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ABSTRAKT

Tato diplomovéa prace je zaméfena na problematiku foliarniho typu hnojeni, které v dnesni
dobé predstavuje jedno z nejCastéji pouzivanych aplikaci komercnich hnojiv viibec. Naplni
této prace je studium rostlinnych kutikul, coby tenkych vrstev na povrchu listu, které
umoziiuji regulaci transportu vody, nutrientl a zaroven se podili na ochrané rostlin pred
vngjsimi biotickymi 1 abiotickymi vlivy. Pro charakterizaci téchto tenkych membran byla
vyuzita metoda fluorescencni a optické mikroskopie a profilometrie.

Hlavnim cilem ptedlozené prace je optimalizace a otestovani metodiky experimentalniho
studia transportu komer¢niho preparatu na bazi huminovych kyselin skrz rostlinné kutikuly
a syntetické porézni membrany s definovanou velikosti pora. Studium transportu je reali-
zovano metodami difzniho paru a neustalené difuze v hydrogelovém poréznim prostiedi za
ucelem studia a porovnani transportu lignohumatu ptes ptirodni a syntetické membrany.

Soucasti feSeni problému je také charakterizace hydrogelovych systémui, za timto u¢elem
bylo vyuzito reologie, rtutové porozimetrie a skenovaci elektronové mikroskopie. Poznatky
z této diplomové prace mohou slouzit jako modelovy piiklad pro studium foliadrni penetrace
raznych typu aktivnich latek — pesticidt, herbicida, fungicidi, NPK ¢i pravé huminovych
kyselin do listt rostlin.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on foliar fertilization. It is nowadays one of the most
widespread types of application of commercial fertilizers. Concern of this thesis is the study
of plant cuticles as a thin layer on the leaves. These thin membranes are responsible for
regulation of water transport and nutrients. Further function of plant cuticles is the mechanical
protection of the outer part of the plant. Plant cuticles were characterized by fluorescence
spectroscopy, classical optical microscopy and profilometry.

The main aim of this thesis is the optimization and verification of experimental
methodology aimed to the transport of commercial humic product through plant cuticles by
simple diffusion techniques. The results obtained by presented diffusion techniques of humic
product through plant cuticles were correlated with the same diffusion experiments through
synthetic membranes with defined pore size and density. The study on transport of
commercial humic product was realized in hydrogel medium by two different diffusion
methods — non-stationary diffusion technique and diffusion couple.

The important part of this diploma thesis is the characterization of supported hydrogel
matrix by rheology tests, mercury intrusion porosimetry and scanned electron microscopy.
Conclusions of this diploma thesis could be used for improving of efficiency of foliar
fertilization.

KLiCOVA SLOVA
foliarni hnojenti; rostlinné kutikuly; huminové kyseliny; hydrogely; difuze
KEY WORDS

foliar fertilization; plant cuticles; humic acids; hydrogels; diffusion
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1 UVOD

Predmétem naseho vyzkumu jsou huminové kyseliny, coz jsou latky, které se spolu
s chemicky spfiznénymi frakcemi (fulvinové kyseliny a huminy) pfirozené vyskytuji v pade,
sedimentech a tzv. oxyhumolitech. Souhrnné tento komplexni organicky material nazyvame
jako huminové latky. Unikatni vlastnosti huminovych latek, predev§im huminovych kyselin,
lidé vyuzivali ke svému uzitku jiz odedavna, nebot’ tento material pozitivné ovliviiuje nejen
kvalitu a urodnost pudy, ale také blahodarné pusobi na kvalitu, rast a vynosnost ploda rostlin.
Diky témto vyznamnym vlastnostem se huminové latky také staly predmétem zajmu Siroké
veédecké spoleCnosti.

Huminové kyseliny mohou nabyvat ve svém pfirozeném prostiedi riznych forem. Jednou
z nich je napt. forma v podobé koloidnich roztokl nebo se mohou vyskytovat v pevné konzis-
tenci, kde né€které z téchto druht forem jsou schopny v prostiedich o vysoké vihkosti bobtnat
a vytvaret tak hydrogelové formy.

Vzhledem k tomu, Ze tato diplomova prace je zaméfena na transport huminovych preparata,
ptes rostlinné kutikuly, coz ma simulovat aplikaci foliarniho hnojeni, byly pro tyto studie
vyuzity hydrogelové formy huminovych latek, v nasem pfipadé komercéniho lignohumatu
draselného, ktery byl poskytnut od firmy Amagro, s.r.o. Tato hydrogelova prostfedi se
vyznacuji celou fadou unikatnich vlastnosti z hlediska studia difuznich procest. Umoziuji
monitorovat diftzni procesy bez celé fady rusivych vliva (tepelné nebo mechanické konvek-
ce) ve vzorcich o presné definovaném tvaru a rozmeérech (coz je nezbytné pro korektni
vyhodnoceni experimentl). Zarovefi jsou tyto materialy tvofeny az z 99 hm. % vodou, ¢imz
jsou jednak schopny simulovat pfirozené podminky, ve kterych se huminové latky be&zné
vyskytuji, a kromé toho nejsou difizni experimenty v tomto prostiedi Casoveé narocné (difuze
probiha prakticky stejn€ rychle jako v roztoku). Dalsi neodmyslitelnou vyhodou téchto
materiald je jednoduchost a rychlost piipravy.

Teoretickd Cast této diplomové prace je zaméfena na problematiku folidrniho hnojeni
a komplexniho pohledu na transportni procesy aktivnich latek pfes rostlinné kutikuly
v hydrogelovych matricich. Znaén4 pozornost je vénovéana konkrétnim studovanym mate-
rialim (huminové latky, agar6zové hydrogely) a dale rostlinnym kutikulam jako pfirozené
bariérové vrstveé ovliviiujici piijem a akumulaci foliarnich hnojiv v rostling.

Experimentalni Cast se v prvé fadé vénuje optimalizaci riznych zpusobu izolace rostlinnych
listovych kutikul a nasledné objektivnimu posouzeni a charakterizaci takto ziskanych kutikul.
Pro studium rostlinnych kutikul bylo vyuzito optické a fluorescencni mikroskopie a také
profilometie, diky nimz bylo mozné ziskat vice informaci o strukture, oekavanému bariéro-
vému chovani a degradaci téchto pfirozenych rostlinnych membran. Pro potieby naslednych
diftznich experimentl byly také komplexn¢ charakterizovany modelové hydrogelové
materialy, které byly podrobeny studiu pod stereomikroskopem, nésledné byly zkoumany
skenovacim elektronovym mikroskopem, rtutovym porozimetrem a reometrem. Diky témto
metodam byly stanoveny distribuce velikosti port pritomnych v jednotlivych typech
agardzovych hydrogelt (1 hm. % agaréza, 1 hm. % agaroza s 1 hm. % lignohumatem). Dale
byly mimo jiné ziskany informace o jejich struktuie a mechanickych vlastnostech relativnich
pro popis transportnich procest v téchto materialech.

Nasledné se prakticka Cast predlozené prace zabyva transportnimi procesy aktivnich latek
(lignohumat draselny) uskute¢nénymi praveé v hydrogelovych systémech ptes izolované rost-
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linné kutikuly, a to metodou diftizniho paru a volnou difuzi v polonekone¢ném prostiedi. Tyto
experimenty byly vizualné posuzovéany anasledné objektivné vyhodnoceny, k ¢emuz bylo
vyuzito predev§im UV-VIS spektrofotometrie, kdy z nameétenych dat mohly byt vyhodnoceny
transportni parametry (efektivni difizni koeficient) posuzujici miru téchto procesu.
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2  CILE PRACE

Hlavnim cilem ptedlozené diplomové prace bylo navrhnout a optimalizovat metodiku
studia transportu komer¢nich piipravkd na bazi huminovych latek skrz rostlinné kutikuly
a naslednou kvantifikaci tohoto transportu na zaklad¢ jednoduchych diftznich experimenta
vyhodnocenych pomoci vhodnych matematickych modelt. Dal§im cilem prace bylo charakte-
rizovat rostlinné kutikuly z hlediska morfologie, distribuce poru a objasnit tak mozné vlivy na
transport aktivnich latek. V prvé fadé byla vypracovana reSerSe na téma penetrace nutri¢nich
latek skrz tenké kutikuly rostlin, které se nachazeji na povrchu lista.

Pii feSeni této diplomové prace byly vyuzity chemické a enzymatické metody izolace
rostlinnych kutikul z jednoho druhu rostliny bobkovisné Iékaiské (Prunus laurocerasus).
Hlavni pozornost byla vénovana vlivu izolace rostlinnych kutikul na jejich bariérové
schopnosti a na pfipadné morfologické zmény kutikul. Zaroven byly tyto pfirodni bariérové
systémy porovnavany s komerénimi, syntetickymi membranami, s pfesne definovanou veli-
kosti a distribuci port.

