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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva studiem interakce (respektive vaznosti ¢i adsorpce) rostlinnych
kutikul s lignohumatem draselnym, coby kapalnym zemédélskym piipravkem vyuzivanym
v oblasti foliarniho hnojeni, které patfi k nejpouzivangj§im agronomickym aplikacim vubec.
Studovanymi materialy se stala rostlinna kutikula, kterd tvoii nejsvrchnéjs§i Cast rostliny
a lignohumat draselny (komercné Lignohumat) hojné vyuzivaného diky svym vlastnostem
umoznujicim zvysovat kvalitu, rist a vynosnost plodin.

Naplni predlozené bakalarské prace bylo zpracovat reSersi na téma vaznosti slouCenin
na rostlinné kutikuly, vyuzitelné metody pro tuto oblast vyzkumu a vyuziti termickych metod
(pfesné isotermalni mikrokalorimetrie a termogravimetrie). Dal§im krokem bylo vyuziti této
instrumentace, coby fyzikalné-chemickych metod pro posouzeni schopnosti vaznosti
Lignohumatu na rostlinné kutikuly.

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with the study of interaction (or binding or adsorption) of plant
cuticle with potassium lignohumate, as a liquid agriculture product used in the field of foliar
fertilization, which belongs to the most used agronomic applications in general. The studied
materials became the plant cuticle, which forms upper part of plants and potassium
lignohumate (commercially Lignohumate), which is widely used thanks to its properties,
which allow to increase the quality, growth and profitability of the crops.

The aim of this bachelor’s thesis was to investigate the binding of compounds to plant
cuticles, useful methods for this field of research and the use of thermal methods (precisely
isothermal microcalorimetry and thermogravimetry). The next step was to use this
instrumentation as a physicochemical method for assessing the ability of Lignohumate to bind
to plant cuticles.
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1 UVOD

Hnojeni rostlin ma dlouho velky vyznam v oblasti zemé&dg&lské sféry. UginkG hnojiv
se vyuziva ke zvysSeni rastu rostlin a zvySeni jejich vynosnosti. Foliarni hnojivo, sorbované
nebo obecné vazané na listy, a vykazuje vyznamné vys$i ucinek pro rostlinu, nez hnojivo
aplikované do kofenového systému. Nasim zamérem bylo prostudovat schopnost rostlinnych
kutikul, materiald tvoficich povrch rostlin zodpovédnych za respiraci, regulaci vody
a transport latek, interagovat s aplikovanou latkou.

Teoreticka cast bakalarské prace je zaméfena na problematiku huminovych latek, jejich
historii, vlastnosti a u€inky na organicky material. Zaroven stru¢né popisuje stavbu listu, jeho
jednotlivé vrstvy, avSak prevazné se zaméifuje na kutikuly. Zna¢na pozornost je vénovana také
foliarnimu hnojeni a procestim sorpce huminovych latek na rostlinnou kutikulu.

Simulace foliarniho hnojeni jsou zpravidla provadény na izolovanych rostlinnych
kutikulach. Listové kutikuly mohou byt ziskany rGznymi zpusoby izolace, avSak my jsme
se zaméfili pfedev§Sim na chemickou aenzymatickou metodu izolace listu Prunus
laurocerasus (Cesky BobkoviSen lékafskd). Vazanou latkou na kutikuly byl komeréni
lignohumat draselny od firmy AMAGRO, ktery fadime mezi huminové latky. Ty puasobi
velmi pozitivné na biologicky material, zejména ovliviiuji urodnost pudy, kvalitu, rast
avynosnost rostlin. Z chemického hlediska se jednd okomplexni organické latky
aromatického charakteru. V experimentalni Casti prace je popsan prubéh izolace rostlinnych
kutikul, jejich rozdéleni na kutikuly ziskané z horni a spodni strany listu. Pro tfidéni bylo
vyuzito optického mikroskopu a samoziejmé jsou v této Casti rovnéz popsany jednotlivé
pfipravy vzorkl pouzité pro méteni na isotermalni mikrokalorimetrii a termogravimetrii.

PredloZzena bakalafska prace navazuje na diplomovou praci Ing. Marcely Lastavkové [1]
ktera se zabyvala simulacemi foliarniho hnojeni pifes rostlinné kutikuly realizované
na kutikulach Bobkovisné Iékafské izolované chemickou a enzymatickou metodou. Tyto
simulace spocivaly v transportu 1 hm. % lignohumatu draselného pies rostlinné bariéry
a z experimentl bylo zjisténo, ze transportni procesy jsou meéfitelné az po urCitém cCase.
Na zakladé pilotnich experimentl byla usouzena moZznost vaznosti (respektive interakce)
Lignohumatu na rostlinné kutikuly, a proto tyto domnénky musi byt experimentalné
podlozeny.



2 CILE PRACE

Cilem bakalafské prace bylo zpracovat literarni reSersi na téma vaznosti pusobicich sloucenin
na povrch listu, pfesné na povrch rostlinnych kutikul. Literarni reSer§e se zamétuje na metody
vyuzitelné pro studium interakce rostlinnych kutikul s latkami aplikovanymi na jejich povrch.
Vyznamna Cast literarni reserSe se zabyva vyuzitim metody isotermalni mikrokalorimetrie
pro tento typ experimentil, coby metody vyuzivané pro studium interakce latek.

Na zakladé sepsané reSerSe byly provedeny experimenty a méfeni za vyuziti fyzikalné-
chemickych metod. Pro realizaci experiment bylo nutné provést izolace rostlinnych kutikul
zlistu Prunus laurocerasus (Cesky Bobkovisen Iékarskda), a to metodou chemickou
a enzymatickou. Jednd se o bézné metody izolace pouzivané pro studium penetrace latek
skrze rostlinné kutikuly, které budou mezi sebou porovnavany.

Druhym studovanym materidlem byl lignohumaét draselny (Lignohumat), kdy jeho 1 hm. %
roztok byl vyuzit pro studie vaznosti s rostlinnymi kutikulami, na coz byly vyuzity metody
isotermalni kalorimetrie a termogravimetrie.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Huminové latky

Humus (latinsky ptida nebo vegetace) je pojem oznacujici skupinu odumfelych zbytki rostlin
a organismu. Tento pojem byl v pedologii poprvé pouzit az v roce 1761 védcem Valeriem [2].
Huminové latky (HL) tvoii prevaznou ¢ast humusu.

De Saussure [3] popsal huminové kyseliny jako tmavé zbarvené slouCeniny a od té doby
podléhaly mnoha vyzkumdm. Prvni vyznamnou studii ptivodu huminovych latek vykonal
Sprengel [4] roku 1839. Na jeho studie navazoval §védsky védec Berzelius [5], kterému
se podafilo izolovat dvé svétle zluté zbarvené huminové kyseliny z mineralni vody a bahna
bohatého na oxidy zeleza. V roce 1930 byl zaveden pojem huminovd hmota pro tmaveé
zbarvené vysokomolekularni organické koloidy, které zahrnovaly veSkeré huminové latky
(HL) [6].

Allessandro Piccolo [6] ve své praci popisuje HL jako komplexy supramolekularnich
struktur produkované biochemickymi rozkladnymi procesy. Struktura makromolekul je
udrzovana slabymi silami, jejimi hlavnimi komponenty jsou alifatické kyseliny, ethery,
estery, alkoholy, aromatické derivaty ligninu, polysacharidy a polypeptidy.

3.1.1 Puvod, vyskyt a vlastnosti huminovych latek

Huminové latky jsou latky organického pavodu, jak rostlinného, tak zivoc¢isného. Jejich
nejvyznamngjSim zdrojem jsou oxyhumolity, které vznikaji z hnédého uhli a lignitu
za pristupu vzduchu v dostatecné vlhkém prostiedi [7]. Lignit byl definovan v publikaci
Barbory Mikulaskové [8] jako ,prechodny organicko-minerdini substrdt na cesté premény od
rostlinné fytomasy do vysokého stupné dehydrogenovaného/dehydratovaného a soucasné
deoxidovaného uhli*“. Ptedstavuje vysokomolekularni systém, ktery je hlavnim zdrojem vSech
huminovych latek. Ty se ve velké mife vyskytuji v raseling, v léCivych bahnech
a v kompostu. Ve stopovém mnozstvi je lze nalézt ve stojatych vodach, v piscitych
ajilovitych padach. Vznikaji syntézou dekompoziti organické hmoty pusobenim
mikroorganismi procesem zvanym humifikace [7].Timto procesem je podpofena vazba
mezi nékterymi polarnimi a nepolarnimi latkami, které zvysuji biologickou schopnost piijimat
ziviny (stopové prvky, aminokyseliny, lipidy, aj.). Pro dal$i vlastnosti huminovych latek je
dulezity také stupen humifikace, polymerace a oxidace [6].

Jejich struktura je vétSinou obtizné definovatelnd, protoze tvofi polymerni aromatické
makromolekuly. Zakladnimi prvky huminovych kyselin jsou uhlik, vodik, kyslik, jejich obsah
zavisi na puvodu a zpusobu pfipravy. Huminové latky vétSinou tvofi lignoproteinové
komplexy. Relativni molekulové hmotnosti jsou v rozmezi od 700 az do 2-10° Da.
Podjednotky jsou spojovany fadou intramolekularnich vazeb, které umoziuji vytvareni
sekundarnich 1 terciarnich struktur. Jejich slozeni zavisi na mnoha parametrech, napiiklad
na zdroji, na pfitomnosti kovu, zptisobu pfipravy atd. Od toho se odviji rizné vlastnosti téchto
chemickych latek [7].

Nejdilezitéjsimi huminovymi latkami jsou huminové kyseliny (HK). Napomahaji
zpeviiovani pudy a ucastni se pienosu zivin z pudy do rostlin. Udrzuji vodu v pudé€, tim
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urychluji kliceni semen a rozviji ptidni mikrofloru. Bakterie jsou pro pidu dilezité, protoze
vylucuji enzymy, katalyzujici uvolfiovani vapniku a fosforu z nerozpustnych fosfatt [9].

3.1.2 Teorie vzniku huminovych latek
Existuji rizné teorie vzniku huminovych latek.

Prvni teorie byla popsana Waksmanem roku 1932, ktery predpokladal, ze hlavnim zdrojem
HL je lignin, ktery neni zcela vyuzit ptidnimi mikroorganismy a podléha fadé modifikaci,
napiiklad demetylaci a nasledné oxidaci ligninu na chinony. Tyto slouCeniny jsou poté
schopné zkondenzovat s aminoslou¢eninami a amoniakem, produkovanym mikroorganismy
pii rozkladnych procesech. Vysledkem jsou prvni huminy, HK a nakonec fulvinové kyseliny
(FK) [10]. Roku 1988 byla Waksmanova teorie rozsifena o poznatek, ze kromé ligninu tvori
HL dalsi biopolymery jako cutin a suberin [11].

