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1. Úvod 

Fluorescence chlorofylu je jev, způsobený emisí energie v podobě záření ve viditelné oblasti 

spektra. Analýzou záření emitovaného z listu lze zjistit fyziologický stav rostliny, její 

vývojové stadium, či stav fotosystému II, který je často prvním indikátorem stresu působícím 

na studovanou rostlinu. 

Fluorescence chlorofylu se mění v závislosti na působení různých stresových 

faktorů, například nadměrné ozáření, vysoká teplota, působení toxických látek a podobně. 

Tím rostlina poskytuje informace o zvládání stresu. Pro tuto práci byly vybrány chemické 

látky, o kterých je známo, že ovlivňují fluorescenci chlorofylu, a to, DCBQ, DMBQ, 

Lawson, TMB a DCMU. 

Cílem této práce je měření difuzní odrazivosti a propustnosti a jejich změn při 

infiltraci listů tabáku virginského Nicotiana tabacum, zahášeči ze skupiny chinonů, 

DCBQ (2-6-dichloro-1,4-benzochinon), lawsonem (2-hydroxy-1,4-naftochinon), 

DMBQ (2,5-dimethyl-p-benzochinon), TMB (3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin),  

a pesticidem DCMU (3(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) o různých koncentracích.  

V rámci bakalářské práce dále bude zkoumán vliv látek na fluorescenci chlorofylu a spektra 

absorpčního a rozptylového koeficientu pomocí metody Monte Carlo photon transport. 

Metoda patří mezi transportní modely, pomocí kterých je sledován pohyb částic, např. 

fotonu, v určitém prostředí. Model MCPT využívá generování sekvencí náhodných cest 

sledovaných částic, které by mohly co nejlépe napodobit reálné jevy. 
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2. Teoretická část 

 

2.1. Spektra odrazivosti a propustnosti 

Interakcí elektromagnetického záření s povrchem rostlinného materiálu dochází 

k několika fyzikálním procesům. Mezi ně patří odrazivost, propustnost, absorpce a rozptyl 

záření. Tyto jevy závisí na vlnové délce, úhlu dopadajícího záření a na vlastnostech 

zkoumaného biologického vzorku. (Šmejkal a Trejbalová 2010) 

 

2.1.1. Odrazivost 

Reflektance (odrazivost) je veličina určena poměrem odraženého světelného záření od 

vzorku vůči záření dopadajícímu. Stejně jako absorbance a propustnost, odrazivost je 

veličina bezrozměrná a je počítána podle rovnice (1) 

 
𝑅 =

𝐼

𝐼0
 

(1) 

kde 𝐼 je intenzita odraženého světelného záření a I0 je světelné záření dopadající na 

zkoumaný vzorek. Míra reflektance se zvyšuje se snižováním úhlu dopadu záření na povrch 

vzorku (Braslavsky, 2006). 

 

2.1.2. Transmitance 

Transmitance (propustnost) je veličina, která popisuje množství světelného záření o určené 

vlnové délce, které prošlo zkoumaným vzorkem a je definována rovnicí (2), 

 

0I

I
T =  

(2) 

kde T je propustnost, I intenzita světla, které prostoupilo vzorkem, a I0 je intenzita světla ze 

zdroje.  

V praxi se transmitance měří relativně vůči referenčnímu vzorku (blanku). V prvním 

kroku se měří intenzita blanku. Poté se měří při stejných podmínkách měří intenzita 

zkoumané látky. Při měření transmitance tímto způsobem lze zanedbat nespecifické ztráty 

intenzity světla. Intenzita blanku je v rovnici (2) vždy rovna 100 % a propustnost vzorku se 

zkoumanou látkou je vždy nižší jak 100 % (Volka a kol. 2006). V praxi je propustnost 

společně s odrazivostí používána při dálkovém snímání dat k neinvazivnímu zjištění stavu 

vegetace (Hovi a kol., 2017).  
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2.1.3. Absorpce 

Absorpce (pohltivost) je definována na základě transmitance jako její záporný dekadický 

logaritmus (3). 

 
𝐴 = 𝑙𝑜𝑔

𝐼0

𝐼
= − 𝑙𝑜𝑔 𝑇 

 

(3) 

Je to schopnost látky pohltit proud fotonů, kde dochází k přechodům valenčních elektronů 

mezi dvěma energetickými úrovněmi. Takovou energii může excitovaná látka buď uvolnit 

formou emise záření či disipaci na tepelnou energii. Míra absorpce je vyjadřována 

extinkčním koeficientem, jenž je veličinou nutnou pro výpočet Lambert-Beerova zákona 

(Gottwaldová 2017; Šmejkal a Trejbalová 2010). 

 

2.1.4. Lambert-Beerův zákon 

„Lambert-Beerův zákon matematicky vyjadřuje závislost absorpce záření na vlastnostech 

materiálu, přes který tok elektromagnetického vlnění prochází. Zákon, vyjádřený jako (4), 

 

 𝐴𝜆 = 𝜀𝜆𝑏𝑐 (4) 

 

kde Aλ je absorpce materiálu při dané vlnové délce, ελ extinkční koeficient látky při dané 

vlnové délce λ (1 cm−1 mol−1), b je tloušťka absorpční vrstvy (cm) a c je molární 

koncentrace absorbující látky (mol l−1), patří k základním vztahům ve spektroskopii“ (Volka 

a kol., 2006).  