V ramci navrzenych difuznich experimentd byly bariérové vlastnosti kutikul studovany
nejprve metodou difiizniho pdru. Tyto experimenty byly realizovany pro dva typy kutikul,
které byly izolovany ze stejného druhu listu, dvéma riznymi zpisoby (chemicky a enzyma-
ticky). Nasledn¢ byly tyto experimenty realizovany také metodou volné diftize v polone-
konecném prostiedi.

V ramci posouzeni morfologickych a chemickych zmeén, zptisobenych rozdilnou metodou
izolace, byly rostlinné kutikuly podrobeny studiu na opfickém a fluorescencnim mikroskopu.
Tloustka jednotlivych membran byla posuzovana mérenim na profilometru.

Vzhledem k tomu, ze difuzni procesy byly realizovany v 1 hm. % agar6ézovych hydro-
gelech, byly provedeny také podrobné fyzikalné-chemické charakterizace téchto poréznich
materiald. Mechanické vlastnosti byly studovany pomoci jednoduchych oscila¢nich testa,
distribuce velikosti pori byla analyzovana rfutovou porozimetrii, vn€j§i morfologie povrchu
hydrogell byla studovana stereomikroskopem a vnitini struktura hydrogelt byla analyzovana
skenovact elektronovou mikroskopii.
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Huminové latky a jejich rozmanita role v prirodé

3.1.1 Uvod do problematiky huminovych latek

Pudni organicka hmota je nedilnou soucasti pudni biomasy, ktera je tvorena jak zivymi, tak
nezivymi organickymi latkami. Pravé organicka frakce, jakozto jedna z nejdulezitejSich
komponent pady, vzbudila zna¢nou pozornost zejména v zeméedé€lstvi, kde se se svymi G¢inky
zieteln€ podilela a podili na fyzikalnich, chemickych a biologickych zménach puady. Na
zakladé dosavadniho vyzkumu bylo zjisté€no, Zze pudy vysoce obohacené o tyto latky maji
vyznamny vliv na rust rostlin a arodnost pudy [1].

Pod pojmem pudni organicka hmota (ang. soil organic matter — SOM) rozumime rostlinné
a zivoc€isné zbytky v riznych fazich rozkladu a ve vode rozpustné organické latky. Ty maji
odlisné tendence podléhat mikrobidlnimu rozkladu, coz tidi vysledny mechanismus oboha-
covani pudy o nutrienty (N, S, P a stopové prvky). Tento pochod muze byt zejména
ovlivilovan zménami v pudnim prostiedi. Cely proces obohacovani pudy o esencialni latky
predstavuje zékladni biologicky pochod cirkulace uhliku v podobé oxidu uhli€itého a dalSich
prvku (dusik, sira, fosfor a stopové prvky), které se vyskytuji predevsim ve vysSich rostlinach.
V nékterych procesech se podili na tvorbé tzv. stabilniho humusu [2].

Témito prvnimi odstavci jsme si ujasnili, z ¢eho je puda vibec slozena, co jsou pudni
organické latky a ¢im vznikaji. Jak to vSechno souvisi s huminovymi latkami (HL)? Préaveé
tyto latky jsou nedilnou soucasti organické hmoty v pudé, kde vznikaji v dusledku slozitych
aerobnich mikrobiologickych procest zahrnujicich chemické, fyzikalni a biologické transfor-
mace prevazné rostlinnych a zivocisnych zbytki. Tento proces samovolné premeény je Casto
uvadeén pod nazvem humifikace [2].

Timto slozitym pochodem je podpofena vazba mezi nékterymi polarnimi a nepolarnimi
latkami, které maji za nasledek ovliviiovani biologické dostupnosti nékterych dulezitych zivin
(stopové prvky, aminokyseliny, lipidy, aj.). Velky vyznam zde hraje také stupeni humifikace,
polymerizace a oxidace, ktery se vyrazné podili na chemickych a fyzikalnich vlastnostech
téchto latek.

Na zaklade dalSich vyzkumt bylo prokazano, ze HL. nemusi nutné vznikat pouze rozkla-
dem organickych latek, nybrz také biosyntetickymi procesy. Védkyné Ghabbour [1], [3]
dokézala izolovat HL z hnédych tas (latinsky Pilayella littoralis) a Radwan s kolegy [4]
potvrdil ptitomnost téchto latek v dalSich dvou moftskych rostlinach.

Vyskyt huminovych latek je zna¢n€ rozmanity, jejich pfitomnost byla prokazana naptiklad
v raseling, lignitu, ¢erném 1 hnédém uhli a také v rop€. Dale byla pfitomnost téchto latek
stanovena v nizsich koncentracich také v pfirodnich vodach a sedimentech. Studie HL byla
provedena také v Antarktidé, kde v mistnich pudach byla taktéz potvrzena jejich existence.
V téchto nezadoucich podminkéch vznikaji HL naprosto odliSnym a specifickym procesem
humifikace, ktery je dan praveé rozdilnymi klimatickymi podminkami od ostatnich kontinentd.
Na zékladé téchto zminénych skutecnosti mtizeme HL zaradit mezi jedny z nejrozsifenéjsich
slou¢enin ptirodniho charakteru na Zemi [5].

Huminové latky predstavuji kli¢ovou slozku organické hmoty pudy. Jejich zastoupeni muze
kolisat v rozsahu ne¢kolika setin procent (pisek, jily), jednotek procent (b€zné zeminy) az
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dokonce nekolika desitek procent (raselina, lignit). V téchto materialech mohou byt HL zas-
toupeny az z 85 hm. % [6], [7]. Huminov¢ latky se taky velmi vyznamné podileji na kolob&hu
uhliku, nebot’ z celkového zastoupeni uhliku na Zemi, HL tvoii 80 hm. % v terestrickych
a 60 hm. % v rozpusténych vodnych médiich [8].

I pfesto, Ze huminovym latkdm, zejména huminovym kyselindm, je vénovana pomérné
velka veédeckd pozornost, stale se tyto latky tadi mezi jedny z nejméné prozkoumanych
ptirodnich materiald vibec. Predevs§im problematika jejich vznik a struktury je predmétem
dlouhodobého a pokracujiciho vyzkumu mnohych védeckych skupin po celém svéte.

3.1.2 Klasifikace a charakterizace huminovych latek

Prvni studii zabyvajici se pivodem a chemickym charakterem huminovych latek vypraco-
val Sprengel v roce 1839 [9]. Do klasifikace téchto latek velmi vyrazné ptispél také ve stej-
ném roce §védsky védec Berzelius [10], ktery prokézal ptitomnost rozpusténych HL v ptirod-
nich vodach. Podarilo se mu izolovat z mineralnich vod svétle zluté frakce huminovych latek
— fulvinové kyseliny (FK) [8]. PokraCovatelem Berzeliovy vyzkumné linie se stal Mulder,
ktery se také zabyval rozdélenim huminovych latek a vlastnostmi jednotlivych frakci. Mimo
jiné také prispél k rozsifeni poznatkl o jejich rozpustnosti [11].

Béhem let 1900 — 1940 se Siroka védecka obec zaCala zajimat o zafazeni huminovych latek
a jejich chemickou povahu a strukturu. Do této problematiky vyznamné ptispél védec némec-
kého pivodu Oden [12], ktery klasifikoval huminové latky do nasledujicich skupin: whelny
humus, huminové kyseliny (HK), hymatomelanové kyseliny a fulvinové kyseliny (FK) [2]. Tato
charakterizace latek byla velmi blizka popisu slouCenin, jak je zname v dne$ni dobé¢, avsak v
dalsich nékolika dekadach let doslo k rozsifeni novych poznatka zejména v oblasti struktury,
fyzikalnich a chemickych vlastnosti a aplikaci téchto latek v praxi.

Nasledujici vyvoj vedl k rozdéleni huminovych latek do dnesni podoby. Ve skute¢nosti se
jedné pouze o propracovangj$i formu de€leni téchto sloucenin, kterou navrhl Berzelius (1839),
a které jsou zaloZeny na odlisné acidobazické rozpustnosti huminovych sloucenin. Jednotlivé
frakce HL tak mUzeme rozlisit do nasledujicich skupin: fulvinové kyseliny (FK), huminové
kyseliny (HK) a huminy (HU). Ptehled klasifikace jednotlivych frakci huminovych sloucenin
je znazornén ve schématu, ktery je uveden na Obr. 1.
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organicka sloucenina v pudé

Zivé organismy organické materialy v pide

alkalicky vysrazené

alkalicky rozpustné nerozpustné zbytky
humusové fragmenty HUMINY

kysele vysrazené

nerozpustné zbytky rozpustné zbytky
HUMINOVE KYSELINY FULVINOVE KYSELINY

Obr. 1: Klasifikace jednotlivych frakci huminovych latek.

Fulvinové kyseliny (Obr. 2) jsou frakci huminovych latek, ktera je rozpustna jak v kyselém,
tak 1 v bazickém prostedi. Schopnost FK rozpoustét se je tak zachovana v celé rozsahu pH.

COOH OH

Obr. 2: Struktura fulvinovych kyselin (FK) |2].