Druhé teorie vzniku HL, tzv. Millardova teorie, je zalozena na kondenzaci redukujicich
cukrt a amino sloucenin vznikajicich jako produkty mikrobialniho metabolismu [12].

Avsak nejuznavangjsi teorii dnesni doby je tzv. Flaigova polyfenolova teorie. Jak jiz
z nazvu vypovida, hlavni roli pfi vzniku HL hraji polyfenoly. Zakladem je rozklad vSech
rostlinnych biopolymert, véetné ligninu, na jejich monomerni jednotky. Navazanim dalSich
jednotek, napftiklad glykosidl, tanini a produktii mikrobialnich syntéz vznikaji polyfenoly.
Plisobenim enzymi se tyto organické latky méni na tzv. chinony, které podléhaji polymeraci
za vzniku huminovych latek [13].

Teorie vzniku huminovych latek jsou znazornény na Obr. 1.

rostlinné zbytky

\l/
pfeména pomoci mikroorganismmi

v T~

cukry polyfenoly aminoslouceniny rozlozene
- produkty

z ligninn
v

chinony

modifikovany lignin

huminove latkey

Obr. 1 Teorie vzniku huminovych latek dle Stevensonovy teorie [13].

3.1.3 Déleni a struktura huminovych latek

Podle rozpustnosti jsou huminové latky déleny na tfi skupiny, tj. huminové kyseliny (HK),
které jsou rozpustné v alkalickych roztocich, fulvinové kyseliny (FK), rozpustné

10



v alkalickych 1 v kyselych roztocich a posledni huminy, které se nerozpousti ani v kyselych,
ani v zasaditych roztocich [7].

Huminové kyseliny jsou aromatické komplexni slouCeniny, tvofeny alifatickymi fetézci,
ve své struktufe obsahuji karboxylové, fenolické a hydroxylové skupiny. Maji koloidni
charakter a jsou velmi odolné vii¢i degrada¢nim procesim. Diky hydrofobnim i hydrofilnim
oblastem snadno adsorbuji na povrchy ruznych ¢astic. Mezi dalsi vlastnosti patii agregacni
schopnost, jsou acidobazické v §iroké oblasti pH. Vyznamné se podileji na zvySovani
urodnosti pud, kde zaroven zvySuji obsah Zivin a snizuji obsah toxickych latek [7]. Struktura
huminovych kyselin je zndzornéna na Obr. 2.

Obr. 2 Model struktury huminové kyseliny podle Stevensona [12].

Fulvinové kyseliny jsou ve srovnani s huminovymi kyselinami méné polydisperzni a vice
hydrofilni. Obsahuji vice karboxylovych skupin, maji proto kyselejsi charakter [7], [9].
Struktura fulvinovych kyselin je zndzornéna na Obr. 3.

CH,OH
OH COOH

COOCH

COOH

Obr. 3 Model struktury fulvinové kyseliny podle Bufflea (1977) [9].

Rozdeleni huminovych latek na zakladé rozpustnosti je popsano na Obr. 4.
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organicke slouteniny v pude

/\

fivé organismy plidni organicka hmota
alkalickeé srazeni
fragmenty rozpustne huminy
v zasaditém
prostiedi

\\k}’iﬂlé srazent

rozpustné fulvinove

nerozpustne .
huminové kyseliny kyseliny

Obr. 4 Schéma rozdéleni huminovych latek na zakladé rozpustnosti [9].

Chemicka struktura vSech typti huminovych latek je velmi podobna, protoze jsou slozeny
ze stejnych stavebnich jednotek, avSak z hlediska jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti
se lisi. Zakladni vlastnosti popisuje tabulka s barevnym schématem (Obr. 5).

HUMINOVE LATKY

fulvinové kyseliny huminové kyseliny huminy

narist molekulové hmotnosti
nanist obsahu uhliku
pokles obsahu kysliku

pokles kyselosti
pokles stupné rozpustnosti

Obr. 5 Viastnosti a barvy huminovych latek.

3.1.4 Pruzkum a stanoveni struktury huminovych latek

V poslednich desetiletich se védci snazi definovat strukturu a slozeni HL pomoci riznych
analytickych metod. Pouzitymi metodami byly hmotnostni spektrometrie (MS),
elektrosprejova ionizace (EI) a matrici asistovand laserova desorpce (MALDI-TOF).
Na zacatku 21. stoleti bylo dokazano, ze HK jsou latky o vysoké molekulové hmotnosti, které
byly analyzovany za pomoci laserové desorpce (LDI-TOF). Byly zkoumany huminové
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kyseliny dodané mezinarodni spolecnosti huminovych latek (anglicky International Humic
Substances Society — THSS). Vysledna spektra pro huminové latky ze vzork( pady, uhli,
rafeliny a rostlin byly mimé€ odliSné. Nejvétsi odezva v hmotnostnim spektru byla
zaznamenana v oblasti 120 — 1000 (podil/hmotnost naboje) [14].

100]

90 1
804
709
60 1

11050 301.2
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Obr. 6 LDI TOF hmotnostni spektrum huminové kyseliny (IHSS) [13].

Z vysledki MS bylo také vyvozeno, ze huminové a fulvinové kyseliny maji velmi
podobnou strukturu a pravdépodobné fulvinové kyseliny jsou zcCasti stavebni kameny
huminovych kyselin [13].

3.1.5 Pouziti huminovych litek v praxi

Humus patii k nejvétSim pfirodnim zdrojim uhliku. Stejné tak je tomu i v piipade
huminovych latek, které jsou piidavany do hnojiv. Maji proto dilezité zastoupeni
v agronomické oblasti, kde vyrazné€ zvySuji produktivitu pudy. Mimo zrychlovani rustu
plodin je jejich pozitivnim vedlejsim ucinkem schopnost tvofit chelaty z kovl, obsazenych
v pude¢, které jsou pro rostlinu 1épe vstiebatelné [15].

Utastni se tak napiiklad cyklu Zeleza v ptidé. Piirodni slougeniny tohoto prechodového
prvku s HL se vyskytuji v zeminach a v povrchovych vodach, pfispivaji tak k tvorbé minerala
obsahujicich zelezo a zaroven slouzi jako biologicky zdroj Zeleza pro rostliny. Povaha téchto
chelati neni zcela objasnéna. V tomto piipadé mohou HL pusobit jako chelatacni Cinidla,
které vazou zelezo v riznych oxidacnich stavech nebo mohou putisobit jako povrchové aktivni
latky, které tvoii slouceniny zeleza s obsahem nanocéstic oxidu zeleznato-zelezitého (Fe3Os)
v koloidni formé ve vodném médiu [14].

Ve védeckém casopise Russian Journal Of Physical Chemistry [15] uvedl D. Pankratov
svou praci, ktera popisuje mozné reakce kovového zeleza s huminovymi latkami, probihajici
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pfi omezeném pfistupu vzduchu. V prvnim piipadé muze Zzelezo reagovat s vodou
podle reakce:

Fe’ +2H,0 > Fe* +20H +H, (1)

Kovové zelezo reaguje s vodou pouze v piitomnosti oxida¢niho cinidla, a to zejména
v alkalickém prostiedi, v této situaci jsou oxidacnim Cinidlem HL. V druhém ptipadé reaguje
zelezo s funkénimi skupinami HL, které vykazuji kysely charakter.

Fe’ +2HL —Fe® +H, +2L ()
V posledni fadé reaguje zelezo jako redukeni Cinidlo, kterym jsou HL oxidovany [15].

Ve vyse jmenované studii byly huminové latky popsany jako multifunk¢ni reagenty, které
se ucastni koroznich procesu jako oxidujici Cinidla kyselého charakteru schopné prenaset
zelezo do roztoku, dale jako povrchové aktivni latky, stabilizujici nanocéstice v roztoku
a jako adsorbenty ovliviiujici morfologické vlastnosti zeleza [14].

Huminové latky jsou nespoCetné uzivany také v prumyslu, naptiklad pii upravé dieva,
v keramickém pramyslu. Nasly své uplatnéni i ve vyrobé plasti zejména pro barveni
Nylonu 6 nebo polyvinylchlorovanych (PVC) plasta [14].

V oblasti zivotniho prostiedi je dilezitym poznanim schopnost rozpustnosti huminovych
a fulvinovych kyselin ve vodé€, proto mohou byt témito latkami prenaseny z pudy toxické
latky. Diky této schopnosti byly navrzeny filtry na bazi huminovych kyselin, které vazou
nebezpecné kovy a radioaktivni prvky ve vode, dnes je jich vyuzivano k Cisténi splaska [14].

Huminové latky nalezly své uplatnéni také v oblasti mediciny. Bylo prokazano, ze ptsobi
antivirové a ovliviiuji krevni srazlivost. HK zpasobuji uvolnéni aktivatoru plasminogenu,
ktery se povazuje za regulator antitrombotického obranného mechanismu. Kromé toho
inhibuji tvorbu koagulac¢niho enzymu thrombinu a tak potlacuji syntézu fibrinu z fibrinogenu,
zpusobujici krevni srazeniny. Dale byla mnoha védci zkoumana schopnost huminovych latek
chranit télo pred ultrafialovym zafenim. Rovnéz byly zkouméany interakce HL s herbicidy,
fungicidy, insekticidy a riznymi farmaceutickymi vyrobky [9].

Muzeme predpokladat, ze se HL stanou pfedmétem dalSiho dilezitého vyzkumu v oblasti
tyzikalni, analytické chemie, biochemie nebo chemie zivotniho prostfedi.

3.2 Biologie listu

List je postranni organ cévnatych rostlin, ktery se tvoii pouze na stonku. Z hlediska stavby je
roz¢lenén na plochou listovou Cepel a fapik. Listy vyristaji v uzlinach stonku a jsou zakonité
usporadany. Hlavni funkci listi je syntéza organickych latek (asimilatt), odpafovani vody
(transpirace) a vymena plynu [16].

3.2.1 Stavba listu

Na pficném tezu listem (Obr. 7) rozliSujeme pokozku, mezofyl a cévni svazky.
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Listova pokozka se nachazi na svrchni i na spodni strané listu a je kryta tenkou
membranou zvanou kutikula. Svrchni kutikula je tvofena rozsahlou pletivovou siti, spodni
kutikula navic obsahuje priduchy (stomata) [16].

