jednotlivych vrstvach bunégk, ale
obecné je zndmo, Ze v mnoha dievinach jsou produkovany velké skupiny bunék vice nebo méné
spolecné v Case, a tyto skupiny bunék ptlisobi spole¢né, aby slouzily stromu. Svazky bunék
produkovanych spolecné v izkém casovém intervalu jsou znamy jako letokruhy. Vzhledem
K vegetanimu obdobi rozeznavame dva typy bunék. Prvnim typem se vyviji na pocatku
ptirtstku dfeva a jde o builky jarniho dieva, které se vyznacuji tenkymi st€énami a velkym
lumenem. Naproti tomu buiiky letniho dieva, jez je produkovano v pozdéjSim vegetacnim
obdobi, ma stény tlusté a lumeny tzké. [10]

Vzhledem k tomu je hustota jarniho dieva mensi nez hustota dieva letniho, a zajistuje tak
dobré vedeni vody [13]. V dusledku zesileni stén je letni dfevo zakladnim stavebnim prvkem
stromu zajistujici jeho stabilitu. Pomér mezi letnim a jarnim dfevem je v ramci kazdoro¢niho
pfirtistku zavisly na klimatickych podminkach a podminkach riistu. To znamena, Ze se rok od
roku lisi a ovliviiuje mechanické vlastnosti dfeva. Dfeviny vykazuji tii zakladni struktury v ramci
letokruht. Prvni struktura je bez vyrazné zmény bunééného vzoru pres letokruh, dalsi vykazuje
postupné snizovani primeru vodivych prvka od jarniho po letni difevo a posledni vykazuje
vyraznou zménu vnitiniho praméru vodivych elementt v prstenci letokruhu. Tyto struktury se
objevuji jak u jehli¢nant, tak u listnacd, avSak u obou se lisi kvili vyraznym anatomickym
rozdilim mezi témito dvéma druhy. [10] [14]

Jehli¢nany (neporézni deviny bez cév) mohou vykazovat jakykoliv z téchto tii zakladnich

vzord. N¢které jehli¢nany, jako napiiklad cedr (Thuja plicata), smrk (Picea) a jedle (Abies), maji

5



letokruhy, jez vykazuji postupny prechod od tenkosténnych bunék jarniho dieva po tlustosténné
bunky letniho dfeva. Jin¢ dieviny vykazuji prudky ptechod mezi bunkami jarniho a letniho
dieva, mezi takové dfeviny patii napiiklad borovice (Pinus), modiin (Larix), jedle Douglaska
(Pseudotsuga menziesii) a sekvoj (Sequoia sempervirens). Vzhledem Kk tomu, ze vétSina
jehlicnani pochazi ze severnich mirnych oblasti, jsou letokruhy jasné zietelné. Pouze
v nékterych druzich, jako je napiiklad blahocet (Araucaria), neni viditelny zadny piechod
v ramci letokruhu. [10]

Listna¢e (porézni dfeviny, s cévami) vykazuji dvé hlavni struktury letokruhti a jednu
formu, ktera je néco mezi dvéma hlavnimi vzory. V roztrouSené porovité struktuie se jednotlivé
cévy zpravidla nelisi ve velikosti nebo distribuci od jarniho k letnimu dfevu, nebo je zména ve
velikosti a distribuci postupna a nemtiZze byt ptesné uréeno rozhrani mezi jarnim a letnim dievem.
Typickymi zastupiteli dievin s roztrousené¢ poérovitou strukturou jsou javor (Acer), bfiza
(Betula), topol (Populus) a liliovnik tulipanokvéty (Liriodendron tulipifera). Tato struktura
kontrastuje s kruhovité porovitou strukturou dieva, kde je pfechod mezi jarnim a letnim difevem
nahly, pfi¢emz priméry cév se podstatné zuzuji (Casto o fad, n¢kolikandsobné). Tato zména
velikosti cév je doprovazena také zménou vzoru distribuce cév. To vytvaii kruhovy vzor velkych
cév jarniho dfeva v prostiedni ¢asti letokruhu a poté hustsi, vlaknitéjsi tkan letniho dieva. Mezi
dfeviny stouto strukturou patii naptiklad dub cerveny (Quercus rubra), jasan americky
(Fraxinus americana), ofechovec vejc¢ity (Carya ovata) a biestovec (Celtis occidentalis). Obcas
velikost cév a jejich distribuce spadd nékde mezi predeslé dveé definice a tento stav se nazyva

polo-kruhovité pérovitou strukturou. [10]
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Obrazek 2: Pricné rezy dievinami zobrazujici rizné typy letokruhii, prevzato z
[10]

A) Jehlicnan bez viditelného prechodu v ramci letokruhu, B) Jehlicnan
S postupnym prechodem mezi jarnim a letnim dievem, C) Jehlicnan s nahlym
prechodem mezi jarnim a letnim drevem, D) Listndac s roztrousené porovitou
strukturou dreva, E) Listnac¢ s polo-kruhovité porovitou strukturou dieva, F)
Listnac s kruhovité porovitou strukturou dreva.

L
-

3. Mikroskopicka struktura dreva

Co se evoluce tyce, listnaté difeviny jsou mnohem mladsi nezli dieviny jehli¢naté. Zatimco
Axialni systém jehli¢nanl se sklad4 vétSinou z axidlnich tracheid a radidlnim systémem jsou
paprsky, které se skladaji z parenchymatickych bun¢k. Listnafe jsou evoluéné mladSimi

dfevinami a vykazuji rozmanitéjsi strukturu. Na rozdil od jehli¢nant obsahuj cévni elementy

riznych velikosti, tvarti a uspofadani jednotlivych buné¢k. [10] [14]

3.1. Mikroskopicka struktura jehli¢énani

3.1.1. Tracheidy

Tracheidy, nebo téZz cévice, tvoti dievni hmotu, jako takovou. Slouzi k transportu vody
a mineralnich latek. Ptiblizné 90 % bunék v jehli€natych dfevinach jsou tracheidy, jeZz jsou
orientovany paralelné s 0sou kmene stromu. Umoznuji tak vertikalni transport vody a souc¢asné
slouzi jako primarni stavebni prvek dievni hmoty. Jde 0 dlouhé buriky, které jsou ¢asto vice nez
100krat delsi (1-10 mm) nez je jejich Sitka. Na pficném fezu se vétSinou jevi jako ¢tvercové nebo
lehce obdélnikové buiiky. V ramci letokruhu jsou v jarnim dievé zpravidla tenkosténné a v dievé
letnim je sténa zesilend. Tracheidy se se sousednimi buitkami piekryvaji o 20 az 30 % jejich

délky. Na zkosenych koncich bunék jsou soustiedény tecky a dvojtecky jimiz prochazi voda

mezi jednotlivymi tracheidami. [10] [14]



3.1.2. Axialni parenchymatické buniky a komplexy pryskyriényvch kanalka

Dalsi buniky, které se v jehlicnanech mohou vyskytnout, jsou axialni parenchymatické
buiiky. Svou velikosti a tvarem jsou podobné parenchymatickym bunikam tvotici paprsky, avsak
jsou orientovany vertikalné¢, naskladany jedna na druhou a vytvaii tak jakysi pramen. V piicném
fezu Casto vypadaji jako axialni tracheidy, ale mohou od nich byt rozliSeny, obsahuji-li tmavé
zabarvené organické substance v lumenech bunék. V radidlnim nebo tangencialnim fezu se jevi
jako dlouhé prameny bunék obsahujici latky tmavé barvy. Axidlni parenchym je nejcastéjsi
napiiklad u jalovce, avSak zpravidla netvoii ani 1 % objemu dfeva. Obecné tento parenchym
chybi u borovice, smrku, modtinu aj. [10]

U druhti jako jsou borovice, smrk, jedle, jsou struktury bézné nazyvané jako pryskyfi¢né
kanalky, jeZ jsou orientovany axialn¢ a radidln¢. Tyto struktury jsou dutinky nebo prazdna mista
ve dievé a nejsou buiitkami. Specialni parenchymatické buiiky s funkci tvorby pryskyfice
obklopuji tyto pryskyfi¢né kandlky. Co se pryskyfi¢nych kanalkii a vSech parenchymatickych
bunck k nim pfifazenych tyce, je na misté pojem axialni nebo radialni komplex pryskyticnych
kanalkd [15]. U borovic je komplex pryskyfi¢nych kanalkd v pficném fezu vétSinou okem
viditelny, ale naptiklad u smrku nebo modfinu je mnohem mensi a k jeho rozpoznani je zapotiebi
optickych Cocek. Radidlni komplexy pryskyficnych kanalkll jsou vestavény do specidlnich
paprskil, nazyvané fusiformni paprsky. Takové paprsky jsou vétSinou vyssi a SirSi nez bézné
paprsky. Komplexy pryskyti¢nych kanalkti u mnoha druhii jehli¢natych dievin chybi, ale nékteré
druhy maji schopnost tvorby velkych tangencidlnich seskupeni tzv. traumatickych pryskyti¢nych

kanalkt v reakci na podstatné poskozeni dieva. [10]

3.1.3. Parenchymatické burnky skladajici paprsky

Dal8§im druhem bunék jsou parenchymatické buniky tvotici paprsky. Paprsky jsou stézi
viditelné a jevi se jako tmavé linie. Parenchymatické bunky paprskli zaujimaji tvar podobny
hranolim nebo cihldm. Jsou ptiblizn€¢ 15 pum vysoké, 10 um Siroké a 150-250 um dlouhé
a vyskytuji se v radidlnim nebo tangencialnim sméru. Takto seskladané bunky vytvaii paprsky,
jejichz primarni funkci syntéza, ukladani a nasledny transport biochemickych latek a v mensi
mife 1 vody. V radidlnim fezu paprsky vypadaji jako cihlové stény a parenchymatické bunky
paprskil jsou obCas zaplnény substancemi tmavé barvy. V tangencidlnim fezu pak paprsky tvori
stoh parenchymatickych buné€k naskladanych jedna na druhé. [10] [14]

V mistech, kde se parenchymatické buiiky paprskli protinaji s axidlnimi tracheidami se
vytvaii specializované tecky, jez spojuji axidlni a radialni systém. Oblast kontaktu mezi sténami

tracheid a sténami paprskii parenchymatickych bunék je nazyvana kiizovym polem. Typ, tvar,



velikost a pocet te¢ek v kiizovém poli je v ramci jednotlivych druhti dievin konzistentni a mtze
byt zasadnim pro identifikaci dfeva. Druhy dievin, které maji komplexy pryskyfiénych kanalki
maji také specidlni tracheidy, jez se objevuji na okrajich paprskt. Tyto paprskovité tracheidy

maji dvojtecky stejné jako axialni tracheidy, ale jsou mnohem kratsi a uzsi. [14]

3.2. Mikroskopicka struktura listnaci

Struktura dieva listnatych dfevin je mnohem vice rozmanita nezli struktura jehlicnatych
dfevin. Axialni systém je slozen z vldknitych elementl rGznych druhl, cévnich elementt
ruznych velikosti a uspotfadani a axialniho parenchymu riiznych vzort a ¢etnosti. Stejné jako
U jehlicnant tvofi radialni systém paprsky vytvotené z paprskovych parenchymatickych bunck,

avSak vykazuji vétsi rozmanitost ve velikostech a tvarech jednotlivych buné¢k. [10]

3.2.1. Cévy (tracheje)

Cévni elementy jsou specializované na vedeni vody v dfevech listnact. Jsou naskladany
na sebe a vytvati tak jednotlivé cévy. V misté styku dvou cév se nachazi viditelné perforace,
nazyvany perforacnimi platy, jez maji vodivou funkci. Na pfi¢éném fezu se cévy jevi jako velké
otvory a casto jsou oznacovany za pory. Primér cév miize byt maly (<30 um), ale bézné se
primér pohybuje v rozmezi 50-200 pm. Délka cév spadd do rozmezi 100—-1200 pum, jsou tedy
mnohem kratSi nezli tracheidy. Cévy mohou byt uspotadany do riiznych vzora. Dle toho se
rozliSuji dfeviny s kruhovité poérovitou stavbou (napt. dub, jasan), s polokruhovité porovitou
stavbou (napf. tfesen, Svestka) a s roztrousen¢€ poérovitou stavbou dieva (napft. buk, olSe, hruSen).
[14]

V mistech, kde jsou cévy v tangencidlnim sméru ve vzajemném kontaktu, jsou vytvoreny
tecky. Tyto teCky dosahuji v priméru 2—-16 pm a na sténach cév jsou usporadany tfemi
zakladnimi zplsoby. Nejrozsitenéj$i uspofadani je stfidavé, kde jsou teCky vycentrovany
0 polovinu primeéru tecky zjedné fady do druhé. V opacném usporddani se tecky nachdzi
Vv souborech a jejich otvory jsou uspotadany vertikalné a horizontaln€. V dalsim zebtikovitém
uspotadani je Sitka tecek veétsi nez jejich vyska. U nekterych druhti 1ze pozorovat také kombinaci
téchto usporddani. Tam, kde cévni prvky ptichazeji do kontaktu s bunikami paprski, se Casto
vytvareji tzv. poloviéni dvojteCky. Tyto dvojteCky mohou byt stejné velké jako teCky mezi
cévami, nebo mnohem vétsi. [14]

U listnac¢h je velikost cév casto funkci vodniho potencidlu. Velké cévy brzy formuji
embolie v souvislosti s poklesem vodniho potencialu v prubéhu vegetacniho obdobi, a tudiz
roste potieba tvorby mensich cév. Tam, kde je vodni potencial maly, maji vS§echny stromy mensi

prumér vodivych elementt. [10]



3.2.2. Libriformni vlakna

Vldkna maji v dfeve listnaci témét vyhradné mechanickou funkci. Jsou kratsi nezli cévice
jehli¢nanti (0,2—1,2 mm), v priiméru o polovinu uzsi, zato jsou obvykle 2x az 10x del$i nez cévy.
Tloustka bunécné stény je udavajicim faktorem, od kterého se odviji jak hustota dieviny, tak
schopnost zajiStovat mechanickou stabilitu dfeva listnac. Tecky mezi vlakny jsou obecné
nenapadné a mohou byt jednoduché nebo dvojité. V nékterych dievinach, jako naptiklad v dubu,
se nachazi vaskularni nebo vazicentrické cévice, a to Vv tésné blizkosti cév, pokud je pfimo
neobklopuji. Tyto specialni vlaknité elementy maji v listnacich dvojtecky, jsou tenkosténné
a mnohem kratsi nezli jin4 vlakna. Nesmi byt zaménéna za cévice vyskytujici se v jehli¢nanech,

které jsou mnohem del$i nezli vlakna listnatych dievin. [10] [14]

3.2.3. Axialni parenchym

Axidlni parenchym v jehlicnanech chybi, vyskytuje se pouze vyjimecné ve formé
rozptylenych bunék, avSak pro listnace je typicka Sirokd rozmanitost ,,vzoru“ axialniho
parenchymu. Bunky axidlniho parenchymu jehlicnand a listnac¢t maji zhruba stejnou velikost,
tvar a také funguji obdobnym zplisobem. Rozdil pfichazi v Cetnosti a specifickych vzorech
u listnatych dievin, u nichz existuji dva zakladni typy axidlniho parenchymu. Paratrachealni
parenchym, jeZ je asociovan s cévami a apotrachedlni parenchym, jez s cévami asociovan neni.
Paratrachealni parenchym se dale déli na vazicentricky (obklopujici cévy), aliformni
(rovnomérny — obklopujici cévy s kiidlovitymi rozsifenimi) a konfluentni (n€kolik spojovacich
mustkl paratrachealniho parenchymu, jeZ obc¢as vytvareji vazby). Apotrachedlni parenchym se
de€li na difazni (rozptyleny), difuzni v agregatu (kratké spoje) a spojeny, at’ uz na zac¢atku nebo
konci letokruhu (okrajovy) nebo v ramci letokruhu. Kazdy druh ma svij zvlastni vzorec
axialniho parenchymu, ktery je viceméné¢ konzistentni a je dulezity v identifikaci dievin. [10]
[14]

3.2.4. Paprsky

v

Paprsky v listnacich jsou strukturalné mnohem rozmanitéj$i nezli ty v jehli¢nanech.
V urcitych druzich jsou bunky paprskii fazeny vyhradné do jedné fady a podobaji se paprskiim
jehli¢nand. U listna¢i mé vSak vétSina dievin paprsky o Sifce vice nez jedné bunky. Naptiklad
dub a javor maji paprsky dvojité, fazené do jedné fady a vice nez osm bunék Siroké. U dubu
mohou byt i nékolik centimetri vysoké. U vétsiny druhtl jsou paprsky Siroké jednu az pét bunck
a dosahuji vysky <1 mm. Paprsky u listnatych difevin se skladaji z parenchymatickych buné¢k
umisténych jak horizontalné, tak vertikalné. Horizontaln€ ulozené bunky paprskt jsou podobné

tvarem a velikosti parenchymatickym buiikdm paprska jehli¢nant. Svislé buniky jsou obecné
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krat$i a obc¢as zaujimaji téméf Ctvercovy tvar. Paprsky, jez obsahuji pouze jeden typ bungk,
vétSinou horizontdlné orientované bunky, se nazyvaji homoceluldrni paprsky. Paprsky
obsahujici jak horizontalnég, tak svisle orientované bunky se nazyvaji heterocelularni paprsky.
Pocet tad svisle orientovanych bun¢k, pokud jsou ptitomny, se 1isi od jedné do mnoha a mize

byt uréujici pii identifikaci deva. [10] [14]

AN § Wil \ ! ! 114‘. ‘I I"inli‘ "'.f
Obrizek 3: SEM obrazek struktury jehllcnanu Obrazek 4: SEM obrizek stmktmy listnace (dub),
(borovice), prevzato z [14]. prevzato z [14].

4. Sub-mikroskopicka struktura dieva

Ziva buiika stromu se sklada ze dvou primarnich domén: protoplastu a bunééné stény.
Protoplast je souctem zivého obsahu, jez je ohrani¢en membranou buiiky. Bunécna sténa je
neziva, z velké ¢asti sacharidova matrice extrudovana protoplastem na vngj$i stranu membrany
bunky. Bunécéna sténa chrani protoplast pfed osmotickou lyzou (butika pfijima vodu v disledku
rozdilné koncentrace uvniti a vné¢ bunky, to vede k rozkladu, ¢i destrukci bunék v dusledku
rozpadu jejich vnéjsi membrany [16] [17]) a Casto poskytuje mechanickou podporu stromu [18]
[19] [20].

Pro bunky ve dieve je vSak situace lehce komplikovanéjsi nezli tento zjednoduseny piipad.
V mnoha pfipadech je konecna funkce buiiky pienesena vyhradné na jeji bunécnou sténu. To
znamena, Ze mnoho zralych bunék dieva nejenze nevyzaduji pfitomnost protoplastu, naopak jej
musi Uplné odstranit k dosazeni plné funkéni zralosti. Z toho diivodu vznikla béZna konvence,
7e se na bunécnou sténu dfeva bez protoplastu odkazuje jako na buiku, ackoli je to
Z biologického hlediska nespravné oznaceni. V ptipad¢ zralé buiiky ve dieveé je oteviend Cast
buniky, kde se predtim vyskytoval protoplast, znama jako lumen. Tudiz se téméf ve vSech
buiikach dieva vyskytuji dva hlavni aspekty, a to bunééna sténa a lumen. Lumen je kritickou
soucasti mnoha bunék v kontextu mnozstvi volného prostoru pro vedeni vody nebo v kontextu

poméru mezi Sitkou lumenu a tloustkou bunétné stény. Protoze je lumen pouze volnym
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prostorem uvnitt buiiky, je dievo hmotou obsahujici pouze dvé zdkladni domény, a to vzduchové

mezery a buné¢né stény. [10] [14]

4.1. Bunécné stény dieva

Bunééné stény dodavaji dievu vétSinu jeho vlastnosti, vykazuji velmi pravidelnou
strukturu, a to jak mezi riiznymi druhy buné¢k, tak mezi riznymi druhy stromi, a navic 1 pfi
porovnani bunécnych stén jehlicnant a listnacl. Bunécna sténa sestava z tfi hlavnich oblasti:
stiedni lamely, primarni stény a sekunddrni stény. V kazdé z této sekci obsahuje bunécna sténa
tii komponenty: celulozové mikro-fibrily (s charakteristickym uloZzenim a usporddanim),
hemicelul6zy a matrici nebo jakysi povlakovy materidl, jimz jsou bézné pektiny u primarnich
stén a lignin u sekundarnich stén [21]. Obecné lze celuldozu oznacit jako molekulu s dlouhym
fetézcem s vysokou pevnosti v tahu. Celuldza je nejtuzsi v prirodé se vyskytujici molekula
s hodnotou pevnosti cca 138 GPa, ktera byla stanovena vypoctem [22]. Dlouhé fetézce celuldzy
jsou spojovany do mnohem delSich, siln€jSich makromolekul, jez vypadaji jako vldkna a tvoii
mikro-fibrily. Lignin je kiehky matricovy material. Hemicelulézy jsou mensi, rozvétvené
molekuly, které pomahaji propojit lignin a celulézu v jednotny celek ve vSech vrstvach bunééné
stény. Aby bunééné stény tvorily jednotny celek a umoznovaly pohyb biochemickych produkti
a vody, musi byt vzajemné propojeny a spjaty. Tato pfilnavost je zajiStovana stfedni lamelou
(ML — zangl. middle lamella), vrstvou bunééné stény, ktera se nachazi mezi dvéma
individualnimi buiitkami. Stfedni lamela je tvofena hlavné ligninem (jednotkami amorfniho
oxyfenyl propanu). Vedle ligninu se ve stiedni lamele vyskytuji mimo jiné také pektiny
(polysacharidy) [23]. Dalsi vrstvou, jez pouze ohraniCuje stfedni lamelu, je primarni sténa (P).
Primarni sténa je charakteristicka velkou variabilitou v uspotfadani celul6zovych mikro-fibril,
jejichz thel se vzhledem k ose buriky pohybuje v rozmezi 0°-90°. U bunék dieva je tato vrstva
velmi tenkd a téméft nerozliSitelnd od stfedni lamely. Proto se pouZiva termin sloZend stfedni
lamela, jez neni nic jiného nez stfedni lamela a k ni pfilehlé dvé primarni stény jednotlivych
bunék. Dalsi ¢asti bunécné stény je sekundarni sténa, jez sestava ze tii vrstev. [14]

Jak protoplast vytvaii bunécné stény, postupné snizuje objem lumenu a prvni vytvofenou
vrstvou sekundarni stény je vrstva S1. Ta je ptilehla slozené sttedni lamele, nebo piesnéji vzato
primarni sténé. Jde o tenkou vrstvu charakteristickou velkym mikro-fibrildrnim whlem, to

znamena, ze mikro-fibrily sviraji s osou butiky uhel 50°-70°, jsou tedy uloZeny spiralovité. Dalsi

vvvvvv

vvvvv
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vlastnostem bunécéné stény. Je charakteristickd niz§im obsahem ligninu a malym mikro-
fibrilarnim thlem (5°-30°). Pfilehlou vrstvou k vrstvé S2 je vrstva S3. Vrstva S3 je relativné
tenka, s mikro-fibrilarnim thlem podobnym vrstvé S1 (>70°) a nejnizSim procentualnim
zastoupenim ligninu ze vSech vrstev sekundarni stény. Nizkéa koncentrace ligninu ve vrstvé S3
je dana potiebou pfilnavosti mezi molekulami vody a bunécnou sténou pfi procesu transpirace
(vedeni vody). Jelikoz je lignin hydrofobni makromolekula, musi byt jeho koncentrace ve vrstvé
S3 nizka. Nekteré bunky zahrnuji vnitini spiralovita zesileni v ramci bunécné dutiny, jez chrani
tenkou buné¢nou sténu pied jejim zhroucenim pfi procesu transpirace, kdy dochéazi k vysoké

sorpci vody. [14]

Hemiceluloza vyztuzZend
 ligninem

Celulozove fibrily

Obrazek 5: Struktura bunécné stény a ulozeni celulozovych
fibril vrstvy S2, prevzato z [14].

Tloustky jednotlivych vrstev je bézné 0,1-0,3 um pro vrstvu S1, 1-5 pum pro vrstvu S2
a 0,1 um pro vrstvu S3 a primarni vrstvu [24]. Zobrazenim ultra-tenkého fezu natezaného ultra-
mikrotomem za pouziti diamantového noze pomoci svételné mikroskopie 1ze rozlisit stfedni
lamelu (ML), primarni sténu a sekundarni sténu. Rozliseni vSak neni natolik vysoké, aby byly
viditelné vrstvy sekundarni stény [14]. Pfi pouziti transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
jsou rozlisitelné dvé vrstvy S2 sekundarni stény ve dvojité bunétné stén€, ale neni mozné
identifikovat celuldzovy obsah, ktery se chova jako vlaknité vyztuZeni v matrici hemiceluldzy

a ligninu [25].

4.1.1. Mikro-fibrilarni uhel

Mikro-fibrily, jez obsahuji shluky dobfe propojené celuldzy s primérem 5-60 nm [26]
a délkou 1-3 um [27], uréuji mechanické vlastnosti dieva [28]. Mechanicka pevnost je spjata

s tloustkou vrstvy S2, kde celulozové fibrily (znazornéné na obrazku ¢.5) jsou umistény
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Vv pravotocivé spirale okolo osy tracheidy v thlu pohybujicim se v rozmezi 5° a 30° [29] v matrici
hemicelulézy, ligninu a pektint.

Spirala mikro-fibril svirajici thel s osou buiiky, je nazyvan mikro-fibrilarnim thlem (MFA
— z angl. microfibril angle). Nizka hodnota MFA vede k vysokému elastickému modulu [30]
[31]. Vrstvy S1 a S3 jsou mnohem tenci nez vrstva S2, ale hraji zasadni roli pro bunku proti
lateralni deformaci a poskytuji dievu horizontalni pevnost [32]. Vysledkem tohoto uspoiadani je
bunééna sténa dieva jakymsi vicevrstvym spiralovym kompozitem [24]. Proméfenim mikro-
fibrilarnich thli ve vrstvach S2 se ukazal klesajici trend ve sméru od stfedu stromu k jeho ktife.
Studie z poloviny minulého stoleti prokédzaly variabilitu MFA mezi jednotlivymi letokruhy
borovice [33], v ruznych vyskach stromu [34], a také v ramci letokruhti [35]. Na vnitini strané
lumenu se mize objevit spirdlové zesileni, které pak komplikuje méfeni mikro-fibrilarniho uhlu
[36]. Méteni MFA vrstvy S2 umoziiuje uvazovat na korelaci mezi MFA a mechanickymi
vlastnostmi dfeva, zejména modulu pruznosti a modulu elasticity [14].