Huminové kyseliny (Obr. 3) jsou latky rozpustné v alkalickych roztocich, av§ak nerozpustné
v kyselinach. V kyselém prostiedi dochazi ke vzniku koagulati (srazenin) HK, pfi¢emz musi
byt dodrzena podminka, zZe hodnota pH roztoku bude mensi nez 2, tedy bude dosahovat
hodnoty izoelektrického bodu [13]. S rostouci hodnotou pH dochazi totiz k postupné disociaci
nejdiive karboxylovych a nasledné i fenolickych skupin. Na zéklad¢ zminénych zkuSenosti
muzeme fict, Ze rozpustnost huminovych kyselin souvisi i s mirou disociace funk¢nich skupin
obsazenych v zakladnim skeletu molekuly.
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Ackoli jsou huminové kyseliny nerozpustné v kyselém prostiedi, dle Odena [12] existuji
podfrakce HK, ktera je nazyvana hymatomelanové kyseliny. Tato podfrakce huminovych latek
se vyznacuje svoji schopnosti rozpoustét se v zasaditych prostfedich a vysrazet se v prostie-
dich kyselych, avSak na rozdil od HK jsou tyto latky rozpustné také v alkoholu.

(CH OH),

COOH COOH
COOH
HO | COOH
R—?H ,H
o
o N HC—A—C
s COOH
OH OH o e
o TH
R—CH

Obr. 3: Hypotetickd struktura huminovych kyselin (HK) dle Stevensona |2].

Huminy jsou vSechny ostatni nerozpustné latky pfitomné v ptidni organické hmote, které
nemuzeme prevést do roztoku zadnou acidobazickou Gpravou.

Huminové latky jsou smési riznorodych komponent, které maji velmi podobnou chemic-
kou strukturu. VSechny tyto slouCeniny jsou tvoreny zakladnimi stavebnimi jednotkami
organickych materialt (C, H, O a N). Tyto prvky jsou v HL pfitomny bez ohledu na jejich
puvod [1]. Chemicka struktura je u téchto druhti sloucenin sice blizka, avsak z hlediska jejich
chemickych a fyzikalnich vlastnosti se znacné odliSuji [14]. Zakladni typické vlastnosti HL.
vystihuje tabulka s barevnym schématem (Obr. 4).

HUMINOVE LATKY

Huminové kyseliny

Fulvinové kyseliny

2 000 Da narust molekulové hmotnosti 30 000 Da
45 % narust obsahu uhliku 62 %
48 % pokles obsahu kysliku 30 %

> pokles kyselosti

v VvV

> pokles stupné rozpustnosti

Obr. 4: Viastnosti huminovych latek.

Jednou z odlisnosti jednotlivych frakci huminovych latek, ktera je zifejma z Obr. 4 na prvni
pohled, je rozdilna barevnost. Fulvinové kyseliny vykazuji zluté az zlutohnédé zbarveni,
zatimco huminové kyseliny jsou tmavé hnédé, v nekterych pripadech Sedé. Nejtmavsim
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barevnym odstinem se vyznacuji nerozpustné zbytky huminovych slou€enin (huminy), které
jsou tmave Sedé az Cerné.

Z uvedenych udaji na Obr. 4 je patrné, jakych rozdilt v molekulovych hmotnostech jednot-
livé frakce dosahuji. Naptiklad molekulova hmotnost fulvinovych kyselin se pohybuje okolo
2 000 Da. Na zakladé tohoto faktu muzeme tvrdit, Ze tato frakce huminovych sloucenin
disponuje nejnizsi molekulovou hmotnosti a lze ji zatadit mezi tzv. nizkomolekuldrni frakce
huminovych latek. Rast molekulové hmotnosti dale pokraCuje pies huminové kyseliny az
k huminim, kde molekulova hmotnost mize dosahovat az 30000 Da. Tyto slozky
huminovych latek poté nazyvame vysokomolekuldrni frakce. Kromé& odlisného stupné
polymerace se tato frakce HL vyznaluje také rozdilnou strukturou, odliSnym poctem
aromatickych cykla a funk¢nich skupin (karboxylova, hydroxylova, apod.).

Z dalsich informaci, které mizeme vyc¢ist z Obr. 4, stoji za zminku procentualni zastoupeni
obsahu uhliku a kysliku v jednotlivych frakcich. Mnozstvi uhliku roste od fulvinovych kyse-
lin k huminim, coz je dano pravé vzrastajicim poCtem aromatickych cykli ve struktuie
jednotlivych frakei huminovych latek. Procentualni zastoupeni kysliku naopak klesd od
fulvinovych kyselin smérem k humintim, protoze FK disponuji vy$§im poctem funkCnich
skupin ve své struktufe, a to zejména karboxylovymi, hydroxylovymi a ketonickymi
skupinami. A jak to souvisi s kyselosti? Vzhledem k tomu, ze FK obsahuji vyssi pocet hlavné
karboxylovych skupin, které jsou nositelem kyselych vodikd, chova se tato frakce humi-
novych latek kyseleji ve srovnani s huminovymi kyselinami a huminy. Samoziejmé& i HK
a HU obsahuji kyslik ve funkénich skupinach jako je tomu u FK, ale navic jsou pfitomny také
v aromatickych cyklech.

Z hlediska rozpustnosti jednotlivych frakei, jak bylo jiz vySe zminé€no, fulvinové kyseliny
jsou rozpustné v celém rozsahu pH, tedy jak v kyselém tak zdsaditém prostredi. Naproti tomu
huminové kyseliny jsou rozpustné ve slabé i silné€ alkalickych roztocich, to je zptsobeno tim,
ze jejich karboxylové a fenolické skupiny nejsou schopny disociace pii nizsim pH. S rostou-
cim pH dochazi k postupné disociaci nejdiive karboxylovych a nésledné i fenolickych skupin.
Na zakladé zminéného faktu stoji za zdiraznéni, ze specifické chovani huminovych kyselin
v roztoku souvisi 1 s mirou disociace funkénich skupin obsazenych v zakladnim skeletu mole-
kuly.

3.1.3 Vznik huminovych latek

Biochemické procesy vzniku huminovych latek jsou nepfetrzite¢ studovany uz od doby
jejich objeveni némeckym védcem Achardem na konci 18. stoleti [15], avSak pfesny mecha-
nismus vzniku HL nebyl stale dostate¢né objasnén a nadale je pro nas velkou neznamou.
Huminové slouceniny jsou velmi slozité systémy, které se vyviji na zakladé transformace
rostlinnych a zivocisnych zbytkd (humifikace) prostfednictvim mikrobialniho metabolismu.
Proces humifikace byl proto popsan né€kolika teoriemi, zminény vSak budou tfi nejznamé;si
a védeckou obci nejpiijimangjdi. Celé schéma jednotlivych drah vzniku huminovych slouce-
nin je uvedeno na Obr. 5 [16].
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zbytky rostlin

| |
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transformace modifikovany

v ‘l' ) \l' ) ligninové
cukry  polyfenoly aminoslouceniny dekompozi&ni
‘ produkty
chinony < chinony
Vv Vv v
kondenzace polyfenolova ligninova
cukru s aminy teorie teorie

|
o

> HUMINOVE LATKY<

Obr. 5: Celkovy prehled teorii vysvétlujicich mechanismus vzniku huminovych Idtek.

Prvni teorii, kterou si uvedeme, je Millardova kondenzace sacharidii s aminy. Tento
mechanismus vzniku huminovych sloucenin je zalozen na tvorbé€ nizkomolekularnich latek ze
sacharidii a proteinli, coz je umoznéno Cinnosti mikroorganisma. Ty jsou schopny rozlozit
slozitejsi biopolymerni latky na cukry a aminokyseliny, které dale podléhaji oxidaci, konden-
zaci a nasledné polymerizaci (Obr. 6) [17].

cukr + aminoslouceniny

N-substituovany glykosamin

|

aminodeoxyketosa

v
redukované furfuraly > Stépeni na produkty
(acetol, diacetyl)

aminoslouenina \l, \l/ aminoslouenina
Brownovy dusikaté polymery

Obr. 6: Mechanismus Millardovy kondenzace sacharidii s aminy.
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Druhou teorii je Waksmanova ligninovd feorie, ktera byla popsana jiz v roce 1932. Podle ni
modifikované kationty v ligninu ztraceji methoxylové skupiny a vedou ke generaci o-hydro-
xyfenoll a oxidaci alifatickych postrannich fetézct za tvorby karboxylovych skupin. Za pred-
pokladu, ze HL pfedstavuji podle nékterych nazorti polymerni systémy, potom by vysledkem
byly huminy soucasn€ s huminovymi a fulvinovymi kyselinami, které by vznikly néslednou
oxidaci a fragmentaci [17]. Podrobngjsi znazornéni tohoto mechanismu je uveden na Obr. 7.

lignin
|
\l/ \l/ puasobeni mikroorganismi
ligninové stavebni jednotka zbytek
\l/ dimetylace, oxidace a kondenzace
\/ 8 N slou¢eninami
pusobeni mikroorganismu huminové kyseliny
fragmentace na mensi molekuly
v

fulvinové kyseliny

Obr. 7: Schéma vzniku huminovych latek podle ligninové teorie.