Mezofyl vypliiuje prostor mezi svrchni a spodni stranou pokozky a je rozlisen
na palisadovity parenchym, vykazujici protahlé bunky svelkym poctem chloroplasta,
a houbovy parenchym, ktery ma burky nepravidelného tvaru, obsahuje méné chloroplastt
a jeho hlavni funkci je odvadét asimilaty do lyka cévnich svazka [16].

Cévni svazky maji vodivou a zpeviujici funkci v listu. Od mezofylu jsou oddéleny
parenchymatickou nebo sklerenchymatickou pochvou. Tvofi tzv. zilnatinu listu [16].

svrchni pokozka

palisadovy parenchym

houbovy parenchym
spodni pokozka

vodivy svazek cévni priaduch

Obr. 7 Rez listem [16].
3.2.2 Listova kutikula

Listova kutikula se fadi mezi slozené systémy krycich pletiv rostlin, které jsou organizovany
do spolupracujicich celkd. Kutikula pokryva pokozku listu z obou stran a upravuje chemicky
i mechanicky charakter vrstev listu. Rostliny jsou proto chranény pied pasobenim
mikroorganismi a vlivy vnéjsiho prostiedi. Kutikula ma i funkci kontroly difuze molekul,
reguluje vyménu plyni a zaroveni zabranuje ztratam vody. Struktura kutikuly vSech casti
rostliny se mimne¢ lisi, je pfitomna na vnéjS§im povrchu epidermalnich bunéénych stén lista,
primarnich stonkt, kvéta a ploda [17].

Védci Riederer a Schonherr [18] se zabyvali propustnosti a slozenim kutikularnich
membran a ve svém ¢lanku uvedli, ze se kutikuly skladaji ze dvou typua lipida, rozpustné
lipidy a nerozpustny kutin. Kromé téchto slozek obsahuji kutikuly praimémé 21 % dalsich
nelipidickych slozek. Presto, Ze se kutikuly skladaji prevazné z lipidd, jsou schopny sorbovat
a akumulovat lipofilni slouceniny. Sorpce chemickych latek do kutikuly je velice dulezita
kvuli rozpoznani mnozstvi potencialnich skodlivin, pfijimané rostlinou z prostedi. Tloustka
kutikuly se pohybuje v rozsahu 0,5 az 14 um [18].

Jak jiz bylo feceno, hlavni hydrofobni slozkou rostlinného epidermu je nerozpustny
polymer kutin, jehoz struktura je na Obr. 8, kutan a vosky. Kutin tvoii pfiblizné 40 % az 80 %
kutikuly. Je definovany jako oxidovany fetézec polymeru mastnych kyselin spojenych pficnou
esterovou vazbou. Mastné kyseliny v fetézci obsahuji hydroxylové a epoxidové skupiny
vétsinou na opacném konci fetézce jako karboxylové skupiny [19].
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OH

CHs
HOOC

HOOC OH

OH
Obr. 8 Vzorec kutinu.

Kutikula tvofi vicevrstvou strukturu povrchu rostlin. Horni ¢ast je potazena vrstvou vosku,
nasleduje vrstva kutinu, ktery navazanim na vosky tvoti tzv. viastni pokozZku. Spodni Cast je
tvorena kutinem spolu s vosky, které navic obsahuji smés pektinu, celulosy a jinych sacharida
[20].

Kutin byva depolymerizovan a jeho monomerni jednotky se zpét poji neesterovou vazbou.
Tento zbytek lipidového charakteru se nazyva kutan. Kutin a kutan se v rostlinnych
kutikulach vyskytuji v riznych pomérech [21].

Slozkou podobného charakteru jako kutin, tvorici Cast kutikuly je suberin. Je to typ
nerozpustného polyesteru mastnych kyselin a glycerolu, podili se na tvorbé membrany a ma
funkci ochrany proti vlivim vnéjs§iho prostfedi. Od kutinu se odliSuje chemickym slozenim
a strukturou, ve které navic obsahuje dikarboxylové a fenolické skupiny [21].

HOOC///A\\\V///”\\\V///»\\\\///A\\\V///”\\\V///A\\\v///A\\\V///A\\\OH
///A\\\V///»\\\\////\\\\////\\\\////\\\\////\\\\////\\\\v///COOH
HOOC

Obr. 9 Vzorec suberinu.

Dalsi dulezitou slozkou jsou vosky. Kutikularni vosk je obecny termin pro popis komplexni
smeési homologické fady dlouhého alifatického fetézce jako alkany, alkoholy, aldehydy,
mastné kyseliny a estery, ale také cyklickych slouCenin a dalSich organickych kyselin,
kutikula mtze také obsahovat mensi mnozstvi polysacharidi a aminokyselin [22].
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linearni retézce alkami H5C (CH)7—CH,

estery mastnych kyselin HyC——(CH)pg—CHs

H3C_lCH 2)22 || 0 (CH 2)22_CH3

dlouhé fetézce mastnych kyselin HAC——(CH),;——COOH

dlouhé retézce alkohohi H,C—(CH;),4——CH,—0H

Obr. 10 Cdsti komplexni smési tvorici strukturu voskovych ldtek.

Z teorie stavby kutikuly je mozné vyvozovat, ze se jedna o vysoce specializovany systém,
umoziujici ochranu listu, ptsobi proti vlivim vnéjsiho prostedi, znemoziiuje pruchod cizich
patogent a zaroven reguluje transport vody a zivin do struktury listu, coz je zprostifedkovano
stomaty. Na zaklad€ popsanych poznatki bylo mozné studovat schopnost kutikuly absorbovat
pottebné latky [21].

3.2.3 Mikromorfologie listové kutikuly

Jak jiz bylo feCeno v Kapitole 3.2.2, listova kutikula abaxialni (spodni) a adaxiélni (horni)
strany se mirné li§i. Na kutikule 1ze zkoumat charakteristiky jako vedlejsi bunéény tvar,
velikost stomat, uspofadani pomocnych bunék, tvar antiklinalnich (orientované kolmo
k povrchu) a periklinalnich (orientované rovnobézné s povrchem) bunécnych stén, struktura
bunécné stény, aj. [21].

Kutikuly byly mnoho let zkoumany za ucelem zpiesnéni taxonomie. Vyzkum byl provadeén
pomoci klasickych optickych mikroskopt, pro lepsi vysledky byly pouzivany rastrovaci
elektronové mikroskopy (anglicky Scanning Electron Microscopy — SEM) [23].

Obr. 11 Snimek hornich kutikul porizeny pomoci SEM, Fagus lucida (vlevo) a Fagus grandifolia
(vpravo) [23].
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Obr. 12 Snimek kutikul spodni strany listu porFizeny pomoci SEM [23].

Obr. 11 zobrazuje rovny a zvinény typ antiklinalnich stén na hornich kutikulach.
Na potizenych snimcich (Obr. 11 a Obr. 12) je viditelny rozdil mezi horni a spodni kutikulou.
Spodni kutikula obsahuje stomata (pruduchy), zajistujici transport vody, kysliku apod. [23].

3.3 Foliarni hnojeni a funkce rostlinnych kutikul

Zakladem optimalniho ristu a vyvoje rostlin je zajisténi jejich pozadavkud, které umoznuji
pestiteli zvysit vyuziti genetického potencialu rostlin a zachovat dobrou kvalitu produktu.
Zakladem spravné provedené vyzivy je udrzeni dobré pudni urodnosti, ktera pfiznivé
ovliviyje fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti pady [23].

Vyzkum foliarniho hnojeni zapocal v poloviné dvacéatého stoleni. Na zacatku 80. let byly
provadény studie k optimalizaci aplikace foliarnich hnojiv pro jednotlivé plodiny. Zajem
o listové hnojeni se zvySoval také diky rozvoji mechanickych stroji pro aplikaci hnojiv,
coz znamenalo pokrok v zemédélstvi. Novy zpusob hnojeni snizil naklady na produkci plodin,
dopad na zivotni prostiedi a zachovala se kvalita pudy [24].

Pfi mimokotenové (listove) vyzive jde o pfijem a vyuziti mineralnich 1 organickych zivin
rozpustnych ve vodé, které jsou aplikovany na nadzemni Casti rostlin. Tenhle zptsob hnojeni
ma sva omezeni, ktera jsou dany nizkou penetracni rychlosti, zavislé na tloust’ce kutikuly,
nizkou propustnosti hydrofobniho povrchu, nizkou ucinnosti v disledku srazek nasledujicich

po listové aplikaci zivin, rychlym vyschnutim roztoku vlivem vysoké teploty a nizké vlhkosti
vzduchu [25].

Ovlhceni povrchu listd je mozné ovlivnit pridavkem detergenti k roztoku. Po jejich
aplikaci kutikula bobtna a umoziuje tak kontakt roztoku s bunkami epidermalnich casti lista.
Po prekonani kutikularni bariéry vstupuji ziviny do tzv. volného prostoru, kterym pronikaji
do hlubsich vrstev mezofylu. Pro absorpci listové buriky plati, ze rychleji jsou absorbovany
kationty, a to s jednotkovym nébojem. Vlastni vyuziti zivin v metabolismu je zavislé nejen
na rychlosti pfijmu ale i1na mobilit¢ zivin. Intenzita pifijmu zivin bude vyS§i u rostlin
s nedostateCnym obsahem oproti dobfe zasobené rostlin€ touto zivinou. To dokazuji vysledky
experimentu uvedeného v Tab. 1 [25].

18



Tab. 1 Prijem a transport fosforu (32P) listy jecmene pri jeho aplikaci na listy) [25].

i pfijem a transport 2P (umol *2P/g susiny listti/h)
kontrolni rostliny | rostliny s nedostatkem 2P
Ptijem *?P listy 5,29 + 0,54 9,92+2.17
Transport 3?P z oSetfenych list 2,00+ 0,25 5,96+ 1,08
Transport P do kofent 0,63 + 0,04 4,38 £0,42

Své opodstatnéni ma mimokofenova vyziva k odstranéni kratkodobych deficita zvlasté
v ranych fazich vyvoje nebo v obdobi reprodukénich fazi, kdy se snizuje aktivita kofenového
systému [25].

3.3.1 Faktory ovliviiujici pFijem Zivin
Ptijem zivin listy je ovlivnén vné&$imi podminkami, jako jsou koncentrace zivin v roztoku,

valence iontd, teplota, vlhkost a vnitinimi faktory, mezi které fadime metabolickou aktivitu
rostlin [25].