K tomuto vyjádření empiricky došel Pierre Bouguer roku 1729, nezávisle na něm pak 

Johann Heinrich Lambert v roce 1760 a August Beer v roce 1852 (Wilkinson a kol. 1997). 

Tento zákon je však platný pouze pro velmi zředěné vzorky. U listů rostlin ho uplatnit nelze. 

Této problematice se detailně věnuje publikace Baránková B. a kol. 2016.  

 

2.2. Spektra absorpčního a rozptylového koeficientu 

K výpoču absorpčního a rozptylového koeficientu existuje celá řada modelů. Pro praktickou 

část této bakalářské práce byl zvolen model Monte Carlo photon transport (MCPT). Tato 

metoda byla zvolena z toho důvodu, že podle našeho mínění nejlépe popisuje chování 

paprsku v listu rostliny. 

 

 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Epsilon
https://cs.wikipedia.org/wiki/Epsilon
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2.2.1. Monte Carlo photon transport model (MCPT) 

Model MCPT byl poprvé představen v čtyřicátých letech dvacátého století,  jako prostředek 

určený pro simulaci fyzikálních dějů. Metoda byla pojmenována Stanislawem Ulamem a 

Johnem von Neumannem,  vědcích, kteří studovali chování neutronů v  

Los Alamos. MCPT statisticky přístupuje ke studiu diferenciálních nebo  

integro-diferenciálních rovnic v přírodních vědách (Metropolis N. a S.Ulam 1949). Metoda 

je nejčastěji využívána ve statistické termodynamice a v atomové fyzice. MCPT je metodou, 

která se začala využívat pro simulaci optických vlastností pro různé typy materiálů ve druhé 

polovině minulého století (Allen a kol., 1973). Nejrozšířenější použití MCPT je 

v biomedicínských aplikacích, kdy se používá pro diagnostické i terapeutické účely laserů a 

jiných optických zdrojů. Pomocí MCPT lze například simulovat difúzní odrazivost 

optických vlastností tkání pro porovnání zdravé a rakovinou napadené tkáně (Wang a kol., 

1995). V poslední době se tato metoda také začala používat pro studium rostlinných vzorků. 

 

2.3. Fluorescence 

Fluorescence je jev, kdy chemická látka pohltí elektromagnetické záření o určité vlnové 

délce, následně část nashromážděné energie uvolní do okolí v podobě emisního záření, které 

má zpravidla delší vlnovou délku oproti záření excitačnímu. Látka schopna fluorescence je 

schopna vstoupit do excitovaného stavu, následně se bezprostředně po excitaci, což je doba, 

kratší, než 10−8 vteřin, navrací do svého základního stavu za uvolnění fotonu. 

(ThermoFischer, 2018).  

Při měření fluorescence se využívají zejména tyto dva typy zařízení, a to filtrační 

fluorometry a spektrofluorometry. Filtrační fluorometr se skládá z excitačního zdroje světla 

(lampy, výbojky, lasery aj.), polarizačních filtrů, cely pro vzorek a z detektoru. Fluorescence 

je tak měřena pomocí emitovaného záření dopadajícího na detektor přes filtr. Filtrační 

fluorometr je vhodný pro kvantitativní měření.  
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Obr. 1: Schéma filtračního fluorometru (Převzato z knihy Spectrochemical Analysis, J. D. Ingle a S. R. Crouch 

1988) 

 

Spektrofluorometry využívají místo polarizačních filtrů monochromátory, pomocí 

kterých je eliminováno záření o nežádoucích vlnových délkách. Monochromátor se skládá 

z optické mřížky či hranolu, jehož pomocí lze světlo rozložit do spektra o jednotlivých 

vlnových délkách. Štěrbinou, která má obvykle nastavitelnou šířku, lze pak vybrat 

požadovaný interval vlnových délek. Spektrofluorometry jsou obvykle poskládány tak, aby 

se hodnota fluorescenčního záření emitovaného ze vzorku měřila kolmo ke směru záření 

excitačního. (Turner Designs, 2018) 
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Obr. 2: Schéma spektrofluorometru (převzato z knihy Spectrochemical Analysis, J. D. Ingle a S. R. Crouch 

1988) 

 

Oproti běžným fluorometrům jsou spektrofluorometry podstatně dražší, ale mají 

výhodu v tom, že jsou schopné měřit v libovolných vlnových délkách (Turner Designs, 

2018). 

 

2.4. Fluorescence chlorofylu 

Chlorofyl a (Chl a) je klíčová fotosynteticky aktivní molekula, která se nachází ve všech 

fotosyntetizujících organismech a je chromoforem reakčních center. Fluorescence 

chloroplastu je jev způsobený zejména molekulou chlorofylu a, který byl vystaven excitaci 

světlem viditelného spektra nebo UV zářením. Asi 90 % fluorescence chloroplastů emituje 

tato molekula z fotosystému II. Fluorescence chlorofylu a spotřebovává průměrně 2-5 % 

z celkové získané energie.  

 Světlo, jakožto zdroj energie, je v rostlině zachycováno anténními pigmenty na 

thylakoidní membráně, kde dochází k excitaci molekul Chl a. Energie z excitované 

molekuly Chl a* je pak pomocí systému přenašečů odváděna buď na fotochemické procesy, 

přeměnu na teplo (tzv. disipace), nebo fluorescenci chlorofylu (Pavlová, 2006).  
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Většina energie získané dopadem záření je zužitkována fotochemickými procesy, přenosem 

protonů a elektronů z vody na NADP+(za vzniku NADPH) a fosforylace ADP na ATP, látky, 

které jsou nutné k fixaci vzdušného oxidu uhličitého do molekuly sacharosy pomocí enzymů 

Calvinova cyklu (Roháček a kol. 2006). 