Vzhledem k velikosti mikro-fibril, jez se pohybuje na nano-skale, je nelze zkoumat
svételnou mikroskopii [37]. Existuje vS8ak mnoho jinych metod, které jsou pro toto téma
vyhovujici [38]. Mezi nejrozsifenéjsi metody pak patfi zejména polarizaéni svételna
mikroskopie, srazeni jodu pod svételnym mikroskopem, X-ray difrakce a infracervena
spektroskopie. Vysledky obdrZené témito metodami se Casto lisi, 1 kdyz jsou provadény na
jednom dodaném vzorku dfeva, a vétSina z uvedenych metod neposkytuji dostatecné zvétSeni
potiebné k pfesnému urceni hodnot MFA [39]. JiZ vice nez 80 let je vyvijena metoda obarvovani
vzorkt jodem, ktera je postupné adaptovana a vylepSovana, zejména vyzkumniky Balley a Vestal
[40] a v poslednich 30 letech vyzkumniky Senft a Bendtsen [41] a Donaldson a Frankland [37].
Na konci 20. stoleti byla velice oblibend metoda difrakce rentgenovym paprskem diky malému
¢asu pottebnému k ptipravé vzorki, v porovnani s predeslymi metodami. Hlavnimi nevyhodami
této metody jSOU zejména cena vybaveni a odrazy z konfliktnich rovin piekryvajici zaostifované
pole zobrazeni [42]. V dnesni dob¢ stoji za zminku difrakéni rentgenovy systém SilviScan3, jez
je metoda vhodna k méfeni hodnot MFA [43]. Jde o rychlou, nedestruktivni metodu zkoumajici
dfevény vzorek kombinujici optické zobrazovani, rentgenovou densitometrii a rentgenovou
difraktometrii. V souvislosti s méfenim MFA tato metoda poskytuje dikladny pichled
0 vlastnostech vzorku dfeva méfenim jeho objemové hmotnosti a velikosti jak tracheid, tak

letokruhti. [43]

4.1.2. Tecky
V bunéénych sténach se bézné vyskytuji ztenCeniny, tecky, nebo dvirkaté ztenceniny,

dvojtecky. Jsou to modifikace v bunécnych sténach dieva, jez umoziuji komunikaci a transport
14



zivin mezi jednotlivymi bunikami. Jde o ztencené oblasti bunécné stény mezi dvéma sousedicimi
bunikami. V procesu transpirace jsou tecky pro dfevinu nezbytné, aby doslo k prichodu vody
Z buniky do bunky od zem¢ az po korunu stromu Tecky jsou tvofeny ze tii Casti: membranou,
clonou a dviirkem (komorou). Membrana tecky je tenky porézni zbytek primarni stény, jde tedy
0 sacharidovou membranu. Clona tecky je otvor vedouci do rozsifené ¢asti tecky, jez je jakymsi
dvirkem, malou komorou tecky. Typ, pocet a velikost tecek je charakteristicky pro urcité
dfeviny a mize ptimo ovliviiovat to, jak se dfevo chova v odliSnych situacich (napiiklad pti
nanaSeni povrchovych povlaki nebo lepidla) [44] [45]. Mezi riznymi typy bunék se objevuji
predvidatelné typy tecek. V bunécné sténé dvou sousednich bunék se tvoii tecky oddelené
Vv jednotlivych sténach, ale koordinované ve stejném misté tak, ze je tecka jedné stény
vycentrovand s teCkou druhé stény. Vznikd tak koordinovana dvojice tec¢ek, dvojtecka. Pokud
nenastane koordinace a tecka je vytvofena pouze v jedné ze dvou bungk, jde o tzv. ,,slepou”
teCku, takové tecky jsou vSak v bunikach dfeva ojedin€lé. Z typu vytvotenych tecek lze bez
jakychkoli dalSich informaci urcit, o jakou zkoumanou buiiku se jedna. Znalost te¢ek také
umoznuje predikovat chovani buniky ve smyslu proudéni tekutin. Tecky se vyskytuji ve tiech
variantach: te¢ky (jednoduché), dvojtecky (dvirkaté) a poloviéni dvojtecky. [18] [19]
DvojteCky se tézZ nazyvaji dviirkaté ztenCeniny, protoZe sekundarni sténa ptekryva dvirek
(komoru) tecky, a clona tecky je bud’ vyrazné mensi, nebo odlisné tvarovana, nebo oboji, nez je
jeji komora. Cast bunééné stény, jez prekryva dviirek tecky vytvati jakousi obrubu. Z pohledu
skrze tecku tato tecka diky obrubé vypada zjednodusené jako krouzek. Pti pohledu v fezu pak
Casto dvojtecka vypada jako par zrcadlové pieklopenych pismen V s otevienymi konci proti
sob¢. Struktura a funkce dvojtecek je povazovana za vhodnou pro bezpecné a ucinné vedeni
mizy. Kazda dvojtecka obsahuje celulézovou membranu, kterd se chova jako jakysi ventil
kontrolujici priachod vlhkosti v zavislosti na vnitinim tlaku (Choat a kol. 2008). Kdyz je tento
tlak ovlivnén, naptiklad poskozenim dieva, dvojtecka se uzavie a nadale nezajiStuje obousmérny
pruchod vlhkosti. Stav dvojtecky (at’ uz je oteviena nebo uzaviena) hraje velky vyznam v oblasti
udrzby dfeva, muze tedy ovlivnit findlni povrchové upravy dieva a prilnavost lepidla.
Jednoduché tecky postradaji jakykoliv naznak piekryvu sekundarni sténou. Zakoncéeni bunécéné
stény je rovné a tecky maji v obou sousednich buiikach stejnou velikost a tvar. Jednoduché tecky
jsou typické mezi parenchymatickymi buiikami a v pohledu skrze tecku se jevi jen jako svétlé
oblasti v bunéénych sténach. Polovicni dvojtecky se vyskytuji mezi vodivymi bunkami
a parenchymatickymi buiikami. V takovém ptipad¢ obé buiky vytvaii ten typ tecky, ktery je pro
buniku typicky (vodiva buiika tvoii dvojteCku a parenchymatickd bunka tvoii jednoduchou

teCku). Tim vznikne tecka, jejiz jedna polovina je jednoducha a druha dvojita. [10]
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4.2.  Chemismus sloZek tvoricich bunééné stény di‘eva

Dinwoodle [46] hmotnostné sumarizoval chemickou kompozici dieva jehli¢natych
a listnatych stromii. Obsah celuldzy, jez predstavuje krystalickou, makromolekularni,
mikrofibrilarni ¢ast priméarni a sekundarni bunééné stény a tvoii 42 + 2 hm. % jehlicnant
a 45 £ 2 hm. % listnacu. Obsah hemicelulozy jehli¢nant (27 + 2 hm. %) a listnaca
(30 £ 5 hm. %) ma mensi molekulovou hmotnost a je polo-krystalickou matricovou sloZkou
bunécné stény dieva. Obsah amorfniho ligninu je duhou hlavni slozkou matrice, jez obklopuje
mikro-fibrily, a v jehli¢nanech ptedstavuje 28 + 3 hm. % a v listnacich 20 + 4 hm. %. Autor
uvadi, Ze zbylé chemické slozky jsou rozpustné extrakéni latky, jez nepfispivaji ke kompozitni

struktute bunétné stény dreva. [46]

4.2.1. Celuldoza

Celuldza je nerozvétveny linedrni polysacharid s opakujici se molekularni jednotkou, jez
obsahuje dv¢ cyklické jednotky D-glukopyranozy spojené B-1—4 glykosidickymi vazbami [47],
které umoznuji fetézcim molekul se zaktivit a rotovat. V celuldzovych fetézcich obsazenych ve
dievé je piiblizné 10 000 jednotek glukopyrandzy [48].

Béhem formace bunétné stény dieva se ziva buika diferencuje do trachearnich bunck
(tracheid) pomoci sekundarniho tloustnuti [49]. Primarni buné¢na sténa zivé bunky je lemovana
plasma-membranou a burika obsahuje mikro-trubicky, které jsou sefazeny do stejného sméru
jako celuldza v primarni bunééné sténé [50]. Biosyntéza celuldzy dieva je iniciovana pomoci
enzymu celulézasyntazy vazanych na plazmatickou membranu bunky a tyto komplexy mohou
byt znazornény jako ruzice s praimérem 25-35 nm [51]. Vincent [52] a Doblin a kol. [53] popisuji
proces, kterym se rtzice enzymi vyviji kolem membrany bunky a ukladaji jakési stezky
celul6zovych mikro-fibril o priiméru 5 nm obsahujicich pfiblizné 40 molekul celulézy, jez se
agreguji na mikro-fibrily o priméru asi 20 nm. Pfedpoklada se, ze mikro-fibrily jsou obklopeny
hemicelul6zou, coz jim umoziuje sefadit se stejnym zpisobem jako nematické kapalné krystaly
[54]. Usporadani mikrotubuld pravdépodobné urcuje délku mikrofibril a uspotadani mikrofibril
muze byt ovlivnéno podnéty vnéjsiho prostiedi [55]. Emons a Mulder [56] uvadi alternativni
model ukladani mikrofibril. Tito autofi pfedpokladaji, Ze mikrofibrily jsou odvijeny z primarni
stény a vyrovnavany kortikalnimi mikrotubuly analogicky s tvorbou tekutych krystalti. Proto
mohou byt axialni, pti¢né, zkiizené, Sroubovicové a nahodné struktury ukladany vlivem enzymu
celulozasyntazy v membrané bun¢k. Bézny modul pruznosti dieva jehlicnanu se pohybuje okolo
10 GPa, nicméné¢ predpoklddany modul pruznosti bunétné stény dieva, jez je komposit

celulozovych mikrofibril v matrici ligninu a hemiceluldzy, je mnohem vyssi a celuloza
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extrahovand z vlakna dieva ma velky potencidl stat se efektivnim vyztuzenim kompozitnich

polymeru. [14]

4.2.2. Hemiceluloza

Hemicelul6za je po celuléze druhym nejrozsifenéj$im polysacharidem v piirodé [57].
Hlavni fetézec sestava z jednotek d-xylopyrandzy [58], které jsou spojeny -1,4 vazbami, a tak
formuji linearni rozvétvené, napiiklad xylany [14]. V sekundarnich bunéénych sténach dieva
tvofi matrici ve spojeni s mikrofibrilami celulozy a lignin kiizuje oboji jak celuldzu, tak
hemicelulozu. Timell [59] piedpoklada, Ze hemiceluloza, jez je vzdy spojena s ligninem, je

jakymsi mistkem rozhrani celulozy a ligninem.

4.2.3. Lignin

Lignin v bunééné sténé dieva chrani polysacharidy celulézy a hemicelulozy pied
napadenim enzymy a mikro-biotickymi Skiidci. Vyznacuje se 3D strukturou polymeru sestavajici
z jednotek oxyfenolpropanu, ktery je polymerizovan z cinnamylalkoholii. Monomery ligninu
mohou reagovat s polymery ligninu a tim bud’ prodlouzit hlavni fetézce, nebo vytvofit kiizové
vazby. Ackoli ma bunétna sténa vysokou schopnost pojmout vodu, do uréité Casti je tato
schopnost limitovana pravé ligninem z toho diivodu, Ze se fadi mezi hydrofobni molekuly.

Nejvetsi koncentrace ligninu je ve stfedni lamele. [14]
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5. Prunik lepidel do struktury buné¢né stény dieva

Mnoho vyzkumnych pracovnikii se celosvétové snazi vyvinout nové technologie
modifikaci dfeva, které¢ by zlepsily nekteré jeho vlastnosti. K urychleni vyvoje novych lepidel
uréenych k lepeni dievénych konstrukénich prvka, a dfeva jako takového pro specifické
produkty, je zapotiebi znat optimalni penetraci lepidla do dfeva. Penetrace zahrnuje mimo
tokové mechanismy, tzn. tok lepidla do lumenti bunék, také infiltraci do polymernich
komponentti buné¢né stény dieva. [60]

Jedna ze slibnych technik zahrnuje pouziti syntetickych pryskyfic, mezi které patii: N-
methylol pryskyfice, fenol-, moc¢ovino-, melamin-formaldehydové pryskytice. Impregnace
dfeva ve vodé rozpustnou nizkomolekularni fenol-formaldehydovou pryskyfici je zkoumana jiz
od roku 1930. Hlavnimi divody vyzkumu bylo zvyseni stability dfeva a komeréné vyrabénych
kompozitnich materiali a zlepseni odolnosti proti UV zafeni a biologickym vlivam. U fenol-
formaldehydové pryskyfice bylo prokdzano, ze maé schopnost penetrovat a nabobtndvat
buné¢nou sténu [61] [62]. Ma se za to, Ze pravé penetrace bunééné stény ma za nasledek vyssi
odolnost vi¢i smrstovani dieva a zvySenou odolnost viici bilé a hnédé hnilobé zpisobené
houbami [63]. Pfedpoklada se, Ze ptitomnost lepidla v bunééné sténé dieva také zvysuje kvalitu
lepené spary, co se trvanlivosti a pevnosti tyce. Efektivita modifikaci jako takovych je zavisla
na pruniku fenol-formaldehydové pryskyfice do bunééné stény dieva [64] [65].

V procesu impregnace se pryskyfice s riznou primérnou molekulovou hmotnosti dostava
do poérového systému (lumenti riznych typt vlaken — cév, paprski, libriformnich vlaken atd.).
Z lumeni bun¢k pak oligomery difunduji do bunééné stény dieva. Prazdné mezi-mikro-prostory
a mikro-trhlinky v bunééné sténé jsou vypliovany pryskyfici, jez zpisobuje permanentni
zvétSeni objemu bunécné stény (bobtnani). Jakmile se dfevo nachéazi v nabobtnalém stavu,
maximalni velikost mikro-pora v bunécné sténé se pohybuje v rozmezi 0,5-4,0 nm [66]. Z toho
vyplyva, ze hloubkova penetrace bunécné stény pryskyfici je ovlivnéna velikosti jejich
oligomeri [67]. Molekulova hmotnost (respektive velikost molekul) pryskyfice je klicova pfi
penetraci do bunécné stény dieva [64] [68] [69]. Vyzkumnici jako jsou Smith [68], Imamura [69]
a Furuno [65] zjistili, Ze pryskyfice situovana v bunééné sténé dieva pozméni vlastnosti dieva
ve vEtsi mife nez pryskyfice nachazejici se v lumenu builky. VSeobecné se ma za to, ze
nizkomolekularni pryskyfice prosycuje bunécnou sténu dfeva a pfispiva tak k lepSim
vlastnostem (prostorova stabilita dfeva), zatimco pryskyfice s vysokou molekularni hmotnosti

pouze vyplni lumen a hraje tak velmi malou roli v prostorové stabilité dieva [70] [71] [72] [73].
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Existuje nékolik studii, které prokazuji ptitomnost fenol-formaldehydové pryskyfice v bunééné

sténé dieva [65] [74] [75].

5.1. Metody zobrazovaci

Opticka mikroskopie je v souvislosti se zkoumdnim interfaze lepidlo/dfevo hojné
pouzivana. Je vSak tieba zminit, Ze je tato metoda zaméfena zejména na hloubku penetrace
lepidla do dieva a jeho distribuci ve struktuie dieva. K tomu je tato metoda vice nez vhodna,
vzhledem k velikosti zobrazované oblasti a vzhledem k faktu, Ze pro méfeni hloubky penetrace
neni zapotiebi velkého pfibliZzeni a rozliSeni vysledného obrazu. Zobrazovaci metody jsou tedy
vhodné ke zkoumani lepené spary a dfeva na tirovni milimetri. Ke zkoumani praniku lepidla do
bunécné stény dieva jsou optické mikroskopy vétSinou limitovany ptiblizovaci schopnosti, kdy
lze doséhnout maximalniho zvétSeni 1000%. DalS$im limitujicim faktorem mutize byt fakt, ze
pouzivané pryskyfice (napiiklad MUF) jsou pro vytvrzeni neprihledné a zkoumani svételnou
mikroskopii je timto faktorem ztizeno [76]. Avsak s postupujicimi vysledky Vv oblasti technologii
dnes existuji metody, jez dosahuji ptijatelného piiblizeni nebo diferenciace bunéénych stén
a lepidla, Ze 1 za pomoci nich Ize usuzovat na prinik lepidla do bunééné stény dieva. Vedle
fluorescencni mikroskopie, ktera je pon€kud limitovéna pfipadnou nerovnosti pfipraveného
vzorku a tim zpsobenych rusivych vlivlii zpisobenych nezaostfenymi rovinami preparatu, lze
vyzdvihnout hlavné konfokalni mikroskopii. Vyhodou konfokalniho mikroskopu je eliminace
vychazejicich z preparatu nad a pod zaostfenou rovinou. Tim je zajiSténa eliminace zkresleni
vysledného obrazu, ¢ehoZ u fluorescenéniho mikroskopu nelze dosdhnout. Mikroskopické
metody postradaji moznost kvantitativniho méteni a postupy zahrnujici pfipravu vzorkl ¢asto
zpiisobuji zavadéjici pozorovani. Nicméné poskytuji piimé pozorovani impregnovanych
chemikalii nebo pryskyfic ve struktufe dfeva, naznacuji cesty toku lepidla do struktury dieva,
distribuci pryskyfice a ¢asto poskytuji voditka k porozuméni interakce mezi strukturou dieva

a pryskyftici [77].

5.1.1. Metoda mikroskopie ve svétlém poli

Mikroskopie ve svétlém poli (v prochazejicim svétle) umoznuje zkoumani lepené spary
a jejiho nejbliz§iho okoli. Mimo tloustky spary Ize tedy urcit, kde v lumenech se lepidlo nachazi
a lze posoudit integritu bunécné struktury dieva [78]. Kutscha a Caster [79] demonstrovali

ucinnost optické mikroskopie ve studiu spary lepené fenol-rezorcin formaldehydovym lepidlem.

[3]
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Princip
Svétlo prochazi pozorovanym objektem a soustava dvou cCocek vytvari skutecny,
prevraceny a zvétSeny obraz, jez je pozorovan pies okular. Pti této metod¢, jak jiz z nazvu

vyplyva, je pozadi svétlé a pozorovany preparat tmavy.

Stav poznani vyuZiti svételné mikroskopie pro ultrastrukturu dieva

Mitsuhiro Morita a Isao Sakata [80] pouzili svételnou mikroskopii k urceni distribuce
nizkomolekularniho polyethyleniminu (PEI) ve struktufe dfeva. Obarveni pryskyfice bylo
provedeno pomoci adsorpce Cerveného barviva Amido Naphthol Red G (angl. acid red dye)
a adsorpce iontl médi (Cu?"), tzv. chelatovani, na PEIL, jenz byl obsazeny ve dievé. MnoZstvi
adsorbovaného barviva nebo iontli médi linedrné rostl S rostoucim mnozstvim PEI ve dievé.
Obarvené kompozity byly zkoumany svételnym mikroskopem pod monochromatickym svétlem,
které odpovidalo absorpénim maximim (560 nm pro ,,acid red” a 640 nm pro chelat médi).
Mikroskopické obrazy byly fotograficky snimany a negativ byl podroben denzitometrické
analyze. Pfi mnozstvi polymeru PEI v kompozitu pod 4 % bylo okolo 70 % polymeru
distribuovano V oblasti stfedni lamely a zbyvajicich 30 % bylo obsazeno v sekundarni bunécné
sténé. S rostoucim obsahem PEI v kompozitu rostla i koncentrace polymeru v sekundarni
bunééné stén€. Pii 27% obsahu PEI ve dfevé bylo okolo 80 % polymeru situovano v oblasti
sekundarni bunécné stény. Pti provadéni studie nebyly zjistény vyrazné rozdily mezi zjiSténym
mnozstvim polymeru pomoci barviva Amido Naphthol Red G nebo chelatovanim ionty (Cu?*).
Doplitkové byla provedena linearni analyza intenzity charakteristickych rentgenovych paprski
uranu, ze které byly zajistény vysledky distribuce PEI ve dfevé velice blizké vysledkiim svételné
mikroskopie. Vyzkumnici dosli k zavéru, ze zjisténi distribuce PEI ve di‘evé svételnou
mikroskopii barvenim pomoci ,,acid red nebo chelatovanim je jednoducha a spolehliva
metoda, avSak tato metoda neni dostacujici pro urceni piitomnosti pryskyfice v bunécné

sténé dieva. [80]

Vyzkumnici Hui Wan a Moon G. Kim [77] provedli studii, kde bylo dievo borovice
impregnovano dvéma fenol-formaldehydovymi pryskyficemi s rozdilnymi, pfesto nizkymi
molekulovymi hmotnostmi, a zkoumano né¢kolika mikroskopickymi metodami. Vedle
konfokalni mikroskopie, skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), transmisni elektronové
mikroskopie (TEM) a energeticky disperzni rentgenové spektroskopie (EDS) byla také za
ucelem lepSiho porozuméni pii stabilizaci dfeva nizkomolekularnimi fenol-formaldehydovymi
pryskyficemi provedena svételna mikroskopie. Pryskytice PF1 (MW 310) a PF3 (MW 451) byly

pouzity vtomto vyzkumu. Impregnace pryskyfic do dieva probéhla ve valci, v némz bylo
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vytvofeno vakuum, po dobu 15 minut, a poté byl vyvinut tlak (690 az 828 kPa) po dobu 30 minut.
Vzorky takto impregnovaného dieva byly vytvrzeny pii teplot¢ 180 °C po dobu 20 minut bez
komprese. [77]

Pro mikroskopii prochazejicim svétlem byly rota¢nim mikrotomem piipravené preparaty
tloustky 20—40 um opatieny safraninem a uloZeny na podlozni sklicko mikroskopu. Pouzity
mikroskop byl Olympus Vanox. Svételnd mikroskopie preparatu impregnovaného PF3
vyobrazila usazeniny pryskyfice, jez odhaluji, ze pryskyfice do struktury dieva tece prevazné
skrze cévy [77]. Dalsi zavéry vSak autofi vyvozuji z vysledku dosazenych pozorovanim
ostatnimi typy mikroskopt (konfokalni, SEM a TEM). V této provedené studii nelze na prinik
pryskyrice do bunééné stény dieva usuzovat z vysledki svételné mikroskopie, diky ni Ize

pouze usuzovat na distribuci pryskyfice ve struktute dieva.

Obrdzek 6: PF pryskyﬁge ve struktuie
smrkoveho dreva na pricnem Fezu,
prevzato z [T7].

Furuno a kol. [65] aplikovali fenol-formaldehydové pryskyfice, Vnichz byl
zakomponovan brom, S nizkou molekulovou hmotnosti na japonsky cedr a pryskyfice byly
vytvrzeny teplem. V celku tedy byly pouzity tfi brom-fenol-formaldehydové pryskyfice
s molekulovymi hmotnostmi 290, 470 a 820. Penetrace téchto pryskytic do bunécné stény dieva
byla zkoumana jak svételnou mikroskopii, tak skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM)
a rentgenovou mikroanalyzou (EPMA z angl. electron probe X-ray microanalysis). [65]

Na pfiéném fezu vzorku opatfeného nizkomolekularni bromfenol-formaldehydovou
pryskyftici (290) nebyla svételnou mikroskopii patrna zadna piitomnost pryskyfice v lumenech
bunck. Se zvySujici se koncentraci pryskyfice byl v pouze malém mnozstvi lumeni viditelny
obsah fenolické pryskyfice. Stejnych vysledkt bylo dosazeno také pro pryskyfici s molekulovou
hmotnosti 470. U pryskyfice s molekulovou hmotnosti 820 se pak mnoho fragmentl této
pryskyfice vyskytovaly v lumenech bunék. Autofi v této studii nemohli pomoci svételné
mikroskopie prokazat prinik pryskyrice do bunécné stény di‘eva. Az po provedeni SEM
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a EPMA analyzy bylo patrné, Ze nizkomolekularni pryskytice (290 a 470) byly zcela obsazeny
Vv bunécnych sténach dieva. Zatimco vysokomolekularni pryskyfice byla ve sténach urcitym

obsahem také, je tento obsah piisuzovan nizkomolekularnim frakcim této pryskyfice. [65]

e
=

Obrazek 7 Brom fenol formaldehydova
pryskyrice ve strukture cedru, prevzato z [65].

5.1.2. Ultrafialova mikroskopie

Ptrestoze je UV mikroskopie zatfazena mezi metody zobrazovaci, efekt ureni pfitomnosti
pryskyfice v bunécné sténé dieva zavisi na zjisténi absorpcnich spekter jednotlivych domén, jez
se ve struktufe dieva nachazi.

Princip

UV mikroskopie je metoda pro semikvantitativni stanoveni latek nachazejicich se
V bunécéné sténé dieva a absorbujicich UV zéafeni. Byla vyvinuta pro stanoveni obsahu
a distribuce ligninu a byla uspé$né aplikovana na identifikaci pryskyfic v bunéénych sténdch
dreva. Jak jiZ ndzev vypovida, v této metod¢ se vyuzivda UV zafeni jako svételného zdroje.
Jelikoz ma UV zéfeni krat$i vlnové délky nez viditelné svétlo, je zapotiebi provadét zdznam
vysledného obrazu fotograficky nebo pomoci digitalnich kamer. Vystupem této mikroskopie
nejsou obrazové zaznamy, avSak absorp¢ni spektra jednotlivych domén, které se mohou ve
struktufe mohou vyskytnout (pryskyfice v bunécné sténé, bunécné sténa dieva neovlivnéna
pryskyfici a bunécna sténa dieva, ktera mize byt ovlivnéna ptitomnosti difundované pryskyfice).
[81]

Stav poznani vyuZiti ultrafialové mikroskopie pro ultrastrukturu dieva

Wolgang Gindl, Thomas Schérberl a George Jeronimidis [81] ve své studii ovéfuji roli,
kterou hraje diftize pryskyfice do bunééné stény dieva zkoumanim mechanickych vlastnosti
mezifazi smrkového dfeva a lepidla s pouzitim fenol-formaldehydového (PF) a pMDI
(polymeric methylene di-phenyl-di-isocyanate) lepidla. V této studii byly vyuzity metody UV
mikroskopie a nanoindentace. Po provedeni zkousky UV mikroskopie byly ze vzorkli pomoci

ultramikrotomu natfezany piicné fezy tloustky 1 um. Preparaty byly umistény na kifemenna
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podlozni sklicka a byl pouzit mikro-spektrofotometricky mikroskop Zeiss MPM800 bez
nabarveni vzorka. Mikroskop byl osazen UV-Vis zdrojem a detektorem, jenz umoziuje urcit
absorp¢ni spektra v rozmezi vlnovych délek 235-720 nm. M¢éfeni byla provedena v misté
vytvrzeného lepidla, bunééné sténé nachdzejici se u lepené spary a jako reference bylo méfeni
provedeno na dieve, jez nebylo opatieno lepidlem. [81]

UV-absorbanc¢ni spektra vykazuji jednoznacné rozdily mezi referencni bunécnou st€nou
a buné¢nymi sténami, jez byly v kontaktu s lepidly. Obé lepidla vykazala silnou UV absorbanci.
Absorbance bunécnych stén nachazejicich se blizko lepené fenol-formaldehydové spary, a také
absorbance bunéénych stén, jez byly ve vzdalenosti 400 um od lepené spary, byly dvojnasobné
od absorbance referen¢ni bunééné stény. Tato neobvykle velka absorbance je zpiisobena
pritomnosti sloZek PF lepidla v bunééné sténé. Na rozdil od PF lepidla, absorp¢ni spektra
bunécénych stén pfiilehlych lepidlu pMDI nevykazala Zadné rozdily od absorpéniho spektra
referencni bunééné stény. To indikuje, Ze zadna c¢ast pMDI lepidla nepronikla do bunééné stény

dreva. [81]
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Obrazek 8: UV absorpcni spektra jednotlivych fazi vzorki zalepenych PF lepidlem (vlevo) a pMDI lepidlem
(vpravo), prrevzato z [81].

Wolfgang Gindl, Eugenia Dessipri a Rupert Wimmer [82] se vzhledem k mnozstvi studii
vyuzivajicich UV-mikroskopii pro ur¢eni ligninu v bunééné sténé ( [83] [84] [85]) rozhodli
determinovat diftizi melamin-mocovino-formaldehydové (MUF) pryskyfice do bunécné stény
smrku. Vzhledem k faktu, Ze ma melaminova pryskyfice vysokou absorbanci v ultrafialovém
spektru diky své triazinové struktuie [86], méla by byt UV mikroskopie k feSeni tohoto problému
vhodna. Malé vzorky slepencii byly zafixovany ve Spurr pryskyfici a poté z nich byly nafezany
velmi tenké pti¢né fezy (1 um) pomoci ultramikrotomu s diamantovym nozem. Takto ptipravené
preparaty byly ulozeny na kiemenné podlozni sklicka mikroskopu a nasledovalo jejich zakapnuti

deionizovanou vodou. Na pfipravenych preparatech pak byly pofizeny UV-absorpcni spektra ve
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tiech riznych mistech pomoci fotometrického mikroskopu MPMS800 (Carl Zeiss). Nejprve byla
absorpce zméiena pro sténu S2 piiblizné 0,5 mm od lepené spary. Tyto tracheidy mély prazdné
kavity bun€k, a proto se predpoklada, Ze nebyly ovlivnény pouZitou pryskyfici. Dale byla
absorpce zméfena pro ¢istou MUF pryskytici v lumenu bunky, jez byl v tésné blizkosti s lepenou
sparou. Nakonec byla zméfena absorpce bunééné stény S2 piilehlé k tracheiddm, jez byly zcela
vyplnény pryskyfici. Absorpcni spektra byla zméfena na vinovych délkach od 235 nm po
350 nm. Pro kazdé ze tii mist bylo zméfeno 50 absorp¢nich spekter, jez byly zpraimérovany. [82]

Vysledkem studie je, Ze v kazdém ze tfi mérenych mist spektra vykazala rozdilné
hodnoty. V prvnim misté, bunééné sténé neovlivnéné MUF pryskyftici, bylo naméfeno absorpéni
maximum pii 280 nm. V druhém misté, vytvrzené MUF pryskyfici v lumenu bunky, bylo
naméfeno absorpéni maximum 242 nm. V tfetim misté, bunééné sténé¢ ovlivnénou MUF
pryskyfici, byla vykreslena dvé absorpéni maxima, a to pii 241 nm a 280 nm. Vzhledem k tomu,
ze absorbance smési dvou substanci je soucet individudlnich absorbanci, ziskané vysledky
prokazuji, Ze MUF pryskyfFice, respektive jeji frakce, difundovala do bunééné stény dreva.
Dale bylo ve studii urena koncentrace pryskyfice obsazené v bunécné stén¢ dieva pomoci

ptepoctu. [82]
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Obrazek 9: UV absorpcni spektrum referencni bunécné stény (vievo), MUF lepidla (uprostied) a bunécné stény
ovlivnéné pritomnosti MUF lepidla, pievzato z [82].
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5.1.3. Fluorescenéni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je ve smyslu vyzkumu lepené spary a jejiho okoli ostatnim
optickym metodam nadfazend v aplikacich, pii kterych se vyskytuje slaby mezifdzovy barevny
kontrast. Dobrého barevného kontrastu mezi fazemi je docileno barvenim vzorkl, at uz
k podporfeni fluorescence, nebo k jejimu potlaceni.