Posledni a zaroveini nejvice uznavanou teorii popisujici vznik HL se stala tzv. Flaigova
polyfenolovd teorie. Vychozim materialem v tomto mechanismu jsou nizkomolekularni latky,
které kondenzaci a polymeraci pfechazi ve velké molekuly. Jedna cesta vychazi z ligninu,
jehoz fenolické aldehydy a kyseliny jsou mikrobialné atakovany a vedou k pfeméné na chino-
ny. Ty podléhaji polymerizaci za vzniku huminovych makromolekul. Druhy pfistup spo€iva
v tom, ze polyfenoly jsou syntetizovany mikroorganismy napi. z celulézy a ty jsou enzyma-
ticky oxidovany na chinony, které jsou nasledn¢ prevedeny na huminové latky (Obr. 8) [17].

lignin celuloza a nelignitické slouceniny

pusobeni
pusobeni mikroorganismi

¥ \ mikroorganismii
fenolické aldehydy a kyseliny polyfenoly
pusobeni mikroorganismu enzym fenoloxidasa
Vv
oxidace na oxid uhliCity chinony
amino- amino-
slouceniny sloudeniny

huminové kyseliny fulvinové kyseliny

Obr. 8: Mechanismus polyfenolové kondenzace.
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3.1.4 Huminové kyseliny, jejich charakteristika a struktura

Prakticka cast této diplomové prace je zameéfena na jednu konkrétni frakci huminovych
latek a to na huminové kyseliny. Proto je vhodné vénovat témto latkam jednu z kapitol, ktera
nam piiblizi jejich vyznam, vlastnosti a pouziti. Obecné vlastnosti HK byly jiz popsany
v Kapitole 3.1.2.

Zakladnimi stavebnimi prvky huminovych kyselin jsou uhlik, vodik, kyslik a dusik. Zas-
toupeni téchto elementd neni vSak vzdy stejné, méni se s procesem vzniku a s puvodem
huminovych kyselin, proto nelze HK popsat jednim strukturnim vzorcem [18]. Na zakladé
dosavadniho vyzkumu stale nebyla presné urcena struktura téchto slozitych vysokomoleku-
larnich latek, ale je ziejmé, ze jejich fyzikalni a chemické vlastnosti budou znacné€ odlisné.
I presto se huminové kyseliny hojné vyuzivaji v riznych pramyslovych, zemédélskych ¢i
veédeckych odvétvi (o tomto tématu blize pojednava Kapitola 3.1.5). Jednou ze zakladnich
chemickych charakteristik huminovych slou€enin je jejich prvkové slozeni (Tab. 1).

Tab. 1: Elementdrni zastoupeni jednotlivych prvkit v huminovych a fulvinovych kyselindch |2].

prvkové slozeni huminové kyseliny (hm. %) | fulvinové kyseliny (hm. %)
uhlik 53,8 - 58,7 40,7 - 50,6
kyslik 32,8 -38,3 39,7-49,8
vodik 33-6,2 3,8—-70
dusik 0,8-43 09-33

Dalsi charakteristikou téchto latek je zastoupeni konkrétnich funkénich skupin, které nam
definuji nejen strukturu, ale také do urcité miry kvalitu. Kupftikladu vy$si zastoupeni skupin
typu karboxylovych & hydroxylovych zvysuje kyselost latek, proto jsou obecné fulvinové
kyseliny kyselej$i nez HK. Zastoupeni funkcnich skupin v téchto systémech je uvedeno
v Tab. 2.

Tab. 2: Procentudlni zastoupeni funkcnich skupin v huminovych kyselindach |2].

funkéni skupina zastoupt(a;ll:n\j ]:/:)';)centech
karboxylova 4.4
alkoholova hydroxylova 3,3
fenolova hydroxylova 1,9
keto skupina 1,2
methoxy skupina 0,3

Siroka védecka obec se dlouhodob& zabyva také studiem molekularni struktury humino-
vych kyselin, kterd se zaroven stala jednim z nejproblematictejSich a nejméné objasnénych
témat v pudni chemii. Pfitom je to pravé struktura HK, ktera je primarné zodpovédna za
barvu, reaktivitu ¢i fyzikalné-chemické vlastnosti [2].

Znalost zakladni struktury HK je nutna pro pochopeni role a funkce v pudé. Vzhledem
k tomu, ze je tato struktura zna¢né€ rozmanita a obsahuje velké mnozstvi funk¢nich skupin,
které jsou vazany raznymi typy vazeb a jsou rizné propojeny, piesné stanoveni struktury je
viceméné nemozné. Kazda frakce je povazovana za ,slozeninu“ celé fady molekul riznych
velikosti (supramolekula).
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3.1.5 Vyuziti huminovych Kkyselin

Pfirozeny vyskyt humusu v padé a jeho dopad na jeji urodnost je znam od pradavna,
muzeme tedy tvrdit, Ze vlastnosti huminovych latek jsou lidmi vyuzivany jiz cela staleti,
ackoli o jejich vlastnostech a pavodu nebyly znamy zadné blizsi informace. Jejich pfitomnost
v pudé€ ma pozitivni vliv na rostliny, dale se také podili na stabilizaci padnich agregatt apod.

Drive bylo pouzivéano uhli jako hlavni zdroj energie. Vzhledem k tomu, ze nedilnou souca-
sti nizkoprouhelnatélé hmoty (hnédé uhli, oxyhumolity) jsou i huminové latky, mizeme
tvrdit, Ze v minulosti dosahly HK mimo jiné hojného vyuziti pravé v energetickém pramyslu.
Avsak s prichazejici osvétou, ktera se tykala ochrany zivotniho prostiedi, je proces spalovani
fosilnich paliv omezen a zaroven byl nahrazen takovymi zdroji energie, které jsou Setrnéjsi
k zivotnimu prostfedi. Tyto zdroje nazyvame jako alternativni a patii sem slunecni, vétrné
nebo vodni elektrarny [19].

Védeckd spole€nost se proto zaCala zabyvat dal§imi moznymi uplatnénimi huminovych
kyselin. Nejvétsi aplikacni potencial huminovych latek nachézime v oblasti zemédélstvi,
prumyslu, ochrany zivotniho prostiedi, farmacie a biochemie.

Aplikace v zemédélstvi

Jak jiz bylo zminéno vyse, huminové kyseliny jsou pfirozenou souc¢asti organické hmoty
v pudé a podili se na mnoha pozitivnich procesech, které ovliviiuji nejen fyzikalni a chemické
vlastnosti pady, ale také rust a kvalitu rostlin. Proto se staly jednou z dilezitych aditiv do celé
fady hnojiv, pesticidl, pudnich kondicionéra a dalSich agrochemickych produkti. Huminové
kyseliny se také vyznacuji sorpcnimi schopnostmi, které umoziiuji navazani nutri¢nich latek,
které jsou postupné uvolfiovany a podili se tak na dostatecné vyzivé pudy [20]. HK jsou
schopny na sebe vazat také molekuly vody, ¢ehoz je mozné vyuzit v oblastech trpicich na
nedostatek vlahy. Takto navazané molekuly vody mohou byt kontinudln¢ desorbovany, coz
vede k udrzeni vlahy v pude, jeji stabilizaci a k pfiznivéj§im podminkam pro rust rostlin.

Aplikace v primyslu

Rozsahlého vyuziti dosahly huminové kyseliny také v oblasti pramyslu. Jak jiz bylo
uvedeno v uvodu této kapitoly, byly huminové kyseliny pouzivany jako souc¢ast uhli v energe-
tickém pramyslu jako zdroj energie, avSak z ekologického hlediska je tento typ vyroby
energie omezovan.

Huminové kyseliny jsou rozsifeny také ve stavebnictvi, kde jsou pouzivany jako hydro-
fobni plniva cementd. Tyto latky ovliviiyji vlastnosti t€chto materialu, zejména jejich
smacivost, disperzitu a fizené vytvrzovani. Obdobn€ jsou huminové kyseliny vyuzivany
také v keramice [21].

Jejich dalsiho vyuziti se pouziva v brusnych a fezacich pristrojich, kde jsou tyto latky
ptidavany do chladicich kapalin, ve kterych zptsobuji zvySeni viskozity a zaroven zde ptisobi
jako emulzifikator. Tmavého zbarveni huminovych latek se také vyuziva v papirenském,
textilnim a kozed€lném prumyslu. Diky svym chelatacnim a iontové vyménnym schopnostem
se tyto latky vyuzivaji jako napln€ do chromatografickych kolon [22].
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Aplikace v ochrané Zivotniho prostiedi

Jiz zminované sorpcni schopnosti HL se vyuzivaji pro detoxikaci zivotniho prostiedi.
Huminové latky se vyznacuji sorpCnimi schopnostmi vaci béznym polutantim [23], [24].
Tyto latky jsou schopny na sebe vazat tézké kovy, detergenty, pesticidy, barviva a jiné
Skodlivé latky, které mohou mit negativni vliv na padu, vodu a ovzdusi. Huminovymi
kyselinami mohou byt tyto Skodlivé latky imobilizovany a ptfipadn€ po izolaci HL a extrakci
vhodnym ¢inidlem z pfirodniho ekosystému odstranény.