Na rozdil od kofenového piijmu je listova absorpce vyznamné stimulovana svételnym
zafenim. Rada autord uvadi, Ze se pii piimém vystaveni slune¢nimu zafeni zvySuje obsah
vosku v kutikule a tim klesa intenzita pfijmu zivin. Vliv na pfijem zivin ma také mnozstvi
destovych srazek, teplota a vlhkost vzduchu. Béhem dne, kdy dochazi ke zvySovani okolni
teploty, se snizuje relativni vzdusna vlhkost, coz vede k odpafovani vody a vysuSovani
roztoku na listech. Pro kazdy roztok je charakteristickd hodnota relativni vzdusné vlhkosti,
nad kterou zustava roztok kapalny, pod jeho hodnotou dochazi k vysychani. Zvysena vlhkost
vzduchu zvySuje sorpci vody kutikulou a tim propustnost pro iontové roztoky [25].

Foliarni hnojeni zaroven vyzaduje dostatecnou velikost plochy listu pro moznost absorpce
aplikovaného zivného roztoku. Koncentrace zivin a denni teplota by mély byt optimalné
zvoleny, aby nedoslo ke spaleni listd. Pro lepsi u€innost je vétSina hnojiv rozpustna ve vodé
[25].

Dalsim faktorem ovliviiujici pfijem Zzivin je staii listu. Obecné plati, ze mladé, Castecné
vyvinuté listy jsou vice propustné v porovnani s listy starSimi. Rovnéz poskozeni listii ma vliv
na permeabilitu listd [25].

3.4 Vyuzité fyzikalné-chemické metody

Pozornost bude nyni vénovana kapitole popisyjici fyzikalné-chemické metody vyuzité
k samotnému stanoveni interakce Lignohumatu s listovou kutikulou. K ziskani potfebnych dat
byly vyuzity metody termické analyzy, coz jsou jedny =z nejdalezitéjSich fyzikalne-
chemickych technik slouZzicich k analyze Sirokého spektra materialti. Princip metod spociva
v monitorovani zmén vlastnosti materialu pfi ur¢itému teplotnimu rezimu (zahiivani, chlazeni
nebo konstantni teplota) [25].
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3.4.1 Modularni titra¢ni mikrokalorimetrie

Modularni mikrokalorimetr pro simultdnni méfeni s vysoce citlivym termostatem umoziiuje
charakterizovat nejen tepelné zabarveni chemickych reakci, ale poskytuje také informace
o procesech doprovazenych tepelnymi zmeénami. Soucasti pristroje je kalorimetr pro méteni
izotermické titracni kalorimetrie (ITC) s ocelovou celou, perfizni cela pro studium hydratace
vzorku diky nastavitelné vlhkosti inertniho plynu, sestava Sesti kalorimetr pro simultanni
méfeni az Sesti vzorkl pifi jednom experimentu a kalorimetr pro méfeni rozpoustéciho tepla
kapalnych, tuhych i gelovych vzorkua [26].

Ptistroj, zobrazeny na Obr. 13 umoziiuje pracovat v izotermickém, krokové izotermickém
nebo teplotné skenovacim rezimu a ve vSech pfipadech koriguje pfipadnou teplotni zménu
vzorku jako odezvu na probihajici d&. Vysledkem analyzy jsou kvalitativni 1 kvantitativni
udaje o termodynamickém chovani vzorku [26].

Obr. 13 Moduldrni mikrokalorimetr TAM 111 [26].

3.4.2 Termogravimetricka analyza

Nejjednodussi metodou termické analyzy je termogravimetrickd analyza (TGA) a pfistroj
pro méfeni se nazyva termogravimetricky analyzator (Obr. 14) Vzorek je obvykle vystaven
tepelnému namahani a na citlivych mikrovahach je sledovana zména jeho hmotnosti
v zavislosti na Case nebo teploté. NejCastéjSim procesem, pii kterém dochazi ke zméné
hmotnosti vzorku, je jeho degradace béhem zahfivani. TGA ovSem umoziuje sledovani
dalsich procesu, jako jsou sublimace, vypafovani, oxidace nebo elektricka a magneticka
transformace. Z toho vyplyva opravdu §iroké vyuziti TGA metody [27].
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Obr. 14 Termogravimetricky analyzator TGA Q5000 [27].

Meéfeni probiha ve volitelné atmosfére, bud v inertni (dusik, argon) nebo oxidacni
(vzduch). TGA snadno a rychle stanovuje tepelnou nebo tepelné-oxidacni stabilitu vzorku
a pomoci analyzy degradace materialu je pak mozno usuzovat jeho slozeni, obsah, vlhkost
a obsah organické i anorganické hmoty. U slozitéjSich experimenti navic maze byt méfena
Casova stabilita materialti pfi zvolené teploté. Méfit 1ze od laboratorni teploty do vysokych
teplot nad 1000 °C. Nosi¢em vzorku je tzv. panvicka, zhotovena z platiny, vyuzivana
pro méteni do 800 °C, pro méteni za vyssich teplot se vyuziva keramicka panvicka [27].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
4.1 Plynova chromatografie v modifikaci headspace

Metoda byla pouzita pro meéfeni sorpce alkohol-ethoxylati na kutikulach listu
pomerancovniku  hotkého (latinsky Citrus aurantium). Vyuzité alkohol-ethoxylaty
(napt. diethylenglykolmonobutylether) maji vyznam v oblasti foliarntho hnojeni jako
urychlovace penetrace ucinnych latek do struktury listu, protoZze zpusobuji zvySeni

pohyblivosti penetrované latky v listové kutikule [28].

Izolace kutikul byla provedena enzymatickou metodou navrzenou védci Schonherrem
a Riedererem [18] a izolované kutikuly byly dale extrahovany v chloroformu. Ke stanoveni
sopréni izotermy byly pfipraveny roztoky s rdznou koncentraci sorbatu ve vialkach,
do kterych byly vlozeny kutikuly na 20 hodin pii konstantni teploté 25 °C. Po uplynuti této
doby byly kutikuly vyjmuty z roztoku a suSeny na vzduchu po dobu 24 hodin. Mnozstvi
sorbatu ve vzorku bylo méfeno pomoci plynové chromatografie [28].
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Obr. 15 Izotermy popisujici sorpci série alkoholethoxyldtii na kutikuly listii pomerancovniku
hovkého [28].

Graf na Obr. 15 znazorfiuje sorpéni izotermy alkohol-ethoxylati na listovych kutikulach.
Koncentrace sorbatu v membrané (Cmx) a koncentrace ve vodné fazi (Cw) byly stanoveny
metodou plynové chromatografie. Rovnovazné koncentrace v kutikulach se lisily
s koncentracemi ve vodném supernatantu. Sorpéni izotermy mohou byt charakterizovany
ttemi zakladnimi rysy — linearni zavislost, relativné ostré inflexni body a usek s nulovym
sklonem s konstantnimi hodnotami Cmx (Obr. 15 — vlevo). Z vynesené zavislosti plyne,
ze zavislost mnozstvi sorbované latky na vnéjsi koncentraci sorbatu je linearni pouze pii jeho
nizkych koncentracich (Obr. 15 - vpravo) [28].

Stejna metoda byla aplikovana pro meéfeni distribuce tékavych alkani mezi plynem,
ovocnymi kutikulami a vodnou fazi. Ze vzorka kutikul byla soxhlet extrakci odstranéna vnéjsi
vrstva voskd pomoci chloroformu. Kutikuly byly vlozeny do ampulek a naméfené mnozstvi
kapaliny nebo plynu bylo aplikovano do ampulek pouze na stény, aby nedoslo k pfimému
kontaktu kutikuly s roztokem. VSechny aplikované roztoky byly testovany v ampulich
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bez pristupu vzduchu. Mnozstvi penetrované latky bylo urceno rozdélovacim koeficient, ktery
je stanoven pomeérem mnozstvi latky v plynu a v kutikule, ktery byl méfen metodou plynové

chromatografie.
C,lVi-C,Vyo—Vx) V
CMX — AQ0Y A A AQ MX — A (CAO _CA) + CA, (3)
VMX VMX

kde Cumx je koncentrace v kutikule, Cao je koncentrace vyparené faze v referencni vialce, Ca je
koncentrace vyparené faze ve vialce sroztokem a Vio je objem vialky (stanovena
gravimetricky), Vux je objem vzorku [29].

4.2 Kapalinova scintila¢ni spektrometrie

Metoda je zalozend na principu méfeni radioaktivity. Byla vyuzita pfi zkouméni vlivu
kutikularnich voska pfi penetraci organickych latek do rostlinnych kutikul [30].

Pro méfeni bylo nutné provést extrakci voskové vrstvy kutikuly vlozenim kutikuly
do chloroformu. Po extrakci byly kutikuly usuSeny, zvazeny a umistény na agarové bloky.
Na kazdou kutikulu byla nanesena 1 pl kapka penetrovaného roztoku a po jejim vypateni byly
kutikuly oddéleny od agaru, byly nekolikrat omyty destilovanou vodou vzdy o stejném
objemu, nasledné byly rozpusStény v roztoku zvaném Lumasolve (Lumac, Packard).
Radioaktivita byla stanovena ve vod¢, ktera omyvala kutikuly, v agaru a v rozpusténych
kutikulach pomoci Lipoluma (Packard) scintilacni tekutiny. Vysledky sorpce byly vyjadieny
jako procento totalni radioaktivity vztazené na jednotlivé komponenty [30].

Vysledky méteni potvrdily, ze kutikularni vosky maji efekt pii penetraci organickych latek
do rostlinnych kutikul. Bylo zji§téno, ze efekt extrakce vosku na prenos skrz kutikulu zavisi
na lipofilni nebo hydrofilni charakteristice chemickych latek a na struktufe kutikuly.
Z vysledkd méfeni bylo vyhodnoceno, ze difuze latek skrz kutikuly bez extrakce vosku byla
nizka, s extrakci se pfenos nepatrné zvysil [30].

4.3 Ultrafialova spektrofotometrie

Hlavnim cilem studie [31] byl prizkum sorpce 1-naftolu na izolované rostlinné kutikuly
a pochopeni sorpCni aktivity v zavislosti na mnozstvi voska ve strukture kutikul. Naftol byl
vybran, protoze jako derivat naftalenu je jednou ze slozek pesticidi.