Princip

Fluorescence byla objevena v poloviné devatenactého stoleti. Britsky védec Sir George G.
Stokes poprvé poznamenal, ze Kkazivec (CaFz) vykazuje fluorescenci pii osvétlovani
ultrafialovym svétlem. Stokes zjistil, ze fluorescen¢ni svétlo ma delsi vinové délky nez excitaéni
svétlo, fenomén, ktery se stal znamym jako Stokesiuv princip. Fluorescencni mikroskopie je
vynikajici metodou pro studium materialu, ktery mize byt pfipraven k fluorescenci bud’ v jeho
prirozeném Stavu (nazyvany primarni nebo autofluorescenc¢ni), nebo po ptidani chemikalii
schopnych fluorescence (znama jako sekundarni fluorescence). Zakladni funkce fluorescen¢niho
mikroskopu je ozafovat vzorek specifickym svétlem dané vinové délky a poté oddélit mnohem
slabsi emitovanou fluorescenci od excitovaného svétla. Ve spravné nastaveném mikroskopu by
meélo k detektoru doputovat pouze emitovana fluorescence tak, aby vysledné fluorescenéni
struktury mély vysoky kontrast oproti velmi tmavému nebo ¢ernému pozadi. Meze detekce jsou
fizeny mirou tmavosti podkladu a tim, Ze excitacni svétlo je obvykle n€kolik set krat, nebo az
milionkrat jasnéjsi, neZ je emitovana fluorescence. [87]

Fluorescen¢ni mikroskop obsahuje svételny zdroj (xenonové vybojky, rtutové vybojky,
halogenové zarovky) emitujici intenzivni zafeni v ultrafialové a viditelné oblasti. Dale obsahuje
specialni filtrovou kostku. Jde o soustavu filtri, mezi které patii excitacni filtr, dichroické
(dichromatické) zrcadlo a bariérovy filtr. Excitaéni filtr slouZi k propousténi svétla pottebného
k excitaci fluorochromu (ostatni svétlo je pohlceno). Svétlo proslé excitacnim filtrem dopada na
dichromatické zrcadlo, jehoz funkci je odd¢€leni excitatniho a emitovaného svétla. Princip je
zalozen na tom, ze svétlo o kratsi vinové délce odrazi, avsak svétlo s delsi vinovou délkou jim
prochazi. Posledni, bariérovy, filtr propousti jen emitované svétlo, tim je dosazeno tmavého
pozadi, jez zvyrazni fluorescen¢ni obraz. [87]

Fluorescencni mikroskopie je rozs§ifenym nastrojem pro vyzkum penetrace lepidla do
dfeva. Avsak je tfeba zminit, ze vzhledem k maximalnimu zvétSeni dostupnych pouzivanych
mikroskopu je tato metoda omezena na tzv. ,,gross penetration®. Jinymi slovy je metoda
limitovana svym rozliSenim pouze na distribuci lepidla okolo lepené spary, a pomoci ni nelze

pfimo potvrdit nebo vyvratit ptitomnost lepidla v bunécné sténé dieva.
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Stav pozndni vyuZiti fluorescenéni mikroskopie pro ultrastrukturu dieva

Adamopoulos a kol. [88] lepili dievo buku modifikované fenol-formaldehydovou
pryskyfici pomoci fenol-rezorcin formaldehydového (PRF) lepidla a pomoci polyvinyl acetatu
(PVAc). Distribuci PVAc lepidla ve struktuie dieva byla zkoumana pomoci fluorescencniho
mikroskopu Eclipse 50i s osazenou kamerou Sight DS-5M-L1. Distribuce PRF pak byla
zobrazovana stejnym mikroskopem, avSak konvencni svételnou mikroskopii. Vzorky byly
nafezany na tloustku 20-30 um a v ptipad¢ PRF vlozeny na sklicko mikroskopu bez barveni.
Preparaty zalepené PVAc lepidlem byly opatfeny zakapnutim 0,5% roztokem Safraninu O.
Z vysledku studie vyplyva, ze penetrace lepidla do struktury dfeva byla fizena tokem skrze cévy
a bylo patrné jak uplné, tak ¢aste¢né vyplnéni lumenti bunék. Vysledky studie neprokazaly zadny
dikaz toku lepidla skrze paprsky, zatimco penetrace lepidla do axialniho parenchymu byla
limitovana na velmi omezeny pocet buné¢k (1-3). Hloubka penetrace PVAc lepidla v do cév byla
uréena na priblizné¢ 200 um od lepené spary a hloubka penetrace PRF lepidla byla urcena
pfiblizn€ na 220 pm. Primik pryskyfice do bunééné stény vSak z divodu nizké trovné

rozliSeni pozorovan. [88]

Chandler, Brandon a Frihart [89] zkoumali prunik lepidla do struktury topolu. Bylo
pouzito dfevo, jez bylo pied nalepenim vystaveno ptuisobeni acetanhydridu jako referen¢ni byly
také zalepeny vzorky nemodifikovaného dieva. V této studii byla pouzita 4 rtizna lepidla,
rezorcin formaldehyd (RF), melamin-formaldehydové (MF), epoxid tvrzeny polyamidem
aemulsni polymer tvrzeny izokyanaty (EPI). Preparaty byly na mikroskopii nafezany
mikrotomem v tloust'ce 25-30 um. Tenké sekce byly suseny po dobu 30 minut pfi teploté 65 °C.
Po vysuseni byly preparaty vystaveny 0,5% roztoku Safraninu O po dobu max. 5 minut.
Preparaty poté byly umistény na podlozni sklo mikroskopu, kde byly zakapnuty glycerinem.
Zobrazovani bylo provedeno s pouzitim epi-fluorescence (Zeiss Axioskop™) a 100 W rtutové
vybojky. Sada optickych filtrti obsahovala 365 nm excita¢ni filtr, 395 nm dichromatické zrcatko
a 420 nm emisni filtr. Digitalni snimky byly potizeny videokamerou Dage™ MTI CCD-72. [89]

Epoxidova pryskyfice prokdzala silnou fluorescenci, jez vyrazné¢ pomohla zkoumani
penetrace do obou pouzitych typ dfeva (acetylované a nemodifikované). Bylo zjisténo, ze
epoxidova pryskyfice pronikla jak do cév, tak do mnoha mens$ich lumenti bun¢k ptilehlych
lepené spare. Dobrd penetrace epoxidu do struktury dieva platila jak pro acetylované, tak
nemodifikované dievo. Lepidlo EPI také proniklo do lumenti buné¢k, avSak v porovnanim
s epoxidovou lepenou sparou byla hloubka penetrace znateln¢ mensi. Obé€ lepené spary vykazaly
mechanické vazby mezi lepidlem a strukturou dfeva. Vzhledem k mensi hloubce penetrace EPI

lepidla bylo ocekavano, ze tato lepend spara bude slabsi nezli spara epoxidova. Navzdory tomuto
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predpokladu EPI lepidlo vykazalo velmi ptiznivé vysledky jak v suchém, tak v navlhlém stavu
(pevnost a ,,wood failure “). Epoxidova lepena spara dosahla dobrych vysledka v suchém stavu,
avSak vlivem vlhkosti byla vyrazné oslabena. Proto se korelace mezi hloubkou penetrace
a pevnosti lepené spary jevi jako nepriikaznd. Pfi snimani vzorkl zalepenych MF pryskyfici bylo
obtizné zamé¢fit se na lepenou sparu. Tu vyzkumnici byli schopni identifikovat, az kdyz narazili
na rozhrani dvou lepenych kust diev rozpoznatelnych rozdilnym uspoiadanim paprska dreva.
Neschopnost narazit na lepenou sparu vedlo k piedpokladu, Ze doslo k tzv. ,,over-penetration®.
Zbarveni dfeva nezptisobilo zvyraznéni lepidla, a tak bylo obtizné posoudit stupenn praniku
lepidla do struktury dieva. Naproti tomu RF lepena spara byla dobte viditelna pro svou tloustku
a tmavé zabarveni. RF lepidlo proniklo do 2, maximalné 3, bun¢k od lepené spary. Tato studie
prokazala, ze je fluorescencni metoda vhodna ke zkoumani interakce lepenych spar a struktury
dfeva na arovni mikrometri, ale nebylo mozné urcit piitomnost lepidel v bunééné sténé

dieva. [89]

Furuno a kol. [90] pouzili rtutovou vybojku a UV excitacni filtr (pfiblizn¢ 410 nm)
K vyzkumu lepenych spar fenol-formaldehydové pryskytice (PF) a dievotfiskovych desek.
Preparaty byly nabarveny 0,2% vodnym roztokem akridinové Zluti, jeZ byla absorbovéana dievem
a ne PF pryskyfici, ¢imz byla podpofena fluorescence dieva. Brady a Kamke [91] pouzili
obdobnou proceduru k zobrazeni PF lepenych spar v jedli a osice. Nicméné preparaty byly
opatieny 0,2% vodnym roztokem akridinové Cervené a zobrazovany epi-osvétlenim s 410 nm
excitaénim filtrem a 510 nm emisnim filtrem. Johnson a Kamke [92] potla¢ili fluorescenci dieva
(topolu) na tenkych fezech s PF pryskyfici pouzitim 0,5% vodného roztoku toluidinové modti O.
Preparaty byly zkoumany epi-osvétlenim pii pouziti rtutové vybojky s 365 nm excitatnim
filtrem a 420 nm emisnim filtrem. Sernek a kol. [93] zkoumali pronikani mocovino-
formaldehydové (UF) pryskytice do buku. Preparaty byly nafezany na tloustku 60 pm a byly
opatfeny 0,5% roztokem sulfaflavinovym roztokem, coz pifedchdzelo namoceni preparati do
0,5% vodného roztoku safraninu O. Preparaty byly zkoumany za pouziti rtutové vybojky, 365
nm excitatnim filtrem a 420 nm emisnim filtrem. Touto procedurou bylo dosazeno zafivé
fluorescence UF, pfi¢emz detaily struktury dieva byly stale viditelné. Kamke [94] zaznamenal
vyborny kontrast lepidla MDI a topolu a dubu pouzitim epi-fluorescence. Preparaty byly
nabarveny 0,5% vodnym roztokem safraninu O a zobrazeny s pouzitim 365 nm excita¢niho filtru

a 420 nm emisniho filtru (obr. ¢. 11). [3]
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Obrazek 10: Detail PVAc lepidla vcévé  Obrdazek 11: Detail epoxido‘\;o ‘epidla ve
dubového dieva s emisi fluorochromu Safraninu  strukture dubového dreva s emisi fluorochromu
O, prevzato z [94]. Safraninu O, prevzato z [94].

Metoda fluorescencni mikroskopie byla v pribéhu let demonstrovana jako vyhovujici
nastroj k poskytovani dobrych barevnych kontrasti mezi riznymi lepidly a dievem, jak je
zobrazeno na obrazcich ¢.10 a ¢.11 [3]. Zavérem je tieba zminit, Ze fluorescenéni mikroskopie
je vhodna na zobrazeni distribuce lepidla ve strukture dieva a na pripadné urceni hloubky
penetrace, tzv. ,,gross penetration“. Pro zjisténi pritomnosti lepidla v bunééné sténé dreva

je v8ak doporuceno pouzit preciznéjsi metody s vyssi rozliSovaci schopnosti.

5.1.4. Konfokalni mikroskopie

Princip

Moderni konfokalni mikroskopy lze povazovat za zcela integrované elektronické systémy,
které tvoii jeden nebo vice elektronickych detektort, pocita¢ (pro zobrazeni obrazu, zpracovani,
vystup) a nekolik laserovych systémi kombinovanych se zatizenimi pro konfiguraci vinovych
délek a sestavou pro skenovani paprsku. Tyto mikroskopy se nyni pouzivaji k vyzkumu molekul,
bunék a zivych tkani, které jesté pied nékolika lety nebyly mozné. Mezi vyhody konfokalni
mikroskopie patii moznost kontrolovat hloubku ostrosti, nebo moznost eliminovat/redukovat
ziskavani dat pozadi, kterd vedou k degradaci vysledného obrazu. Zlepseni vysledné kvality
obrazu je dosazena pouzitim prostorovych filtraénich technik, jez eliminuji svétlo pochazejici
z mimo-ohniskovych oblasti nebo jinych rovin zkoumaného vzorku. Problém nastava u vzorkd
obvykle tlustSich nez 2 um, kdy takto tlusté¢ vzorky vykazuji vysoky stupen fluorescencni emise
a vétSina jemnych detailil je rozostiena. Ackoli rozliSeni konfokalni mikroskopie pfevySuje
rozliSeni konvenc¢nich technik, je stale podstatné mensi nezli rozliSeni transmisniho
elektronového mikroskopu. [95]

Koherentni svétlo emitované laserovym systémem (excitatnim zdrojem) prochézi
Stérbinovou clonou, jeZ je umisténa v konjugované (konfokalni) roviné se zaméfovacim bodem

navzorku, a prochazi excitacnim filtrem. Dopadé na dichromatické zrcadlo, jenz ho skrz objektiv
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odrazi na zkoumany vzorek. Laser se odrazi pomoci dichromatického zrcadla a skenuje vzorek
Vv definované ohniskové rovin€. Sekundarni fluorescence vyzarovana z bodti na vzorku (ve stejné
ohniskové rovin¢) prochdzi zpét pies dichromatické zrcadlo a je zamétena jako konfokalni bod
na S$térbinovou clonu detektoru nachézejici se pred detektorem (fotondsobi¢ova trubice).
Vyznamné mnozstvi fluorescen¢ni emise vychazejici z bodt nad a pod ohniskovou rovinou neni
se Stérbinou konfokalni a pouze jeji mala ¢ast projde Stérbinovou clonou, nachazejici se za
fluorescen¢nim (bariérovym) filtrem. Tento bariérovy filtr slouzi k vylouceni fluorescenc¢nich
signall prvkti mimo ohnisko, které jsou na clonu diky filtru promitany jako ,,vzduchové disky*
s mnohem vétsim pramérem. Tak je docileno toho, Ze vétSina nezadaného svétla neprojde clonou
aneni fotonasobi¢em zaznamenana, nepfispiva tak k vyslednému obrazu. Pfi laserové skenovaci
konfokalni mikroskopii se obraz vzorku generuje skenovanim definované oblasti zaostfenym
paprskem v rastrovém vzoru fizeném dvéma vysokorychlostnimi oscilujicimi zrcadly, jez jsou

pohanény galvanometrickymi motory. [95]

Stav poznani vyuZiti konfokdlni mikroskopie pro ultrastrukturu dieva

Ve studii o mikrostrukturalni a mechanické charakterizaci dieva pii pronikdni mocovino-
formaldehydové (UF) pryskytice vyzkumnikt Lizhe Qin, Lanying Lin, Feng Fu [96] byl, mimo
metody fluorescen¢ni mikroskopie a nanoindentace, pouZit invertovany konfokalni mikroskop
ve fluorescenénim reZimu pii excitanich vlnovych délkach od 405 do 488 nm, emisnich
vinovych délkach od 401 do 485 nm a 493 do 598 nm. Pro detekci lepidla v pletivu dieva
kryptomerie japonské (jehli¢nan) byly vyrobeny malé vzorky dieva s lepenou sparou o velikosti
7x7x20 mm, jez byly prosyceny vodou po 3 dny a poté namoceny roztokem glycerinu a 95%
alkoholu miseném v pomé&ru 1:1 po 2 dny. Poté byly nafezany piicné fezy o tloust'ce 25 um za
pomoci mikrotomu. Kazdy fez byl prosycen 0,5% roztokem toluidinové modfi pro potlaceni
auto-fluorescence difeva, a také k vytvofeni fluorescence u neabsorp¢niho lepidla. Po 12
hodinovém syceni barvivem byly vzorky promyty destilovanou vodou a dehydrovany
umist’ovanim vzorki do alkoholu s riznou, postupné se zvysujici, koncentraci (30%, 50%, 70%).
Nésledné byly vzorky fixovany mezi sklicka mikroskopu zaképnutim kapkou roztoku glycerinu
a vody, michaném v poméru 1:1. Po urceni distribuce lepidla ve struktute dieva fluorescen¢ni
mikroskopii bylo pouzitim CLSM (z angl. confocal laser scanning microscopy) ovéfeno
pronikani UF do bunécné stény dieva (viz. obr. ¢. 12). Vysledky ukazaly ostry kontrast mezi
lepidlem a strukturou bunééné stény. Bylo prokazano, Ze lepidlo difundovalo do bunééné
stény povrchového pletiva, jez bylo piimo v kontaktu s UF. Pro ovéteni téchto vysledkt bylo
provedeno ovéfeni mikro-mechanickych vlastnosti referencni bunééné stény a bunécné stény

v blizkosti lepené spary pomoci nanoindentace. [96]
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Vysledky ukézaly, ze MUF prosla od 1,5 do 3,5 tracheid jarniho dieva (s primérnou
hloubkou penetrace 88,95 + 27,49 um) nebo od 0,5 do 4,0 tracheid letniho dfeva (s primérnou
hloubkou penetrace 36,39 + 15,14 um). Distribuce pruniku lepidla do pletiva dieva byla jasné¢
viditelnd diky vysokému prostorovému rozliSeni. Bylo zjisténo, ze lepidlo difundovalo do
bunécné stény povrchového pletiva vystaveného UF. To vyplyva ze zmény barvy, ktera je
zeleno-Zluta a barevné se lisi od ¢isté UF a referen¢nich bunéénych stén. Vysledky této studie

potvrzuji, Zze UF proniklo do bunétné stény dieva, jak bylo demonstrovano v jinych studiich.

[96] [97]
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Pryskyrice v bunééné

a KIpet
Obrazek 12: Detail UF lepené spdry dieva
jehlicnanu zobrazujici jednotlivé aspekty lepené
spary, prevzato z [96].

Xing a kol. [98] se ve své studii zabyvali vztahem mezi viskozitou mocovino-
formaldehydové pryskyftice a hloubkou priniku do struktury dievénych vlaken. Experimentalni
Cast sestavala z ptipravy pryskyfice a byla odebirana v ¢asech, kdy viskozita dosahla urcitych
hodnot (80 mPa-s, 140 mPa-s, 200 mPa-s, 250 mPa-s a 340 mPa:-s). Odebrané vzorky byly ihned
po odebrani vlozeny do lednice, kde byly ulozeny do doby, nez byly pouzity. Vldkna byla
lepidlem opatfena vzdy zakapnutim jednotlivych vldken malou kapkou pryskytice. VSechna
vlakna byla vlozena do 0,01% roztoku toluidinové modii O na dobu 48 hodin a poté byly
nekolikrat proplachnuty destilovanou vodou, nez byly uloZeny na podlozni sklicko. VSechny
snimky byly pofizeny na konfokdlnim mikroskopu Leica TCS SP2. Fluorescenc¢ni signal byl
sniman na vlnové délce v rozmezi 538—654 nm. Naproti ocekdvanim, pryskyfice prednostne
difundovala smérem do lumenu, namisto snahy rozprostfit se po povrchu stény vlakna. Znamena
to tedy, ze prosla skrze P, S1, Sp, S3, T a W vrstvy bunécné stény. To miize byt zptisobeno porézni
strukturou stény vlaken. Stény vladken obsahuji mnoho teCek a mikropori, které pryskyftici
umoznuji lehce pronikat z povrchu vldkna do lumenu. Co se vlivu viskozity na hloubku priniku
ty¢e, po 30 minutach dosahovala pryskyfice témét totoznych vysledkit pro vSechny hodnoty

viskozity, mimo hodnotu 340 mPa-s, kdy pryskyfice s touto viskozitou dosahovala nepatrné
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nizsich hodnot. Avsak po 60 minutach byl i tento rozdil nepatrny. Vysledky této studie indikuji,
ze pouziti CLSM v kombinaci s barvenim toluidinovou modii O je k lepSimu porozuméni

penetrace UF pryskyfice do dievénych vldken vhodna. [98]

5.1.5. AEM

Princip

AFM spadd do mikroskopie SPM — mikroskopie skenovaci/rastrovaci sondou. AFM
poskytuje 3D profil povrchu v métitku nano-Skaly méfenim sil mezi ostrou sondou (<10 nm)
a povrchem na velmi kratké vzdalenosti (0,2 — 10 nm). Sonda je umisténa na pruzném rameni,
jakési pace. Hrot AFM se jemné dotyka povrchu a zaznamendvd malou silu mezi sondou
a povrchem. Odchylka hrotu je méfena odrazem laserového paprsku, jez je promitan na zadni
¢ast ramene. Odrazeny paprsek je zaznamenavan citlivym fotodiodovym detektorem, jenz
zaznamenava piesnou polohu ramena v pribéhu skenovani vzorku. Z namétenych odchylek
ramene se pak vytvaii podrobna mapa povrchu vzorku. [99]

Pouziti AFM, jez bylo vyvijeno pro zkoumani vzorkii na Skdle nanometrd, miize byt
nevhodné pti pouziti na dievénych vzorcich, protoZe povrch dieva je drsny a zmény na ném jsou

v ramci mikrometrické skaly. [2]

Stayv poznani vyuZiti konfokalni mikroskopie pro ultrastrukturu dieva

Ve studii o priniku lepidla do bunééné stény dieva autoii Konnerth, J. a kol. [100] uvadi
novy typ aplikace AFM mikroskopie. Pouzity mikroskop (PSIA XE-100, PSIA Corp.) byl totiz
vybaven ndstavcem, ktery umoznil skenovani vzorkd pii termickém zatéZzovani, tzv. SThM
nastavec (z angl. scanning thermal microscopy). Jde o termo hlavici a nano¢lankovou termickou
sondu. Méteni byla provadéna ve dvou rezimech:

a) TCM - teplotné kontrastni mikroskopie (z angl. thermal contrast microscopy),
méfici teplotni zmény na povrchu vzorku

b) CCM - vodivostné kontrastni mikroskopie (z angl. conductivity contrast
microscopy), métici vodivost povrchu vzorku pii zachovani konstantni teploty sondy.

V obou rezimech je tepelna sonda pouzita soucasné jako tepelny snimac a jako hrot AFM
S polomérem hrotu piiblizné 100 nm. V reZimu TCM vede zména teploty vodice sondy ke zméné
jejiho odporu a toto méfeni umoznuje métit odpor, ktery souvisi s teplotou ve vzorku. V rezimu
CCM se na Spicku sondy aplikuje energie k udrzeni nastavené teploty, ktera je vyssi nez teplota
povrchu vzorku. Energie potfebna k udrzeni nastavené teploty piedstavuje lokalni tepelnou
vodivost. Pfi zméné vodivosti vzorku se zméni tok tepla ze sondy na povrch. Zména toku tepla

zpusobi také zménu teploty sondy. [100]
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Autofi pouzili smrkové dievo a dva typy lepidel, a to fenol-rezorcin formaldehyd (PRF)
a polyuretan (PUR). Vzorky byly po zalepeni nafezany na malé bloky (2x2x0,5 mm), jez byly
vysuseny a zafixovany do nizkoviskéznich pryskyfic SPURR a AGAR (ndhrada SPURR
epoxidu). Poté byly nafezany pfi¢né fezy pomoci ultramikrotomu vybavené¢ho diamantovym
nozem. Pro SThM sniméni byla zvolena oblast zajmu pfiblizné¢ 8020 pm, jez pokryva hlavni
¢ast mezifazové vazby, tj. bunéné stény v kontaktu s lepenou sparou a bunééné stény bez
pifimého kontaktu s lepenou sparou. V rezimu CCM se lumeny bunék vykreslily tmavé, coz
znamena nizkou tepelnou vodivost, zatimco lepidlo se zda byt vyrazné jasnéjsi diky vyssi tepelné
vodivosti bez ohledu na typ lepidla. V rezimu CCM byly sledovany zmény napéti v prubéhu
skenovani vzorku. Vzhledem k lepSimu kontrastu mezi obéma rezimy autoii usuzovali vSechny
zaveéry na analyzu v rezimu TCM. V tomto reZimu byly vyhodnocovéany rozlozeni riznych
stupiiti Sedi v prafezu bunééné stény. Aby bylo mozné pouhym okem usuzovat na vysledky
méteni, byly obrazy bunéénych stén v rezimu TCM digitaln€ upraveny, byl mirn¢ zesilen jejich
kontrast. Dale byla provedena kvantitativni analyza urovni Sedi provedend metodou XE
(software pro zpracovani obrazu PSIA Corp.). Napéti pro bunécné stény bez kontaktu s obéma
lepenymi sparami jsou zhruba stejné. Pii kontaktu s PUR lepidlem nebyla pozorovatelna zadna
vyznamna zmeéna napéti, coz potvrdilo opticky dojem trovni Sedi (obdobné stupné Sedi jako
referen¢ni bunééné stény). Naproti tomu bunééné stény, které byly v kontaktu s PRF, vykazaly
odli$ny rozsah napéti, coz svéd¢ilo o odlisnych tepelnych vlastnostech na rozdil od referen¢nich
bunécnych stén bez kontaktu s lepenou sparou. Autofi usuzovali na rizné tepelné chovani
bunéénych stén v kontaktu s PRF vzhledem k diflizi kapalnych nizkoviskoznich sloZek
lepidla do buné¢né stény pred jeho vytvrzenim, coZ nebylo predpokladano u lepidla PUR.
[100]
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Referencni bunécna sténa
Obrazek 13: TCM obrazky napéti PRF a PUR lepenych vzorki (dole)
a distribucni krivky napéti (stupii Sedi) v bunécnych sténdch (nahore),

prevzato z [100].
Zatimco oblast pod distribucnimi krivkami zavisi vyhradné na velikosti

vyhodnocované oblasti, poloha na ose x indikuje charakteristické napéti.

Bunééné stény, jez nebyly v kontaktu slepenou sparou, vykazaly velmi homogenni
rozdéleni signalu napéti. Mirné zmény v napéti byly viditelné pouze v oblasti stfedni lamely,
tyto odchylky byly pravdépodobné zpuisobeny odlisnosti v chemické skladbé (vyssi obsah
ligninu). Vysledky z méfeni v oblasti bunécné stény, ktera byla v kontaktu s PUR lepidlem,
nevykazaly zadny zjevny gradient urovné Sedi skrze jeji tloustku (viz. obr. ¢. 13). Naopak tomu
bylo u bunéénych stén v kontaktu s PRF. Zde byla jasn¢ viditelna zména trovné Sedi skrze
bunéénou sténu. V souladu s naméfenym nizkym napétim v PRF, tak i bunécna sténa v kontaktu
jako nejtmavsi mista v ramci bunééné stény a odpovidaly maximalnimu priniku slozek PRF.
V referen¢nich bunéénych sténach neni patrny zadny gradient napéti. Zména napéti naptic
bunécnou sténou dieva byla symetrickd a odpovidala vrstvené struktute dvojité bunécné stény
spojené stiedni lamelou. Naproti tomu byl pro bunéénou sténu v kontaktu s PRF jasné patrny
gradient od nizkého po vysoké napéti, ktery je povaZzovan za dikaz pro proniknuti PRF do
bunééné stény dieva. [100]

V této studii byl ovéfovan gradient tepelnych vlastnosti napii¢ bunéénych stén v kontaktu
s lepidly PUR a PRF. Zatimco u lepidla PRF byly potvrzené odlisné termické vlastnosti
napri¢ bunéénou sténou, coZz odpovida zavéru, Ze urcita ¢ast PRF do bunécné stény

difundovala, bunééné stény v kontaktu s PUR nevykazaly Zadné zmény v chovani od
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referen¢nich bunéénych stén, predpokliada se, Ze Zadna ¢ast PUR lepidla nepronikla do
struktury bunééné stény di-eva. [100]
Fixacni epoxidova pryskyfice
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Obrdzek 14: SThM obrazky napéti (20 <20 um) bunécnych stén s a bez kontaktu
S PRF lepidlem zafixovanych do epoxidové pryskyrice, prevzato z [100].
Nalevo bunécna sténa v kontaktu s PRF lepidlem na jedné strané. Napravo
bunécna stena bez kontaktu s lepidlem. Korespondujici krivky gradientu napéti
V prurezu bunécné stény indikuji prinik PRF do bunécné steny.