Aplikace ve farmacii a biochemii

Aplikace huminovych latek v biochemii a farmacii ma znatné omezeni a to kvuli svému
zbarveni, které neni mozné lehce odstranit. AvSak urCitych pozitivnich vlastnosti bylo
dosazeno pii 1écbé rakoviny de€lohy, coz bylo zkoumano na laboratornich zvitatech [25], [26].
Dale se tyto latky svym pusobenim podobaji u¢inkiim heparinu, estrogenu a fada derivata HK
byla oznacena jako terapeutika. DalSiho vyuziti dosahly huminové latky v oblasti kosmetiky,
kde jsou pouzivany k bahennim laznim a léCebnym zabalti. O této problematice podrobné
pojednava rozsahla reference [8].

3.2 Listova hnojiva a mechanismus jejich u¢inku

Ziviny jsou pro Grodnost ptidy a kvalitu rostlin velmi nezbytnymi slozkami a jejich aplikace
muze mit fadu podob. Jednou z nejrozsahlejsich je pouziti pevnych granuli, které se apliku;ji
na pole a po dodani vlahy (umélé zavlazovani nebo ptirodni — desté), dochazi k jejich
rozpousténi a vstiebavani do pudy a odtud do kofenu rostlin. Tato zazita metoda byla vystfi-
déana nové nastupujici technikou tzv. folidrnim hnojenim, které je zalozeno na rozpusténi latek
podporuyjicich riast rostlin ve vodé nebo zakoupeni vodného koncentratu vyzivnych latek,
ktery je dle navodu nafedén, a poté aplikovan postfikujicimi stroji na listy rostlin. Dilezity je
ovSem fakt, aby aktivni latky aplikované do pudy ¢i listd rostlin byly pouzivany obezietng,
vzhledem k tomu, ze piehnojeni maze mit kontraproduktivni efekt na trodnost a vyCerpanost
pudy.

Foliarni (listové) hnojeni patii mezi jeden z nejacinnéjsich zpisobl vyzivy rostlin. Na
zaklade testa bylo dokazano, ze listové hnojeni maze zvySovat vytézek o vice nez 12 nebo
dokonce 25 % v porovnani s konven¢nim hnojenim [27]. Tyto testy byly studovany v riznych
prostiedich a za ruznych podminek, v jejichz dasledku bylo prokazano, ze v ptipadé aplikace
nutri¢nich latek pfimo na listy rostlin, dochazi k vyuziti té€chto nutrientd o vice nez 90 %.
V pripad¢ uziti hnojiva pfimo na pudu, dochazi k vyuziti asi 10 %, kdy zbylé mnozstvi je
odplaveno a nemuze se tak podilet na pozitivnim ovlivnéni rastu rostlin [28].

V piipadé piscCitych pad, které se vyznacuji svoji nizkou Grodnosti, je dalezité dbat na volbu
vhodné aplikace hnojiva, aby vysledek byl co nejefektivnéjsi. V ptipadé uziti foliarniho typu
hnojeni jsou takto podané nutri¢ni latky az 20krat vice uCinné v porovnani s aplikacemi
hnojiv na padu [27]. Prave diky vyuziti foliarniho typu hnojeni neni pida zatézovana pouzi-
vanymi chemikaliemi, vzhledem k tomu, ze aktivni latky jsou transportovany do rostliny skrz
listy. Duasledkem foliarniho hnojeni je nejen zvySeni kvality rostlin a jejich plodd, ale také
zvySeni obsahu zivin v pud€. Dalsi vyhodou je bezproblémovy pievod latek do listd, kdy
v piipadé pudniho hnojeni v obdobich s nedostatkem vlahy nemusi dojit k penetraci latek do
rostliny vibec.
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3.2.1 Klasifikace hnojiv

Hnojiva jsou latky, které dodavaji rostlinam a pudé potiebné zakladni ziviny, mezi néz patii
dusik, fosfor a draslik. S rostoucim z4ymem o vyzivu rostlin, dfevin a zeméd¢lskych plodin
byla pftirodni hnojiva (kompost, hntij hospodatskych zvifat nebo moc¢tvka) doplnéna o hno-
jiva uméla (synteticka), kterd ve 20. stoleti dosahla vyznamnych zmén a hlavné velkého
rozmachu a vyvoje [29].

Hnojiva muzeme délit dle jejich konzistence na krystalické, granulované a kapalné. Déle
hnojiva délime dle jejich plisobeni na rostliny a to na hnojiva primd (obsahujici rostlinné
ziviny) a neprimd (umoziiyjici piijem zivin). Mezi hnojiva ptima tadime hnojiva organicka
(hntj, mocuvka, zelené hnojeni, tekuty hntj, kompost apod.) a hnojiva minerdlni, ktera jsou
vyrabéna z dusikatych nebo prumyslovych hnojiv (fosfore¢na, draselna, dusikata nebo vape-
nata) [30].

Organicka hnojiva

Timto pojmem oznacujeme hnojiva, ktera spadaji do skupiny zivocisnych latek. Jedna se
o chemické slouCeniny, které se vyznacCuji uhlovodikovym skeletem razné délky s postran-
nimi substituenty. Spadaji sem bilkoviny, které jsou tvofeny aminokyselinami, sacharidy, kdy
pro rostlinnou fisi je nejdilezit&jsi celuldza, lignin, auxiny aj.

Organické latky se podileji na tvorbé humusu v pidé a jsou tak nejdulezitéjsi zasobarnou
zivin vibec. Organicka hnojiva maji velky vyznam pro rostliny zejména v piisunu dulezitych
prvka, které jiz byly zminény vySe. Organicka hnojiva jsou univerzalnim zdrojem stavebniho
uhliku, energie, zivin a existuje cela fada takovychto hnojiv, které mizeme rozdélit do cca
deseti zakladnich skupin. Mezi vyznamna organicka hnojiva fadime raselinu, zivo€isny hnij,
kompost, slamu, zelené hnojivo, kejdu a dalsi [31].

Raselina patii mezi kyseld hnojiva [32], ktera se pouziva jako substrat pro péstovani
zeleniny. Naproti tomu hnojuvka je na mikroorganismy bohata tekutina, ktera vznika jako
vedlejsi produkt pii zrani hnoje a jejim analogem je i mocCuvka, coz je mo¢ hospodafskych
zvifat, kterd pro§la kvasnym procesem a je velmi bohata na prvky drasliku a dusiku. Dal§im
vyznamnym organickym hnojivem je chlévsky hntj, coz je zkvaSena chlévska mrva
(podestylka s trusem). Klicovym organickym hnojivem je vsak kompost, pod timto pojmem
oznaCujeme smés zeminy s organickymi latkami a pidni mikroflérou. Vyhodou téchto hnojiv
je environmentalni snaSenlivost.

Minerdalni hnojiva

Dusikata hnojiva jsou vitanymi nutricnimi latkami, nebot dusik je dilezity pro tvorbu
listové hmoty. Tento prvek se dale podili na tvorb€ chlorofylu v listech a ostatnich ¢astech
rostlinného téla. Jeho nedostatkem dochazi k chiadnuti listd, coz se projevuje jejich zesvét-
lanim, vadnutim a zastavenim rastu. V pfipadé nadbytku dusiku v rostlinach mize naopak
dochazet ke ztmavnuti listd, ztenCeni listovych kutikul ¢i dokonce popraskanim ploda.

Dusikata hnojiva delime na zékladé€ iontové formy dusiku na nitrdtovd, amoniakalni a amon-
nd [33].
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Nitratova hnojiva

Nejvyznamnéj$imi nitratovymi hnojivy je ledek vapenaty a ledek sodny. Véapenata forma je
tvorena zakladni chemickou komponentou, kterou je hydrat dusi¢nanu vapenatého. Jedna se
o hnojivo slouzici k pfihnojovani ozimych plodin na jafe behem jejich vegetace a to aplikaci
piimo na listy. Ledek sodny je také vybornym hnojivem, avSak jeho velkou nevyhodou je
vznik sodného Skraloupu na zemin€, na kterou byl aplikovan. Tento jev je dan schopnosti
sodiku peptizovat pudni koloidy.

Mezi nejvyznamnéj§i formy amonného hnojiva patii uhli¢itan amonny, siran amonny,
kapalny amoniak, chlorid amonny a také amoniakélni voda. Siran amonny je vhodny pro
v§echny plodiny rostouci na neutralnich pudach. Slouzi k pfihnojovani brambor nebo brukvo-
vitych rostlin [34].