Vsechny sorp¢ni izotermy kutikularnich frakci byly ziskany pouzitim davkovaci techniky.
Naftol byl rozpustén v roztoku chloridu vapenatého pro udrzeni konstantni iontové sily
a azidu sodného kvili zabranéni degradace. K méfeni sorpce organické latky bylo pouzito 9
raznych koncentraci sorbentu a kazda znich, véetné blanku, byly duplikovany. Takto
ptipravené vzorky byly piikryty teflonovym vickem a byly umistény na rotacni tfepacku,
kde byly ponechany 3 dny. Roztok byl oddélen od pevnych latek centrifugaci. Alikvotni podil
supernatantu byl odstranén a zfedén deionizovanou vodou. Ke zvySeni citlivosti stanoveni byl
analyzovany vzorek ziedén 0,1 M hydroxidem sodnym, k ujisténi se, ze se naftol nachazi
v disociovaném stavu. Rovnovazna koncentrace naftolu byla méfena pouzitim ultrafialového
spektrofotometru typu UV-2550 pii vinové délce 332 nm. Kvuli malé sorpci naftolu
na sténach vialek bylo sorbované mnozstvi vypocteno z hmotnostniho rozdilu [31].
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Vsechna sorp¢ni data byla dosazena do logaritmické formy Freundlichovy rovnice:
logQ =logK; + NlogC,, (4)
kde Q je koncentrace v pevné fazi (mg/kg) a Ce je koncentrace v kapalné fazi (mg/l). Kr je

koeficient sorpéni kapacity ((mg/kg)/(mg/1)") a N je bezrozmémy parametr udavajici smérnici
izotermy, ur¢ené z linearni regrese dat. Zavislosti jsou znazornény na Obr. 16 [31].
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Obr. 16 Sorpcni izotermy 1-naftolu v riiznych kutikuldrnich frakcich (TC1-TCS). (a) Linedrni regrese,
(b) Freundlichova regrese [31].

Z vysledka bylo odvozeno, ze mnozstvi sorbované latky zavisi na mnozstvi organického
uhliku v kutikularni struktute (alifatické lipidy — vosky), kterého bylo nejvice v kutikularni
frakci TCS, naopak ve frakci TC3 bylo uhliku nejméné [31].

4.4 Mikrokalorimetrie

Mikrokalorimetrie je obecné kvantitativni, levna a vSestranna metoda, aplikovana v oblastech
chemie, fyziky 1 biologie. Tato metoda je velmi vhodna pro pozorovani tepelnych zmén, které
vznikaji napfiklad pfi ristu mikrobialnich bunek. Charakterizace procesu bunécného ristu
se pouziva k pozorovani interakce mezi burnkou a 1é¢ivem. Tato metoda nasla rovnéz Siroké
uplatnéni v oblasti studia antimikrobialnich vlastnosti berberinovych alkaloidd [32],
toxického feSeni chromovych iontd na metabolismu Tetrahymena thermophila [33]
¢i v akutni toxicité diktyltinu na imunitni systém potkant [34].

4.4.1 Zkoumani uéinku alkaloidu na bakterii Escherichia coli

Védci Yan s kolegy se ve své praci [32] vénovali vyzkumu puasobeni nékterych alkaloida
na rustu bakterie Escherichia coli. Inhibi¢ni ucinky tfi vybranych alkaloidi byly métreny
metodou mikrokalorimetrie, ktera zaznamenava zménu tepelného toku v zavislosti na case,
¢imz je ziskan graf (Obr. 17), z néhoz je mozné stanovit parametry urcujici metabolické
zmeény. Témi jsou rychlostni konstanty k£, maximalni hodnota tepelného vykonu P, ¢as vzniku
maxima piku #, a celkova produkce tepla Q; [32].
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Obr. 17 Izotermicka kiivka znazornujict ucinek alkaloidu na E. coli vynesena pomoci TAM [32].

Graf na Obr. 17 znazoriuje proces monitorovany mikrokalorimetrem za izotermickych
a izochorickych podminek. Znazoriiuje metabolismus Escherichia coli, ktery je rozdélen
na exponencialni fazi (A — B), fazi opozdénou (B — C), druhou exponencialni fazi (C — D)
afazi poklesu (D — E). Ristovy metabolismus bakterie maze byt tak rozdélen do dvou
rastovych procest, kdy jeden dosahuje svého maxima v bod€ B a druhy v bodé D [32].

Probihajici déje mizeme matematicky feset vztahem:
P
In| + |=k-t, (5)
PO

kde Py je tepelny vykon na zaCatku procesu a P je vykon v Case t. Rychlostni konstanta byla
ziskana z linearni zavislosti In P: na ¢ [32].

Tab. 2 Riistové rychlostni konstanty k; a k2 bakterie E. coli urcené metodou TAM pri teploté mérent

37 °C [32].
Cislo I 2 3 4 5 6
experimentu
ki [h'] 0,97342 | 0,97361 | 0,97289 | 0,97382 | 0,97338 | 0,97418
ka [h7'] 0,36641 | 0,36682 | 0,36611 | 0,36579 | 0,36711 | 0,36517

Z uvedené tabulky (Tab. 2) je zfejmé, Ze rychlostni konstanta k> je mnohem mensi
nez rychlostni konstanta ki, z ¢ehoz plyne, ze druha exponencialni faze muze byt povazovana
za soucast stacionarni faze [32].

Vysledky méfeni vykazovaly nepiimou zavislost rychlosti rastu na koncentraci alkaloida,
tzn. Ze vyzkum potvrdil, antimikrobialni u€inky pouzitych alkaloidl, protoZe inhibovaly rast
E. coli s nartstem jejich koncentrace [32].

4.4.2 Zkoumani ucinki hnojeni na mikrobialni aktivitu v pudé

Dlouhodobym experimentem, jehoz ucelem byl vyzkum GCinkd vyrovnaného
a nedostatecného nutricniho hnojeni na pidni mikrobialni aktivitu, se zabyvali Zheng a védci
¢inské akademie véd [35]. Pro méfeni mikrobidlni aktivity vyuzili metodu mikrokalorimetrie
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a z vysledkt stanovili konstantni rychlost mikrobialniho ristu a popsali procesy vyvoje tepla.
Meéfieni probihalo ze vzorki pudy, do kterych byla pfidana glukoza a sulfat amonny
pro stimulaci mikrobialni aktivity a rlizna hnojiva sriznym obsahem dusiku, fosforu
a drasliku [35].

Metabolické aktivity ptidnich mikroorganisma byly hodnoceny monitorovacim zafizenim
TAM 111, coz je vicekanalovy mikrokalorimetricky systém kalibrovany uvolnénim elektrické
energie v rezistoru. Pfi izotermickych podminkach byl zaznamenavan tepelny pratok
a termodynamické parametry, tj. rychlostni konstanta rustu k, maximalni tepelny vykon Pmax,
Cas dosazeni maxima piku fmax a celkové uvolnéné teplo Q, byly zjistény pomoci P-t (Power-
time) kiivky [35].

Rychlostni konstanta k poskytuje kvantitativni index mikrobialni aktivity a plati nasledujici
kineticka rovnice:

InP =InP,+kt, (6)

kde ¢ je Cas, P: je vykon v Case, a kje rychlostni konstanta rustu. Hodnoty Pmax @ fmax byly
ziskany pfimo z kfivky uvedené na Obr. 18 [35].
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Obr. 18 K¥ivka zavislosti vykonu na case ze vzorkii piidy obohacené o riznda hnojiva, CK znacni vzorek
bez hnojiva, NK, PK, NP NPK minerdlni hnojiva,1/2 OMN polovinu organického a polovinu
mineralniho hnojiva, OM organicky hniij [35].

Vsechny P-t kiivky znadzoruji typicky proces mikrobidlniho metabolismu. Tepelny tok
se exponencialné zvySoval az do vzniku stacionarni faze a faze klesajici. Z grafu je viditelné,
ze zmény v mikrobialni aktivité zavisely na zivinach dostupnych v pudé. CK (bez hnojiva)
neprojevoval zadnou zménu, na rozdil od ostatnich vzorkd, u nichZ je pozorovatelny peak.
Nejvyssi mikrobialni aktivitu projevoval vzorek PK s obsahem mineralniho hnojiva [35].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

a) Enzymaticka metoda izolace rostlinnych kutikul

Chemikalie Cistota vyrobce

kyselina citronova 99.5 % Sigma-Aldrich
citrat sodny 99.5 % Sigma-Aldrich
Pektinaza p-a. Sigma-Aldrich
Celulaza p-a. Sigma-Aldrich
azid sodny p.a. Sigma-Aldrich

b) Chemicka metoda izolace rostlinnych kutikul

Chemikalie Cistota vyrobce
chlorid zinecnaty 97 % Sigma-Aldrich
kyselina chlorovodikova 99 % Sigma-Aldrich

c¢) Penetrovany roztok HL

lignohumat draselny Amagro s.r.o
5.2 Pouzita instrumentace a dalSi zarizeni

pH metr WTW pH 330

Mikroskop Nicon Eclipse €200

Termogravimetricky analyzator TGA Q5000

Modularni mikrokalorimetr TAM III

Opticky mikroskop (Olympus BX 50 s pfidavnym svételnym zdrojem (Olympus TH 4 — 200)
s digitalnim fotoaparatem (Olympus Camedia C — 4040Zoom)

5.3 Separace rostlinnych kutikul z listu

Pro studium penetrace Lignohumatu do rostlinnych kutikul, byly kutikuly separovany z lista
ato dvéma metodami (chemickd a enzymaticka), které byly navrzeny a optimalizovany
ve védecké praci [1], zabyvajici se studiem penetrace kapalnych huminovych latek
skrze rostlinné kutikuly. Vyuziti obou metod izolace melo slouzit k vzdjemnému porovnani
experimett, av§ak bylo zjiS§téno, ze metody ovliviiuji vysledné vlastnosti izolovanych kutikul
a tedy maji vliv na transportni experimenty.

Pro studium byly vyuzity kutikuly listd rostliny Prunus laurocerasus (Cesky Bobkoviseri
lékarska) (Obr. 19). Stejné jako zpusob separace kutikul, byly listy vybrany na zakladé
drivejsich kladnych zkuSenosti s jejich vlastnostmi. Listy jsou tvrdé, silné a jejich kutikuly
maji vynikajici mechanické vlastnosti. Stafi listi by se mohlo negativné odrazit na vysledcich
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meéfeni, proto pro ziskani kutikul s co nejlepSimi vlastnostmi byly sbirany mladé, svétlé
a neposkozené listy.

Obr. 19 Detail listu rostliny Prunus laurocerasus [36].