 Metoda měření fluorescence chlorofylu se v uplynulých letech stala nástrojem 

zejména při studiu ekofyziologie rostlin. Zvýšením nebo snížením naměřených hodnot 

fluorescence chlorofylu lze zjistit fyziologický stav rostliny, funkci fotosyntézy, či úroveň 

fyzického či chemického stresu, jemuž jsou studované rostliny vystavovány. Zároveň lze 

pomocí této techniky studovat děje probíhající na thylakoidních membránách ve 

fotosystémech I a II, jako jsou například mechanismy ovlivňující elektronový transport  

(Maxwell a Johnson, 2000). 

 

2.5. DCMU 

DCMU (3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea), známá pod obchodním názvem diuron, je 

organická, dusíkatá, krystalická pevná látka o molekulové hmotnosti 233.09 g/mol.Tato 

látka byla poprvé syntetizovaná roku 1954 německou agrochemickou a farmaceutickou 

společností Bayer. DCMU patří do skupiny fenylmočovinových pesticidů. Diuron je špatně 

rozpustný ve vodě, ale v organických rozpouštědlech ho však lze rozpustit snadno 

(Pubchem, 2018). 

 

Z ekologického hlediska je tato látka nebezpečná pro vodní prostředí, protože letální 

dávka pro vodní organismy je velmi nízká. Naopak pro ptáky a savce, včetně člověka, je 

akutní toxicita nízká. U člověka může při kontaktu s DCMU dojít k podráždění kůže a očí, 

nebo horních dýchacích cest. U zvířat byl však při testech zaregistrován úbytek červených 

krvinek, teratogenní účinek (vliv na vývoj plodu a možnost jeho poškození), či výskyt 

rakoviny. Je tedy považován za karcinogenní i pro člověka, proto je v členských zemích EU 

využíván velice zřídka, a to po velmi malých dávkách (Rieder a kol., 2003). 

Obr. 3: Strukturní vzorec DCMU (Pubchem, 

2018) 
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DCMU je chemická látka, v praxi užívána jako neselektivní pesticid. Ve výzkumu je 

obecně využívána jako nástroj při studování elektronového transportu, fluorescence, či 

přenosu energie v chloroplastech. Hlavním důvodem, proč se v praxi využívá jako herbicid, 

je inhibice transportu elektronů. DCMU je inhibitor necyklického přenosu elektronů 

z chinonu A (QA) na chinon B (QB), čímž znemožňuje přenos elektronů z QA
− dál (Lazár a 

Pospíšil, 1999). DCMU soutěží s, pro rostlinu přirozeným, plastochinonem (PQ) o vazné 

místo na proteinu D1, v takzvané QB kapse, čož zapříčiňuje neschopnost přenosu elektronů 

z QA na PQ. Jakmile DCMU zamezí PQ navázat se do QB kapsy, dojde k tomu, že QA začne 

přenášet elektrony zpět na chlorofylový pár P680, tím zamezuje spotřebě dodané světelné 

energie a fluorescence chlorofylu se zvýší – efektivita fotosyntézy se snižuje a záření se re-

emituje zpět do okolí. 

 

2.6. Zhášení fluorescence 

Zhášení fluorescence je soubor procesů v thylakoidní membráně, které způsobují snižování 

hodnoty fluorescence chlorofylu. Tento jev se dělí na zhášení fotochemické a 

nefotochemické. Do fotochemického zhášení jsou řazeny procesy reoxidace chinonů, 

nefotochemické zhášení je spjato s regulací pH gradientem přes thylakoidní membránu 

vznikajícím transportem elektronů a fotoinhibice (Benešová, 2014). 

 Zhášení fluorescence lze také definovinovat jako bimolekulární mechanismus, ve 

kterém dochází k přenosu energie z jedné molekuly na druhou. Zpravidla jde o transport 

elektronů, či přenos náboje. Reakce molekul může být dvojího typu, dynamická a statická. 

Při dynamickém zhášení dochází ke srážce fluoroforu v excitovaném stavu s molekulou 

zhášedla. Tím dojde k přechodu fluoroforu do základního stavu, aniž by vyzářil foton. Při 

statickém zhášení dochází ke tvorbě komplexu fluoroforu a zhášeče, který není schopen 

fluorescence. (Srholcová, 2010) 

 

2.6.1. Zhášeče fluorescence 

Zhášeče fluorescence jsou molekuly látek, které jsou schopny převést excitovanou molekulu 

fluoroforu do jejího základního stavu, aniž by došlo k vyzáření fotonu do okolí. (Kubala, 

2017) 

 

2.6.2. 2,6-dichloro-1,4-benzochinon 

DCBQ (2,6-dichloro-1,4-benzochinon) je chemická látka o molekulové hmotnosti 176.98 

g/mol, patřící do skupiny halobenzochinonů. Tato látka se nachází v pitné vodě, jako vedlejší 
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produkt při její dezinfekci. Nejvyšší koncentrace látky je až 23 ng/l. V nedávných 

experimentech bylo zjištěno, že je DCBQ schopné produkovat reaktivní formy kyslíku 

(ROS) a tím způsobovat oxidativní poškození bílkovin a DNA v lidských nádorových T24 

jaterních buňkách (Sigma-Aldrich 2018). V experimentech na háďátku obecném 

Caenorhabditis elegans byla zjištěna toxicita halobenzochinonů, jejich kancerogenní a 

teratogenní účinky (Zuo a kol., 2017). 