Nasledujici dvé kapitoly se zabyvaji elektronovymi mikroskopiemi, které poskytuji
vysokou uroven zvétSeni a hloubku pole nez optické mikroskopie. Velka hloubka zobrazovaciho
pole je pozadovana pro zobrazeni povrchui lepenych spar. Nicméné na obrazech z obou
mikroskopii, jak skenovaci, tak transmisni, je velmi obtiZzné rozeznat lepidlo a dievo, avSak
zmeéna textury vétSinou napomaha identifikaci. Kvantitativni méteni priniku lepidla je nanestésti
obtizné nebo castéji nedosazitelné. Prinik do bunécné stény dieva sice neni pomoci skenovaci
nebo transmisni elektronové mikroskopie detekovatelny, ale v kombinaci s energeticky
disperzni rentgenovou spektroskopii (EDXS) miize elektronova mikroskopie poskytnout

kvantitativni prvkovou koncentrace v bunééné stén¢ dieva. [3]

5.1.6. Skenovaci elektronova mikroskopie SEM + EDX

Princip

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM z angl. scanning electron microscopy) vyuziva
zaméteného paprsku elektronti s vysokou energii ke vytvoreni Skaly signdli na povrchu pevnych
vzorktl. Signdly, které se odvozuji od interakci mezi elektrony a povrchem, odhaluji informace
o vzorku, jako napiiklad morfologii povrchu (texturu), chemické slozeni vzorku, Krystalickou
strukturu a orientaci slozek tvotici zkoumany vzorek. Moderni skenovaci elektronové

mikroskopy poskytuji rozliSeni 1-20 nm. Preparaty vlozené do elektronového mikroskopu nesmi
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obsahovat zadné nezadouci ¢astice (prach), musi byt vysuSeny a musi byt stabilni ve vakuu a pti
ozareni elektrony. Aby pfi sniméani nedochéazelo k nabijeni, a tim i poruSeni vzorku, je na vzorek

nanesena tenka vrstva kovu (Au, Pt, Pd). [101]

Pomoci SEM analyzy neni mozné dobte rozlisit bunécnou sténu, do které nepronikla
pryskyfice, od té, ktera byla pryskyfici prosycena. Aby bylo mozné jednoznacné potvrdit
pritomnost pryskyfice v bunééné sténé dieva, je tfeba pryskyfici ,,obohatit o latku, ktera je

dobie rozlisitelna od bunécné stény dieva.

Stav poznani vyuZiti skenovaci elektronové mikroskopie pro ultrastrukturu dieva

Jiz vroce 1971 byla pouzita metoda SEM v kombinaci s EDX prvkovou analyzou
vyzkumniky Smith a Cété [74], jez jednoznaéné prokézala penetraci fenol-formaldehydové
pryskyfice do bunééné stény dieva jedle a borovice. Vzorky byly slepeny PF pryskyfici, ve které
byl chemicky vazany brom. Ze zalepenych vzorkl byly ndhodné vybrany sekce lepenych spar.
Sekce pak byly zafixovany v metyl-metakrylatu a z nich byly nafezany preparaty pomoci
ultramikrotomu. Prepardty byly zkoumdny skenovacim elektronovym mikroskopem
V transmisnim reZimu. PfestoZe byly preparaty nevodivé, nedochazelo k vytvareni statického
naboje, ¢imz byla eliminovana nutnost pokoveni povrchu. Oba druhy dieva vykazaly
koncentra¢ni gradient pryskyrice napri¢ bunéfnou sténou v mezifazi lepidlo/dievo.
Maximalni koncentrace pryskyrice se vyskytla v sekundarni sténé blizko lumenu, ktery byl
vyplnény pryskyfici. Zna¢n€¢ mensi mnozstvi pryskyfice bylo zjisténo v kazdém dal$im miste
zkoumani smérem ke stfedni lamele, kde se dle vysledki nenachdzel zadny obsah pryskyfice.
Autofi uvadi, Ze bunécné stény jarniho dfeva byly mnohem vice prosyceny nezli buné¢éné stény
letniho dfeva. Maximalni koncentrace pryskyfice, jeZ se nachazela v bunécéné sténé¢ dieva byla
mensi nez 10 %. [74]

Jak jiZ bylo zminéno v kapitole svételné mikroskopie, v roce 2004 vyzkumni pracovnici
Furuno a kol. [65] prokazali pfitomnost fenolické pryskyfice pomoci svételného mikroskopu,
SEM a EPMA (z angl. electron probe x-ray microanalysis) v bunééné sténé dieva cedru. V této
studii byly pouzity pryskyftice 3 rtiznych molekularnich hmotnosti (290, 470 a 820). Stejn¢ jako
Smith a Cété [74] byl do pryskyfice zakomponovan brom. Ackoli je v této studii uvedena SEM
analyza, pomoci ni bylo pouze zkouman povrch lumenu na podélném fezu pro potvrzeni
pfitomnosti pryskytice ve vzorku. AZ po provedeni EPMA analyzy byla prokézana ptfitomnost
nizkomolekularni (290) pryskyfice v bunécnych sténach. Pritomnost pryskyrice v bunécné
sténé je evidentni z brominové rentgenové mapy, ktera dokazuje, Ze se pryskyrice nachazi

I v tlustych sténach letniho dieva. Se stejnym zavérem byla provedena analyza pryskyfice
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s molekulovou hmotnosti 470. U pryskytice s molekulovou hmotnosti 820 bylo pozorovano, ze
jeji veétsi ¢ast se nachazi predevsim v lumenech bunék, avSak diky EPMA analyze byla prokazana
pritomnost urcité Casti pryskyfice, avSak znatelné mensi nezli u piedeslych dvou pryskyfic.
Zavérem studie autofi uvadéji, ze nizkomolekuldrni pryskyfice (290) snadno pronikla do
bunécnych stén dieva a hrala velmi dilezitou roli pii stabilizaci dfeva a odolnosti proti houbam.
Pryskyfice se stiedni molekulovou hmotnosti (470) také pronikla do bunécné stény, avSak ne
v takovém mnozstvi jako pryskytice nizkomolekularni. Frakce pryskyfice s vys$si molekulovou
hmotnosti se nachazely na povrchu lumenu buiiky a tato pryskyiice se jen slabé podilela na
stabilizaci dfeva. Velka ¢ast pryskyfice s vysokou molekuldrni hmotnosti (820) se nachézela

rowr

V lumenech buiiky a pouze jeji mald ¢ast (s nizkou molekulovou hmotnosti) se nachdzela

vV bunéénych sténach. Tato pryskyfice pfispéla velmi malo, témet vibec, ke stabilizaci dieva

a odolnosti proti hnilobé&. [65]

‘.L. “ ;;4 ki . 3 Ii "dl'ltaa;i D'IIOI_Z;LI*I
Obrazek 15: EPMA snimky (vlevo) a rentgenovda Br  Obrdzek 16: EPMA snimek (vlevo) a rentgenovd Br
mapa (vpravo) struktury dreva s pouzitim pryskyfice — mapa (vpravo) struktury dreva s pouzitim pryskyrice
s molekulovou hmotnosti 290, prevzato z [65]. S molekulovou hmotnosti 470, prevzato z [65].

Vyzkumnici Wan a Kim [77] pouzili skenovaci elektronovou mikroskopii ve studii
0 distribuci nizkomolekularni fenol-formaldehydové pryskyfici v impregnovaném smrkovém
drevé, kterd byla zminéna také ve kapitole svételné mikroskopie. Vzorky pro SEM analyzu byly
vysuSeny pii 105 °C po dobu 24 hodin, a poté byly pokryty zlatem a paladiem. Samotna analyza
pak byla provedena na Cambridge S-360 skenovacim elektronovém mikroskopu. Vysledné
obrazové zaznamy této analyzy ukézaly jak tésné spojeni PF pryskyfice s bunécnou sténou, tak
I mezery v néekterych mistech mezi PF a bunéfnou sténou. Mezery byly s nejvetsi
pravdépodobnosti zplisobeny smrsténim pryskyftice pii jejim tvrdnuti, ale autofi také nevyloucili,
7e by vzniklé mezery mohly byt zpisobeny poSkozenim pfi pripraveé vzorku. Tyto fotky ukazaly,
ze distribuce PF pryskyfice ve smrku se znac¢né li§i. Avsak co se priniku pryskyrice do
bunécné stény tyce, nebylo mozné z téchto snimki usuzovat na prinik pryskyrice do
struktury bunécné stény. Jedind prikazné analyza této studie, co se distribuce PF pryskyfice

V bunééné sténé tyce, je TEM analyza, ktera bude popsana v nasledujici kapitole. [77]
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Obrazek 17: SEM snimek PF pryskyfice vlumenu  Obrizek 18: SEM snimek PF  pryskyFice
buriky, pievzato z [77]. a bunécné stény dreva, prevzato z [77].

Huseyin Yorur [102] ve své studii zkouma faktory ovlivitujici schopnost adheze dieva
jedle, ofechu a topolu pomoci SEM a EDX analyzy (z angl. energy-dispersive X-ray
spectroscopy). Pouzita lepidla byla polyvinylacetat (PVAc) s pfedepsanou viskozitou 14 000
mPa-s a polyuretan (PUR) s piedepsanou viskozitou 6 000 mPa-s. Ultrastrukturni pozorovani
byla provedena pii 15Kv za pouziti Hitachi 4500 skenovaciho elektronového mikroskopu
(Zeiss). EDX je nedestruktivni rentgenova metoda pouzivana k identifikaci prvkového slozeni
materiald, byla pouzita na analyzu mist ur¢enych z SEM analyzy. Zkoumané vzorky byly
velikosti 20x10x10 mm. Vzhledem k tomu, Ze cilem studie nebylo zjistovani hloubky penetrace,
nebo penetrace pryskyfice do bunééné stény dieva, vystupem SEM analyzy bylo pouhé
zobrazeni smaceciho tihlu obou lepidel bez moZnosti urcit, zdali doslo k prosyceni bunééné
stény ¢i nikoli. [102] Neschopnost rozlisit, zdali se pryskyfice nachazela v bunééné sténé dieva,
byla s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobena absenci latky, jez by byla navazana na pryskyfici

a byla by jasné& identifikovatelna a rozliSitelna od bunécné stény dieva.

Modzel, Kamke a De Carlo [103] provedli studii srovnavaci analyzu lepené spary pouzitim
péti ruznych metod, a to fluorescenéni mikroskopii, SEM, BSE (z angl. backscatter electron
imaging), WDS (z angl. wavelength dispersive spectroscopy) a XMT (z angl. X-ray
microtomography). Kazda z metod poskytla vizualni nahled stejného mista lepené spary. Autofi
se vSak primarn¢ zaméfili na XMT analyzu. Byla pouzita fenol-formaldehydova pryskyfice,
avSak pii jeji formulaci bylo namisto NaOH pouzit RbOH, a to z diivodu vétsi atomové
hmotnosti rubidia (85,5) vzhledem k sodiku (23,0). Tato véts$i atomova hmotnost méla vést ke
zvyraznéni kontrastu lepené spary pii XMT analyze. Molekulova hmotnost vytvoiené pryskyfice
byla 1987 a celkovy obsah rubidia v pryskyfici byl 14,4 hm. %. Vzorky byly zalepeny
a vytvrzeni bylo provedeno pii zvysené teploté (190 °C) a tlaku (1,03 MPa pro douglasku a dub,
0,5 MPa pro topol). Vzorky pro SEM analyzu byly pokryty 20 nm tlustou vrstvou uhliku. Snimky
poskytly rozliSeni 1,024x768 s 256 stupni Sedi pii akceleraénim napéti 15 keV. Na vSech
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vytvofenych snimcich bylo pro autory obtizné rozlisit dievo od lepené spary (viz. obr. ¢. 19).
Vsechny snimky byly ovlivnény nedokonalym povrchem vzorku, jez byl vytvaren mikrotomem.
V této studii nebyl SEM, jez byl vybaven elektronovou mikrosondou Cameca SX100,
optimalni pro vyuZiti pii posuzovani priniku lepidla do struktury dieva. Jakékoliv zavéry

na penetraci lepidla do struktury dieva byly odvozovany z ostatnich provedenych technik. [103]

> a1 ;{3 A'A_"l-
Obrdzek 19: SEM snimky dubu (b), topolu (f) a jedle (j), prevzato z [103].

Leemon a kol. [104] vypracovali studii o vlivu smési fenolické pryskyfice a nanocastic
montmorillonitu na impregnované dievo. Cilem této prace bylo zakomponovani nanoc¢astic do
nizkomolekuldrni fenol-formaldehydové pryskytice (PF), ktera by mohla omezit pouzivani
vysoce koncentrovanych fenol-formaldehydovych pryskyfic a tim snizit formaldehydovou emisi
bez nepfiznivého ovlivnéni ostatnich vlastnosti. Nanocéastice byly v mnozstvi 0,5 — 1,5 hm. %
k PF rozptyleny v pryskyfici pouzitim ultrazvuku. Jako referen¢ni vzorky byly vyrobeny vzorky
bez pouziti nanocastic montmorillonitu. Vzorky dieva byly umistény do impregna¢niho aparatu
a prob¢hla vakuace komory. Po 15 minutach byla pryskyfice s nanocéasticemi jilu pfivedena do
komory a vzorky byly tomuto roztoku vystaveny po dobu 60 minut pii tlaku 689 kPa.
Impregnované vzorky byly povrchové osuseny a vlozeny na 6 hodin do susarny s teplotou 60 °C
a poté probéhlo vytvrzeni pryskytice pii 150 °C s cirkulaci vzduchu v priabéhu 30 minut. Z takto
ptipravenych vzorkl byly nafezany preparaty tloustky 5 mm, probéhlo jejich pokoveni zlatem
a byly zobrazovany skenovacim elektronovym mikroskopem JEOL JSM 5900 pii akcelera¢nim
napéti 15 kV. Autofi uvadi, ze dle snimkti SEM analyzy je patrné, Ze ¢ista pryskyfice pronikla
do bunécné stény dieva. To plati také pro smés PF a nanocéstic jilu, ackoliv u této smési byla
nalezena ur€ita ¢ast pryskyfice v lumenu. Z toho autofi studie usoudili, Ze dos$lo k tiplnému
prosyceni bunééné stény a nadbytek pryskyfice, jenz se do bunécné stény nedostal, ztstal
v lumenech. V této studii bylo potvrzeno, Ze SEM analyza je vhodna Kk usuzovani na

pruniku pryskyrice do bunééné stény dieva. [104]
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Obrazek 20 SEM smmky struktury dreva nasycene 20 % mzkomoleku'larm PF pryskyrlce (vlevo) a smesi 20 ‘7
nizkomolekuldrni PF pryskyiice a 1,5 % nanocastic jilu (vpravo), prevzato z [104].

5.1.7. Transmisni elektronova mikroskopie

Princip

TEM (z angl. transmission electron microscopy) byl pivodné vyvijen pro vyzkum vird,
avSak v dne$ni dob¢ je hojné€ vyuZivan 1 pfi jinych aplikacich, zejména v oblasti materidlového
vyzkumu. TEM je obdobou svételného mikroskopu, avSak namisto svételného zdroje je
vyuzivano elektronové délo, namisto sklenénych Cocek obsahuje cocky elektromagnetické
a misto okuldru se pouziva fluorescencni stinitko. Draha elektronii (od déla po fluorescencni
stinitko) musi byt ve vakuu z diivodu pohlceni elektronu vzduchem, ale také proto, Ze molekuly
ve vzduchu by zptsobily kontaminaci vzorku a tubusu. Elektronovy mikroskop sestava ze ¢ty
hlavnich c¢asti, tubusu s elektronovou optikou, vakuového systému, elektroniky nezbytné pro
napéajeni ¢ocek k zaostfovani a vychylovani elektronového paprsku a zdroj vysokého napéti pro

zdroj elektron, a softwaru. [105]

Stav pozndni vyuZiti transmisni elektronové mikroskopie pro ultrastrukturu dieva

Wan a Kim [77] ve své studii zroku 2006, kdy zkoumali distribuci dvou fenol-
formaldehydovych pryskytic s molekulovymi hmotnostmi 310 a 451, pouzili mimo jiné metody
také TEM analyzu. Na tuto analyzu byly vzorky podrobeny sérii procedur fixace, proplachovani,
dehydratace a zaliti do pryskyfice. Poté byly povrchy vzorkl uréené k pozorovani sefiznuty
pomoci diamantového noze. Pro TEM analyzu byl pouzit transmisni elektronovy mikroskop
JEOL 100-CXIl. Na potizenych snimcich se vytvrzend pryskyfice jevi jako Cerné tecky. Na
snimku ¢.21 je mezi ¢ernymi ,,lozZisky* pryskyfice v lumenu (A) a témi umisténych v bunécné
sténé (B) pouze bunécna sténa. To indikuje, Ze pryskyfice do bunétné stény neprotekla skrze
vrstvu W bunécné stény (na povrchu lumenu), ale do bunécné stény protekla skrze stredni
lamelu, coz naznacuje vysSi propustnost stiedni lamely. Tento snimek také ukazuje, Ze po

impregnaci a vytvrzeni pryskyfice, pryskyfice obsaZzend v bunéénych sténach polymerizuje
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odlisn¢ od pryskyfice obsazené v lumenech. Na tento fakt autofi usuzuji z rozdilné velikosti

,»lozisek* pryskytice. [77]

.-,hl.

Obrdzek 21: TEM snimek PF pryskyrice v bunécné
stené dieva, A=lumen, B=bunécna sténa, prevzato
z[77].

Singh a kol. [106] vyuzili kombinaci nastrojit TEM a EDXS (z angl. energy-dispersive X-
ray spectroscopy), aby prokazali, ze je tato metoda vhodna ke zjisténi priniku mocovino-
formaldehydové (UF) pryskytice do bunééné stény dieva borovice. Kvantitativni posouzeni UF
pryskyfice v bunécné sténé dieva bylo realizovano na ultratenkych fezech detekovanim
elementarniho dusiku (N) pomoci TEM-EDXS. Autofi pouzili UF pryskyfici s viskozitou
195 mPa:s, ktera byla specialné ptipravena pro tuto studii. Po zalepeni dieva byly vzorky
nafezany do trojuhelnikového tvaru a znich byly nafezany tenké sekce pomoci rota¢niho
mikrotomu (90 um) bez piedchoziho zmékceni (z divodu citlivosti UF na vlhkost). Tyto
preparaty byly vlozeny do smési 100% acetonu a Spurr pryskyfice k prosyceni preparatt
pryskyfici. Postupnym zvySovanim koncentrace pryskyfice byly nakonec vzorky infiltrovany
Cistou pryskyfici a ta byla polymerizovana pti 65 °C po dobu 24 h. Z takto ptipravenych vzorkt
byly natezany sekce 80-90 nm tlusté na ultramikrotomu vybaveném diamantovym nozem.
Preparaty byly na 7 minut vystaveny ptisobeni 2% vodnému roztoku uranyl acetatu. Toto barveni
bylo nutné, aby bylo mozné urcit, kde presné se pryskytice nachazi. K TEM analyze byl pouzit
H-7100 Hitachi mikroskop (75 kV) s X Max detektorem. TEM-EDXS analyza ukazala, Ze
nejvyssi obsah dusiku je v lumenu vyplnéném UF pryskyftici. S postupnym piechodem z lumenu
do bunécné stény dieva obsah dusiku rapidné klesl v mezifazi lumen-vrstva S3 a poté se obsah
dusiku stabilizoval po celém priifezu bunécné stény. EDXS mapovani odpovida TEM obrazkim
a ilustruje distribuci dusiku v bunééné sténé v oboustranném kontaktu s pryskyfici nachazejici
se v lumenu (obr. ¢. 22b), a v kontaktu s pryskyftici pouze na jedné strané (obr. ¢. 22d). Také na
obr. ¢. 22d je viditelny vysoky obsah dusiku v lumenu a podstatné nizs§i koncentrace dusiku

V bunécné stén€. Nicméné je dusik homogenné distribuovan skrze celou bunécnou sténu. Tyto
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vysledky jasné indikuji, Ze UF prysky¥ice nejenZe vyplnila lumeny bunék, ale také pronikla
do bunéénych stén dieva. Kvantitativni méfeni prokazala, ze bunécné stény obsahuji dusik
pouze tam, kde je lumen vyplnén UF pryskyfici. Bunééné stény obklopené prazdnymi lumeny
nevykazaly zadny obsah dusiku. Snimky prokazaly, Ze koncentrace dusiku v bunééné stén¢, jez
se nachazi mezi vyplnénymi lumeny, je mnohem vétsi nezli koncentrace dusiku v bunééné sténé,
ktera je v kontaktu s pouze jednim vyplnénym lumenem. Z toho vyplyva, Ze pryskytice pronikla
nejprve do lument bunék, a z nich pak prosytila bunééné stény dieva. PoFizené snimky
napovidaji tomu, Ze pryskyrice pronikla do vSech c¢asti bunécné stény, vcetné stiedni
lamely. [106]

Obrazek 22: TEM snimky a prislusné EDXS mapy distribuce N
napiic dvojitou bunécnou sténou, prevzato z [106].

Lumeny bunék vyplneny UF z obou stran (a, b), a lumen burnky
vyplnén pouze z jedné strany (c, d). Mnozstvi svétlych tecek (b, d),
které indikuji N, je mnohem vetsi v lumenech nez vV bunécnych
sténach.
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5.2. Metody fyzikalné chemické

5.2.1. Nuklearni magneticka rezonancni spektroskopie NMR

Princip

Nuklearni magneticka rezonance patii mezi spektroskopické metody, ktera ma dalekosahlé
moznosti v ramci aplikace skrze védni obory a primysl. NMR vyuziva velkého magnetu ke
zkoumani vnitinich spinovych vlastnosti atomovych jader. Stejn¢ jako vSechny spektroskopie,
tak 1 NMR pouziva elektromagnetického zafeni (radiofrekvencni viny) k vyvolani piechodu
mezi hladinami energie (rezonance). Vétsina aplikaci slouzi pro stanoveni struktury molekul.
NMR byla objevena v roce 1946 vyzkumniky Purcell, Pound a Torrey z Harvardu a vyzkumniky
Bloch, Hansen a Packard ze Stanfordu. Ti zjistili, Ze magneticka jadra (napt. H a 3'P) jsou
schopny absorpce vysokofrekvenénich energii, jakmile jsou umistény v magnetickém poli se
specifickou intenzitou pro kazdé jadro. Po absorpci za¢nou jadra rezonovat a rizné atomy uvnit
molekuly rezonuji na riznych frekvencich. Toto pozorovani umoznilo detailni analyzu struktury
molekuly. Aby NMR experiment fungoval, musi dojit k otoCeni spinu mezi energetickymi
hladinami. Energeticky rozdil mezi témito dvéma stavy odpovida energii elektromagnetického
zafeni, kterd zplsobuje, ze jadra méni své energetické hladiny. Potfebné elektromagnetické
zateni je v fadi stovek MHz a dokonce i GHz. Podstata NMR je zaloZena na konceptu jaderného
stinéni, které¢ umoziuje strukturalni stanoveni molekul. Kazdy atom je obklopen elektrony, které
obihaji jadro. Nabité ¢astice pohybujici se ve smycce vytvareji slabé vnitini magnetické pole,
které urCitym zplsobem ovliviluje jadro a zptsobuji tzv. stinéni. Tento efekt vétSinou oslabi
pusobeni vné&jsitho magnetického pole. Stinéni umozinuje uréeni chemicky nerovnomérného
prostiedi pomoci Fourierovy transformace NMR signalu. Vysledkem je spektrum sestavajici ze
souboru piki, v nichz kazdy vrchol odpovid4d odlisnému chemickému prostfedi. Oblast pod
vrcholem je pfimo imérna poctu jader v chemickém prostiedi. Jakmile dojde k excitaci jader do
energeticky vyssich hladin, nastava proces relaxace. To znamen4, Ze se excitovana jadra vraci
do svych termodynamicky stabilnich stavii. Energie absorbovand pii ptfechodu z nizsi
energetické hladiny do vyssi energetické hladiny se uvolni, jakmile jadra ptejdou zpét z vyssi
energetické hladiny do hladiny energeticky niZ§i. Relaxace mize byt pomérné sloZity proces
zalozeny na ruznych casovych rozdilech relaxace. Dva nejcastéjsi typy relaxace jsou spin-
miizkova relaxace (podélna relaxacni doba T1) a relaxace spin-spin (pii¢na relaxaéni doba T>).
Vyvoj CP (z angl. cross-polarization) a MAS (z angl. magic angle spinning) nuklearni

magnetické rezonance umoznil dosdhnout vysokého rozliSeni. S timto rozliSenim metoda
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CP/MAS NMR poskytuje moznost zkoumani molekularni dynamiky pevnych polymert. [107]
[108]

Stav poznani vyuZiti nukledrni magnetické rezonance pro ultrastrukturu direva

Laborie [108] ve své studii pouzila k vyzkumu interakci mezi fenol-formaldehydovou (PF)
pryskyfici a dfevem smrku nebo topolu metody NMR a DMA (dynamicka mechanicka analyza).
Byly pouzity PF pryskyfice s nizkou molekulovou hmotnosti (270 g/mol) a vysokou
molekulovou hmotnosti (2840 g/mol), jimiz byla dieva impregnovéana, respektive malé platky
dreva (3,5%0,85x10 mm), které s pryskyfici tvotily kompozit. Pomoci dérovace byly pfipraveny
malé vzorky, jez byly pfes noc vysuseny ve vakuové susarn¢ a ulozeny do exsikatoru, pied
zkouSenim jejich vlhkost nepfesahovala 0,5 %. Pomoci CP/MAS NMR byl zkouman vliv
nizkomolekularni a vysokomolekuldrni PF pryskyfice na spin-mfiizkovy relaxac¢ni ¢as Tipa Cas
ktizové polarizace TcH. Experiment byl provadén pouzitim Bruker MSL-300 MHz
spektrometru, ktery byl vybaven 7 mm MAS.07.D8 sondou. Frekvence spektrometru byla
nastavena na 75.47 MHz pro 3C jadra a frekvence omezujici spin protonového kanalu byl
ptiblizn¢ 56 kHz. [108]

Protoze zadna z pryskyfic vyrazné neovlivnila Tch, autorka z tohoto jevu vyvozuje, ze
pryskyftice do dieva nepronikaji na Skale angstrom penetrace. CP/MAS NMR relaxa¢ni méteni
13C indikovala, Ze nizkomolekularni PF vyznamné zvysila relaxacni ¢as HT1p polymeri dfeva,
z ¢eho autorka usuzuje, Ze polymery dieva byly pryskyfici ovlivnény na S$kale nano-
penetrace. Ackoli statisticky nevyrazné, PF s vysokou molekularni hmotnosti systematicky
snizovala relaxaéni ¢as "T1p polymerti dieva. Tento opa¢ny trend napovid4, Ze zatimco jedna
pryskyfice mé tendenci zvySovat pohyby ve dfevé, druhd ma tendenci tyto pohyby blokovat.
Bylo zjisténo, ze nizkomolekularni PF narusuje spinové vazby typické pro dievo, zatimco PF
s vysokou molekulovou hmotnosti ponechala spinové vazby mezi komponenty dieva
neporusené. Navic byl relaxa¢ni ¢as "T1p nizkomolekularni PF v mezich relaxace dieva, coz
napovida interakci s polymery dieva v ramci nano-§kaly. Naproti tomu "1, vysokomolekularni
PF je mensi nez T1p polymert dieva, z ¢ehoz nevyplyva Zadna spinova vazba mezi pryskyfici
a komponenty dfeva, tim padem dochdzi na nano-Skale k separaci fazi. Tato pozorovani
napovidaji, Ze nizkomolekularni PF s difevem interaguje vice neZli PF vysokomolekularni.
Vzhledem Kk tomu, ze vysokomolekularni PF ma Sirokou distribuci molekulové hmotnosti,
a dominuji ji frakce s vysokou molekulovou hmotnosti, pryskyfice z velké ¢asti nepronikla do
struktury dfeva. Nicméné mala Cast pryskyfice je tvofena molekulami s nizkou molekulovou

hmotnosti, jez jsou schopny pronikat do dfeva v ramci nano-Skaly. P¥i vytvrzovani pryskyrice
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pak doslo k zesitovani vysokomolekularnich ¢asti pryskyrice, a mala (nizkomolekularni)
¢ast obsaZena ve struktuie difeva ziistala nevytvrzena. Pro kompozit s nizkomolekularni

PF plati, Ze vétsi obsah pronikl do struktury dieva, a doSlo k zesit’ovani i proniklé ¢asti

pryskyfice, byla tedy provazana s polymery di‘eva. [108]

Kompozit

Pryskyfice

420 100 8 6o 40 20 ppm
Obrdzek 23: 3C CP/MAS NMR spektrum cisté 13C PF pryskyrice a kompozit
8C PF a topolu, prevzato z [108].