Pred samotnou izolaci byly listy omyty v destilované vod¢, aby byly zbaveny nezadouciho
prachu, piipadné dalSich nezadoucich latek. Nasledné byly vSechny listy zbaveny fapiku,
okraju listd a poSkozenych c¢asti na spodni strané listu. V dal§im kroku byly kladeny
do sklenénych nadob (Obr. 20), Poté nasledovala izolace kutikul dvéma metodami popsanymi
v kapitolach 5.3.1 a 5.3.2.

Obr. 20 Omyté listy pripravené k izolaci.

5.3.1 Enzymaticka metoda separace kutikul

Pro enzymatickou metodu izolace (EMI) bylo pouzito 20 listd. Byl pfipraven citratovy pufr
o koncentraci 0,1 M a pH v rozmezi 3,5 — 4,5. V pfipraveném pufru bylo rozpusténo 5 hm. %

pektinazy a 5 hm. % celulazy. Do pfipraveného izolacniho roztoku bylo pfidano 10 obj. %
0,8 M azidu sodného, aby bylo zamezeno vzniku nezadoucich mikroorganismu. Tento roztok
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byl preveden na pfipravené listy. Pro dokonalé pokryti listi roztokem a zamezeni jejich
vyplaveni byly listy pfichyceny umélohmotnou sitkou (Obr. 21). Takto pfipravena nadoba
byla piikryta parafilmem pro zamezeni odpatfovani roztoku ze smési. Enzymaticka izolace
rostlinnych kutikul trvala pfiblizné 6 tydnu.

Obr. 21 Izolacni roztok s rostlinnymi kutikulami.

Po uplynuti pozadované doby na izolaci byly kutikuly preneseny do nadoby s destilovanou
vodou, degradovany mezofyl byl z listi jemné odstranén pinzetou a Stétcem. S kutikulami
bylo zachdzeno opatmné, aby nedoslo k jejich mechanickému poskozeni. Svétle hnédé ciré
membrany (Obr. 22) byly tak pfipraveny pro rozdéleni na horni a spodni kutikuly
na optickém mikroskopu a pro studium interakce s lignohuméatem draselnym.

Obr. 22 Pohled na ocisténé kutikuly izolované enzymatickou metodou.

5.3.2 Chemicka metoda separace kutikul

Pro chemickou metodu izolace (CHMI) bylo pouzito 10 listd. Nachystané listy byly ponofeny
do roztoku 60 hm. % chloridu zine¢natého (ZnCl2) v koncentrované kyselin€ chlorovodikové
(HC1). Pfi rozpusténi chloridu zineCnatého bylo tfeba dbat zvySené opatrnosti, protoze
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se jedna o reakci silné exotermického charakteru. Listy byly upevnény umélohmotnou sitkou
(Obr. 23) a odparteni roztoku z nadoby bylo opét chranéno parafilmem.

:—-‘w

Obr. 23 Izolacni roztok s listy pred separaci [1].

Chemicka izolace trvala 3 dny. Po uplynuti pozadované doby byla opatrné vyjmuta
umélohmotna sitka a jednotlivé listy byly separovany obdobnym zptusobem, jako tomu bylo
v pfipadé EMI. Byly odstranény odumfelé zbytky mezofylu a ocisténé kutikuly byly
pfipraveny pro optickou mikroskopii a isotermalni mikrokalorimetrii (Obr. 24).

Obr. 24 Pohled na kutikuly izolované chemickou metodou.

5.4 Priiprava vzorku kutikul pro optickou mikroskopii

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.2.3, list je pokryt tenkou listovou bariérou ze spodni i horni
strany. Tyto kutikuly se od sebe lisi svoji strukturou, hlavnim rozdilem je pfitomnost stomat
na spodni kutikule. Kutikuly byly proto separovany dle svych struktur (na spodni respektive
na horni), k tomu bylo vyuzito optické mikroskopie.

Ocisténé kutikuly byly pokladany na podlozni mikrosklicka a byly volné usuSeny
na vzduchu po dobu minimalné 24 hodin (Obr. 25).
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Obr. 25 Horni kutikula izolovand chemickou metodou pripravenad na optickou mikroskopii.

5.5 Priprava vzorku pro isotermalni mikrokalorimetrii

Pro studium interakce listovych membrana s lignohumatem draselnym bylo vyuzito
isotermalni mikrokalorimetrie. Metoda byla blize popsana v kapitole 3.4.1 a jeho vyuzivani
ve védecké sfére v kapitole 4.4.

Ptiprava vzorka spocivala ve vkladani ocisténych rostlinnych kutikul do 4 ml sklenénych
ampuli tak, aby se svymi hmotnostmi vzajemné piili§ neliSily. Ke kazdé kutikule bylo
kapatkem pridano 10 kapek 1 hm. % roztoku Lignohumatu. Takto pfipravené vzorky byly
uzavieny teflonovym vickem, aby nedochazelo k vyparovani vodného roztoku. Hmotnosti
kutikul a Lignohumatu byly vazeny na analytickych vahach. Méfeni probihalo pii dvou
konstantnich teplotach, 25 °C a 35 °C.

Isotermélni mikrokalorimetrii byly podrobeny vzorky 1 hm. % roztoku lignohumatu
draselného a samotnych rostlinnych kutikul s minimalnim mnozstvim Cisté vody.
Do sklenénych ampuli bylo odvazeno vzdy stejné mnozstvi roztoku a byly uzavieny vickem.
Rovnéz tak byly ptipraveny ampule s Cistymi kutikulami a byly opét uzavieny. Tyto vzorky
byly podrobeny experimentalnimu méfteny pii teploté 25 a 35 °C.

5.6 Priiprava vzorku pro termogravimetrickou analyzu

Pro studium sorpce lignohumatu draselného na listové bariéry byla zvolena metoda
termogravimetrické analyzy. Touto metodou bylo mozné zjistit rozdily v mnozstvi popela
pro Cisté kutikuly a kutikuly s Lignohumatem a posoudit tak, zda kutikuly na sebe latku
sorbuji ¢i nikoli.

Jednotlivé kutikuly byly opét ociStény dle postupu uvedeného v kapitole 5.3. Rostlinné
kutikuly byly vlozeny do roztoku 1 hm. % lignohumatu draselného po dobu 3 tydna.
Po uplynuti této doby byly kutikuly oplachnuty destilovanou vodou a poté byly rozprostieny
na Petriho misku (viz Obr. 26) a byly ususeny v susarné pti 30 °C .
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Obr. 26 Vzorky kutikul pripravené pro suSeni pro metodu TGA.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Charakterizace rostlinnych kutikul optickym mikroskopem

K rozpoznani abaxialni a adaxialni kutikuly byl pouzit opticky mikroskop Nicon Eclipse 200
a diky softwaru uEyeCockpit byly pofizeny snimky jednotlivych vzorkd. Pfi meéfeni byl
pouzit objektiv s 60-ti nasobnym zvétSenim. Tento mikroskop byl pouzit pro rychlé
rozpoznani vzorka.

Pro zachyceni jednotlivych kutikul byl pouzit opticky mikroskop Olympus BXS50
s pridavaym svételnym zdrojem a s digitalnim fotoaparditem Olympus Camedia C —
4040Zoom (Obr. 27). Tento typ mikroskopu ma mnohem citlivéjs§i kameru, tedy snimky jsou
mnohem kvalitng&jsi.

ISOPLATE

Obr. 27 Opticky mikroskop Olympus BX50.

Pfipravené vzorky rostlinnych kutikul byly proméfeny pii 60-ti nasobném zvétSeni.
Na snimcich jsou viditelné rozdily mezi obéma druhy kutikul. Spodni kutikuly jsou tvoreny
pletivem a hlavné viditelnymi kruhovitymi Gtvary s otvory, stomata. Naopak horni kutikuly
jsou tvoreny pouze pletivovou siti.

U vzorkl kutikul bylo rovnéz provedeno porovnani mezi chemicky a enzymaticky
izolovanymi kutikulami. Z optického mikroskopu jsme se snazily o zjiSténi vyznamneéjsi
rozdilti ve strukturach kutikul izolovanych riznymi metodami. Na Obr. 28 jsou znazornény
horni kutikuly izolované enzymatickou (vlevo) a chemickou metodou (vpravo). U obou typua
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jsou ziejmé pletivové sité, tedy struktura obou kutikul je shodna, rovnéz se u obou kutikul
vyskytuji mensi tmava mista, coz jsou zbytky neodstranéného mezofylu. Pii pohledu na oba
snimky je patrné, ze kutikuly izolované enzymatickou metodou se nejevi tak kompaktni, jako
je tomu v piipadé chemicky izolovanych kutikul, u nichz je struktura a rysy rostlinné tkané
mnohem zjevnéjsi.

Obr. 28 Horni kutikula izolovand enzymaticky (vievo) a horni kutikula izolovand chemicky (vpravo).

Na Obr. 29 jsou znazornény snimky spodnich stran kutikul opét izolované obéma zpusoby.
Ze snimku jsou jiz patrné rozdily od hornich stran kutikul, nebot’ spodni kutikuly obsahuji jiz
tolikrat zminované pruduchy. Ty jsou pfitomny v obou pfipadech kutikul. OvSem opét
z hlediska struktury jsou na enzymatické kutikule (Obr. 29 — vlevo) viditelné malé
nekomplexni ¢astecky a nekompaktni pletivova sit. Cimz se kutikula odlisuje od chemicky
izolovanych kutikul (Obr. 29 — vpravo).

DAY RS BIARS R g
3 A = . % .

>

L

Opticky mikroskop je vhodnou metodou pro rozdéleni membran na horni respektive
spodni stranu. Dale je z mikroskopickych snimkid patrna urcita strukturni odliSnost, avSak
neni tolik prikazna. Tyto pochybnosti by mohly byt do budoucna vyvraceny rastrovaci
elektronovou mikroskopii.
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6.2 Souhrn méreni sorpce pomoci mikrokalorimetrie

Experimenty interakce rostlinnych kutikul s 1 hm. % lignohumatem draselnym byly
provadény pomoci mikrokalorimetru TAM III s6 kanaly (Obr. 13). Prabéh sorpce byl
sledovan zvlast na hornich a spodnich kutikulach, izolovanych enzymaticky nebo chemicky.

Z dosazenych grafii a dat bylo zjisténo, ze Lignohumat s rostlinnymi kutikulami néjakym
zpusobem reaguje, a to velmi obdobnym zpasobem, ktery byl pozorovan ve clancich
uvedenych v kapitole 4.4. Ackoli se v téchto piipadech jednalo o studium mikrobialni
aktivity, metabolismu bakterii ¢i buné€k nebo se studovala toxicita latek na zivych
organismech apod., pribéh nami provedenych experimenti vedly k podobnym vysledkim.
Na zakladé téchto zkuSenosti byla tedy odvozena urcita analogie, kterd byla aplikovana
na nase experimenty.