 

Obr. 4: Strukturní vzorec DCBQ (Pubchem 2018) 

 DCBQ působí ve fotosynteticky aktivních částech rostlin jako ekvivalent 

plastochinonu. V několika experimentech bylo dokázáno, že přidáním malého množství 

halogenizovaných chinonů lze docílit obnovení schopnosti transportu elektronů v QB 

centrech fotosystému II (Ort a kol. 1996). Část center fotosystému II není schopna přenosu 

elektronů z primárního akceptoru QA na sekundární QB. 

 

2.6.3. 2-hydroxy-1,4-naftachinon 

Lawson (2-hydroxy-1,4-naftochinon), pojmenovaný po rostlině Lawsonia inermis, jinak 

nazývaný Henna, je pevná chemická látka o molekulové hmotnosti 174.15 g/ mol. Lawson 

je za standardních podmínek ve žlutého prášku nebo ve formě krystalků, špatně rozpustných 

ve vodě a patří do skupiny naftochinonů. V přírodě je izolován z keře henovníku bílého 

(Lawsonia inermis), který se přirozeně vyskytuje v zemích tropického a subtropického pásu, 

nebo z tokozelky vodního hyacinthu (Eichhornia crassipes), vyskytujícím se na povrchu 

tropických a subtropických vodních ploch. Díky dobré chemické reaktivitě s keratinem se 

již od po tisíce let je lawson, jako součást barviva henna, využíván k barvení vlasů a kůže 

(Pubchem 2018). 
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Obr. 5: Strukturní vzorec lawsonu (Pubchem, 2018) 

Při zkoumání vlivu henny byly nedávno zjištěny další efekty, jako jsou fungicidní, 

antimalarické, či baktericidní účinky. Proto se její využití rozšířilo i do dalších 

průmyslových odvětví, zejména v průmyslu farmaceutickém nebo chemickém. Se 

vzrůstající manipulací s touto chemickou látkou by mohlo dojít k znečištění životního 

prostředí, kde největší riziko hrozí vodním organismům. Lidem a ostatním suchozemským 

živočichům může henna způsobit podráždění očí a pokožky (Chen, 2017). 

 Lawson je předmětem výzkumu v biologii rostlin, zejména kvůli chemické látce 

zvané Juglon, která má strukturu podobnou s lawsonem. Juglon patří také mezi naftochinony 

a při experimentech na buňkách tabáku BY-2 vykazovala schopnost vytvářet reaktivní formy 

kyslíku (ROS) (Babula a kol. 2009). V jiném experimentu s juglonem byla na semenáčku 

hlávkového salátu pozorována zvýšená produkce peroxidu vodíku (Babula a kol. 2014). 

Podle jiných studií tyto látky ze skupiny naftochinonů prokázaly schopnosti inhibice 

makromolekulární oxidace a snížení oxidativního stresu (Chobot a Hadacek, 2009). 

 

Obr. 6: Strukturní vzorec juglonu (Pubchem, 2018) 

  

 Reaktivní formy kyslíku, jako je například superoxidový anion O2
−, singletový kyslík 

nebo peroxid vodíku H2O2, jsou při vlivu oxidativního stresu produkovány nekontrolovaně 

a mohou tak organismu způsobit vážné škody, může tak dojít například k poškození DNA 

aktivací endonukleázy (Hagar a kol. 1996). 
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2.6.4. 2,5-Dimethyl-p-benzochinon 

2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon, známý pod názvem Floron nebo pod zkratkou DMBQ, je 

chemická látka ve formě žlutého až hnědého krystalického prášku o molekulové hmotnosti 

136,15 g/mol. V přírodě je látka významnou složkou obranného sekretu velesekáče 

pečlivého (Acanthopachylus aculeatus) (Thomas Eisner a kol.,2004). Tato chemikálie je 

dobře rozpustná v organických rozpouštědlech, jako je například toluen nebo ethanol. V roce 

2002 byly testovány inhibiční účinky DMBQ vůči urease. V roce 1996 byl DMBQ testován 

jako inhibitor Ca2+ATPasy sarkoplazmatických membránových vezikul (Zaborska a kol., 

2002; Floreani a kol., 1996). 

 

Obr. 8: Strukturní vzorec DMBQ (Pubchem, 2018) 

  

2.6.5. 3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin 

3,3‘,5,5‘-Tetramethylbenzidin, nejčastěji označován zkratkou TMB, je chemická látka o 

molekulové hmotnosti 240,35 g/mol. Vyskytuje se ve formě bílého až světle žlutého 

krystalického prášku. TMB je dobře rozpustný v organických rozpouštědlech, např. 

v ethanolu. 

 

Obr. 9: Strukturní vzorec TMB (Pubchem, 2018) 

 TMB bývá v praxi využíván jako substrát pro peroxidasu při imunochemických 

metodách ELISA. Koncový produkt TMB s peroxidasou má světle modrou barvu a 

spektroskopicky je měřen při 370 nm nebo 620-650 nm. (Sigma-Aldrich, 2018) 
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3. Experimentální část 

 

3.1. Místo pokusu 

Všechny pokusy v rámci této bakalářské práce byly uskutečněny v areálu přírodovědecké 

fakulty univerzity Palackého v Olomouci. 