Spravna aplikace dusikatych pesticidd mize mit za nasledek vyvazené nutri¢ni latky jako
pro rostlinu, tak i pro pudu. Vysledkem muze byt zvySeni vynosu plodin, avSak pfi piehnojeni
nebo naopak nedohnojeni dusikem muze mit pro trodu dalekosahlé nasledky. Aplikace
dusikatych hnojiv je doporuCovana zejména v tézsich a kyselejSich padach, oproti tomu
amonna hnojiva najdou vyborné uplatnéni v poréznich pudach [27].

Fosforecnd hnojiva

Fosfor je pro rostliny velmi dulezity, protoze se podili na tvorbé reproduktivnich organa.
Tento typ pesticidi poskytuje takovou formu fosforu, kterou muaze rostlina popt. ptuda ihned
vyuzit. Tento typ hnojiv byl v historii vyrabén kostni mouckou a koprolitem (zkamenélé
vykaly zivocCicht). Dnes se pro jeho vyrobu vyuziva predevsim fosforita a apatitt (rudy mag-
matického puvodu). Fosforecna hnojiva mizeme rozdélit na rozpustna ve vodé, v citranu
amonném, v kyseling citronové nebo v silnych mineralnich kyselinach.

Komeréné nejzndméej§im hnojivem je Thomasova moucka, kterd patii mezi fosforecna hno-
jiva vyrabéna zpracovanim rudy. Nejpouzivangj§im apatitem je fluorapatit, neboli kolsky
apatit. Pfi hnojeni fosforem je tfeba klast diiraz na formu hnojiva a jeho rozpustnost, na ptidni
vlastnosti (vlhkost, reakce, teplota) a predevsim na pfijmovou kapacitu hnojené plodiny [27].

Porovnanim uc¢inkt hnojiv na bazi dusiku a fosforu se podrobnéji zabyva reference [35].

Draselna hnojiva

Dalsim velmi nezbytnym prvkem je draslik, ktery rostlina pfijimé pomérn€ ve vysoké mife.
Draslik je prvek podilejici se na transpiraci, fotosyntéze, pfi metabolismu sacharidi a dusiku
dale se podili na déleni bunék a na aktivité enzymu. Draslik se také podili na regulaci vody
v rostlinnych télech. Ptisun drasliku je doprovazen s dal§imi nezbytnymi biogennimi prvky,
jako jsou bor, hoi¢ik ¢i vapnik. Tento typ pesticidi je vyrabén z lozisek draselnych soli, jejich
vyroba spociva v evaporaci moiské vody, ktera je na tyto prvky velmi bohata [27].

Nejznamegj§imi draselnymi solemi je karnalit (podvojna sul chloridu draselného a hofe¢na-
tého), sylvinit (smeés chloridu draselného a sodného), kainit (smés chloridu draselného a sira-

nu hofe¢natého) a kainit II, ktery je smesi kainitu a chloridu sodného. Studiem ucinka
draselnych hnojiv se zabyvaji naptiklad v publikaci [36].
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Vapenata hnojiva

Hlavnim zdrojem vépniku na vyrobu véapenatych hnojiv jsou horniny hote¢nato-vapenaté
a vapenaté. Tento druh hnojiv mizeme rozdélit na hnojiva s vapnikem uhli¢itanovym, sirano-
vym, ziravym (hydroxid nebo oxid vapenaty) a kiemicitanovym [27].

Vapnik je rostlinami a padou pfijiman ve formé kationtu vapenatého. Vapnik je dulezity
pro tvorbu kofenového systému a hraje takeé roli v metabolickém procesu rostlin. Nedostatek
tohoto prvku se projevuje zastavenim rustu a postupnym odehnivanim kofenového balu
(koteny spolu s okolni zeminou). Dal$i negativni projevy se tykaji i skeletu rostliny, ktery se
projevuje blednutim listd a jejich zakfivenim [27].

V dnesni dobé se hnojiva razné kombinuji jako v referenci [37], kde vyuzivaji alginatu
vapenatého jako jakousi nosnou matrici pro hnojiva na bazi fosforu, které jsou tak pozvolna
uvolniovana do pudy.

Horeénaté hnojiva
Hoi¢ik hraje nezastupitelnou ulohu pfi fotosyntetickych procesech, je totiz soucasti mole-

kuly chlorofylu (porfinové jadro s centralnim atomem hoic¢iku). Nedostatek tohoto prvku
zpusobuje razné formy chloréz a nekrédz rostlinnych pletiv [27].

Studiem pozitivnich ucinkt hofe¢natych hnojiv a jejich porovnani s jinymi typy hnojiv se
zabyvaly v referenci [38].

3.2.2 Foliarni typ hnojeni

Tento proces hnojeni se zacal prudce rozvijet od 50. let 20. stoleti [28], o coz se zacalo
vice zajimat i obyvatelstvo, nebot v prvé tfadé rostl velky strach z hlediska znecistovani
zivotniho prostiedi, a to zejména pud, fek a podzemnich vod. Dalsi obavy z této nové aplika-
¢ni technologie rostly také v oblasti potravinafstvi, nebot’ aplikace ,,8kodlivych® fungicida,
pesticidu a herbicidi by mély nezadouci dopad také na zdravi obyvatel.

Dnes jsou jiz tyto aplikacni metody natolik vyvinuty, Ze jejich ptisobeni ma naopak pozi-
tivni vliv na dlouhodobou trvanlivost potravin. Foliarni hnojeni napiiklad fosfaty nebo
draselnymi solemi vyvolalo naopak systémovou ochranu proti rostlinnym sktdcam ¢i pato-
genum u ruznych druht rostlin (okurky, kukufice, vinna réva, jablka, mango, ruze apod.) [28].

Foliarni hnojeni patii mezi formy aplikace nutricnich latek v kapalném skupenstvi na
rostliny prostiednictvim postiikovadt a jinych podobnych zatizeni. Ugelem tohoto hnojeni je
zvysit koncentraci zivin nebo jejich nedostatku v pid€ a hlavné v samotnych rostlinach.
Zaroven bylo zjiSténo, ze rostliny jsou schopny mnohem vyraznéji reagovat na piijem
nutri¢nich latek praveé prostiednictvim listt nez v piipadé kofent.

Utinky foliarniho hnojeni jsou velmi zavislé na stavu rostliny, pfedevsim tedy na vosko-
vém povrchu listu. Kutikula je jen ¢asteCné propustna pro vodu a rozpusténé ziviny, proto
muze mit za nasledek limitovani transportu latek do lista. Velkou roli zde hraje také doba, po
kterou zlstavaji ziviny v rozpusténém stavu na povrchu. Difuze miize probihat v pfipadé, kdy
nutri¢ni latky jsou v kapalné forme, tedy roztoku. Ve vod¢ rozpustné latky jsou totiz schopny
lepSiho vstiebavani do listd nez v pfipadé pevnych hnojiv, které se tak snadno neabsorbuji do
mezofylu listu.
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Mechanismem foliarniho pfijmu nutrientd do listd se zabyval Seshadri Kannan ve své pu-
blikaci [40]. Ackoli je jiz n€kolik desitek let znamy prostup zivin a jinych nezbytné dule-
zitych latek pres rostlinné kutikuly, kotfeny a jiné nadzemni ¢asti rostlin, do roku 1980 nebyl
mechanismus iontové absorpce listd respektive transportu aktivnich latek do jiné ¢asti rostliny
nijak podrobngji popsan. Stejné tak neni dobie popsana translokace prvkl z jednoho listu do
listu druhého v raznych fazich ristu rostlin.

Studium penetrace rozpusténych latek pres kutikuly bylo usnadnéno pfitomnosti mo¢oviny
a zvySenim vyskytu iontd v tomto tenkém materialu [40]. Haas a Schonher [41] uvadéji, ze
prostup vody u ruznych rostlinnych kutikularnich membran jsou urCeny rozpustnymi lipidy
obsazenymi v membranach na povrchu rostliny a vlastnosti propustnosti vody se méni se
stafim listu. Pokud kutikularni pranik iontd je pasivni v neporuseném list€é, méla by cestu
nasledovat jako voda, jednoduse jde o difuzi. Vzhledem k tomu, ze prostupnost vody zavisi
na slozeni rozpustnych lipidi v pokozce, pronikani anorganickych ionti a organickych latek
muze byt upraveno praveé jimi.

V referenci [42] je velmi podrobné vystizen mechanismus a charakterizace funkce rostlin-
nych kutikul. Dalsi prace [43] se zabyva transportnimi procesy, piesné€ji diftizi vody pres
tenké bariéry rostlin.

3.2.3 Listova kutikula — hlavni bariérova vrstva pri foliArnim hnojeni

List je nadzemni Cast rostliny vyrustajici ze stonku. Z hlediska vnéjsi stavby je list tvoren
cepeli a Fapikem. Jeho wvnitini struktura je vSak o mnoho slozitési, avSak pro nase dalsi
uplatnéni postacuje, ze je list tvofen svrchni pokozkou (adaxidlni kutikula), duzninou s cévni-
mi svazky a spodni pokozkou s priduchy (abaxidlni kutikula).