Z naméfenych dat byly sestaveny grafy zavislosti tepelného toku respektive vykonu
na Case (Obr. 30). Ze zaznamu termodynamického prubéhu bylo potvrzeno, ze 1 hm. %
Lignohumat interaguje s listovymi kutikulami a z naméfenych prubéha bylo rovnéz zjisténo,
ze termodynamicky prabeh zavisi od metody izolace kutikul (Obr. 32) a od typu kutikuly
(horni respektive spodni) (Obr. 30 a Obr. 31). Rovnéz se potvrdilo, Ze na pribéh déje ma vliv
i teplota, pfi které experiment probiha (Obr. 34).
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Obr. 30 Porovnani tepelnych tokii pro chemicky izolované kutikuly v roztoku 1% lignohumdtu
draselném pri 25 °C.

Na zakladé vypracované reerse v kap. 4.4.1 byl popsan prabéh dat na Obr. 30. Cast A je
zaCatek méfeni, bez zdznamu reakce, cast A — B znazorfiuje exponencialni fazi nasledovanou
casti B — C, kterd znazoriuje fazi stacionarni a po ni fazi C — D, ktera znazoriuje klesajici
fazi a termodynamické ustaleni systému, tudiz konec experimentu.
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Pro spodni kutikulu je patrné, ze vznik stacionarni faze, tedy predpokladané sorpce nastava
mnohem rychleji, jiz po 36 hodinach, v porovnani s horni kutikulou, jejiz stacionarni faze
dosahuje maxima v 63,5 hodiné. Posun piku spodni kutikuly vi¢i horni je v rozmezi 27,5
hodiny. Z uvedeného grafu si muzeme rovnéz povsSimnout, ze spodni kutikula dosahuje
mensich tepelnych tokt nez horni kutikula (Tab. 3).

Vznikly pik znaci zvySeny tepelny tok, tedy zménu termodynamického systému, coz
v naSich experimentech miiZze znamenat sorpci respektive interakci lignohumatu draselného
na kutikulu.
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Obr. 31 Porovnani tepelnych tokii enzymaticky izolovanych kutikul v 1% lignohumcdtu draselném

pri 25 °C.

Na Obr. 31 je vidét podobny prubéh déje, ktery byl pozorovan i pro pfipad chemicky
izolovanych kutikul. Opét je zde pfitomna urcita exponencialni, stacionarni a pak klesajici
funkce, které cely termodynamicky proces popisuji. Opét zde miZzeme pozorovat posun piku
horni kutikuly vuci spodni kutikule, coz bylo pozorovatelné i pro chemicky izolované
kutikuly. Rozdilem je ov§em posun téchto pikd ke kratSim Casim. Maximum tepelného toku
pro spodni kutikulu vzniklo po 20 hodinach a pro horni kutikulu po 27 hodinach. Rovnéz zde
muzeme pozorovat rozdily v dosazenych hodnotach maxim tepelného toku pro spodni
kutikulu, jehoz hodnota dosahovala 18 uW a pro horni kutikulu, kterd dosahovala hodnoty
22 nW. Maxima obou tepelnych tokl byla dosazena s Casovym rozestupem asi dvou hodin.
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Obr. 32 Porovnani tepelnych tokii kutikul z horni strany listu izolovanych chemickou a enzymatickou
metodou pro 25 °C.

Graf na Obr. 32 srovnava naméfené tepelné toky pii 25 °C pro horni kutikuly izolované
chemicky a enzymaticky. Z grafu je jednoznacné vidét, ze enzymaticky izolované kutikuly
dosahuji vysSich hodnot tepelnych tokti nez chemicky izolované kutikuly. Hlavné
u enzymaticky izolovanych kutikul bylo dosazeno kratsich ¢asii vzniku piku nez u chemicky
izolovanych kutikul, z ¢ehoz se mizeme domnivat, ze tyto kutikuly rychleji interaguji
s lignohumatem draselnym.
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Obr. 33 Porovnani chemicky izolovanych kutikul z horni strany listu pro experimenty pri 25 °C
a 35 °C.
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Obr. 33 znazornuje rychlej§i odezvu sorpce lignohumatu draselného na horni kutikulu
izolovanou chemickou metodou pfi teploté méfeni 35 °C nez pro horni kutikulu izolovanou
stejnou metodou a meérenou pii 25 °C. Tento experiment se pro nas stal cennou informaci
v oblasti transportnich experimentli, nebot experimenty probihajici pii 35°C, at uz
pro enzymaticky nebo chemicky izolované kutikuly dosahuji vzniku piku pfi velmi malych
odchylkach ¢ast (Obr. 34). Z toho lze usoudit, ze transportni experimenty budou co nejméné
ovlivnény sorpénimi procesy.
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Obr. 34 Porovnani hornich kutikul izolovanych chemicky a enzymaticky pri 35 °C.

Abychom se ujistily, ze vznik piku neni zapfi€inén jen samotnym roztokem lignohumatu
draselného ¢i jen samotnymi kutikulami, byly isotermalni mikrokalorimetrii podrobeny
vzorky 1 hm. % roztoku Lignohumatu a kutikul. Postup pfipravy je popsan v kapitole 5.5.
Z namétenych dat bylo zfejmé, ze samotny roztok lignohuméatu draselného se chova jako
stabilni vodny roztok, nebot nedochazi ke vzniku zadného piku v ¢ase. Muzeme tedy tvrdit,
ze u 1 hm. % roztok lignohumatu draselného nedochazi k zadnym degradacnim procesim ani
vzniku nezadoucich mikroorganismi, které by ovliviiovaly termodynamicky dé& uvnitt ampuli
v méfeném experimentu.

Stoprocentni jistoty bylo dosazeno po zmeéteni 1 hm. % roztoku lignohumatu sodného
s obsahem azidu sodného, ktery je bézn€ vyuzivan jako dezinfekéni Cinidlo, tudiz k zamezeni
rastu mikroorganismu. Z kiivky uvedené v kapitole 10.1 je ziejmé, Zze ani tento vzorek
nepodléha zadnym vysSe zminénym déum, z Cehoz plyne, ze 1 hm. % lignohumat draselny
v méfeném cCase je stabilni a vhodny pro zvolené experimenty sorpce lignohumatu draselného
na listové membrany.
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Tab. 3 Priumérné hodnoty casit a maxim tepelnych tokii pro vzorky kutikul izolovanych EMI a CHMI

mérenych metodou mikrokalorimetrie pri 25 a 35 °C.

. « tepelny tok
teplota kutikula | cas (hod) (W)
95 °C horni 28,5+0,1 22,4+0,1
EMI spodni 240+0,2| 18,2+0,1
35°C horni 21,5+0,1| 24,5+02
spodni 190+0,1| 27,9+03
75 °C horni 64,2+ 0,3 9,4+0,1
CHMI spodni 35,1+0,2 7,5+0,1
35 °C horni 25,0£0,2 13,3 40,2
spodni 92+0,1| 18,5+0,1

V tabulce (Tab. 3) jsou uvedeny hodnoty pro ¢as vzniku maxim tepelnych toka a hodnoty
maxim tepelného toku pro vSechny meéfené vzorky kutikul (horni 1 spodni) izolované
enzymatickou 1 chemickou metodou pfi 25 a 35 °C.

Pii srovnani vzorki chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul, je zfejmé, ze
na enzymaticky izolované kutikuly se Lignohumat sorboval rychleji, nez u chemicky
izolovanych kutikul.

Z uvedené tabulky lze rovnéz vyvodit, ze za vyssi teploty (35 °C) probihala sorpce
mnohem rychleji a pii srovnani poloh pikGi pro horni a spodni kutikulu je patrné, ze
nedochazelo k Casovym posuntim probihajicich d€ja, jako tomu bylo v ptipadé experimentd
pii 25 °C. Prikladem jsou enzymaticky izolované kutikuly, u nichz je ziejmé, ze pii 35 °C
dochazi témér ve stejnou dobu ke vzniku stacionarni faze pika.

Této informace miZze byt vyuzito v oblasti studia transportnich procesu, protoze teplota
35 °C se jevi jako mnohem vhodnéjsi pro méfeni difuznich experiment nez teplota 25 °C,
nebot’ pii této teploté bude dosazeno podminek minimalné€ ovliviiujicich prabéh penetrace
lignohumatu draselného. Navic bylo zjisténo, ze pii teploté 35 °C maxima tepelnych toka
dosahovaly vyssich hodnot, nez pfti teploté 25 °C. Tato informace bude hrat vyznamnou roli
v mnozstvi nasorbovaného Lignohumatu na rostlinné kutikuly, ovSem to bude dal§im
prfedmétem vyzkumu.

Grafy vSech naméfenych vzorkd z isotermalni mikrokalorimetrie jsou uvedeny v piiloze
(kapitola 10.1)

6.3 Souhrn méreni sorpce pomoci termogravimetrické analyzy

Termogravimetricka analyza (TGA) byla pouzita pro méfeni vzorkl kutikul z horni i spodni
strany listu izolovanych chemickou 1 enzymatickou metodou. Vzorky byly ohfivany v proudu
inertniho plynu, dusiku.

Naméfena data byla proloZzena dvéma typy kiivek, tj. termogravimetrické kiivky (TG),
znazortiujici relativni hmotnost v procentech, a derivacni kiivky (DTG), které charakterizu;ji
derivované hmotnosti neboli procentualni ubytek hmotnosti v zavislosti na teplotée.
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Obr. 35 Zavislost ubytku hmotnosti spodnich chemicky izolovanych kutikul na teploté. Modre je
znazornén vzorek Cistych listovych membrdan a oranzové krivky zndzornuji vzorky kutikul macenych
v 1 hm. % lignohumdtu draselném.

Na Obr. 35 jsou zachyceny TG a DTG kiivky pro vzorky spodnich chemicky izolovanych.
Dulezity vysledek méfeni je zachycen DTG kfivkami v oblasti teplot 600 — 700 °C. V této
oblasti doslo ke zvySeni kiivky pro derivovanou hmotnost vzorku s lignohumatem draselnym
oproti vzorku Ccisté kutikuly. Tento pik s nejvétsi pravdépodobnosti zachycuje sorpci
lignohumatu draselného na kutikule. Stejné¢ tak TG kiivka kutikuly s Lignohumétem
znazorfiuje vySsi relativni hmotnost, coz znamend vétSi procentualni zastoupeni popela
u méfeného vzorku.
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Obr. 36 Zavislost ubytku hmotnosti hornich a spodnich chemicky izolovanych kutikul macenych
v 1 hm.% lignohumdtu draselném. Oranzové kiivky zndzoriuji termogravimetricky priibéh horni
kutikuly a hnédé kutikuly spodni.