K provedení experimentu byla nutná laboratoř vybavená měřícím 

zařízením LI-COR LI-1800 s příslušenstvím a osobním počítačem, zeleným osvětlením 

(kvůli práci se zelenými částmi rostlin) a vakuovou pumpou, která je nutná pro šokovou 

infiltraci listu. Z tohoto důvodu byl proces pokusu rozdělen do dvou laboratoří, do jedné 

s aparaturou pro měření propustnosti a odrazivosti pomocí radiospektrofotometru LI-COR 

LI-1800, do druhé pak pro šokovou infiltraci listu tabáku jednotlivými zhášeči. 

 

3.2. Biologický materiál 

Samotný pokus byl prováděn na listech tabáku virginského (Nicotiana tabacum L cv. 

Samsun) ve stáří 4 - 6 měsíců. Rostliny tabáku byly vysazeny 14. ledna 2018 a přesazovány 

1. června 2018. 

 

3.3. Použité chemikálie 

Deionizovaná voda - 

Ethanol Lach-Ner (Česká Republika) 

2,5-dimethyl,1,4-benzochinon Fluka (Německo) 

3,3‘-5,5‘-tetramethylbenzidin Fluka (Německo) 

3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea Sigma-Aldrich (Německo) 

2,6-dichloro-1,4-benzochinon Sigma-Aldrich (Německo) 

2-hydroxy-1,4-naftochinon Lancaster (USA) 

 

3.4. Příprava koncentrační řady ethanolu 

Do 50 ml plastových zkumavek se šroubovacím víčkem byl napipetován ethanol o 

koncentraci 96 %, který byl doplněn vodou na příslušnou koncentraci 1 %, 2 %, 50 %.  
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3.4.1. Příprava roztoků zhášečů 

V první řadě byl připraven zásobní roztok daného zhášeče o koncentraci 20 mM. Bylo 

naváženo příslušné množství dané látky, která byla následně rozpuštěna v 96% ethanolu. 

Zásobní roztok byl zředěn tak, aby koncentrace zhášeče byla 200 uM a etanolu 1 %. 

 

3.4.2. Příprava roztoku DCMU 

Roztok 200 uMol DCMU byl připraven tak, že bylo naváženo 4,6 mg DCMU, toto množství 

bylo opatrně přesypáno do 100 ml plastové zkumavky se šroubovacím víkem. K navážce 

bylo přidáno 1,025 ml 96 % ethanolu a roztok byl doplněn do 100 ml deionizovanou vodou. 

 

3.5. Měření 

3.5.1. Měření odrazivosti a propustnosti 

Pro studium spektrálních změn odrazivosti (R) a propustnosti (T) v kolimovaném 

světle byl využit spektroradiometr LI-1800 (LI-COR, Lincoln, USA) 

s integrační koulí 1800-12 a křemenným světlovodem (Storz, Tuttlingen, Německo) o 

průměru 3,5 mm. 

 Kolimované záření o definované vlnové délce dopadalo nejčastěji kolmo (nebo téměř 

kolmo) k povrchu vzorku, buď ze strany vnitřku integrační koule při měření Rλ, či z vnější 

strany skrze vzorek do integrační koule při měření propustnosti Tλ . Vzhledem k difuznímu 

povrchu vzorku se záření odráží do celého poloprostoru nad vzorkem a mnohonásobně se 

difuzně odráží od stěn koule, čímž se vytvoří určité homogenní prostorové rozložení záření. 

Na všech částech vnitřního povrchu integrační koule tak dopadá záření o stejné ozářenosti. 

V kolmém směru k normále vzorku je na ose procházející středem koule výstup pro detektor, 

který snímá difuzní záření. 

 Měření není absolutní, ale signál od vzorku se porovnává se signálem ze signálu 

standardu, kterým je destička pokryta ideálním difuzně odrážejícím povrchem. Je-li signál 

od vzorku Sv(λ) a signál od standardu Ss(λ), je pak RD(λ) vypočítáno jako (5). 

 
𝑅𝐷(𝜆) =

𝑆𝑣(𝜆)

𝑆𝑆(𝜆)
 

 

(5) 

Při měření TD(λ) je srovnávacím signálem opět Ss(λ), tj., je-li signál po průchodu vzorkem 

STv(λ) je : 

 
𝑇𝐷(𝜆) =

𝑆𝑣(𝜆)

𝑆𝑆(𝜆)
 

(6) 
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3.5.2. Infiltrace listu 

Infiltrace samotného listu byla provedena infiltrační aparaturou složenou z Erlen Mayerové 

tlustostěnné baňky vystlané buničinou a uzavřené gumovou zátkou. Tlustostěnná Erlen 

Mayerova baňka byla tlakovou hadicí připojena k rotační vývěvě (typ RV 1,5/11, LP, Praha, 

ČR). Rotační vývěva měla dva ventily, vypouštěcí a napouštěcí. 

 Segment listu, který byl infiltrován, byl ponořen do zkumavky s roztokem testované 

látky tak, aby byl po celou dobu infiltrace ponořen pod hladinou, a aby nedocházelo k jeho 

pohybu ve zkumavce. Takto ponořený list mohl být rovnoměrně infiltrován. Zkumavka se 

segmentem byla vložena do Erlen Mayerovy baňky, která byla následně uzavřena gumovou 

zátkou. 