5.2.2. Infracervena spektroskopie FTIR

Princip

FTIR (infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci) patii mezi analytické
metody urcené k identifikaci a charakteristiku struktury organickych slou€enin a pro stanovovani
anorganickych latek. Princip metody je zavisly na pohlcovani infraCerven¢ho zéatreni rtzné
vlnové délky pii prichodu zkoumanym materidlem. Pfi absorpci infraervené¢ho zatfeni
materidlem dochéazi ke zméné rotacné vibracnich energetickych stavii molekuly v zavislosti na
zménach dipolového momentu molekuly. Vystupem méfeni je infracervené spektrum, které je
grafickym znazornénim funk¢ni zavislosti energie vyjadienou v procentech transmitance T,
nebo v jednotkach absorbance A na vinové délce dopadajiciho zafeni. FTIR spektrometry jsou
infraCervené spektrometry s Fourierovou transformaci. Jde o matematickou metodu
transformace, ktera je potieba k ziskani klasického spektralniho zdznamu. Ptistroje pracuji na
principu interferenci spektra, které na rozdil od disperznich pfistroji méfi interferogram
modulového svazku zafeni po prechodu vzorkem. Pii méfeni dopada na detektor vzdy cely
svazek zafeni, coz umoziuje experimenty, pii kterych dochazi k velkym energetickym ztratam,
jak tomu je naptiklad u siln€¢ absorbujiciho materialu nebo u méteni s nastavbi pro analyzu

pevnych nebo kapalnych vzorkil v odrazeném svétle — reflektancni infracervena spektroskopie.
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Stav poznani vyuZiti FTIR pro ultrastrukturu dieva

Keplinger a kol. [109] ve své praci demonstrovali metodu, jak na bunééné stény dieva
navazat metakrylové skupiny pomoci dvou rtiznych chemickych cest. Metakrylové skupiny
pouzili jako ,.kotevni® body pro roubovani riznych polymeri do struktury difeva. V piipadé
,methacryloyl chloride* se polymer nachéazel na rozhrani mezi lumenem bunky a bunéénou
sténou a 2-3 um v bunécné steéné, zatimco v piipadé anhydridu kyseliny metakrylové se polymer
nachdzel zejména uvnitt bunééné stény. FTIR analyza byla pouzita pro analyzu bunéénych stén
modifikovaného smrkového dieva. Autoii nejprve pripravili malé kostky dieva, ze kterych se
vyClenily referenéni vzorky (Ref), kontrolni vzorky oSetfené pyridinem (Con), vzorky
modifikované ,,methacryloyl chloride“ (Cl), anhydridem kyseliny metakrylové (Anh) a vzorky
modifikované metakrylaty a impregnovany styrenem, ktery byl nasledné polymerizovan (CISty
a AnhSty). Pro obdrzeni spekter pomoci FTIR byly vzorky v praS8kovém stavu analyzovany na
ptistroji Bruker ALPHA FT-IR vybaveném ATR modulem. Spektra byla vyhlazena v softwaru
OPUS a vykreslena v OriginPro 8.1. Za t¢elem vyhodnoceni reaktivity metakrylovych skupin
navazanych na dievo byla FTIR spektroskopie pouzita pro sledovani protazeni vibra¢niho
kmitani ze zabudované metakrylové dvojné vazby. Protoze pik odpovidajici dvojité metakrylové
vazbé neni piekryt, lze zobrazit Gspé$né roubovani polymeru na strukturu dieva. Na obr. ¢. 24
jsou  zobrazena spektra modifikovaného (metakrylového a  polymerizovaného)
a nemodifikovaného dfeva. Infradervené vazby pii 1715 cm™ a 1635 cm™ v metakrylatovanych
vzorcich jsou pfisuzovany karbonylovym a alkenovym vibracim. Po polymerizaci polystyrenu
ve vzorcich, jsou jasné viditelné piky polystyrenu (698 cm™ a 756 cm™, jeZ jsou piifazeny C-H
vazbam aromatického kruhu a 1601 cm™, uvolnéni aromatického kruhu). Mimo jiné je viditelny
pokles intenzity dvojité vazby, coZ reflektuje uspéSné roubovani polymeru na strukturu
dreva. Nicmén¢ byla dvojita metakrylova vazba stale viditelnd, coz indikuje, ze n¢které dvojité
vazby byly pro monomery styrenu nedosazitelné v omezeném prostoru bunécné stény dieva.
Pokles vibracniho signdlu OH zpiisobeny roubovanim metakrylovych skupin a zména CH
signalu vzhledem k zac¢lenéni polystyrenu do bunééné stény dieva je zobrazen na obr. ¢. 25
[109]
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Obrazek 25: FTIR spektrum metakrylatového,

polymerizovaného a referencniho vzorku, prevzato z

[109].

metakrylatovych a polymerizovanych vzorkii, prevzato
z [109].
5.3.  Metody fyzikalné mechanické

5.3.1. Nanoindentace

Princip

Nanoindentace (NI) je dualezitd a rozSifena metoda k experimentdlnimu urceni
mechanickych vlastnosti pouzivana ve studii nanomateriadlli a nanotechnologii. V porovnani
S ostatnimi metodami, které se pouZzivaji k experimentalnimu ur¢eni mechanickych vlastnosti,
nanoindentace vyZaduje pomérné snadné nastaveni a snadnou piipravu vzorku. Kromé toho
nanoindentace zanechava pouze maly otisk, mliZe tak byt povaZzovéana za nedestruktivni metodu.
Nejbézngjsi uziti nanoindentace je k méfeni tvrdosti a modulu pruznosti, ale byl zaznamenan
znaény pokrok i pfi méfeni jinych mechanickych parametrti, véetné tzv. ,,creep parametrt
dotvarovani materidlu a rezidudlnich napéti. Mechanické vlastnosti se z nanoindentacnich
zkousek odvozuji z méfeni posunu zatizeni indenteru a hloubky, do které indenter pronikne.
Konvencni zkousSeni tvrdosti obsahuje métfeni vytvoreného otisku ve vzorku jako funkce zatizeni
indenteru. To umoznuje méfeni kontaktni plochy pro dané zatizeni indenteru. Pfi méfeni se
sleduje hloubka priiniku do zkouSeného vzorku pii daném zatiZeni vyvozeném na hrot. Znama
geometrie hrotu umoznuje urceni kontaktni plochy otisku, ktery je ve vzorku vytvofen. Pti
provadéni zkouSky se zaznamenéva sila a hloubka priniku, protoZe zatizeni je aplikovano od
nuly do maxima a poté zpét z maximalni sily na nulu. Tim je ziskana zatézovaci kiivka, ze které
muze byt odec€itan jeji sklon pro vypocet modulu pruznosti, je z ni patrné chovani zkouseného
materialu. Existuje Siroké mnozstvi indenterti, nej¢astéjsi je vSak pyramidovy s trojihelnikovou

podstavou, tzv. Berkovich. Podle pouzitého indenteru se pak 1i§i vzorce, kterymi se prepocitavaji
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ziskand data k ureni mechanickych vlastnosti. V nanoindenta¢nich zkouskach je Ccasto
vyvozovano zatizeni v fddech mikronl, proto je velmi obtizné dosahnout piimého meéteni
pomoci optické mikroskopie, Casto se tak vyuziva naptiklad mikroskopie atomarnich sil AFM,

SEM apod. [110]

Stav poznani vyuZiti nanoindentace pro ultrastrukturu dieva

Gindl a kol. [81] pomoci nanoindentace zjistovali, zda fenol-formaldehydova (PF)
pryskyfice nebo pMDI lepidlo ovlivni mechanické vlastnosti bunécnych stén dieva smrku, které
jsou v tésné blizkosti lepené spary. Vzorky byly zalepeny a ponechany k vytvrzeni pii teploté 30
°C a tlaku 0,1 MPa ptes noc. Pro zkousku nanoindentace byly nafezany malé vzorky, jez byly
zafixovany epoxidovou pryskyfici. K zarovnani povrchl zafixovanych vzorkl byly odfezany
malé sekce pomoci ultramikrotomu Reichert, ktery byl vybaveny diamantovym nozem. Takto
ptipravené vzorky byly nalepeny na kovové disky a postupné zkoumany na AFM mikroskopu
Dimension DI-3100 s ptidavnym snimacem sily Hysitron. Byl pouzit pyramidovy indentacni
hrot typu Berkovich s maximalni silou Pmax 150 uN. Indentace byla provedena v misté lepené
spary, a také v misté fixani epoxidové pryskyfice. Bunécné stény dieva byly zkouSeny jak
Vv tésné blizkosti lepené spary, tak v pokrocilé vzdalenosti od lepené spary (az do 400 um). Pti
nastaveni pristroje byly zarazky indenteru natolik malé, aby vysledky nebyly ovlivnény
lumenem vyplnénym pryskyfici nebo lepidlem. Z provedenych zkousek vyplyva, Ze pMDI je

mnohem méné tvrdé a tuhé nez PF.
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Obrazek 26: Mechanické viastnosti jednotlivych fazi, prevzato z [81].

Spurr=fixacni  epoxidova pryskyrice, CW-PF=neposkozené bunécné stény blizko PF lep. sp.,
dCW-PF=poskozené bunécné stény blizko PF lep. sp., CW-pMDI=neposkozené bun. stény blizko pMDI lep. sp.,
dCW-pMDI=poskozené bun. stény blizko pMDI lep. sp..
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Vysledky ukazuji, ze PF lepidlo dosahuje vétSich tvrdosti nez bunééné stény dieva, avSak
modul pruznosti je nepatrné¢ mensi. Naproti tomu lepidlo pMDI dosahuje vzhledem k hodnotam
bunécnych stén dieva mensich hodnot, a to jak u modulu pruznosti, tak u tvrdosti. Jak potvrdila
zkouska UV absorbance, PF lepidlo bylo pritomno v bunéénych sténach dieva, coz ovlivnilo
zejména tvrdost bunéénych stén, které byly s lepidlem v kontaktu. Buné¢né stény, které byly
v kontaktu s pMDI lepidlem nevykazaly zadné odchylky od hodnot zjisténych na referencnich
bunéénych sténach. [81]

Qin a kol. [96] ve své studii charakterizovali pronikani modifikované mocovino-
formaldehydové pryskyfice do dieva. Tzv. ,.,gross‘ penetrace byla zkouména fluorescencni
mikroskopii. Nasledné byla zkoumana distribuce pryskyfice v bunécné sténé dieva pomoci
konfokalni laserové skenovaci mikroskopie. Pro potvrzeni téchto vysledkli bylo provedeno
zjisténi mikro-mechanickych vlastnosti bunéénych stén modifikovanych pryskyfici
a referen¢nich bunéénych stén, jez nebyly v kontaktu s lepenou sparou, pomoci nanoindentace.
V této studii byla pouzita melamin-mocovino-formaldehydova (MUF) pryskyfice s viskozitou
2640 mPa-s. Vzorky dieva kryptomerie japonské byly zalepeny a pro vytvrzeni byly vystaveny
teploté 100 °C pfi tlaku 0,7 MPa. Po vytvrzeni byly vzorky ulozeny do prostiedi 20 °C s relativni
vlhkosti vzduchu 65 %. Z takto pfipravenych vzorkli byly nafezdny malé bloky 7x7x20 mm.
Poté byl povrch vzorkli zarovnan na ultramikrotomu Leica EM UC7 vybaveného sklenénym
noZem, a pak byly povrchy pro dosazeni naprosto hladké roviny sefezdny nozem diamantovym.
Pted samotnou NI analyzou byly vzorky kondiciovany v komoie pfistroje po dobu 24 hodin.
Nanoindenta¢ni zkouska byla provedena na pfistroji Hysitron TI 950 TriboIndenter, ktery byl
vybaven tfistrannym pyramidovym indentacnim hrotem (typ Berkovich) s polomérem pfiblizné
100 nm. Experiment byl provadén s fizenym zatézovacim cyklem, jenz obsahoval tfi kroky, a to
samotné zatézovani (maximalni sila 200 uN dosaZena v 5 s), ponechéani hrotu ve vzorku (2 s)
a odebrani indenta¢niho hrotu (5 s). Pro pfesné ureni zkousenych oblasti byl vzorek zobrazen
pomoci mikroskopie skenujici sondou SPM (z angl. scanning probe microscopy). Z vytvoienych
kiivek pak byly vypocteny hodnoty moduld pruznosti a tvrdosti. Indentace byly provedeny na
vytvrzené MUF pryskyfici v lepené spafe, na bunéénych sténach dieva v kontaktu s MUF
pryskyfici, a jako posledni byla urcena oblast referen¢nich bunéénych stén dieva ve vzdalenosti
alespont 150 um od lepené spary, kde nebyl o¢ekavan zadny prinik MUF do struktury stény
dfeva. Pro kazdou zkousenou oblast byly zvoleny alespoil 4 pozice zkouSeni. Mezery mezi
jednotlivymi zarazkami hrotu byly alesponi 20 az 30x vétSi nez maximalni hloubka indentace.
Vysledky ukézaly, ze MUF pryskyfice ma niz§i modul pruznosti (8,43 GPa) a vétsi tvrdost
(0,63 GPa) v porovnani s buné¢nou sténou dieva s modulem pruznosti 15,71 GPa a tvrdosti 0,51
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GPa. Bunécné stény dieva v tésném kontaktu s lepenou sparou vykazaly hodnoty modulu
pruznosti okolo 17,68 GPa atvrdost 0,54 GPa. Podobné vysledky byly dosazeny také
S exponovanymi bunéénymi sténami dieva, jeZ byly poskozeny a otevieny vlivem piipravy
povrchu pred lepenim, nebo v prubéhu samotného lepeni. Oteviené bunééné stény vykazaly
hodnoty modulu pruznosti 18,10 GPa a hodnoty tvrdosti 0,54 GPa. To muize byt dle autort
interpretovano jako ovlivnéni vlastnosti bunécénych stén vlivem pritomnosti MUF
pryskyrice, ale tento rozdil hodnot mohl byt zptisoben vyssi hustotou bunéénych stén pobliz
lepené spary vlivem lisovani za horka. Zavérem studie poukazuje na to, Ze MUF pryskyfrice
se svymi pevnymi a ki‘fehkymi charakteristikami miZe vyztuZzit buné¢né stény dieva, které

byly mechanicky poskozeny. [96]
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Obrazek 27: Mechanické viastnosti UF lepidla a bunécnych stén s a bez kontaktu s UF,
prevzato z [96].

Konnerth [111] provedl experiment, kdy pomoci nanoindentace zmapoval lepenou sparu
smrkového dieva lepeného fenol-rezorcin formaldehydovym lepidlem (PRF, Aerodux 185
s tvrdidlem HR150, Friebe, Mannheim, Némecko). Vzorky velikosti 100x100x15 mm byly
zalepeny a ponechany k vytvrzeni pifi 20 °C a relativni vlhkosti vzduchu 65 %, vzorky byly
V tomto prostedi ponechény po 3 tydny. Z takto pfipravenych vzorki byly nafezany malé sekce
velikosti 2x2x0,5 mm tak, aby pies cely vzorek probihala lepena spara. Malé sekce byly pies
noc uloZeny do susarny s teplotou 60 °C, a poté byly zafixovany epoxidovou pryskytici. Na
téchto vzorcich byly zkouSené povrchy zarovnany jejich postupnym sefezdnim tenkych sekci
(<100 nm) pomoci mikrotomu Leica Ultracut-R vybavené¢ho diamantovym nozem Diatome
Histo. Vzorky se zarovnanymi povrchy byly nalepeny na kovové disky pomoci epoxidové
pryskyfice. VSechny nanoindenta¢ni experimenty byly provedeny na pfistroji Hysitron
Tribolndenter (Hysitron Inc. Minneapolis, USA) vybavenym tfistrannym diamantovym
indenta¢nim hrotem (typ Berkovich). Dva paralelni vzorky byly zkoumany provadénim zarazek

v pfedem definované miizce s 1 zarazkou na 1 pm v tangencialnim sméru (soubézné s lepenou
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sparou) a 1 zarazkou na 2 pm Vv radialnim sméru (kolmo na lepenou sparu). Rozmér miizky byl
17 pm na 90 um, tim padem bylo na jednom vzorku provedeno 1620 zarazek indenteru. Mrizka
byla na vzorku situovana tak, aby pokryla jak lepenou sparu, tak bunécné stény dieva
Vv bezprostiedni blizkosti lepené spary. Experiment byl provadén v rezimu fizeného zatizeni
s prvotni silou 1 uN a zatézovanim ve tfech krocich: aplikace zatizeni v 1 s, zatézovani 10
s a odstranéni indenteru 1 s. Pik fizeného postupného zatéZovani byl v 50 uN. [111]

Vzhledem K umisténi miizky na vzorku byla vétSina zarazek provedena do epoxidové
pryskyfice, v niz byl vzorek zafixovan. Dale pak nebyly vSechny zarazky do bunécné stény
provedeny v dostate¢né vzdalenosti od epoxidové pryskyfice nebo od stiedni lamely. Tudiz byly
hodnoty z téchto méfeni vyfazeny z dal§iho vyhodnocovani, protoze by hodnoty uréené pro
bunécnou sténu mohly byt ovlivnény fixacni pryskyfici. Oblasti bunétné stény, fixacni
pryskyfice a lepidla jsou jasné rozpoznatelné diky svym odliSnym moduliim pruznosti. Buné¢na
sténa prokazala nejvétsi modul pruznosti s hodnotami od 12 do 24 GPa, vytvrzené PRF lepidlo
pak vykazalo modul pruznosti okolo 7 GPa a modul pruznosti epoxidové pryskytice byl 4 GPa.
Primérné hodnoty modulll pruznosti bunéénych stén obklopenych PRF lepidlem jsou v této
studii lehce vyssi nez hodnoty moduli pruZznosti bunécnych stén vice vzdalenych od lepené
spary. Dale pak byla z méfeni odvozovana také tvrdost jednotlivych fazi. Fixa¢ni epoxidova
pryskyfice vykazala hodnotu tvrdosti okolo 0,2 GPa. Hodnoty tvrdosti bunéénych stén dieva,
které nebyly v kontaktu s lepidlem, a hodnoty tvrdosti lepidla se pohybovaly okolo 0,4 GPa,
zatimco hodnoty tvrdosti bunécné stény dieva se pohybovaly okolo hodnoty 0,48 GPa. Tato
zvySena tvrdost bunécné stény di‘eva v kontaktu s PRF lepidlem naznacuje urcity stupen

prosyceni bunéénych stén lepidlem. [111]

Gindl a Gupta [112] urCovali Youngiv modul pruznosti a tvrdost smrkového dieva
modifikovaného melaminem pomoci nanoindentace. Autoii prace piichystali sekce dieva
tloustky 200 pm pouzitim mikrotomu s ocelovym nozem. Rovina, ktera byla sefezdvana, byla
paralelni s podélnou osou vlaken a paprskii dieva. Jedna sada vzorkli byla ponotfena do 25%
vodného roztoku Hilamin M562 melamin-formaldehydové (MF) pryskyfice na 20 hodin a druha,
kontrolni, sada byla ponechdna v destilované vod¢. Poté byly obé sady vzorkl vysusSeny
Vv susarné s nastavenou teplotou 103 °C. Pii této teploté doslo k vytvrzeni MF pryskyfice bez
pridani katalyzatoru. Autofi v praci nejprve provedli UV absorbanci k ovéteni pritomnosti MF
pryskyfici v bunécné sténé, jez byla UV absorbanci prokazana, a poté na vzorcich zjistovali
hodnoty tvrdosti a modulu pruznosti. Vzorky dieva bylo pied nafezanim potieba zafixovat
v epoxidové pryskyfici. Ze zafixovanych vzorkli pak nafezali tenké sekce (1 um) pomoci

ultramikrotomu Reichert Ultracut-R vybaveného diamantovym nozem Diatome Histo.
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Indenta¢ni zkouska byla provedena na Dimension DI-3100 mikroskopu, jez byl osazen
pfidavnym snimacem sily Hysitron pro nanoindentaci. Zafixované vzorky byly nalepeny na
kovovy disk. Indentace byla provedena v oblasti piechodu mezi jarnim a letnim dievem v ramci
jednoho letokruhu. Experiment byl proveden sfizenym rezimem zatéZzovani S pouZzitim
pyramidového indentaniho hrotu (typ Berkovich) s pikem pouzité sily 500 um pfi rychlosti
zatézovani 100 uN-s*t. Zarazky indentaéniho hrotu byly provedeny také ve fixaéni epoxidové
pryskyfici. Youngtiv modul pruznosti epoxidové pryskytice byl 3,1+0,09 GPa a tvrdost byla
0,1£0,005 GPa. Primér Youngova modulu pruznosti nemodifikovanych bunécnych stén dieva
byl 16,1 GPa a prumér jejich tvrdosti byl 0,24 GPa. Bunééné stény dieva modifikované MF
pryskyfici vykazaly vétsi hodnoty modulu pruZnosti a tvrdosti, a to 21,4 GPa pro modul
pruznosti a 0,52 GPa pro tvrdost. To odpovidd 33% nartastu Youngova modulu pruzZnosti

a 115% narustu tvrdosti modifikovaného dieva. [112]

5.3.2. Dynamicka mechanicka analyvza DMA

Princip

DMA je jedna z nejcastéjSich metod pouzivanych ke zjisténi viskoelastickych vlastnosti
a jejich zavislosti na Case a teploté. Jakmile je materidl podroben napéti, reaguje na tento tlak
v disledku zachovani rovnovahy pomérmym pietvorenim. Dynamickd mechanickd analyza je
béZna metoda, ktera charakterizuje materidlové vlastnosti na zédkladé¢ dynamickych vlastnosti.
Pii DMA analyze je na latku vyvozeno cyklické zatézovani S malou Uhlovou frekvenci
a soucasn¢ je méfeno pretvoreni. Z naméfenych hodnot napéti a deformaci vynesenych jako
funkce teploty nebo ¢asu se vypocitavaji vlastnosti jako jsou elasticita nebo viskozita. DMA se
pouzivd pro méfené riznych typl polymernich materidli s moZnosti méfeni v rtiznych
deformacnich rezimech. Jsou zde napéti, komprese, ohybani pomoci dvou konzol, tfibodové
ohybaci a smykové rezimy. Nejvhodné;si typ by mél byt zvolen na tvaru vzorku, modulu a ucelu
méfeni. Pomoci méteni teplotni disperze lze analyzovat teplotu skelného piechodu. Pri
soucasném méfeni teplotni disperze a frekvencni disperze I1ze pozorovat relaxacni jevy, jako jsou
skelny piechod a relaxace postranniho fetézce. Takto lze ziskat informace o molekuldrni

struktufe a molekularnim pohybu polymert. [108]

Stav poznani vyuZiti dynamické mechanické analyzy pro ultrastrukturu dieva

Laborie [108] ve své praci mimo NMR pouzila DMA K posouzeni vlivu PF pryskytic
S dvéma rtiznymi molekulovymi hmotnostmi (270 a 2840 g/mol) na viskoelastické vlastnosti
dfeva. Piesnéji byla studie zaméfena na monitorovani vlivu PF pryskyfic na teplotu skelného
pfechodu ligninu. Vliv pryskyfice na viskoelastické vlastnosti dfeva by mél poskytnout urcity
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vhled na morfologii interfaze dfeva a polymeru na Skale mikront a nanometrti. Platky dreva
topolu 0 rozmérech 3,5%0,85x10 mm byly impregnovany dvéma PF pryskyficemi a vzorky pak
byly vystaveny teplot¢ 110 °C. Po vytvrzeni PF pryskyfice byly vzorky nasyceny etylen
glykolem apo celou dobu méfeni byly v etylen glykolu ponofeny. Viskoelastické méfeni
probéhlo na pfistroji Perkin Elmer DMA 7e. Pro kazdy vzorek byly podminky DMA ur¢eny z po
sob¢ jdoucich dynamickych zatézovych snimani pii 20 °C a také 120 °C. Z téchto dynamickych
zatézovych snimani byla urcena uroven deformace, jez byla v linearni viskoelastické oblasti, pro
obé teploty. Poté byla provedena teplotni snimani pii pfedem uréené trovni deformace se
statickym zatizenim 120 % dynamického zatizeni. Teplotni snimani byly provedena pfi fixni
frekvenci od 20 °C do 125 °C s gradientem teploty 2 °C/min. [108]

Vysledky studie ukazaly, ze nizkomolekularni PF pryskyfice nijak neovlivnila teplotu
skelného prechodu. Analyza ukézala, ze nizkomolekularni PF zvySuje teplotni zavislost relaxace
nad skelnym ptfechodem, a autorka tak usuzuje na vétS§i mezimolekularni provazani dfeva
a pryskyrice na nanometrické urovni. Vysokomolekularni PF pryskyfice rapidné snizila
teplotu skelného ptechodu vzorku. Vzhledem ke sniZeni teploty autorka ma za to, ze urcita frakce
vysokomolekularni PF interaguje s polymery dfeva. Autorka predpokladd, Ze mala
nizkomolekularni ¢ast pryskyrice s velkou molekulovou hmotnosti pronika mezi polymery
dfeva na nanometrické Skale. Nicmén¢, vzhledem k velké disperzi pryskyfice mezi polymery
dfeva se ma za to, ze pryskyfice ve struktufe dieva zlistala nevytvrzena nebo nahradila néktery
polymer dfeva, takZe se chova jako vné&jsi nebo vnitini plastifikator. V obou systémech se v§ak
usuzuje na proniknuti urcitého mnoZzstvi pryskyrice do bunécné stény dieva, prestoze oba

systémy vykazaly opacné trendy. [108]
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6. Cil prace

Teoreticka Cast prace se zabyva popisem struktury dfeva a zejména reserSnim zpracovanim
védeckych praci zaméfenych na problematiku praniku pryskyfic a polymert do struktury dieva,
respektive prokazanim priniku do bunécné stény dieva. Pii tomto reSerSnim zpracovani byly
zjednoduSené popsany principy a vysledky aplikaci téchto metod. ReSer$ni prace je zpracovana
tak, aby zahrnula nejen optické pozorovani, ale také posouzeni fyzikaln¢ chemickych a fyzikalné

mechanickych vlastnosti struktur dfeva s prokazanym prosycenim bunécné stény.

Cilem prace je vybrat vhodnou a dostupnou metody, kterymi by bylo mozné identifikovat
prinik riznych druht lepidel do bunééné stény. Tyto metody poté aplikovat na lepené dievéné
prvky a experimentalné ovérit jejich vypovidaci schopnost priniku lepidel do struktury

bunécné stény.

Pro tyto Gcely je v experimentalni ¢asti pristoupeno k ovéteni vybranych vlastnosti lepidel
uréenych pro nosné dievéné konstrukce, které ovliviuji tokové vlastnosti a jejich schopnost
pruniku do struktury dieva. Z hlediska pruniku lepidel se prace zamétuje na vyuziti fluorescenéni
mikroskopie a konfokalni mikroskopie s vyuzitim emisniho zafeni dvou zvolenych
fluorochromt s riiznou vlnovou délku jejich emitovaného zéateni. Dale jsou v praci pouzity
metody elektronové mikroskopie s pfipadnym vyuzitim prvkové analyzy, ktera v ptipadé plnéni
lepidel zamérné piidanymi prvky umoziuje identifikaci téchto prvka a s tim i soucasné ovétit

prinik lepidel do struktury dieva.
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‘ UV-VIS spektroskopie ‘

Zjednodusené schéma postupu reSeni experimentalnich praci

7.1. Specifikace pouzitych materiali
7.1.1. Lepidla

Pro ucely experimentu byla vybrana lepidla, kterd jsou normativné urcena pro lepeni

nosnych dievénych konstrukci (vyjma epoxidového lepidla). Jedna se o lepidla:

a) melamin-formaldehydové lepidlo (MUF 1247+tvrdildo) fy. Akzo Nobel;

b) fenol-rezorcin formaldehydové lepidlo (PRF 1711+tvrdildo) fy. Akzo Nobel;
¢) polyuretanové (KESTOPUR 1030) fy. Kilto;

d) epoxidové lepidlo (EPOLAM 2017) fy. Axson.