Porovnani sorpce lignohumatu draselného na spodni a horni kutikulu znazoriuje
graf (Obr. 36) zavislosti ubytku hmotnosti na teploté. Z naméfenych dat muzeme vidét
urCitou analogii mezi méfenymi vzorky horni a spodni kutikuly, ovSem nemizeme v tomto
pfipadé se stoprocentni jistotou usoudit, ze by horni ¢i spodni kutikula vice sorbovala
lignohumat draselny nez kutikula horni.
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Obr. 37 Zavislost ubytku hmotnosti chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul ze spodni strany listu.
Zelené jsou zndzornény chemicky izolované kutikuly a hnédé enzymaticky izolované kutikuly.

Pro porovnani mnozstvi sorbovaného 1 hm. % lignohuméatu draselného na rostlinné
kutikuly izolované chemicky a enzymaticky byl sestaven graf (Obr. 37) zavislosti ubytku
hmotnosti na teploté. Pribéh termodynamického procesu pro kutikuly izolované chemicky
i enzymaticky si jsou velice podobné, jediny rozdil mizeme sledovat v rozmezi 700 — 800 °C,
kde dochazi k rozdilim v relativnich hmotnostech popela, z ¢ehoz bychom mohli usuzovat
na veétsi sorpei 1 hm. % lignohumatu pro chemicky izolované kutikuly.

Tab. 4 Namérené hodnoty relativni hmotmosti vzorkii pri nejvyssi teploté

CHMI EMI
kutikula spodni | homi spodni | homi
bez LH (%) 13,2 8,1 0,007 0,02
s LH (%) 30,4 13,7 9,1 6,3

Pro porovnani méfeni jednotlivych vzorkd byly konecné hodnoty relativnich
hmotnosti (udavané v %) zapsany do tabulky (Tab. 4, ze které Ize vycist, ze pii méfeni vzorka
s obsahem Lignohumatu vznikalo v porovnani s méfenim cistych kutikul vice popela. Grafy,
slouzici k dal§imu srovnani sorpce mezi jednotlivymi vzorky, jsou dolozeny v piiloze
(kapitola 10.2).

Na zakladé ziskanych vysledkd bylo zjisténo, ze kutikuly macené v 1 hm. % roztoku
lignohumatu sodného dosahuji vysSich hodnot popela, z cehoz bychom mohly usuzovat
na jeho sorpci na rostlinné kutikuly. Z tabulky (Tab. 4) mizeme vycist, ze mnozstvi popela
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bylo zvySeno jak pro CHMI, tak EMI a ze mnohem vyssich hodnot bylo dosazeno u chemicky
izolovanych kutikul. Na vzdory vysledkim z TGA analyzy nemuzeme jednoznacné fici, ze
dochazi k sorpci lignohumatu draselného a neziskaly jsme tak data pro volné castice
Lignohumatu utkvélého na povrchu kutikul. Ztéchto divodi bude nutné experimenty
zopakovat, 1épe analyzovat, piipadné vyuzit jinych dostupnych technik.
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7 ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo sepsani reSerSe na téma sorpce respektive interakce lignohumatu
draselného s rostlinnymi kutikulami. V ramci reSerSe byla zpracovéana kapitola veénujici
se soucasnymi moznymi fyzikalné-chemickymi metodami, kterymi se da prabéh sorpce
stanovit. Pro vypracovani bakalafské prace bylo vyuzito metody isotermalni
mikrokalorimetrie a termogravimetrické analyzy, dostupné na Fakulté chemické, Vysokého
uceni technického v Brné.

K prizkumu sorpce byly vyuzity kutikuly, které byly predem izolovany dvéma jiz
osvédCenymi metodami (enzymatickou a chemickou metodou). Poté byly kutikuly rozdéleny
optickym mikroskopem na svrchni a spodni, které byly vyuzity pro jednotlivd méfeni. Cilem
meéfeni bylo dokazat rozdil sorpce Lignohumatu na kutikulach odlisujici se svymi vlastnostmi,
coz je dusledek rozdilnych izola¢nich metod, kterymi jsou membrany ziskavany. Vzajemné
byly porovnavany také vysledky méfeni sorpce pro kutikuly ze spodni a horni strany listu.

Z vysledka isotermalni mikrokalorimetrie bylo zjisténo, ze enzymaticky izolované kutikuly
mnohem rychleji interaguji, respektive sorbuji lignohumat draselny nez kutikuly ziskdvané
CHMIL Tim byly potvrzeny experimenty Ing. Marcely Lastivkové, ktera stanovila, ze
kutikuly 1zolované enzymatickou metodou mnohem Iépe penetruji lignohuméat draselny nez
chemicky izolované kutikuly. Rovnéz bylo touto metodou ovéreno, ze lepsi penetrace bude
probihat pro spodni kutikuly nez pro kutikuly horni, coz opét korelovalo s vysledky
diplomové prace.

U metody TGA bylo na zakladé mnozstvi popela potvrzeno, ze spodni kutikuly na sebe
sorbuji vice lignohumatu draselného nez kutikuly horni. AvsSak naprosto se tato metoda
rozchazela s vysledky isotermalni mikrokalorimetrie pfi porovnani enzymaticky a chemicky
izolovanych kutikul, u niz vySlo, ze chemicky izolované kutikuly vice sorbuji Lignohumat
nez enzymaticky izolované kutikuly. Tento rozpor muze byt vysvétlen tim, Ze se nejedna
o sofistikovanou metodu, kterd nam nijak blize nepopiSe systém z hlediska vnitini struktury
¢i vazeb. Jedna se spi§ o metodu dopliikovou, a proto bude nezbytné experimenty zopakovat
¢i podrobit dal§im méfenim a analyzam.
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9 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

HL

HK

FK

SEM

TGA

ITC

EMI

CHMI

MS

EI
MALDI-TOF
LDI-TOF
PTV injektor

FID detektor
WCOT

huminové latky

huminové kyseliny

fulvinové kyseliny

Skenovaci elektronova mikroskopie
termogravimetricka analyza
izotermicka titracni kalorimetrie
enzymaticka metoda izolace
chemicka metoda izolace
hmotnostni spektrometrie
elektrosprejova ionizace

matrici asistovana laserova desorpce
laserova desorpce

Programmable Temperature Vaporization (injektor
s programovatelnou teplotou odparovani)

plamenoionizaéni detektor

Wall Coated Open Tubular
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10 PRILOHA

10.1 Grafy méreni mikrokalorimetrie
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Obr. 38 Tepelny tok méreny ve vzorku 1 hm. % lignohumatu draselného s pridavkem azidu sodného.
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Obr. 39 Porovnani tepelnych tokii enzymaticky izolovanych kutikul z horni a spodni strany listu
pri teploté méreni 25°C
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Obr. 40 Porovnani tepelnych tokii chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul ze spodni strany listu
pri teploté méreni 25°C
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Obr. 41 Porovnani tepelnych tokii chemicky izolovanych kutikul z horni a spodni strany listu pri
teploté méreni 35°C

50



30

J

CHI_horni
EI horni

[\
(91
1

\e]
o
I

—
(9]
|

—
=]
|

Tepelny tok (uW)

O B T T T T 1
0 30 60 90 120 150

Cas (hod)

Obr. 42 Porovnani tepelnych tokii chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul z horni strany listu pri
teploté méreni 35°C
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Obr. 43 Porovnani tepelnych tokii chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul ze spodni strany listu
pri teploté méreni 35°C
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Obr. 44 Porovnani tepelnych tokii chemicky izolovanych kutikul ze spodni strany listu p¥i teplotdach
méreni 25°C a 35°C
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Obr. 45 Porovnani tepelnych tokii enzymaticky izolovanych kutikul z horni strany listu p¥i teplotdch
méreni 25°C a 35°C
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Obr. 46 Porovnani tepelnych tokii enzymaticky izolovanych kutikul ze spodni strany listu p¥i teplotdch
méreni 25°C a 35°C
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10.2 Grafy termogravimetrické analyzy
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Obr. 47 Zavislost ubytku hmotnosti kutikul izolovanych CHMI z horni strany listu na teploté. Modra
krivka znazoriuje cisté kutikuly, hnéda krivka kutikuly macené v Lignohumdtu.
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Obr. 48 Zavislost ubytku hmotnosti kutikul izolovanych EMI ze spodni strany listu na teploté. Modra
krivka znazornuje cisté kutikuly, hnéda kutikuly mdacené v Lignohumdtu.
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Obr. 49 Zavislost ubytku hmotnosti kutikul izolovanych EMI z horni strany listu na teploté. Modra
kFfivka zndzornuje Cisté kutikuly, hnéda kutikuly macené v Lignohumatu.
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Obr. 50 Zavislost ubytkit hmotnosti kutikul izolovanych CHMI na teploté. Svétla krivka znazoriugje
horni kutikulu, tmava spodni kutikulu.
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Obr. 51 Zavislost ubytku hmotnosti kutikul izolovanych EMI na teploté. Svétla kvivka znazornuje horni
kutikulu, tmavd spodni kutikulu.
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Obr. 52 Zavislost ubytkii hmotnosti kutikul izolovanych EMI mdcenych v Lignohumdtu na teploté.
Svétla krivka zndzornuje horni kutikulu, tmava spodni kutikulu.
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Obr. 53 Zavislost ubytkit hmotnosti Cistych spodnich kutikul izolovanych CHMI (hnéda krivka) a EMI

(zelend krivka) na teploté.

120 - TG CHI kutikula |
— — =TG EI kutikula
100 | == ___ DTG CHI kutikula 0,6
—— DTG EI kutikula
g %0 - 0,5
g 60 0,4
@]
g
= 40 - 0,3
2
=
2 20 - 02
0 - 0,1
-20 ' ' 0
0 200 400
teplota (°C)

derivovana hmotnost (%/°C)

Obr. 54 Zavislost ubytkit hmotnosti cistych hornich kutikul izolovanych CHMI (hnéda kiivka) a EMI

(zelend kiivka) na teploté.
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Obr. 55 Zavislost ubytkit hmotnosti spodnich kutikul macenych v Lignohumdtu izolovanych CHMI
(hnéda kiivka) a EMI (zelena kiivka) na teploté.
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