 Infiltrace segmentu listu byla prováděna tlakovým šokem. Vzorek byl vystaven 

podtlaku a následnému normálnímu tlaku několikrát za sebou po dobu 20-25 minut. Podtlak 

byl kontrolován pomocí manometru. Maximální podtlak, kterému byl vzorek vystavován, 

byl 0,9 Atmosfér. Průběh infiltrace byl pozorován vizuálně. Dobře infiltrovaný segment listu 

byl téměř průsvitný, protože interceluláry listu byly zaplněny danými roztoky. 

 

3.5.3. Způsob a postup při měření difuzní odrazivosti a propustnosti 

Samotné měření probíhalo v laboratoři vybavené spektroradiometrem LI-1800 

a chlorofylmetru SPAD 502. 

Ve vzrostlém listu tabáku bylo změřeno množství chlorofylu v různých místech pomocí 

chlorofylmetru SPAD 502. Měření proběhlo pětkrát na levé straně listu a pětkrát na straně 

pravé. Hodnoty levé a pravé strany byly zprůměrovány. List se změřenou koncentrací 

chlorofylu byl umístěn do šablony a připevněn k aparatuře tak, aby do kulového integrátoru 

směřovala adaxiální strana listu. Použití šablony zajišťuje, že je vždy měřeno stejné místo 

na listu. Křemenný světlovod byl připevněn k integrační kouli do polohy pro měření 

standardu. Pomocí osobního počítače bylo v programu pro ovládání spektroradiometru  LI-

1800 nastaveno rozmezí vlnových délek na interval 380-800 nm a název výstupního 

souboru. Poté bylo zahájeno měření. Ihned po zahájení měření v byl zapnut zdroj energie 

pro křemenný světlovod. Po ukončení měření byl zdroj vypnut. Pro měření difuzní 

odrazivosti bylo nutné připevnit světlovod k integrační kouli do polohy pro měření 

reflektance, tedy tak, aby proud záření směřoval na povrch adaxiální strany listu.  

V programu pro spektroradiometr LI-1800 bylo nastaveno následné dělení získaných hodnot 

hodnotami standardu. Pro měření odrazivosti byl nastaven stejný interval vlnového záření 

380-800 nm a název výstupního souboru, potom následovalo zahájení měření. Při startu byl 
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zapnut zdroj světlovodu, po ukončení byl opět vypnut. Zdroj světla byl připevněn za vzorek 

do portu určeného pro měření difuzní propustnosti tak, aby proud záření směřoval přes list 

do integrační koule. Poté byly nastaveny stejné hodnoty intervalu vlnových délek a název 

výstupního souboru. Při startu měření byl zapnut světlovod. Jakmile bylo měření ukončeno, 

světlovod byl vypnut. 

List tabáku byl otočen tak, aby do kulového integrátoru směřovala abaxiální strana listu. Pro 

měření hodnot odrazivosti a propustnosti abaxiální strany listu byl opakován stejný postup, 

jako u měření hodnot adaxiální strany listu.  

Po změření hodnot odrazivosti a propustnosti byl list nastříhán na několik segmetnů, které 

následně byly infiltrovány chemickými roztoky o různých koncentracích. Po ukončení 

infiltrace byl fragment listu zabalen do alobalové fólie, aby nedošlo ke kontaktu vzorku se 

světlem. Postup měření hodnot horní i spodní strany listu zůstává téměř stejný, vynechává 

se měření koncentrace chlorofylu a postup musí být proveden za minimálního osvětlení.  

 

3.6. Simulace absorpčního a rozptylového koeficientu 

Naměřená spektra difuzní odrazivosti a propustnosti byla upravena v programu Microsoft 

Excel tak, aby v prvním sloupci byla vlnová délka, ve druhém sloupci odrazivost a ve třetím 

propustnost. Takto upravený soubor byl vložen do databáze upraveného programu MCPT 

(Sušila P. a Nauš J. 2007). Program MCPT byl vytvořen v programovacím 

jazyce C++ s využitím programátorské aplikace Microsoft Visual C++ Studio 2005 pro 

běžné PC s procesorem Intel® Celeron® s frekvencí 2,8 Ghz. Ovládací část programu byla 

vytvořena v programu MATLAB (USA). 

 Spektra byla simulována na počítači s procesorem Intel ®Core i5 s frekvencí (2,3 

GHz). V ovládacím panelu programu byl nastaven krok vykreslování spektra 2 nm, 

simulovaný rozsah byl 400-800 nm (byla použita funkce programu Drows, vynechá daný 

počet získaných dat, kdy jsou data zatížena šumem a zlepší tak fit), tloušťka listu byla 

zvolena 0,235 mm (Avery G.S. 1932) a index lomu 1,5 (Jacquuemod a Barett 1990). Každá 

strana listu byla simulována zvlášť. Jelikož jsou získaná spektra zatížena šumem, byla 

simulace každé strany listu provedena pětkrát, tak aby byl získán ideální poměr signál šum.  
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3.7. Vyhodnocení dat 

Výsledné hodnoty byly zpracovány v programu Microsoft Excel ve formě grafů tak, aby 

bylo možné porovnat pokles či zvýšení odrazivosti a propustnosti, dále byly spočítány 

hodnoty absorpce listu. Získaná data odrazivosti a propustnosti byla použita pro simulaci 

absorpčního a rozptylového koeficientu. Simulovaná data byla poté také vyhodnocena 

v programu Microsoft Excel. 