Struktura listu

Prostor, ktery je vyplnén mezi svrchni, spodni pokozkou a cévnimi svazky, se nazyva
mezofyl. Toto parenchymatické pletivo se u bifacialnich listi rozliSuje na palisadovy paren-
chym, ktery t€sné€ priléhad ke svrchni pokozce a houbovy parenchym, ktery piiléha naopak ke
spodni pokozce [44]. Struktura listu je zachycena na Obr. 9.

Palisadovy parenchym byva zpravidla tvotfen jednou nebo vice vrstvami protahlych bunék,
které jsou orientovany k hornimu epidermu. Tyto nejdelsi a zarover nejkrat§i bunécné utvary
nazyvame jako palisddové buriky, které neobsahuji intercelulary, ale obsahuji velké mnozstvi
chloroplastti podilejici se na fotosyntéze.

Houbovy parenchym je z pravidla tvoren bufikami raznych tvard obsahujici velké inter-
celulary, které jsou propojeny s praduchovymi dutinami. Houbovy parenchym neobsahuje
chloroplasty, proto je jeho hlavni funkci tzv. transpirace. Z téchto divodu je spodni Cast listu
vzdy svétlejsi nez svrchni [44].

Cévni svazky, které se podili na tvorbe zilnatiny (nervatur), jsou pievazné kolateralni
(uzaviené) popt. bikolateralni (oteviené). Tyto svazky se v listech potupné rozvétvuji
a zjednodusuji, dale se kolem nich nachazeji bud’ parenchymatické, nebo sklerenchymatické
pochvy, které se podileji na vyztuzeni Cepele. Z listu jsou cévni svazky usporadany do polo-
kruhu a tvoti tzv. Fapik [44].
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Obr. 9: Anatomie listu: a) svrchni pokozka, b)palisdadovy parenchym, c) houbovy parenchym,
d) spodni pokozka a e) cévni svazky [45].

Struktura rostlinné kutikuly

Na primarni stavbé te€la vyssich rostlin se podileji nésledujici Ctyfi typy pletiv: meristéma-
ticka, zdkladni, kryci a vodivd. Vsechny tyto pletiva se skladaji z charakteristickych bun¢k
(puvod, tvar aj.) a plni vice nez jednu funkci [46]. Rostlinna pletiva jsou velmi slozité
komplexni systémy, které se déli dle specifickych vlastnosti. Vzhledem k tomu, ze tato diplo-
mova prace je zejmeéna zamefena na svrchni ¢ast povrchu rostlin, budeme se proto zabyvat
pletivy krycimi. Tato pletiva jsou slozené systémy jednoduchych struktur, které jsou organi-
zovany do spolupracujicich celkd, nékdy jsou oznaCovany jako tzv. kutikuly.

Pro zivot vSech vyssich rostlin je nezbytny transport latek extracelularnimi lipofilnimi
bariérami, které tvofi rozhrani mezi vn&§im okolim a vnitfnim prostfedim rostliny. Tyto
kutikuly se dale podili na fizeném pruniku vody, rozpusténych latek a plynd, zaroven je jejich
cilem chranit rostliny pfed biotickymi (hmyz, skudci, houby, plisn€ aj.) a abiotickymi (dést,
mraz, UV zafeni aj.) vlivy. Na zaklad¢ podrobnéjsiho vyzkumu bylo déle zji§téno, ze kutikula
je nezbytny organ rostlin potiebny pro dalsi dalezité procesy v jejich téle a to napt. v prabéhu
tzv. organogeneze, kde napomaha k udrzeni oddéleni organa.

Kutikula je pfitomna na vnéj§im povrchu epidermalnich bunécnych stén listt, primarnich
stonkl, kvétd a plodi. Hlavni hydrofobni slozkou rostlinného epidermu jsou nerozpustné

polymery, cutin, cutan a vosky. Tato vrstva se na pohled jevi jako amorfni, ale pod mikrosko-
pem byly pozorovany lameléarni ultrastruktury [47].

Cutin a suberin jsou dva typy nerozpustnych zoxidovanych polyestert mastnych kyselin
a glycerolu, které jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami té€chto bariér. Cutin tvofi strukturni
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slozku téla rostlin a podili se na tvorbé hydroizola¢ni félie, ktera poskytuje kryci schopnost
primarnim nadzemnim rostlinnym organim. Tato latka se tak podili na struktufe jedné
z nejvetSich biologickych membran viibec. Zatimco cutin je slozka nachazejici se na vné&jsi
strané primarni bunécné stény, tak suberin se nachézi na jeji vnitini strané obvykle v blizkosti
plazmatické membrany [47].

Cutin je makromolekula (polymer), ktery se sklada z mnoha dlouhych fetézci mastnych
kyselin, které jsou spolu pospojovany esterovymi vazbami. Tyto struktury se ucastni tvorby
trojrozmérnych siti. Cutin je tvofen mastnymi kyselinami obsahujici hydroxylové a epoxidové
skupiny, které se nachéazi bud’ ve stiedu, nebo na konci hlavniho fetézce a na jeho opatném
konci jsou navazany karboxylové skupiny (Obr. 10) [48].

OH

/\/\/\)\/\/\/\/CH3
HOOC
HOOC\/\/\/\/YVV\/OH

OH

Obr. 10: Vzorec cutinu.

Cutin, jak jiz bylo zminéno vyse, je hlavni slozkou vicevrstvé struktury na povrchu téla
rostlin (kutikuly). Horni Cast pokozky je potazena tenkou vrstvou vosku, dalsi vrstva je
tvofena z cutinu, ktery se vaze na vosky a tvofti tzv. viastmi pokozku. Spodni ¢ast bariéry je
potazena cutinem spolu s vosky, které navic obsahuji smes pektinu, celulosy a jinych sacha-
ridd. Tuto ¢ast pokozky nazyvame jako kutikuldarni vrstva. Na zakladeé vyzkumu bylo zjisténo,
ze rostlinna pokozka muze nadale obsahovat kromé cutinu, také tzv. cufan. Cutan je dalsi
konstrukéni polymer lipidového charakteru, ktery vznikl z uhlovodikli obsahuyjici dlouhé fe-
tézce [48].

Suberin byl vytvoren jako konstitucni varianta vnitinich a vngjSich bun¢k b&hem jejich
vyvoje. Stejné jako cutin se 1 suberin podili na tvorbé membrany, kde mé funkci ochrany proti
stresu z vnéjSiho prostiedi a biologickému poskozeni. A¢koli se oba tyto polymery odlisuji ve
svém chemickém slozeni a struktufe, plni stejnou funkci v ochrané rostlinnych organa.
Suberin je latka, ktera se usazuje ve sténach podzemnich organt rostlin napt. hlizy, kofeny
a v kofenovém endodermu. Material, ktery je zaloZeny na prechodu mezi suberinem a cuti-
nem, je Casto ulozen kolem svazku pochvy jednodéloznych listi. Tento jev se d€je pravdépo-
dobné z divodi zabranéni nezadouciho uvolnovani oxidu uhli¢itého béhem dekarboxylace
[48].

Suberin je stejne€ jako cutin tvofeny z hydroxy nebo epoxy mastnych kyselin, které jsou
mezi sebou vazany esterovou vazbou. Vyznamny rozdil mezi cutinem a suberinem spociva
v jeho dalSich funk¢nich skupinach, kdy suberin navic obsahuje dikarboxylové a fenolické
skupiny (Obr. 11).
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Obr. 11: Vzorec suberinu.

Dalsi slozkou tvofici stavbu kutikuly jsou smési chloroform-rozpustnych kutikularnich
a intracelularnich lipida, které jsou souhrnné oznaCovany jako vosky. Jedna se o smesi
obsahujici dlouhé acyl lipidy, které jsou extrémné hydrofobni. Nejcastéjsi slozkou tvorici
strukturu voskl jsou alkany spifimymi fetézci, které obsahuji 25 —35 uhlik. Funkcni
skupiny, které jsou také soucasti skeletu vosku, jsou napf. alkoholy, aldehydy, ketony, estery
a volné mastné kyseliny (Obr. 12).

Vosky jsou syntetizovany pfimo na buniky epidermu. Vosky tvorici vnéj$i vrstvu kutikuly
mohou casto krystalizovat ve slozité mikrostruktury, které napomahaji ke zvySeni drsnosti
a hydrofobnich vlastnosti povrchu rostlin. Drsnost povrchu rostlin zabratiuje shlukovani
kapek vody ve vétsi celky a naopak vzniklé kapky napomahaji k odstraniovéani necistot a tak
¢isténi povrchu rostlin [47].

Linearni fetézce alkand: HaC——(CHy)27—CH3

Estery mastnych kyselin: H3C——(CHy)5 T O (CHa)2,—CHy
O

Dlouhé fetézce MK: HzC———(CHy)——COOH

Dlouhé fetézce alkohol: HzC——(CH3)24——CH,—OH

Obr. 12: Mechanismus vzniku voskovych ldtek.