Dle EN 301 se jedna o lepidla typu I (vyjma epoxidovych lepidel), tj. lepidla pro vyuziti
v tfidé 1 (20 °C a relativni vlhkost vzduchu ptesahujici 65 % pouze par tydnt v roce), v téideé 2
(20 °C a relativni vlhkost vzduchu ptesahujici 85 % par tydnt v roce) a v tfidé 3 (klimatické
podminky vedouci k vyss§i vlhkosti nez u t¥idy prostfedi 2). Vybrana lepidla MUF a PRF lze
z normativniho hlediska zaradit do skupiny lepidel pod oznacenim fenolickych a aminovych, na
které se vztahuje CSN EN 301:2014. Lepidlo KESTOPUR 1030 se fadi mezi jednoslozkové
polyuretanova lepidla, zkuSebni metody a pozadavky na né jsou specifikovany normou
CSN EN 15425:2017.
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Viskozita

Viskozita se stanovuje normativnim postupem dle CSN 12092 pomoci rotaéniho
viskozimetru (otaceni vietena ve tvaru valce nebo kotouce konstantni rychlosti Vv lepidle).
Faktory, jez zavisi na rychlosti otdCeni a na parametrech vietene se promitnou do métfeni torzniho
odporu a vysledkem tohoto méteni je stanoveni viskozitniho koeficientu. Naméfend viskozita
zéavisi na smykové rychlosti.

Viskozita byva vyhodnocena pro teplotu zkusebniho vzorku 25 °C (temperovani kelimku
ve vnéjsi nadob¢ s predepsanou teplotou). Hodnota viskozity se provede odecCtem po ustaleni
této hodnoty v pribé¢hu méteni, za viskozitu se uvazuje hodnota mezi dvéma méfenimi neménici
se mezi sebou 0 3 % (zdanliva viskozita dle Brookfielda LV T). Podrobna specifikace zkousky
se nachazi v dokumentech 1SO 2555 a v ISO 3219.

Molekulova hmotnost

Distribuci molarnich hmotnosti 1ze stanovit metodou gelové permeacni chromatografie,
ato bud’ pomoci kalibrace kolon polystyrenovymi standardy, kdy jsou vysledkem relativni
hodnoty, nebo detekci vice thlovym rozptylem svétla (MALS z angl. multiangle light scattering
analysis), kdy jsou vysledkem absolutni hodnoty. Méteni gelové permeaéni chromatografie se
nejéastéji provadi v tetrahydrofuranu, v némz je vétSina pryskyfic rozpustna. Avsak jedna-li se
o nizkomolekularni pryskyfice, obsahujici pouze nejnizSi oligomery, neni metoda MALS
vhodné. U nizkomolekularnich pryskyfic 1ze téZ pouZzit kapalinovou chromatografii (HPLC
z angl. high performance liquid chromatography) s UV detekei, kdy je vysledkem procentualni
zastoupeni jednotlivych oligomerti. Tato metoda také poskytuje informace o obsahu vedlejsich
produkt. Hmotnostni spektroskopie je schopné stanovit molarni hmotnost nejnizsich oligomerti,
nicméné informace o jejich zastoupeni je limitovana klesajici schopnosti ionizovat s rostouci

molarni hmotnosti.

Hustota

Hustota lepidel se stanovuje dle normy CSN EN 542 Lepidla — Stanoveni hustoty, pfi
teploté 23 °C jako pomér hmotnosti daného objemu lepidla ke hmotnosti stejného objemu
referencni kapaliny o znamé hustoté, ndasobeny jeji hustotou. Zkouska je zalozena na

pyknometrickém vazeni.
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Experimentalni stanoveni torznich momentii

Bylo provedeno stanoveni torznich momentt jednotlivych lepidel, jeZ opisuje viskozitni
vlastnosti jednotlivych lepidel. Torzni moment vyjadiuje miru odporu tyce otacejici se kolem
své osy, pro tyto ucely byl pouzit viskozimetr Viskomat NT, jenz se pouziva pro urceni
zpracovatelnosti jemnozrnnych stavebnich materialti. Rychlost otaceni lopatek byla zvolena
hodnotou 100 ot/min (1,67 Hz). U dvouslozkovych lepidel byly stanovovany torzni momenty
celé smési. Doba méfeni byla ur¢ena na pouhou 1 minutu, aby nedoslo k zaneseni a poskozeni
soucasti pristroje (zejména u PUR lepidla). Kratkd doba méfeni také zajiStovala neovlivnéni
hodnot torznich moment. Vysledkem méfeni byly hodnoty v [N-mm], primérné hodnoty

méfeni jsou zaznamenany v tabulce €. 1.

Shrnuti parametrit lepidel
Vybrané parametry konkrétnich lepidel uvedenych v technickych listech jejich vyrobci
a experimentalné stanovené hodnoty torznich momentt jsou uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 1.

Tabulka 1: Specifikace parametrii lepidel:

. , . . . PUR
Epoxidové lepidlo MUF lepidlo PRF lepidlo lepidlo
. EPOLAM | Tvrdidlo Tvrdidlo Tvrdidlo | Kestopur
Viastnosti 2017 2017 1247 2526 17l 2520 1030
Viskozita 3000- 5000-
2 1 22
mPas| 550 0 5000 00 8000 13000 5000
Hustota 1,17 0,96 1,25 1,10 1,15 1,20 1,20
[g-em?]
Cena
350 530 70 100 170 105 280
[K&/kg]
Molekulova <700 B B B
hmotnost
Torzni
moment 6,3 92,9 106,5 87,8
[N-mm]

7.1.2. Drevény adherend

Vybrané dievo pro vyrobu vzorki této diplomové prace je dievo smrkové (Picea spp.).
Tento druh dieva byl vybran z diivodu jeho $iroké uplatnitelnosti v Ceské republice pro vyrobu
nosnych konstrukénich prvki, i ptes jeho Spatnou moznost impregnace a jeho relativné malou
odolnost a trvanlivost proti biotickym Sktdcim. Naproti tomu se toto dievo dobie susi

a opracovava. Jedna se o ekonomicky vyhodnou dievinu, kdy z ¢asového hlediska vyroste za
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relativné kratkou dobu kvalitni dievo. Hustota smrkového dieva byla experimentaln€ urcena pii

20 °C a 65% relativni vlhkosti vzduchu stanovena na 465 kg-m™=,

7.2. Specifikace pouzitych metod

Za ucelem zjisténi distribuce lepidel do struktury bunééné stény byly vybrany metody
bézné se vyuzivajici ke zkouméni interfaze dfevo/lepidlo. VSechny z téchto metod byly
struktury dfeva. Z oboru optické mikroskopie byly vybrany fluorescenéni a konfokalni
mikroskopie, zatimco z oboru elektronové mikroskopie byly vybrany mikroskopie transmisni
(TEM) a skenovaci (SEM), jez byla provedena v kombinaci s prvkovou analyzou (EDX).

Z davodu pouziti fluorochromu Rhodaminu B (fluorescenéni a konfokalni mikroskopie)
a elementarniho jodu (SEM-EDX) v praskovém stavu, bylo zapotiebi je zakomponovat do
lepidel pomoci vhodného rozpoustédla. Vzhledem k nevhodnosti pouziti vody v kombinaci se
zvolenymi lepidly, byla na zdklad¢ tabulky Hansen parametri vybrana rozpoustédla
N,N-dimetylformamid (DMF), metylalkohol a chloroform. Tabulka Hansen parametrti obsahuje
parametry pro rozpoustédla, parametry pro polymery (primyslove vyrabéné produkty), a prehled
odolnosti. Odolnost je zde oznacena ¢islem od 1 do 6, kdy 1 znamen4, Ze je polymer v daném
rozpoustédle rozpustny a 6 znamena, ze polymer v daném rozpoustédle rozpustit nelze (viz obr.
¢. 28). Protoze Vv tabulce Hansen parametrii neni obsaZen polyuretan, bylo pro toto lepidlo, na

zaklade reSerSe, pouZzito rozpoustédlo DMF a chloroform.
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I Methanol.............. ... 5 6 4 5 4 5 6 1 3 1 6 6 2 {1 4
2 Ethanol9%6%,..............4 6 4 6 4 1 6 1 1 6 6 6 | | 5
3 Ethanol 99.9%,............. 5 6 3 5 1 1 6 4 | 3 6 6 1 | 5
4 n-Propanol................ s 6 3 5 1 1 6 4 1 6 6 6 1 1 2
5 n-Butanol................. s 6 3 5 1 1 6 5 1 6 6 6 1 1 1
6 Pentanol-l................. 4 6 5 3 I 1 6 2 1 6 6 6 1 1 1
7 2-Ethyl butanol............ i 2 5 1 1 1 6 5 1 6 6 6 1 6 1
8 2-Ethyl hexanol. ........... 4 2 5 1 1 1 6 5 1 6 6 6 1 6 1
9 Methyl isobutyl carbinol.... 4 5 5 [ | 1 6 5 1 6 6 6 1 6 I
10 Propyleneglycol............ 6 6 5 6 4 6 6 6 1 6 6 6 6 1 6
11 Ethylene glycol............. 6 6 6 4 6 6 6 6 6 6 6 6 6 1 6
33A Tetrahydrofuran............ 1P 1r 1+ 1t t 1 1 1 1 4. v 1 1 1 1
45  Dimethyl formamide...... .. 1 1 1 I 11 | A N | ool
49  Chloroform................ r 1t 1+ 1 1 1t 1 1r 1 6 1 3 1 6 I

C = epoxidova pryskyrice
I=MUF pryskyfice
N = PREF pryskyrice

Obrazek 28: Vynatek z tabulky Hansen parametrii rozpustnosti, prevzato z [113].

7.2.1. Fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie byla provadéna ve vyzkumném centru AdMasS, jeZ je soucasti

Fakulty stavebni Vysokého uceni technického v Brn€. Pouzity mikroskop byl pfistroj firmy
Leica DM4000 M LED osazeny 5 megapixelovou digitalni kamerou Leica DFC450 C. Tento
mikroskop umozituje pozorovani jak v odrazeném, tak i proSlém svétle. Pfistroj umoznuje
fluorescenéni pozorovani, pii excitaci UV, modrym a zelenym svétlem. Soucasti mikroskopu je
ovladaci software s modulem pro analyzu obrazu. [114]

Pro konfokalni mikroskopii byly pouZity vzorky, jeZ byly zobrazovany fluorescencni

mikroskopii. Byl pouzit konfokalni mikroskop Leica SP8, ktery se nachazi na VUVeL v Brng,
pod vedenim PharmDr. Josefa Maska, Ph.D. Byl pouzit imerzni objektiv se zvétSenim 20x,

kterym bylo zaméfeno na oblast zajmu a dal$iho pfibliZzeni bylo dosaZeno digitalné.

Zalepeni slepencit direva

Pro fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopii bylo zapotiebi vzorky zalepit lepidly
s dispergovanymi fluorochromy Safranin O a Rhodamin B. Z experimentalnich divodi byly
fluorochromy vneseny nejprve do epoxidové pryskyfice EPOLAM 2017 v koncentracich
0,5hm. %, 2,5 hm. % a 5 hm. %. Fluorochromy byly rozmichany v rozpoustédle DMF
V 25% koncentraci, poté byl tento roztok vmisen do pryskyftice. Nasledné byly smési vlozeny do
vakuové susarny z diivodu zajisténi vytékani rozpoustédla. Vzorky byly v suSarn¢ ponechany 12
hod pii teplot¢ 25°C a tlaku 20kPa, poté doslo k ptidani tvrdidla v poméru 100:30

(epoxid:tvrdidlo) a zalepeni vzorki vysuSeného smrkového dieva 200x100 mm tloustky 20 mm
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s plosnym nanosem 250 g/m?. Pfestoze byly fluorochromy do lepidel ptidavany formou roztoku,
zvysujici se obsah fluorochromu vykazal zvySeni vysledné viskozity smési (plati zejména pro
obsah fluorochromu 5 hm. %). Po naneseni lepidla byly slepence zalisovany tlakem 0,8 MPa po
dobu 12 hodin pro vytvrzeni lepidla pfi laboratorni teploté. Byla provéiena emise lepidel zareni
na fluorescenénim mikroskopu s rtiznou koncentraci fluorochromt Vv epoxidovém lepidle
(EPOLAM 2017). S ohledem na zpracovatelnost smési byla poté pro ostatni lepidla zvolena

koncentrace fluorochromu 2,5 hm. %.

Vzhledem ktomu, Ze polyuretanové lepidlo KESTOPUR 1030 je jednoslozkové
polyuretanové lepidlo, nebylo mozné ponechat rozpoustédlo z lepidla vytékat ve vakuové
susarn¢ 25°C pii tlaku 20kPa. Smési lepidla a rozpoustédla se zanesenymi fluorochromy
(2,5 hm. %) proto byly ihned oboustranné naneseny na dfevo a zalisovany tlakem 0,8 MPa po
dobu 24 hod. Protoze by DMF mohlo vyrazné ovlivnit molekulovou hmotnost lepidla nebo
viskozitu, a tim ovlivnit chovani lepidla, byly navic vyrobeny vzorky s pouzitim chloroformu
vzhledem k jeho lepsi vyparovaci schopnosti (t€kavosti). Presto bylo pro polyuretanové lepidlo
pouzito obou rozpoustédel (DMF, chloroform). Pro lepidla PRF 1711 a MUF 1247 bylo stejné
jako pro ostatni lepidla pouzito rozpoustédlo DMF. Fluorochromy byly pies tento roztok
vneseny do lepidel opét v mnozstvi 2,5 hm. %, a tyto smési byly 12 hodin vlozeny do vakuové
susarny pii teploté 25°C pii tlaku 20kPa. Druhy den nasledovalo ptidani tvrdidel, pro PRF bylo
ptidano tvrdidlo v poméru 100:15 a pro MUF v poméru 100:20 (lepidlo:tvrdidlo) dle doporuceni
vyrobci lepidel. Tyto smési byly oboustranné naneseny na dievo (250 g/m?) a zalepeny stejnym

zpusobem jako ptfedeslé slepence.

Priprava mikroskopickych preparati

Vzorky byly ze zalepenych slepencti nafezany tak, aby dosahovaly na pficném fezu
rozmeéri priblizné 5x5 mm a aby celym vzorkem prochézela lepend spara. Takto pfichystané
vzorky byly vlozeny do Petriho misek, kde doslo k jejich zmék¢eni pied nafezanim mikrotomem.
Zmékceni bylo provedeno zalitim vzorkt smési acetonu a glycerinu v poméru 1:3. V tomto
roztoku byly vzorky ponechany po 24 hodin. Jakmile byly vzorky zmékcéené, doslo k jejich
nafezani na rota¢nim mikrotomu (Reichert) s ocelovym bfitem. Na rota¢nim mikrotomu byl
nastaven posun mechanismu na 10 um. Vzorek se postupné strhaval v tenkych fezech na ostii
mikrotomu, odkud byly vzorky pinzetou odebirany a umistovany na podlozni sklicko
mikroskopu. Takto pfipravené vzorky byly zakapnuty vodou a ptekryty krycim sklickem. Po

tomto postupu bylo mozné prejit k zobrazovani lepenych spar. Postup byl pro vsechny preparaty
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nékolikrat opakovan, dokud nebylo dosazeno strzeni uchéazejiciho vzorku, ktery byl pro dalsi

vyhodnocovani vypovidajici.

UV/VIS spektroskopie

Spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti patii mezi analytické metody, jez se fadi mezi
elektromagnetické spektroskopické metody. Principem této analyzy je absorpce
elektromagnetického zafeni molekulami vzorku v intervalu 200-800 nm. Byly analyzovany
vodné roztoky obou fluorochromt, které byly postupné do pfistroje umistovany v kyvete.
Z vysledkli méfeni je absorpéni maximum fluorochromu Rhodamin B je v okoli 572 nm
(T = 9,25 %) a absorp¢ni maximum fluorochromu Safranin O je v okoli 536 nm (T = 15,84 %).
S ohledem na tyto vysledky byly snimdny vSechny zalepené vzorky pii obdobnych vinovych

délkach excitovaného zareni, a to v okoli hodnot absorpénich maxim vodnych roztoki

fluorochromu.
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Graf 1: Absorpéni spektrum vodného roztoku Safraninu O s absorpcnim
maximem okolo 536 nm.
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Graf 2: Absorpcni spektrum vodného roztoku Rhodaminu B s absorpcnim
maximem okolo 572 nm.
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7.2.2. TEM analyza

Vzhledem k tomu, Ze buné¢na sténa dieva a pouzita lepidla vykazuji stejné hodnoty Gtlumu
zafeni, je jejich diferenciace v bunécéné stén¢ difeva nemozna. Proto bylo pro TEM analyzu
zapotiebi pfidat do lepidel Castice, a to bud’ Castice S vyssi atomovou hmotnosti, jez by mohly
pomoci k jejich detekci v bunétné sténé dieva; nebo Eastice umoznujici zobrazeni jejich
morfologie. Toho bylo dosazeno pfidanim nanocastic vapence CaCOs, jejichz piipadna
distribuce ve struktufe bunécné stény mize piiblizit migraci lepidla ve struktufe dieva. Bylo
pouzito nanoplnivo CaCO3z (NPCC-201 fy. Nanomaterials Technology Pte Ltd., Singapore).
TEM analyza byla provedena pod vedenim MVDr. Pavla Kulicha, Ph.D. na vyzkumném ustavu

veterinarniho 1ékafstvi v Brné.

Zalepeni slepencii direva

Dispergace nanocastic CaCOs byla provedena ultrazvukem pomoci pfistroje Bandelin
Sonopuls HD 3200 s ptipojenou sondou KE 76 s nastavenim amplitudy 40 %. Nanocastice byly
pfidavany v mnozstvi 4 hm. % v podob¢ prasku piimo do lepidla. Teplota epoxidovych a MUF
a PRF lepidel byla udrzovana na hodnoté 60 °C. Dispergace nanocastic byla provadéna
v 6 cyklech slozenych z 30 s ultrazvukového pisobeni a 30 s chlazeni sondy, kdy byly vzorky
umistény zpét na plotnu k temperovani na ptisluSnou teplotu. Po ukonceni cykli dispergovani
nanocastic do dvouslozkovych lepidel doslo k jejich rozmichéni s pfislusnymi tvrdidly. Co se
PUR lepidla tyce, dispergace probéhla stejnym zpisobem jako u piedeslych lepidel, pouze bez

jeho temperovani na 60 °C.

Obrazek 29: Badelin Sonopuls HD 3200
S pripojenou sondou.

Priprava vzorkii na transmisni elektronovou mikroskopii

Ze¢ zalepenych vzorku s piidavkem nanocastic CaCOz byly vyrobeny vzorky pro TEM

analyzu. Vzorky byly natfezany skalpelem s prafezem piiblizné 1x1 mm a délkou 5 mm tak, aby
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celym vzorkem prochdzela lepend spara. Preparaty byly ze vzorkdli nafezany pomoci
ultramikrotomu s pouzitim sklenéného noze. Nejprve byly preparaty nafezany po jejich zmrazeni
v tekutém dusiku. To vSak zplsobilo trhani struktury dieva pfi provadéni fezh. Z divodu
zkvalitnéni upravy vzorkl bylo zapotiebi jejich zafixovani do nizkoviskozni pryskyfice. Bylo
tedy provedeno zaliti do SPURR pryskyfice nasledujicim zpisobem. Nejprve byly malé vzorky
vloZeny do silikonovych nosi¢ii, do nichz byl v poméru 1:1 pfidan roztok 96% acetonu
a epoxidové pryskyfice SPURR. Po 24 hodinach byla ptfiddna pryskyfice tak, aby byl pomér
roztoku aceton:epoxid 1:2. Nasledovalo ponechani vzorkii v laboratornich podminkach
k vytékani acetonu. Poté byly jednotlivé komory s vlozenymi vzorky dieva zality epoxidovou
pryskytici SPURR po okraj a nosice byly vystaveny teploté 60 °C, K vytvrzeni pryskyfice. Po
vytvrzeni pryskyftice byly zalité vzorky pfipraveny pro jejich nafezani na ultramikrotomu, odkud
preparaty padaly do destilované vody. Poté byly preparaty vytazeny a umistény na sitko uréené

pro TEM analyzu.

! ZOmAm %gg
Obrdzek 30: Vzorky dieva zalité do pyramiddlni tvaru ~ Obrdzek 31: TEM snimek nanocdstic CaCOs, fot
ve SPURR pryskyrici pro naslednou vupravu. P.Kulich, VRI Brno.
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7.2.3. SEM a EDX analvza

Na zékladé¢ provedené reSerse byl pro SEM a EDX analyzu zvolen postup zakomponovani
elementdrniho jodu a nanocastic CaCOs do matrice lepidla. Ackoli pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie nelze usuzovat na ptitomnost lepidla v bunééné stén¢ dieva, piidanim
vhodného latky lze EDX prvkovou analyzou zobrazit distribuci lepidla ve struktute dieva.
Vystupem je snimek prvkového zastoupeni, kterd zobrazi distribuci zamérné ptidané latky
Vv prifezu struktury dieva. SEM a EDX analyza byla provedena na elektronovém mikroskopu

nachazejicim se ve vyzkumném centru AdMaS v Brné¢.
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A) NanoCaCOs

Nejprve bylo zapotiebi experimentdlné zjistit mnozstvi nanocéstic, jez jsou pomoci
SEM/EDX prvkové analyzy detekovatelné. Z toho divodu byly nanocastice CaCOz byly nejprve
vmiseny do epoxidové pryskyfice, S postupnym piidavanim 5, 10, 20, 30 a 40 hm. % zminénych
nanocastic. Nanocastice byly dispergovany pomoci pfistroje Bandelin Sonopuls HD 3200 po
6 cyklech sestavajicich z 30 s dispergovani a 30 s temperovani na 60 °C. Ackoli zvyseny
piidavek nanoCaCOs eliminoval Sum, ktery byl pfi snimani zaznamenavan, vSechna mnozstvi
nad 10 hm. % (v¢etn&) vyrazné ovlivnila viskozitu smési, a tim byly zna¢né ovlivnény tokové
vlastnosti lepidla. Timto vyraznym negativnim ovlivnénim vlastnosti pryskyfice byla také
vyrazn€ ovlivnéna schopnost pryskyfice proniknout do struktury dfeva. Ze snimku
dispergovanych nanocastic CaCOs pofizenych pomoci SEM a EDX analyzy je patrné jejich
shlukovani (viz. obr. ¢. 32). Dale byly stejnym zptuisobem piipraveny smési s nanoCaCOs pro

lepeni slepencti smrkového dieva.

B) Jod

Na zacatku bylo ptistoupeno k vmiseni jodu do epoxidové pryskyfice. Jod byl do vSech
lepidel ptidavan v koncentraci 4 % z hmotnosti lepidla. Pro zakomponovani jodu do matrice
pryskyfic bylo zapotiebi pouzit vhodné rozpoustédlo, jez bylo vybrano na zakladé tabulky
Hansen parametrti. Pro epoxidové, MUF a PUR lepidlo bylo pouzito rozpoustédlo chloroform a
pro PRF byl pouzit metylalkohol. Byla zvolena 25% koncentrace roztoku rozpoustédla a
pfidaného jodu. Tento roztok pak byl vmisen do pfislusného mnozstvi lepidla. Na 10 gramt
lepidla to tedy znamena 0,4 g elementarniho jodu smichaného s 1,2 g chloroformu (respektive
metanolu). Ve vySe zminénych rozpoustédlech vSak nedosSlo k Gplnému rozpusténi
elementarniho jodu, nejspise vlivem malé intenzity michani a rychlému tékani chloroformu, coz

mohlo byt pfi¢inou sedimentace jodu u vSech pouzitych lepidel.

Vzhledem k sedimentaci u vySe uvedenych rozpoustédel byl postup opakovan pro
epoxidové a PUR lepidlo s tim rozdilem, Ze bylo pouzito rozpoustédlo N,N-dimetylformamid
(DMF). Pro obé¢ lepidla bylo opét vmiseno 0,4 g do 1,2 g DMF. V tomto rozpoustédle byla
rozpustnost jodu znatelné¢ lepsi, vSechny piidané cCastice jodu se dokonale rozpustily.
Nasledovalo vmiseni roztoku do lepidel. U dvouslozkové epoxidové pryskyfice doslo K ptidani
tvrdidla bez ponechani vytékani rozpoustédla a v dalsim ptipadé byla smés s rozpoustédlem
ponechana po 2 hodiny v laboratornich podminkach k ¢aste¢nému vytékani rozpoustédla (poté

bylo ptidano tvrdidlo).
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Pti snimani takto zalepenych vzorkti vSak vyslo najevo, ze zminéné 4 hm. % jodu
v lepidle byly nedostateéné, a nebylo mozné provést prokazatelnou EDX prvkovou analyzu.
Vzhledem Kk nizké koncentraci jodu pfistroj zaznamenaval vysokou troven Sumu skrze cely
vzorek. Z analyzy tak nebylo mozné prokazatelné rozlisit, zdali se jedna o signal, jez by potvrdil
pfitomnost jodu, nebo pouze o Sum méfeni.

Vzhledem k témto vysledkim nasledovala piiprava epoxidového lepidla s pouzitim
pfidavaného jodu v 10 hm. % a 30 hm. %. Aby bylo dosaZeno 25% koncentrace roztoku jodu a
rozpoustédla, bylo by zapotiebi pouzit vysokého mnozstvi DMF. To vedlo k experimentalnimu

urc¢eni minimalniho mnozstvi rozpoustédla DMF potiebného k rozpusténi daného mnozstvi jodu.

Takto byla na rozdil od 25% koncentrace zvolena cca 70 % jodu v DMF rozpoustédle, aby bylo
umoznéno vytékani slozky rozpoustédla v lepidle.

Bylo ovéteno, Ze kvantitativni vyhodnoceni EDX analyzou koresponduje s hodnotami
pridaného I> do epoxidového lepidla, vysledky analyz jsou uvedeny v tabulce €. 2 a 3, ackoli ve

vzorku se zamyslenym piidavkem 30 % Iz se ve skute¢nosti nachazi 22,63 % .

Tabulka 2: Kvantitativni vyhodnoceni EDX analyzy vzorku s pridavkem 10 % I:

Spectrum C O Cl Au |
Objects 40 70,7 16,6 15 1,9 9,2
Objects 41 70,3 15,9 13 1,7 10,6
Objects 42 70,3 16,0 1,4 15 10,7
Objects 43 70,1 16,5 15 1,8 10,1
Stredni 70,4 16,3 1,4 1,7 10,1
hodnota:
Tabulka 3: Kvantitativni vyhodnoceni EDX analyzy vzorku s pridavkem 30 % I:
Spectrum C O Cl Au |
Objects 40 60,3 14,4 0,9 15 22,9
Objects 41 61,2 14,6 1,1 1,7 21,4
Objects 42 59,6 14,7 0,9 18 23,1
Objects 43 59,8 14,4 1,1 1,6 23,1
Stedni 60,2 14,5 1,0 1,6 22,6
hodnota:

Vsechny smési s 4 hm. %, 10 hm. % a 30 hm. % podilem jodu v epoxidovém lepidle byly
naneseny na smrkové i na bukové dievo a nasledné byly zalisovany. U téchto vzorka pak byla
provadéna EDX analyza. Z hlediska rozlozeni elementarniho jodu v lepidle, jenz byl do lepidla

vmisen ve formé roztoku, bylo plosnou analyzou zjisténo, ze jod nevykazuje znaky aglomerace

(viz. obr. €. 33), na rozdil od disperzni smesi CaCOsz a epoxidové pryskytice.
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SEMAG: 2009x HV: 20KV WD: 15.8mm :
Obrazek 32: Kombinace SEM a EDX snimku epoxidove
pryskyrice s pridavkem 5 % CaCQOs, foto J. Klima.
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Obrazek 33: Kombinace EM a EDX snimku

epoxidové pryskyrice s pridavkem 10 % I, foto J.
Klima.