 

4. Výsledky a diskuze 

4.1. Spektra odrazivosti a propustnosti 

V následující podkapitole jsou k dispozici data spekter odrazivosti a propustnosti, která byla 

zpracována do formy grafů. Hodnoty odrazivosti a propustnosti listu infiltrovaného danou 

látkou jsou porovnány vůči hodnotám spekter listu nativního a infiltrovaného vodou nebo 

1% ethanolem, aby byl vidět jejich nárůst či naopak pokles.  Změny odrazivosti a 

propustnosti jsou nejlépe pozorovatelné v intervalech vlnových délkách 500-600 nm a 700-

800 nm. 

 

4.1.1. Difuzní odrazivost a propustnost DCMU 

 

Graf 1: Spektra odrazivosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DCMU. 
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Graf 2: Spektra odrazivosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DCMU. 

 

 

Graf 3: Hodnoty propustnosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DCMU. 
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Graf 4: Spektra propustnosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DCMU. 

 

Z uvedených grafů bylo pozorováno snížení odrazivosti, a naopak zvýšení 

propustnosti infiltrovaného vzorku oproti nativnímu. Důvodem je fakt, že mezibuněčný 

prostor listu je zaplněn deionizovanou vodou, či roztokem DCMU. Mezi daty získanými 

měřením vzorku infiltrovaného vodou a vzorku s DCMU je pouze nepatrný rozdíl, z čehož 

vyplývá, že na poklesu odrazivosti a zvýšení propustnosti má vliv hlavně voda. 
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4.1.2. Difuzní odrazivost a propustnost DMBQ 

 

Graf 5: Spektra odrazivosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DMBQ. 

 

 

Graf 6: Spektra odrazivosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DMBQ. 
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Graf 7: Spektra propustnosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DMBQ. 

 

Graf 8: Spektra propustnosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM DMBQ. 

 

Z uvedených grafů bylo pozorováno snížení odrazivosti a zvýšení 

propustnosti infiltrovaného vzorku oproti nativnímu. Vzorek infiltrovaný DMBQ se 

nijak výrazně nelišil od vzorku infiltrovaného deionizovanou vodou. 
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4.1.3. Difuzní odrazivost a odrazivost TMB 

 

Graf 9: Hodnoty odrazivosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM TMB. 

 

Graf 10: Hodnoty odrazivosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM TMB. 
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Graf 11: Hodnoty propustnosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM TMB. 

  

 

Graf 12: Spektra propustnosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM TMB. 

 

 Na grafech byly pozorovány, oproti DCMU a DMBQ, rozdílné hodnoty reflektance 

a transmitance při infiltraci TMB a infiltraci vodou. Roztok TMB způsobil markantnější 

snížení odrazivosti a zvýšení propustnosti, než vzorek infiltrovaný deionizovanou vodou. 
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4.1.4. Difuzní odrazivost a propustnost DCBQ 

 

Graf 13: Spektra odrazivosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 μM DCBQ. 

 

 
Graf 14: Spektra odrazivosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 μM DCBQ. 
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Graf 15: Spektra propustnosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 μM DCBQ. 

 

 
Graf 16: Spektra propustnosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 μM DCBQ. 

 

 Infiltrací vzorku listu 1% ethanolem i 200 μM DCBQ došlo k očekáváným změnám 

naměřených hodnot, tedy snížení odrazivosti a zvýšení propustnosti. Na grafu 13  

bylo pozorováno zvýšení odrazivosti v intervalu vlnových délek 500 nm – 650 nm.  
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4.1.5. Spektra odrazivosti a propustnosti Lawsonu 

 

Graf 17: Spektra odrazivosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM lawsonem. 

 

 
Graf 18: Spektra odrazivosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM lawsonem. 
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Graf 19: Spektra propustnosti adaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM lawsonem. 

 
Graf 20: Spektra propustnosti abaxiální strany nativního listu, listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného 200 μM lawsonem. 

 

 Z grafů lze vypozorovat, že roztok lawsonu má nižší vliv na změny odrazivosti a 

propustnosti, než deionizovaná voda. 
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4.2. Spektra absorpčního a rozptylového koeficientu 

Následující podkapitola je zaměřena na hodnoty získané simulacemi spekter absorpčního a 

rozptylového koeficientu. Pomocí zvyšujících se hodnot absorpčního koeficientu na peaku 

při 680 nm a naopak snižujících se hodnot rozptylového koeficientu na stejném místě lze 

zjistit, že daná látka zvyšuje nebo snižuje hodnotu fluorescence.  

4.2.1. Spektra absorpčního a rozptylového koeficientu koncentrační řady ethanolu 

 

Graf 21: Spektra absorpčního koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentrační řady ethanolu. 

 

Graf 22: Spektra absorpčního koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentrační řady ethanolu. 
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Graf 23: Spektra rozptylového koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentrační řady ethanolu. 

 

Graf 24: Spektra rozptylového koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného 

  vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentrační řady ethanolu. 

 Simulace hodnot absorpčního a rozptylového koeficientu nevyšly podle našich 

předpokladů, kdy se se zvyšující koncentrací ethanolu měla snižovat hodnota fluorescence, 

která je viditelná na peaku při 680 nm. Zhášení fluorescence mělo proběhnout z toho 

důvodu, že barviva obsažena v chloroplastu se měla vymýt. Pravděpodobně však došlo 

k poškození organel, a tak se hodnota fluorescence s vyšší koncentrací ethanolu zvýšila. 
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4.2.2. Spektra absorpčního a rozptylového koeficientu DCMU 

 

Graf 25: Spektra absorpčního koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem a 200 μM DCMU. 

 

 

Graf 26: Spektra absorpčního koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného 

1% ethanolem a 200 μM DCMU. 
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Graf 27: Spektra rozptylového koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem a 200 μM DCMU. 

 

 

Graf 28: Spektra rozptylového koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem a 200 μM DCMU. 

 

 Infiltrací listu tabáku 200 μM DCMU byly částečně potvrzeny předpokládané 

výsledky. Simulace spektra absorpčního koeficientu vyšla dle našich předpokladů, kdy došlo 

ke snížení hodnoty maxima při 680 nm. Hodnoty rozptylového koeficientu byly oproti 1% 

ethanolu na peaku při 680 nm byly zvýšeny. Domníváme se, že mohlo dojít ke zhášení 
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fluorescence, protože koncentrace DCMU byla vyšší, než se používá u suspenzí 

chloroplastů.  

 

4.2.3. Spektra absorpčního a rozptylového koeficientu zhášečů 

 

Graf 29: Spektra absorpčního koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem, 200 μM lawsonem a 200 μM TMB. 

 

 

Graf 30: Spektra absorpčního koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem 200 μM lawsonem a 200 μM TMB. 
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Graf 31: Spektra rozptylového koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem, 200 μM lawsonem a 200 μM TMB. 

 

 

Graf 32: Spektra rozptylového koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem, 200 μM lawsonem a 200 μM TMB. 

Z grafů 29 a 30 lze jednoznačně určit, že absorpční koeficient vzorku při infiltraci 

lawsonem i TMB se zvýšil. Na grafu 29, který zobrazuje data adaxiální strany listu, je rozdíl 

markantnější, než na grafu 30. Na grafech 31 a 32, které zobrazují hodnoty rozptylového 

koeficientu, lze pozorovat zvýšení hodnot. Zvýšení hodnot bylo pravděpodobně způsobeno 

z důvodu velmi nízké koncentrace zhášeče, došlo tak jen k částečnému zhášení. Dále mohlo 
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dojít k reakci zhášeče s vnitřním prostředím listu. Domníváme se se tedy, že v tomto případě 

jsou spektra absorpčního koeficientu jsou citlivější k projevům fluorescence.  

 
Graf 33: Spektra absorpčního koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem, 200 μM DCBQ a 200 μM DMBQ. 

 

 
Graf 34: Spektra absorpčního koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem, 200 μM DCBQ a 200 μM DMBQ. 
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Graf 35: Spektra rozptylového koeficientu adaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem, 200 μM DCBQ a 200 μM DMBQ. 

 

. 
Graf 36: Spektra rozptylového koeficientu abaxiální strany listu infiltrovaného  

1% ethanolem, 200 μM DCBQ a 200 μM DMBQ. 

  

U těchto dvou zhášečů je projev fluorescence u absorpčního koeficientu pro obě strany listu 

a také u rozptylového koeficientu pro abaxialní stranu listu nepatrný. Mírný pokles  

fluorescence u peaku při 680 nm je u adaxiální strany listu. Námi zvolená koncentrace 

zhášečů DCBQ a DMBQ byla pravděpodobně příliž nízká, proto byl projev zhášení 

fluorescence nepatrný. V tomto případě měla být pravděpodobně koncentrace zhášeče vyšší, 

než námi zvolených 200 μM.      
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Z našich měření má největší vliv na zhášení fluorescence zhášeč TMB. Malý vliv na 

fluorescenci mají zhášeče DCBQ a DMBQ.  

 

5. Závěr 

V rámci této bakalářské práce jsem se zabýval problematikou zhášení fluorescence chlorof

ylu látkami příbuznými plastochinonu, který je účastněn při elektronovém transportu ve fot

osystému II. Další zkoumanou chemickou látkou byl mitotický jed DCMU. Teoretická část

 byla věnována způsobu měření fluorescence, jejímu zhášení a chemickým látkám, které by

ly vybrány pro experiment. Dále byla popsána spektra spektra difuzní odrazivosti a propust

nosti. 

 Praktická část byla zaměřena na způsob a postup při měření spekter reflektance a  

transmitance. Dále byla porovnána data získaná z měření nativního listu, listu  

infiltrovaného deionizovanou vodou či 1% ethanolem a listem infiltrovaným danými 

zhášeči, či DCMU. Podařilo se mi změřit a zjistit pokles či nárůst difuzní odrazivosti a  

propustnosti infiltrovaných vzorků oproti vzorkům nativním.  

Pomocí dat získaných z měření reflektance a transmitance bylo umožněno použít  

metodu MCPT, pomocí které byly vyměřeny absorpční a rozptylové koeficienty vzorků 

infiltrovaných zvolenými chemickými látkami. 

 V rámci této práce byly jako zhášeče fluorescence chlorofylu zvoleny látky DCMU, 

TMB, Lawson, DCBQ a DMBQ. Vyhodnocením dat získaných pomocí simulací bylo  

zjištěno, že vybrané látky mají vliv na fluorescenci chlorofylu. Při tomto experimentu měl 

největší vliv na fluorescenci chlorofylu zhášeč TMB. Ostatní zhášeče projevily v dané 

koncentraci nepatrný efekt. Simulacemi absorpčního a rozptylového koeficientu vzorku 

infiltrovaného DCMU nebyly potvrzeny předpoklady o zvyšování fluorescence. Z grafů 

absorpčního i rozptylového koeficientu bylo pozorováno snížení fluorescence chlorofylu. Je 

možné, že koncentrace látky pro zvýšení fluorescence chlorofylu v intaktním listu byla příliš 

vysoká. 
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