8. Vysledky a vyhodnoceni

8.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro tuto mikroskopickou analyzu byly pfipraveny vzorky obsahujici mezifazové rozhrani
lepidlo/dievo na pricné ploSe slepence dieva, kdy za lepidla byla vybrana lepidla epoxidova
(EPOLAM 2017), melamin mocovino formaldehydové (MUF 1247), fenol rezorcin
formaldehydové (PRF 1711) a lepidlo polyuretanové (KESTOPUR 1030). Fluorochromy byly
do lepidel zaneseny pies rozpoustédlo DMF a u polyuretanového lepidla byl navic jako
rozpoustédlo pouzit chloroform. Vsechny vzorky byly jednotné vystaveny zvétseni 100x, 200
a 500x% pfi pouziti emisniho filtru 520 nm. Veskeré zobrazovani bylo zaméteno na oblast lepené
spary a jeji nejblizsi okoli.

8.1.1. Epoxidové lepidlo

S ohledem na uréeni potiebné koncentrace fluorochromu v lepidlech byly provadény rtizné
stupné koncentrace fluorochromu v epoxidovém lepidle. Vzorky byly zalepeny v koncentracich
0,5 hm. %, 2,5 hm. % a 5 hm. % z hmotnosti lepidla.

Fluorochrom Rhodamin B — koncentrace 0,5 %, 2,5 % a 5,0 % v lepidle

Obrazek 34: Epoxid Rhodamin B Obrdzek 35: Epoxid Rhodamin B Obrdzek 36: Epoxid Rhodamin B,
0,5 %, zvetseni 200 x. 2,5 %, zvetseni 200 x. 5 %, zvétseni 200 x.

Fluorochrom Safranin O — koncentrace 0,5 %, 2,5 % a 5,0 % v lepidle

Obrazek 37: Epoxid Safranin O  Obrazek 38: Epoxid Safranin O  Obrdzek 39: Epoxid Safranin O
0,5 %, zvetseni 200%. 2,5 %, zvétseni 200 %. 5%, zvetseni 200 %.

Jak je patrné, rostouci koncentrace fluorochromu nevykazala zasadni zmény, které by

ovlivnily pozorovani distribuce pryskyfice ve struktuie dieva a jeji pfipadny vyskyt v bunééné
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sténé dfeva. Z toho diivodu byla vybrana koncentrace 2,5 hm. %, jez byla pouzita i pro zalepeni

vzorkl ostatnimi lepidly.

Fluorochrom Rhodamin B — koncentrace 2,5 % v lepidle

Epoxidova pryskyfice obarvena Rhodaminem B byla prokazatelné¢ pouze v lumenech
bunék (viz. obrazky ¢. 40 a 41). Lumeny bunék obsahujici pryskyfici byly od sebe déleny
neprosycenymi bunéénymi sténami, na coz muzeme usuzovat z rovnych a pfimych linii
pryskyfice, které piesné kopirovaly tvar lumenti bun¢k bez sebemensiho proniknuti do bunécéné

stény dieva (mimo mikroprasklinu na obr. ¢. 41).

Obrazek 40:Epoxid Rhodamin 2,5 %, zvétseno 500%.  Obrdzek 41: Epoxid Rhodamin 2,5 %, zvétseno 500 %.

Fluorochrom Safranin O — koncentrace 2,5 % v lepidle

U vzorkti obarvenych Safraninem O byly vysledky totozné (viz. obr. ¢. 42 a 43). Pryskyfice
pronikla do struktury dfeva a vyplnila lumeny bunék sousedicich s lepenou sparou, avsak nebyl

potvrzen prinik lepidla do bunééné stény dieva.

Obrdzek 42: Epoxid Safranin O 2,5 %, zvétseno 500x.  Obrazek 43: Epoxid Safianin O 2,5 %, zvétseno 500*.

Je tfeba zminit, Ze preparaty pro zkoumdni epoxidového lepidla byly kvalitni a vykazovaly

mnohem mensi tendence k rozostfeni obrazu, na rozdil od preparatd s ostatnimi lepidly. Nehled¢
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na typ fluorochromu, epoxid dle snimkti vyplnil pouze lumeny bungk, aniz by byla jednoznac¢né
prokazana jeho pfitomnost v bunécné stén€. Na to mlizeme usuzovat z rovnych linii, jez kopiruji
tvar jednotlivych lumenti bun¢k a mezi jednotlivymi lumeny se nachazi syté cerné bunécné stény

dfeva.

8.1.2. Polyuretanové lepidlo

Vzhledem Kk tomu, ze pouzité polyurctanové lepidlo KESTOPUR 1030 je jednoslozkové
lepidlo a tuhne a tvrdne vlivem vzdus$né vlhkosti, nebylo mozné pied zalepenim ponechat vytékat
DMF rozpoustédlo, které bylo pouzito pro zaneseni fluorochromt do lepidel. To mohlo zptisobit
zmény vlastnosti lepidla (zejména viskozitu a tokové vlastnosti), a ovlivnit tak prinik do
struktury dieva. Z toho diivodu byly navic vyrobeny vzorky s pouzitim chloroformu jako

rozpoustédla, které se vyznacuje lepsi odpafovaci schopnosti.

Fluorochrom Rhodamin B, rozpoustédlo DMF — koncentrace 2,5 % v lepidle

Ze vzorkl zalepenych PUR lepidlem s pouzitim DMF rozpoustédla nebylo mozné
pripravit kvalitni preparaty, kde by bylo mozno ptesné stanovit distribuci pryskyftice ve struktute
dfeva. Bylo téZzko zaostfit misto, kde by se dalo odvozovat, zdali lepidlo proniklo do struktury
bunécné stény. Presto se na preparatech nachazelo n€kolik mist, které jasné prokazuji, Ze PUR
lepidlo s fluorochromem Rhodamin B prosytilo lumeny bunék v té€sném okoli lepené spary

(1-2 buniky) a Zadna ¢ast nepronikla do struktury bunééné stény (viz. obr. ¢. 44 a 45).

Obrdzek 44: PUR Rhodamin 2,5 %, DMF, zvétseno

Obrazek 45: PUR Rhodamin 2,5 %, DMF, zvétseno
500x. 500 x.
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Fluorochrom Safranin O, rozpoustédlo DMF — koncentrace 2,5 % v lepidle

U slepenct v kombinaci PUR lepidla s DMF a fluorochromem Safranin O nebylo mozné
zajistit pevnou lepenou sparu a soudrzny mikrotomicky preparat a tim padem nebylo mozné
zobrazit fadn¢ strukturu dieva vedle lepené spary. Ze vSech vyrobenych preparati bylo mozné
nalézt pouze par lument bunék (obr. €. 46 a 47), které byly vyplnény lepidlem, a takovéa mista

ukazovala na to, Ze PUR lepidlo nijak neovliviiuje bunécnou sténu dieva.

Obrazek 46: PUR Safranin 2,5 %, DMF, zvétseno  Obrazek 47: PUR Safranin 2,5 %, DMF, zvétseno
500x. 500 x.

Fluorochrom Rhodamin B, rozpoustédlo chloroform — koncentrace 2,5 % v lepidle

V ptipadé PUR lepidla s pouzitim chloroformu a Rhodaminu B vykazala lepena spara
soudrznost pfi fezani mikrotomem a nedo$lo k oddéleni struktury dieva. Mikroskopicky byla
patrna distribuce lepidla ve struktufe dieva v okoli lepené spary. Lepidlo prokazatelné vyplnilo

lumeny bunék, aniz by jakkoli zasahovala do struktury bunééné stény (viz. obr. ¢. 48 a 49).

Obrdzek 48: PUR Rhodamin 2,5 %, chloroform, Obrdzek 49: PUR Rhodamin 2,5 %, chloroform,
zvétseno 500 X%. zvétseno 500 x.

69



Fluorochrom Safranin O, rozpoustédlo chloroform — koncentrace 2,5 % v lepidle

U preparatti zalepenych s pouzitim chloroformu a Safraninu O se lepend spara na jedné
stran¢ odtrhla od struktury dieva, ¢imz se vyrazn¢ omezila moznost prozkoumat distribuci lepené
spary ve dfevé. Presto preparat obsahoval nékolik malo mist, kde byly jasné vyplnény lumeny

buné¢k bez jakéhokoli viditelného ovlivnéni struktury bunééné stény (viz. obr. ¢. 50 a 51).

Obrdzek 50: PUR Safranin O 2,5 %, chloroform, Obrdzek 51: PUR Safranin O 2,5 %, chloroform,
zvétseno 500 X%. zvétseno 500 X%.

8.1.3. Fenol-rezorcin-formaldehvdové lepidlo

Do lepidla PRF byly fluorochromy zaneseny pies rozpoustédlo DMF opét v koncentraci
2,5 hm. % ze smési lepidla. Pii ptipraveé preparata se struktura dieva odtrhavala od lepené spary.
Zatimco Safranin O v lepidle emitoval dostate¢né zaieni, Rhodamin B byl v lepidle pomoci

fluorescen¢ni mikroskopie nedetekovatelny z diivodu zhaseni zéateni lepidlem.

Fluorochrom Rhodamin B — koncentrace 2,5 % v lepidle

PRF lepidlo mélo tendenci zhaSet emisni zafeni Rhodaminu B tak, Ze pfi pofizovani
snimkii bylo zapotfebi nastavit snimdni tak, aby struktura dfeva vykézala sekunddrni
fluorescenci, avsak ani z takto porizenych snimki nelze piesné posoudit distribuci lepidla
ve struktufe dfeva. Vzhledem ke zhaSeni zafeni emitovaného Rhodaminem B nebylo mozné

vytvoftit detailni snimky (pfi zvétSeni 500x%).
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Obrazek 52: PRF lepidlo, Rhodamin B 2,5 9%,
zvetseno 200 .

Fluorochrom Safranin O — koncentrace 2,5 % v lepidle

Na rozdil od vzorkG obarvenych Rhodaminem B, vzorky obarvené Safraninem O
nevykazaly zhaseni zafeni emitovaného fluorochromem. Diky tomu bylo mozno vytvofit takové
podminky snimani, Ze zafeni emitované strukturou dieva bylo naprosto potlaceno a bylo mozné
pozorovat pouze pryskyfici ve struktufe dieva. Z obrazku €. 53 je patrné, Ze pryskyfice opét
kopiruje tvar lumeni bunék, nicméné na nékterych mikrosnimcich vykazuji bunééné stény

znaky piipadné emise fluorochromu, tzn. mozného prosyceni (viz obr. ¢. 54).

Obrazek 53: PRF lepidlo, Safranin O 2,5 %, zvétseno  Obrazek 54: PRF lepidlo, Safranin O 2,5 %, zvétSeno
500x. 500x.
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8.1.4. Melamin-modovino-formaldehydové lepidlo

Fluorochrom Rhodamin B — koncentrace 2,5 % v lepidle

Preparaty ptipravované ze vzorka zalepenych MUF lepidlem vykéazaly u Rhodaminu B
stejnou tendenci zhaSeni, jako tomu bylo u PRF lepidla. Prestoze je MUF na rozdil od PRF
lepidla bilé, zptsobilo zhaSeni zafeni emitovaného Rhodaminem B. Z toho divodu byl
pofizen pouze snimek pii zvétSeni 100%, ktery zobrazuje nizkou sekundarni fluorescenci
celuldzy (viz. obr. €. 55). Na vétsi rozliSeni se optickou mikroskopii v rezimu fluorescence nedal
poftidit zddny vypovidajici snimek. Na tomto snimku lze vidét slabé se vykreslujici strukturu

dfeva a MUF lepidlo je, stejné jako vzduch obsazeny v lumenech bungk, vykreslen ¢erné.

Obrazek 55: MUF lepidlo, Rhodamin B 2,5 %,
zvetseno 100 x.

Fluorochrom Safranin O — koncentrace 2,5 % v lepidle

Safranin O opé¢t vykazal dostatecné emitujici zateni 1 v MUF lepidle a sniméani obrazu
mohlo byt nastaveno tak, aby nebyla zachytdvana zddna informace sekundarni fluorescence
struktury dfeva a byla zobrazena pouze obarvena pryskyfice (viz. obr. ¢. 56 a 57). Z téchto
snimki je patrné, Ze pryskyrFice pouze vyplnila lumeny bunék a Zadna jeji frakce nepronikla

do struktury bunécné stény.

Obrdzek 56.: MUF lepidlo, Safranin O 2,5 %, zvétSeno ~ Obrdzek 57: MUF lepidlo, Safranin O 2,5 %,
500 x. zvétseno 500 .
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8.2. Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie byla provedena na inverznim konfokalnim mikroskopu Leica
SP8, ktery se nachazi na VUVeL v Brng, pod vedenim PharmDr. Josefa Maska, Ph.D. Byl pouzit
objektiv se zvétsenim 20x, pfiblizeni mist zajmu pak bylo provedeno digitalné. Vzhledem
k digitalnimu piiblizovani nelze ptesné urcit, kolikrat je dany obraz zvétSsen. Vzhledem
Kk nastaveni pfistroje byla pfifazena emisnimu zafeni fluorochromu Safranin O zelena barva. U
konfokalni mikroskopie bylo také vyuzito fluorescencniho zafeni, na které bylo toto pozorovani
zaméfeno. Vyhoda konfokalniho mikroskopu spocivala v tom, ze namisto klasické vybojky byl
K emitujicimu zafeni pouzit laser (moznost nastaveni rozpéti vinovych délek). Hlavni vyhoda
konfokalniho mikroskopu vSak spocivala v ostrosti a hloubce zobrazeni, kdy pomoci
konfokalniho mikroskopu byly postupné sesbirany informace z jednotlivych rovin do hloubky
10 um, které¢ byly poskladany do vysledného snimku. Spolu s pozorovanim fluorescen¢niho

zateni byl vzorek simultanné sniman v prochazejicim svétle (viz. obr. €. 58).

240 83 pm

Obrizek 58: Struktura smrkového dieva v okoli lepené spary, pouzito epoxidové lepidlo, vievo fluorescencni
signal fluorochromu Rhodamin B (2,5 %), vpravo vzorek zobrazen v prochdzejicim svétle, foto J. Masek,
VRI Brno.

73



8.2.1. Epoxidové lepidlo

Ptes zvySenou ostrost konfokédlni mikroskopie a lepSimu detailnimu zobrazeni
jednotlivych preparatii se vysledky shodovaly s vysledky fluorescencni mikroskopie. Pryskytice
kopiruje lumeny bunck a bunééné stény jsou syté ¢erné, coZ znamena, Ze lepidlo neproniklo

do jeji struktury.

Fluorochrom Rhodamin B — koncentrace 2,5 % v lepidle

Obrazek 59: Epoxidové lepidlo, Rhodamin 2,5 %, vlevo fluorescencni zareni fluorochromu, vpravo vzorek
zobrazen v prochdzejicim svétle, foto J. Masek, VRI Brno.

Fluorochrom Safranin O — koncentrace 2,5 % v lepidle

Obrazek 60: Epoxidové lepidlo, Safranin 2,5 %, vievo fluorescencni zdareni fluorochromu, vpravo vzorek
zobrazen v prochdzejicim svétle, foto J. Masek, VRI Brno.

Na obrazku ¢. 60 Ize pii zobrazeni v prochazejicim svétle vidét odtrzenou strukturu dieva
od epoxidové pryskyfice, jez vyplnila lumen buiiky. Vzhledem k tomu, Ze pryskyfice odtrzena
od bunécnych stén dieva ma hladké hrany kopirujici lumen buiiky a veskera struktura dieva se

od ni hladce odtrhla, Ize s jistotou potvrdit, ze se epoxid nachazi pouze v lumenech bunék.
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8.2.2. Polyuretanové lepidlo

Fluorochrom Rhodamin B, rozpoustédlio DMF — koncentrace 2,5 % v lepidle

Preparaty ptipravené ze vzorka zalepenych PUR lepidlem obarveném Rhodaminem B
v DMF rozpoustédle vykazaly na konfokalni mikroskopii odliSnou distribuci na mikrosnimcich
nez U fluorescen¢ni mikroskopie. Zatimco fluorescencni mikroskopie prokazala pouze vyplnéni
lument a naprosté ztmaveni bunécné stény dieva, na konfokalni mikroskopii vykazaly
fluorescenci i bunééné stény di‘eva (viz. obr. ¢. 61). Mlze se jednat 0 autofluorescenci dieva

nebo o ptipadny priinik do struktury bunééné stény dieva .

e
1 2027 ym 1

Obrazek 61: PUR lepidlo, Rhodamin 2,5 %, DMF, vievo fluorescencni zareni fluorochromu a bunécné
steny, vpravo zobrazeni vzorku prochadzejicim svétlem, foto J. Masek, VRI Brno.

Na obrazku ¢. 63 vlevo je detailngji zobrazena fluorescence jak fluorochromu v lumenu
bunky, tak fluorescence bunécné stény dieva. Dle obrazku fluorescenci vykazuje predevSim
oblast stiedni lamely, a tato oblast je od fluorescence pochdzejici z lumenu bunky oddélena
tmavou ¢asti bunécné stény dieva. Z pridaného snimku v prochazejicim svétle (obr. ¢. 61 vpravo)
jsou bunécné stény prosviceny a znatelné svétlejsi nez PUR lepidlo. Tyto fakty indikuji, Ze
vyobrazena fluorescence bunééné stény je nejspiSe autofluorescenci struktury dieva nebo
o prunik do téchto struktur stény. Prinik muZe byt zptisoben i ovlivnénim viskozity a

tokovych vlastnosti PUR lepidla z diivodu pouziti DMF.
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Fluorochrom Safranin O, rozpoustédlo DMF — koncentrace 2.5 % v lepidle

Preparaty obarvené Safraninem O s pouzitim rozpoustédla DMF vykazaly stejné
vysledky, které byly zjistény pomoci fluorescencni mikroskopie, a to neprosyceni bunécénych

stén.

Obrdazek 62: PUR lepidlo, Safranin O 2,5 %, DMF, vlevo fluorescencni zdfeni fluorochromu, vpravo
zobrazeni vzorku prochazejicim svétlem, foto J. Masek, VRI Brno.

ProtoZe pti pouziti fluorochromu Safraninu O a rozpoustédla DMF bunécné stény dieva
nevykazaly zadnou emisi fluorescencéniho zafeni, ma se za to, Ze fluorescence bunéénych stén
Vv piipad€¢ barveni Rhodaminem B za pouziti DMF byla zpisobena nastavenim pfistroje pfi
snimani téchto vzorki, §lo tedy o autofluorescenci struktury dieva, nikoliv ovlivnénim vlastnosti

lepidla do takové miry, aby proniklo do struktury bunééné stény dieva.

Fluorochrom Rhodamin B, rozpoustédlo chloroform — koncentrace 2,5 % v lepidle

Stejné jako u snimku potizenych konfokalni mikroskopii vzorkd s Rhodaminem B a DMF,
vykazaly 1 snimky se stejnym fluorochromem s pouzitim chloroformu jistou miru emise buné¢né
stény dieva (viz. obr. ¢. 63). Detailnéjsi snimek (obr. ¢. 64) pak prokazuje zavéry vyvozené
Z fluorescencni mikroskopie, Ze PUR lepidlo vyplni lumeny bunék bez ovlivnéni struktury

bunééné stény.
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Obrazek 63: PUR lepidlo, Rhodamin B 2,5 %, chloroform, vlevo fluorescencni zareni
Sfluorochromu, vpravo zobrazeni vzorku prochdzejicim svétlem, foto J. MaSek, VRI Brno.

—— A

Obrazek 64: PUR lepidlo, Rhodamin B 2,5 %, chloroform, vlevo fluorescencni zdreni
fluorochromu, vpravo zobrazeni vzorku prochazejicim svétlem, foto J. Masek, VRI Brno.

Fluorochrom Safranin O, rozpoustédio chloroform — koncentrace 2.5 % v lepidle

Snimky z konfokalni mikroskopie vzorku zalepeného PUR lepidlem s pouZitim
Safraninu O a chloroformu také potvrdily vysledky fluorescen¢ni mikroskopie o vyplnéni

lumenti bunék lepidlem a neprosyceni ptilehlych bunéénych stén.

Obrazek 65: PUR lepidlo, Safranin O 2,5 %, chloroform, vievo fluorescencni zareni
fluorochromu, vpravo zobrazeni vzorku prochdzejicim svétlem, foto J. Masek, VRI Brno.
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8.2.3. Fenol-rezorcin-formaldehvdové lepidlo

Snimky konfokalni mikroskopie potvrdily, Ze PRF lepidlo vykazovalo zhaSeni emisniho
zateni Rhodaminu B v lepidle. Jediné fluorescence, které u téchto vzorki bylo dosazeno, byla
autofluorescence struktury dieva. Preparat obsahujici PRF lepidlo s fluorochromem Safranin
O prokazuje vyhotoven v dostate¢né kvalité, vzhledem ke snimani bylo posouzeno pouze cast
spary, které vykazovalo znaky prosyceni pouze lumenu bun¢k.

Fluorochrom Rhodamin B — koncentrace 2,5 % v lepidle

Obrdazek 66: PRF lepidlo, Rhodamin B 2,5 %, vlevo autofluorescence dieva, vprao zobrazeni vzorku
prochazejicim svetlem, autor snimku foto J. Masek, VRI Brno.

Fluorochrom Safranin O — koncentrace 2,5 % v lepidle

Obrazek 67: PRF lepidlo, Safranin O 2,5 %, vlevo
fluorescencni zareni fluorochromu, vpravo zobrazeni
vzorku prochdzejicim svetlem, foto J. Masek, VRI
Brno.

8.2.4. Melamin-mocovino-formaldehvdové lepidlo

Konfokéalni mikroskopie potvrdila tendenci MUF lepidla zhaSet emisni zafeni

fluorochromu Rhodaminu B. Ze snimkl vzorkii zalepenych s pouzitim Safraninu O bylo
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potvrzeno, ze MUF lepidlo, stejné jako ostatni lepidla, pouze prosytilo lumeny bunék bez

proniknuti do buné¢né stény dreva.

Fluorochrom Rhodamin B — koncentrace 2,5 % v lepidle

o N
ey
T

Obrdazek 68: MUF lepidlo, Rhodamin B 2,5 %, vlevo autofluorescence dreva, vpavo zobrazeni vzorku
prochazejicim svetlem, foto J. Masek, VRI Brno.

Fluorochrom Safranin O — koncentrace 2,5 % v lepidle

Obrazek 69: MUF lepidlo, Safranin O 2,5 %,
fluorescencni  zareni fluorochromu ve strukture
dreva, foto J. Masek, VRI Brno.
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UV-VIS Spektroskopie

jak vzorky fluorochromu, tak i vzorky lepidel s koncentraci fluorochromu 2,5 hm. %, které byly
meéfeny pomoci intenzity odrazeného zafeni. Nékteré vzorky byly ovlivnény fluorochromem a
nebylo je mozné umistit do ptistroje (MUF/Rh, PRF/Sfr, Epoxid/Sfr). Absorp¢ni spektra vzorki
lepidel s obsahem fluorochromt jsou zndzornény na nasledujicich grafech, u kterych je patrné,
ze lepidla PRF a MUF vykazuji v UV-VIS spektru minimalni pohltivost (absorbanci). Tento jev
byl prokazan i1 na vyse provedené fluorescenci, kdy u téchto dvou typii lepidel na aminové bézi
nebylo v rozmezi excitovaného svétla na piistroji Leica DM4000 M LED vhodny typ filtru pro

vy$$i vinové délky. Zejména PRF lepidlo s fluorochromy vykazaly velmi nizkou hodnotu

absorbance v fadech 10%.
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Graf 4: Absorpcni spektra vodného roztoku Safraninu O a lepidel s obsazenym Safraninem O.
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8.3. TEM analyza

Kvalita vyslednych snimktt TEM analyzy velmi zavisi na ptipravé preparati, které se po
vlozeni na sitko mikroskopu snimaji. Nejprve byly snimky snimény po sefezdni na
ultramikrotomu po zmrazeni povrchu dfeva tekutym dusikem. To vedlo k trhani vétSiny
preparatl, coz se odrazilo na kvalit¢ ziskanych snimki. Proto bylo pfistoupeno na zafixovani
vzorkti do SPURR pryskyfice a ptiprave ultra-mikrotomickych fezii pro naslednou TEM analyzu.

Vybrané snimky pro jednotliva lepidla pak odhalily distribuci rozmisenych nanoc¢éstic CaCOs.

8.3.1. Epoxidové lepidlo

Na TEM snimku epoxidového lepidla je patrné, Ze dispergované nanocastice CaCOzs byly
pfi migraci lepidla strukturou dieva zachyceny na rozhrani lumenu buiiky a bunécéné stény
dieva. Toto je v kombinaci s vysledky z fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie jasny dikaz

toho, Zze EPOLAM 2017, ani Zadna jeho frakce, nepronika do bunécné stény dieva.

Obrézek 70: TEM snimek epoxidovo lepidla s 4 % anocasttc CaCOs,
foto P. Kulich, VRI Brno.
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8.3.2. Polyuretanové lepidlo

Navzdory zavérim usuzovanych z fluorescencni a konfokalni mikroskopie, TEM snimky
polyuretanového lepidla s dispergovanymi nanoc¢asticemi vykazuji znaky, ze nanocastice CaCO3
se nachazeji ve struktuie bunééné stény. Z toho mizeme usuzovat na ¢asteéné difundovani
PUR lepidla do bunécné stény di‘eva. Zatimco na obr. €. 72 je patrné, Ze nanocastice kopiruji
nékteré lumeny bunék, 1ze na tomto snimku nalézt nékolik mist, ve kterych se nachazi bunééna
sténa s obsahem dispergovanych nanocastic. Z obr. €. 71 lze také usuzovat na proniknuti PUR
lepidla do bunééné stény. Na tomto snimku je viditelny obsah nanoc¢astic v bunécné sténé dieva
V misté kiizeni bunéénych stén. V takovych mistech je pouze malo pravdépodobné, ze by se zde
nachazela tecka, kterou by lepidlo do bunécné stény proniklo, miZeme tedy usuzovat na

difundovani PUR lepidla skrze strukturu bunécéné stény.

Obrizek 71: TEM snimek vzorku sPUR lepidlem a 4 %
nanoCaCQOs, foto P. uIich RI Brno.

. 1 J 1000
Obrazek 72: TEM snimek zobrazujici distribuci nanocdstic
CaCOs nesenych PRF lepidlem (4 % pridavek v lepidle), foto P.
Kulich, VRI Brno
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8.3.3. Fenol-rezorcin-formaldehydové lepidlo

Navzdory vysledkiim méfeni torznich momentt, kde PRF lepidlo dosahovalo nejvyssich
hodnot, z ¢ehoz lze usuzovat také na nejvétsi viskozitu z pouzitych lepidel, je z TEM snimku
zcela o€ividné, ze PRF prosytilo bunéénou sténu dieva. PRF nejenze proniklo do sekundéarni
buné&né stény, ale prosytilo i oblast stfedni lamely, na coz miZeme usuzovat z distribuce
nanocastic CaCOs, jez jsou rovnoméerné rozprostieny skrze cely prifez bunééné stény dieva. Je
vSak zajimavé, Ze zatimco bunécnd sténa jasn€¢ obsahuje dispergované nanocastice, jejich

mnozstvi v pryskyfici, kterd se nachazi v lumenech bunék, je znaéné omezena.

Obrazek 73: TEM snimek bunécné steny s obsahem nanocdstic
rozmisenych v PRF lepidle, foto P. Kulich, VRI Brno.
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8.3.4. Melamin-mocéovino-formaldehydové lepidlo

TEM snimky MUF lepidla s dispergovanymi nanocasticemi ukazuji na to, Ze jsou
nanocastice piitomny ve struktufe bunécné stény dieva. To ukazuje na difundovani frakce
MUF lepidla do bunééné stény dieva, stejné jako u PRF lepidla. To potvrzuje schopnost MUF
pryskyfice pronikat do struktury bunééné stény dieva, kterd byla prokdzana v jinych studiich.

201000 [l

Obrazek 14: TEM snimek prosycené bunecné stény 4 % nanocastic
CaCOs3 v MUF lepidle, foto P. Kulich, VRI Brno.
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8.4. SEM a EDX analyza

A) NanoCaCOs

Vzhledem K negativnimu ovlivnéni vlastnosti pryskyfice se zvySujicim se piidavkem
nanocastic byl pomoci SEM a EDX analyzy sniman pouze vzorek s ptidavkem 5 hm. %. Pro
ucely diplomové prace byl vyhodnocovan vzorek zalepeny epoxidovou pryskyfici. Vzorek dieva
byl zarovnan sklenénym nozem pomoci ultramikrotomu. Namisto zafixovani do pryskyfice byl
vzorek sefezavan po zmrazeni povrchu dreva tekutym dusikem. Vzorek obsahoval oblast
struktury dieva (viz. obr. ¢. 75), kde se nachézela také pryskytice s dispergovanymi ¢asticemi.
Na této oblasti byla provedena EDX analyza, kterd ukézala, Ze se v jednotlivych lumenech bunék
nachazi shluky ¢astic CaCOgs. Signal zachycujici tyto ¢astice byl pozorovan v celém priiezu,
avsak ne vSechen signal musi jednoznacné nalezet nanocésticim CaCOs, do jisté miry jde o tzv.
$um. Ze se jedna o nanoCaCOs jde s jistotou Fici pouze v mistech shluki v lumenech bunégk (viz.

¢ervené tecky na obr. ¢. 76).

SE MAG: 502 x HV: 20.0 KV WD: 15.0 mm B WD 50mm g ;

Obrazek 75: SEM snimek zkoumané oblasti na  Obrazek 716: Kombinace SEM snimku a EDX prvkové
smrkovém drevé s pridanymi nanocasticemi CaCOgz,  analyzy oblasti zajmu, zvétseni 500 x, foto J. Klima.
zvetseni 500 %, foto J. Klima.

Pozorované shluky nanocastic ukazuji jednak na jejich nedostate¢nou dispergaci
Vv pritbéhu piipravy smési. Z toho diivodu nelze usuzovat, zda epoxidova pronikla do bunécné
stény, ¢i nikoliv. Vzhledem ke znacnému sbéru informaci, které jednoznac¢né neptipadaji
nanocasticim CaCOs usuzujeme, Ze¢ 5% piidavek nanocastic do lepidla je pro uspéSnou
SEM/EDX analyzu nedostateény. AvSak rostouci koncentrace nanocastic velmi negativné
ovliviiuje zejména viskozitu pryskyfice, coz miize mit za nésledek ovlivnéni pronikani
pryskyfice do struktury dieva. S nejvétsi pravdépodobnosti neni postup zvySovani koncentrace

nanocastic CaCOs pro tuto metodu vhodny.
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B) Jod

Pomoci SEM a EDX analyzy byly nejprve vyhodnocovany vzorky smrku a buku zalepené
epoxidovou pryskyfici s 4% koncentraci I.. Vzorky byly zarovnany na ultramikrotomu po
zmrazeni povrchu dfeva tekutym dusikem. Na vzorcich byla patrnd mista, kde byla jasné
definovana struktura dieva s obsahem pryskyfice. Snimani téchto vzorkt prokazalo, Ze signal je
rovnomérné rozprostien skrze cely snimek a z toho lze vyvodit zavér, ze 4% koncentrace I»

v lepidle je nedostate¢na.

& 4 \
Ry f s IR

T iy filom b & L | B, (e oo SRS SR SR e et
Obrazek T7: Kombinace SEM a EDX snimku vzorku  Obrdzek 78: Kombinace SEM a EDX snimku vzorku
smrkového dreva s pridavkem 4 % I, do epoxidové  bukového dreva s pridavkem 4 % I do epoxidové
pryskyrice, zvétseni 850 %, foto J. Klima. pryskyrice, zvétseni 500 %, foto J. Klima.

V cévé buku, kde se jednoznaéné nachazela pryskyfice Sobsazenym jodem, byla
provedena bodova prvkova analyza, kterd se nachazi v tabulce ¢. 4. Spektrogram vytvoteny pii

snimani je pak na obr. ¢. 79.

Tabulka 4: Prvkovd analyza pryskyrice v cévé buku potvrzujici pFitomnost jodu v ni:

Spectrum C o Cl Au |
Obig‘:ts 65.3 294 0.2 38 38

86



cps/eV

2.54

2.0

0.51

Gl lc

10 Au cl 1

L e S D T e

keV'
Obrazek 19: Spektrogram zobrazujici piky jednotlivych prvkii obsazenych v epoxidové pryskyrici s 4%
pridavkem b.

Pfi snimani vzorkt smrku zalepenych pryskyfici s 4% obsahem Iz bylo provedeno plosné
mapovani prvki skrze cely zobrazovany prufez. Pii analyze vzorku zalepeného s 10 % I» vSak
bylo pfistoupeno ke skenovani jednotlivych oblasti, a to bunééné stény dieva v kontaktu
s epoxidovou pryskyfici (2 mista) a oblasti epoxidové pryskyfice nachazejici se v lumenu

smrkového difeva. Analyzovand mista se nachazela blizko lepené spary.

7 .
,//’! N !
5 (P o i N
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE | | ™irA3 TEscan
SEM HV: 20.0 kV 20 pm 4535 20 pm
AdMas - FAST VUT Brno SE MAG: 2020 x HV: 20.0 kV WD: 15.0 mm

Obrazek 80: SEM snimek zkoumané oblasti  Obrazek 81: SEM snimek se zkoumanymi misty zajmu,
s epoxidovou pryskyrici s 10% obsahem |y, zvétseni  priblizeni 2000%, foto J. Klima.
2000, foto J. Klima.
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Ve vzorku zalepeném epoxidovou pryskyftici s 10 % pfidaného Iz byly postupné provedeny
prvkové analyzy pro bunéénou sténu (,,Objects 44 a 45°) a poté pro epoxidovou pryskyfici
nachazejici se v lumenu smrkového dieva (,,Objects 46). Vysledky této analyzy jsou uvedeny
Vv nésledujici tabulce €. 5. Bylo potvrzeno, ze v pryskyfici nachéazejici se uprostfed lumenu bunky
bylo obsazeno 9,7 % I>. V oblastech bunéénych stén bylo zjisténo zastoupeni jodu hodnotou cca
1,4 %, avSak toto procentudlni zastoupeni je natolik malé a ovlivnéné chybou, Ze nelze
jednoznacéné potvrdit I vV bunécné sténé dieva. Z toho 1ze usuzovat, ze epoxidova pryskyfice
nepronika do bunécné stény dreva. Spektrogram jednotlivych prvkia z provedenych méfeni jsou

zobrazena na obr. ¢. 82.

Tabulka 5: Procentudlni zastoupeni jednotlivych prvkii analyzovanych oblasti:

Spectrum C @] Cl Au |
Objects 44 | . 5 29,4 0,2 3,8 13
(sténa)

Objects 45 | ¢, o 30,3 0,2 3,2 15
(sténa)

Objects 46 | 7, 15,2 11 2.9 9,7
(pryskyfice)

cps/eV

ol i AR [ L. . - Bt i, L .mquwL.._
4.5

0.5 1.0 1.5 2.0 2‘5 3.0 3.5 4.0

Obrazek 82: Spektrogram zobrazujici piky jednotlivych prvkii obsazenych v epoxidové pryskyrici s 10%
pridavkem D.
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9. Diskuze

Z reserSniho zpracovani dané problematiky jasné vyplyva, Ze vlastnosti lepidel ovliviuji
jejich schopnost priniku do struktury dieva. Zatimco tzv. ,,gross penetration ovliviiuje zejména
viskozita, na tom, aby pryskyfice pronikla do buné¢éné stény dieva ma veliky vliv distribuce
molekulovych hmotnosti pryskyfice. Nesmime vSak zapominat na to, Ze mimo vlastnosti
pouzitych lepidel a pryskyfic ma na jejich prunik do struktury veliky vliv také struktura a stavba
dieva. Ma se za to, Ze dfevo smrku jde nesnadno prosytit pryskyfici, nejspiSe pro jeho uniformni
slozeni struktury bunééné stény a migraci zajiSténou pomoci dvojtecek. Vliv pronikani
pryskyfice do struktury dfeva ma také napiiklad povrchové napéti, obsah vlhkosti, povrchova
uprava dieva, jeho stafi apod. Je prokazano, ze zvySeny pocet dvojtecek, jimiz lepidlo putuje
Z lumenu do lumenu, mize zpusobit, Ze se pravé skrze tyto tecky lepidlo navaze do bunétné

stény dreva.

9.1. Fluorescencni mikroskopie a konfokalni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie je bezpochyby metoda, kterd je vhodna pro zkoumani
distribuce pryskyfice ve struktuie dieva. V této praci byly pouzity dva fluorochromy, Safranin O
a Rhodamin B, které se osvédCily pii zkoumani zejména epoxidové pryskyrice. Ta vykazala
dobré vysledky, co se ptipravy preparatil tyce, po zmekeeni se pii fezani netrhala od struktury
dfeva a oba fluorochromy v ni obsazené vykazaly dostatenou emisi zareni. AvSak co se
ostatnich pouzitych lepidel ty¢e (MUF, PRF, PUR) je tfeba zminit, Ze Rhodamin B byl do jisté
miry PUR lepidlem zhasSen a co se ty¢e MUF a PRF lepidel, tyto vykazaly rovnéz nizsi emisi
zateni. Dle provedené UV-VIS spektroskopie fluorochrom Rhodamin B ve zminénych lepidlech
vykézal absorpéni maximum pii vySSich vinovych délkéach, ¢ehoz s ohledem na vybaveni
nemohlo byt pfi fluorescenci dosazeno. Safranin O prokazal, ze je vhodny pii pouziti pro v§echna
zminovana lepidla. Nicméné Zadné zlepidel opatfené témito fluorochromy nevykazaly
dostateénou emisi zafeni ve struktuie bunécné stény dieva. Na jednu stranu z toho Ize usuzovat,
ze 74dné z uvedenych lepidel do bunééné struktury neproniklo navzdory tomu, Ze mnoho studii,
a také zavéry z TEM analyzy této diplomové prace, prokazalo pronikani urcitych frakci PRF a
MUF lepidel do bunécné stény dieva. Na druhou stranu je tieba brat v potaz napiiklad rozliSovaci

schopnost optické fluorescenéni mikroskopie.

Vzhledem ke slabé rozliSovaci schopnosti se nabizi alternativa pouZzit namisto
fluorescencni mikroskopie mikroskopii konfokalni. Ta se vyznacuje zejména lepsi rozliSovaci

schopnosti, ale také omezenim sberu informaci z rovin, které lezi nad a pod oblasti zdjmu. V této
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praci konfokalni mikroskopie v podstaté potvrdila zavéry uvedené s ohledem na fluorescencni
mikroskopii. Snimky z konfokalni mikroskopie potvrdily zhaSeni emisniho zafeni Rhodaminu B
obsazen¢ho v PRF a MUF lepidle. Naproti tomu Safranin O opét potvrdil ur€itou miru
pohltivosti zafeni a tim padem urcité znaky fluorescence se vsemi uvedenymi lepidly. Je vSak
tteba zminit, Ze na rozdil od fluorescencni mikroskopie, kde bylo zddouci potlacit emisi zareni
struktury dieva, se tento krok u konfokalni mikroskopie muze jevit jako chybny. Bylo by velmi
vhodné v dalSich krocich provést rovnéz i opatieni struktury dieva latkou, kterda by podpofila
fluorescenci polymert dieva. Pak by konfokalni mikroskopii bylo umoznéno detekovat oba dva

typy emitovaného zateni riiznych fluorochromi a rozlisit lepidlo od struktury dieva.

9.2. TEM analyza

TEM snimky vzorkt zalepenych epoxidovym lepidlem potvrdily zavéry vyvozené
Z fluorescencni a konfokalni mikroskopie, Ze toto lepidlo neprosycuje bunécnou sténu. Pro
polyuretanové a aminova lepidla (PRF a MUF) byla zobrazena distribuce nanocastic CaCOs3
vV buné&cné sténé dieva. Z toho lze usuzovat, ze 4% piidavek nanocastic do lepidel neovlivni
vlastnosti lepidel natolik, aby lepidla nebyla schopna se alespon ¢aste¢né provazat se strukturou
bunécné stény dieva. Transmisni elektronova mikroskopie je tedy pii studiu problematiky
priniku lepidel do bunécné stény dieva velmi vhodnym ndstrojem, kterd muizZe pii spravné

pfipravé snimanych preparatl potvrdit/vyloucit interakci lepidel s bunéénou sté€nou.

9.3. SEM a EDX analyza

SEM a EDX analyza je osvéd¢ena metoda, ktera je pii studiu problematiky prosycovani
bunécnych stén hojné vyuZzivana. Jeji nevyhodou je vSak adekvatni zakomponovani latky s vyssi
atomovou hmotnosti do struktury lepidla. V mnoha studiich byl do struktury lepidla
zakomponovan brom, avSak jiz pfi vyrobé zkoumané pryskytice. Tim je omezeno zkoumani
komer¢n€ vyrabénych produkti, které zjejich formulace neobsahuji Zadné latky, které by
prokazaly ptipadny prinik do bunééné stény dieva. V této studii byly zkoumany vzorky
s ptfidavkem nanocastic CaCOs ve formé prasku a ptidavkem I» ve formé roztoku do epoxidové
pryskyftice. Tato metoda se pro ucely nepiimé identifikace pryskyfice v bunécné sténé dieva jevi
jako nadéjna. Zda se, ze ptidavek jak nanocastic CaCOg, tak 12 do 10 hm. % neovliviluje
viskozitu lepidel natolik, aby byl ovlivnén prinik do struktury dfeva. Tento relativné nizky
pridavek latek do lepidel je na hrané detekovatelnosti EDX prvkové analyzy, nicméné pomoci
jodu v 10% koncentraci byla prokazana interakce epoxidového lepidla s bunécnou sténou tak,

ze do stény epoxidové lepidlo nepronika.
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VEtsi koncentrace pridavanych latek se nedoporucuje s ohledem na zménu viskozity
lepidel, ackoli by vétsi koncentrace nanoCaCOsz a l» Vv lepidle znamenala prokazatelnéjsi
vysledky EDX prvkové analyzy. Vys$s$i koncentraci je ovlivnéna zpracovatelnost a tedy i

schopnosti lepidel proniknout do bunééné stény dieva.
Celkové shrnuti:

Z vyse uvedeného vyplyva, ze 1 pii pouziti riznych metod pii zkoumani vybranych
pryskyfic mize byt dosazeno rozdilnych vysledkl. Pravé vybér vhodné metody je pro uspesné
studium problematiky pronikani pryskyfic do bunétné stény dieva kriticky. Nékteré z metod
(naptiklad FTIR, NMR, DMA) je velmi zatézko pouzit, a ani ovétené zobrazovaci metody nejsou
pro toto studium vypovidajici, pii nejlepSim z nich Ize na prosyceni bunécnych stén pouze
usuzovat. Z hlediska parametri lepidel lze pfipocCist vyss§i vdhu nadmolekulové struktuie
a molekulové hmotnosti nad technologickymi parametry (viskozita, smaceni). Pouze
nizkoviskézni pryskytice (UF, PF) se vyznacuji natolik malymi molekulami, ze tyto molekuly
difunduji celym prifezem bunécné stény a zcela ji prosycuji. Takové molekuly pronikaji do
struktury bunéné stény mezi jednotlivymi mikrofibrilami, a mohou reagovat s polymery
obsazenymi ve diev€. Velké molekuly lepidel se zpravidla zachytavaji na rozhrani lumenu
a bunécné stény dreva, kterd se chové jako sito, jez velké molekuly nepropusti dale do struktury
stény. Mohou vSak nastat pfipady, Ze 1 u vysokomolekularni pryskyfice (napf.
vysokomolekularni PRF s Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti) se jeji nizkovisk6zni
frakce navdze do bunécné stény dieva, kde mlze zlstat ve své plivodni, nevytvrzené, podobg,
anebo se navazat a reagovat s polymery obsazenymi ve dieveé. V dnesni dobé existuje mnoho
studii, které potvrzuji, Ze prosyceni bunécnych stén nizkoviskdznimi pryskyficemi a jejich
nasledné vytvrzeni zlepSuje vlastnosti difeva, predevSim co se odolnosti proti biotickym
Skidcim, hnilobé zpiisobené houbami a pisobeni vlhkosti tyce. Jde vSak o specifické odvéetvi
modifikace dieva a nema nic spole¢ného s lepenim prvka, jako takovym. Ackoli se vSeobecné
uvazuje na to, ze pti proniknuti lepidla do buné¢né stény dieva miize byt lepena spara kvalitnéjsi,
pevnéjsi a vykazovat vétsi trvanlivost, vzhledem k destrukénim charakteriim metod pouzivanych
pro urceni pfitomnosti lepidla v bunécné sténé dieva existuje velmi malo studii, jeZ by tuto tezi
potvrdily. Nevyhodou vétSiny metod, kterymi lze usuzovat na piipadny prunik lepidla do
bunécné stény dreva, je priprava takovych vzorki, které néasledné nelze otestovat na pevnost
lepeného spoje, pfipadné jejich trvanlivost v riznych prostiedich. V takovych ptipadech je
mozno pouzit naptiklad zkousku nanoindentace, kterou Ize v misté piipadného priniku lepidla

do bunécné struktury dieva experimentalné ovéfit modul pruznosti a lokalni tvrdost.
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Nanoindentace je navic v hrubém méfitku neinvazivni metoda, kterd zanechava ve vzorku
zarazky maximaln¢ v fddech mikrometrl, a tak neovlivni dal$i chovéani vzorku pfi jinych
zkouskach (pevnost v tahu, trvanlivost apod.). Zustdva zde vSak omezeni, a to potieby
mikroskopie (vétSinou AFM), kterd potvrdi, ze je nanoindentace provadéna presné v misté
bunécné stény dieva, a s tim je analogicky spojena i ptiprava preparatu vhodného ke zkoumani
pod mikroskopem. Do dneSniho dne neni piesné¢ znamo, jak nékterd lepidla ve dieveé funguji,
jaka je hlavni podstata jejich adheze a dobré trvanlivosti. Je to pravé chybéjici znalost téchto
mechanism, kterd by mohla leccos napoveédét o pronikani lepidla do bunécné stény dreva, aniz
by vzorky musely byt specialné piipraveny K provedeni vhodnych metod potvrzujici pronikani
pryskyftice do bunécné stény dieva. Vétsina lepidel obsahuje frakce jak s nizkou molekulovou
hmotnosti, které jsou vhodné pfedev§im z diivodu zpracovatelnosti a tokovych vlastnosti, tak
frakce s velkou molekulovou hmotnosti, které jsou v lepidle obsazeny za ucelem zvySeni
vysledné pevnosti vytvrzeného polymeru. Tato rozmanitost frakci riznych molekulovych
hmotnosti pak mize vyustit v to, Ze se na jednom lepeném vzorku mohou nachazet neprosycené
bunééné stény, a zdroven i Casti bunéénych stén, jez jednoznacn€ obsahuji urcitou cast
nanesené¢ho lepidla. AvSak 1 v tomto pfipadé zde vyvstava otazka, zda je toto alespon ¢astecné
prosyceni ovlivnéno molekulovou hmotnosti a viskozitou lepidla, nebo bylo prosyceni
umoznéno lokalni zménou struktury dfeva. VétSina zobrazovacich metod, jez jsou pro vyzkum
distribuce ve struktufe difeva vhodné, jsou zaloZeny na zdmérném piidani ,,cizi* latky (napf.
fluorochromu nebo latky svysSi atomovou hmotnosti), kterou Ize pomoci vhodnych
zobrazovacich nebo analytickych metod jasné¢ diferenciovat od bunécné stény dieva. Je zapotiebi
brat v ivahu navazani téchto cizich latek do lepidla, aby byly neseny pryskyfici a nedochazelo
k jejich aglomeraci. V nékterych studiich byla cizi latka do pryskyfice zakomponovana pii
procesu vyroby dané pryskyfice, avSak pfi tomto procesu vznika ta nevyhoda, ze nelze testovat
pramysloveé vyrabéné pryskyfice, jejiz vlastnosti pro analyzu nemohou byt upraveny jinak nez
dodateénym zakomponovanim cizi latky. Dodatecné ptidavani cizich latek do struktury
pryskyfice vSak s sebou nese ovlivnéni (vétsinou negativni) vlastnosti definovanych technickym
listem (viskozity). Kdyby i po tomto negativnim ovlivnéni vlastnosti bylo prokazano pronikani
do bunécnych stén dieva, nehledé na lokalni zmény struktury dieva, celym prufezem, dalo by se
tak usuzovat na stejné chovani i1 pfi pouzZiti nemodifikované pryskyfice. AvSak vzhledem
k mnozstvi proménnych, které pii pronikani pryskyfice do struktury bunécné stény dieva

vstupuji, je dosazeni takovych vysledkll téméf nerealné.
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10. Zavér

Hlavni naplni diplomové prace bylo vybrat a také aplikovat vhodné a dostupné metody pro
identifikaci pfipadného priniku vybranych druht lepidel (epoxidové EPOLAM 2017, MUF
1247, PRF 1711, a polyuretanové KESTOPUR 1030) do bunééné stény dieva. Byly posouzeny
nékteré vlastnosti vybranych lepidel a z vysledkd prace lze usuzovat, ze podstatny vliv na
pronikani lepidel do struktury bunééné stény lze piipocist pfedevsim distribuci molekulovych
hmotnosti jednotlivych pryskyfic. S ohledem na vysledky méteni hodnot torznich momentt a
vysledkd provedenych analyz nelze usuzovat na vliv velikosti t€chto hodnot na prunik lepidel

do struktury dieva.

Podstatna ¢ast prace byla zaméfena jednak na reSer$ni zpracovani publikaci zabyvajicich
se problematikou pronikani a prosycovani bunéénych stén dieva pryskyficemi a dale na
praktickou aplikaci vybranych metod. Pro ucely prace byly vybrany metody zobrazovaci
vyuzivajici jevu fluorescence zamérné ptidanych fluorochromd do lepidel, resp. detekci zamérné
pfidanych prvk do lepidel prvkovou analyzu (EDX) a ovéfenim vyskytu prvka detekei

morfologie jejich tvaru (TEM analyza).

Pro fluorescenci byly vybrany fluorochromy Safranin O, jiz ve formé roztoku, a Rhodamin
B, ktery byl v praskovém stavu. V rdmci ovéieni emise zafeni pouzitych fluorochromti byla
provedena UV-VIS spektroskopie, jejimz vysledkem byla stanovena absorp¢ni maxima vodnych
roztokli pouZitych fluorochromli (572 nm pro Rhodamin B a 536 nm pro Safranin O). Pro
stanoveni vhodné koncentrace fluorochromu v lepidle byly ovéfovany vzorky epoxidu
s koncentracemi 0,5 hm %, 2,5 hm. % a 5 hm % obou druht flourochromt. Toto ovéfeni vedlo
K urceni jednotné koncentrace 2,5 hm. %, ktera byla nasledné pouzita pro v§echna ostatni lepidla
a oba pouzité¢ fluorochromy. UV-VIS spektroskopie byla provedena i pro smési lepidel

S obsaZenymi fluorochromy.

Epoxidova pryskyfice pii snimani na fluorescencni mikroskopii vykazala prosyceni
lumenti v okoli lepené spary a nebylo potvrzeno jeji pronikiani do bunééné stény dreva.
U vSech zbylych pouzitych lepidel byl efekt fluorescence niZsi, coz bylo potvrzeno i
dosaZzenymi hodnotami absorbanci téchto smési pomoci UV-VIS spektroskopie. Zejména
fluorochrom Rhodamin B obsazeny ve fenolickych lepidlech (PRF, MUF) nevykazal na
fluorescencni mikroskopii pifi pouzitych vinovych délkach excitovaného zafeni vyrazny efekt
emitovaného zafeni. Pro tyto lepidla mikrosnimky fluorescence maji nizsi vypovidaci schopnost

a nelze jednoznacéné urcit piipadnou afinitu a prinik lepidel do bunécné stény dieva.
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Na konfokalni mikroskopii byly snimany mikroskopické prepardty ptipravované pro
mikroskopii fluorescen¢ni. Nehledé na vétsi rozliSovaci schopnost, zadny ze zkoumanych
vzorkiu nevykazal podstatnou emisi zaieni fluorochromu v bunééné sténé di‘eva, vSechna
lepidla pouze vyplnila lumeny bunék. Konfokalni mikroskopii byla také potvrzena absence
emise zafeni na pouzité vinové délce excitovaného zafeni pfi snimani vzorki MUF a PRF

s Rhodaminem B.

Pro TEM analyzu byly do lepidel rozmiseny 4 hm. % nanocastic CaCOs, kterd svou
distribuci mohou napovédét o migraci lepidel ve struktufe dieva. Nanocastice dispergované
Vv epoxidovém lepidle se nachazely na rozhrani lumenu buiiky a bunécné stény dieva. To jasné
indikuje, ze Zadna frakce epoxidového lepidla nepronikd do bunéfné stény dreva.
U ostatnich lepidel (PRF, MUF, PUR) TEM analyza prokazala vyskyt morfologie nanocastic
V bunééné sténé. U PUR lepidla se mnoho dispergovanych ¢éstic nachdzelo na hrané lumenu
buiky, avS§ak byla prokazana jejich pritomnost i ve struktuife bunécéné stény. To muze
znamenat, ze PUR lepidlo difunduje do struktury bunécné stény, nebo lze usuzovat také na
lokalni zménu struktury dfeva, kterd by navazani se PUR do buné¢né stény dieva umoznilo.
TEM snimky PRF lepidla prokazaly uplné prosyceni bunécéné stény dieva, vzhledem
k pfitomnosti nanocastic i v oblasti stiedni lamely. Stejné vysledky byly dosazeny také u MUF

lepidla, které vykazalo prosyceni sekundarni bunééné stény.

Provadéna SEM a EDX analyza prokazala svou vhodnost k uréeni ptitomnosti a distribuce
zamé&rn¢ piidanych latek, zejména jodu. V této diplomové praci bylo pro tuto metodu pouZzito
epoxidové lepidlo s rozmisenymi nanoc¢asticemi CaCO3s V mnozstvi 5 hm. % a elementarniho
jod, ktery byl do epoxidové pryskyfice zakomponovan v roztoku jodu v DMF rozpoustédle.
U vzorku s 5 % CaCOs se neprokazalo proniknuti epoxidové pryskyiice do bunécné stény
dfeva, snimky ztéto analyzy navic prokdzaly shluky nanocéstic v lumenech bunck. Pro
jednoznacné piitazeni veskerého signalu nanocasticim by bylo zapotiebi pridat do lepidel
v mnohem vét§im mnoZstvi nano€astic, coz by vSak vyrazné ovlivnilo zejména viskozitu lepidel,
a takové ovlivnéni by mélo negativni dopad na schopnost pryskyfice. Dale byly zkoumany
vzorky slepenct dieva lepenych epoxidovym lepidlem obsahujici jod v koncentraci 4 %, 10
hm. % a 30 hm. %. Po zobrazeni téchto vzorki pomoci SEM a EDX analyzy bylo patrné, ze
10 hm. % koncentrace jodu nevykazala vyrazné ovlivnéni viskozity lepidla a jod byl detekovan
pouze Vlumenu buiky, nikoliv v bunééné sténé. Tyto zavéry jsou v souladu s vysledky
fluorescen¢ni mikroskopie a TEM analyzy pro epoxidové lepidlo, ze epoxid nepronika do

struktury bunécné stény dieva.
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NAVRH NA NAVAZUJICI EXPERIMENTY:

Dalsi vyzkum by m¢l byt zaméfen na vyzkum pomoci konfokalni mikroskopie, jez je
vzhledem K relativné snadné piipravé vzorki velice vhodnym nastrojem. V tomto pfipadé¢ je
tieba zamyslet se nejen nad pfidanim fluorochromu do zkoumané pryskyfice, ale také nad
opatienim struktury dfeva jinym typem fluorochromu, jez by podpofil autofluorescenci bunécné
stény dfeva. Poté by bylo mozné usuzovat na prosyceni bunécné stény vlivem zmény barvy pii
piipadném prosyceni struktury bunécné stény. Nesmi byt opomindna ani TEM mikroskopie se
zaméfenim na kvalitnéj$i piipravu vzorku. Ackoli je pfiprava slepenct relativné snadna,
nasledna piiprava mikroskopickych preparati je kriticka. V ptipadé SEM a EDX analyzy
pokracovat ve vyuziti jodu pro zbylé typy lepidel, ¢imz by mohla byt i u téchto lepidel zjisténa

ptipadna distribuce lepidla do bunécné stény dieva.
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