Rostlinnd kutikula je z hlediska své struktury mnohovrstevnou strukturou, ktera je tvorena
kutikuldrni vrstvou, kterd je spojena s bunéCnou sténou. Tato vrstva obsahuje polymery,
vosky a polysacharidy. Dalsi Casti je viastni kutikula, ktera obsahuje cutin, intracelularni
a epikularni vosky (Obr. 9). Tloustka téchto vrstev a jejich slozeni zavisi na druhu, anato-
mické stavbg, lokalizaci a vyvojové fazi. Sitka rostlinnych kutikul maze dosahovat
0,1 — 14 um a obsahovat vice nez 20 — 600 pg cutinu na 1 cm? [48].

Stavba rostlinné kutikuly je popsdna jako velmi slozitd komplexni struktura, kterd ma
umoziovat transport latek mezi vnéj§im okolim a vnitfnim prostfedim listu a zarovei ma
chranit povrch rostliny. O bariéfe takovychto vlastnosti mizeme fict, ze se jedna o témeér
idealn¢ izolovany systém znemoziujici pruchod jakymkoli patogenim a nezadoucim latkam,
avsak je tato vrstva zodpoveédna za regulaci narastu a ubytku vody, coz je zprostiedkovano
stomaty. Na zakladé téchto poznatkll bylo mozné studovat transport latek skrz rostlinné
kutikuly.
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3.3 Vyuziti agarozovych hydrogelu jako modelového difizniho média

3.3.1 Agaroza

Agar je rosolovité latka, ktera se ziskava z motskych fas rodu Floridae a Gelidium a byl
objeven v 17. stoleti v Japonsku. Tento material je tvofen z agardzy a agaropektindzy. Aga-
réza je nami vyuzivana latka pro pfipravu podpurnych hydrogelovych médii, a proto je
vhodné ji vénovat jednu kapitolu. Agardza je ptirodni polysacharid tvofeny linearnim poly-
merem galaktdzy, ktery se vyznacuje vysokou schopnosti gelace.

Jedna se o linearni polysacharid slozeny z opakujicich se jednotek agarobiosy, coz je
disacharid slozeny z D-galaktosovych a 3,6-anhydro-L-galaktopyranosovych podjednotek
[49]. Jeji molekulova hmotnost se pohybuje okolo 120 000 Da. Struktura agardzy je ilustro-
vana na Obr. 13.

OH OH 0
0

s 0 WHOH

OH HO ©

= - n

Obr. 13: Struktura linedrniho polysacharidu agarozy [50].

Polymerni agarézova vlakna vytvaii Sroubovicovou strukturu, ktera je schopna agregovat
ve vétsi celky, nadSroubovicové soustavy, které dosahuji poloméru 20 — 30 nm. Vldkna jsou
kvazi-rigidni a maji Siroky rozsah délky v zavislosti na koncentraci agarozy.

Agaropektin je heterogenni smés mensich molekul, které se vyskytuji v mensim mnozstvi.
Tato latka ma podobnou strukturu jako agardza, ale na rozdil od ni je méné rozvétvena a sul-
fonovana, navic muze obsahovat methylové skupiny a substituenty kyseliny pyrohroznové.

Agaroza se vyznacuje vyznamnymi vlastnostmi a to tzv. gelovaténim, nebot jen diky
tomuto procesu je schopna vytvaret gelové trojrozmérné struktury. Tento polysacharid je
velmi dobfe rozpustny v horké vodé, napt. agardza s nizkou teplotou tani je schopnd se
rozpoustét pii teploté 85 °C. Z hlediska rozpustnosti ve studené vodé je agardza nerozpustna.
Tento polymerni material se vyuziva pro piipravu termoreverzibinich gell. Pfi ochlazovani
roztoku agaru (v rozsahu teplot 30 — 40 °C) [51] dochézi k tuhnuti a vytvofeni polotuhé
gelové latky [52]. Pokud by doslo k ohtati tohoto materialu nad teplotu tani, doslo by ke
zpétnému pievodu gelu na roztok.

Pokud je gel vystaven zahtivani a teplota dosahne bodu tani, tedy dojde k pfevodu gelu na
roztok, potom muze byt pozorovana hysterezni kiivka, protoze kiivka naméfena pii procesu
pfemeény roztoku na gel, kdy je dosazeno bodu tuhnuti materidlu, pak tato kiivka nekores-
ponduje s kiivkou namétenou pii jeho tani.

Agaroza v pevném stavu zaujima jednoduchou nebo dvojitou helikdlni konformaci. Ke
gelaci dochazi v dasledku zmény teploty, ktera vyvola asociaci dvojitych helikalnich struktur.
Tato trojdimenzionalni sit’ resp. asociace dvousroubovic je stabilizovana vodikovymi mustky.
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Z hlediska svych vlastnosti se agardzové gely chovaji jako fada jinych gell, které jsou
podrobnéji popsany v Kapitole 3.3.2. Gelaci agardzy se zabyvaji i dal$i reference [53], [54].

Agaroza nachazi uplatnéni v celé rfade oblasti vEetne biomediciny, farmacie, kosmetologie,
potravinafstvi aj. Z hlediska svych jedineCnych vlastnosti, nasel tento material uplatnéni
i v oblasti purifikace a separace biomolekul. Jedna se o typ média vyuzivaného pro gelovou
permeaéni chromatografii (GPC) [55], [56], kde agarozovy gel funguje jako separacni
médium. Dalsi vyuziti nasel tento typ gelu také v gelové elektroforéze, kde funguje jako
vhodny nosi¢ elektricky nabitych astic. Tato metoda se naptiklad vyuziva pfi separaci
jednotlivych nukleovych kyselin ze struktury lidské DNA.

Agarozové gely naSly rozsahlého uplatnéni v oblasti potravinafstvi a biomediciny. Pouzi-
vaji se jako vhodna média pro rust mikroorganismu, kdy v oblasti potravinarského pramyslu
jsou zadangjsi gely s niz§i koncentraci, ale v biomedicin€ jsou preferovany spise gely s vyssi
koncentraci, které se vyznacuji rigidngjsi strukturou. Tyto materidly jsou schopny odoléavat
vetsimu mechanickému namahani, a proto se pouzivaji v oblasti tkanového inzenyrstvi. Tyto
materialy umoziuji fizené uvoliiovani léCivych latek, a tim jsou schopny l1épe a rychleji hojit
poskozené tkan€. Vice o této problematice se muzeme docist v odbornych publikacich [57],
[58], [59].

3.3.2 Priprava a vlastnosti hydrogelu

Pod pojmem ge/ se skryva disperzni systém, ktery z hlediska své velikosti dispergovanych
Castic patii do oblasti koloidni chemie (1 — 500 nm). Disperzni systémy jsou tvoiené ze dvou
tazi, prvni fazi nazyvame disperzni prostiedi (dispergens) a druhd disperzni podil (disper-
gum). Disperzni prostfedi je faze, ktera zaujima vétSinu objemového podilu celého disperz-
niho systému. Muze byt tvofen pevnymi, kapalnymi i plynnymi lakami a stejné tak i disperzni
podil.

Trojrozmérna sit’ disperzniho podilu gelu mize vzniknout z linearniho polymeru nebo jeho
roztoku, pokud dojde k vytvoreni dostatecného poctu spoji mezi makromolekulami. Dle toho,
jakym zpUsobem tyto spoje (uzly) vznikaji, rozd€lujeme gely na kovalentne sitované gely
a fyzikalné sitované gely [60].

Mechanismy vzniku gelové struktury

Kovalentn¢ sitované gely jsou nekone¢né trojrozmérné sitové struktury, které vznikaji
v dusledku chemickych reakci, kdy dochazi k vytvoreni kovalentnich vazeb mezi jednotli-
vymi uzly. Tyto systémy mohou vznikat napt. v dasledku vhodné uspotadané polymerace
monomeru nebo z linearnich polymeru, které byly zesitovany za piitomnosti vhodného sito-
vaciho Cinidla [61].

V ptipad¢ fyzikaln¢ sitovanych geld dochazi ke vzniku 3D sité spojovanim polymernich
fetézci pomoci slabych vazebnych interakci do spoju (uzlit). Tyto interakce mohou mit
charakter van der Waalsovych sil, polarnich sil nebo vodikovych vazeb. Vznik téchto
makromolekularnich struktur mize byt podminén asociaci mezi jednotlivymi fetézci, ke které
muze dojit snizenim afinity k rozpoustédlu nékterych skupin nebo sekvenci naptiklad snize-
nim teploty, zvySenim koncentrace polymeru nebo zhorSenim kvality rozpoustédla [61].

Dalsim ptipadem piipravy fyzikalné sitovanych gela je ochlazeni roztoku amorfniho poly-
meru pod kritickou rozpousteci teplotu, ¢imz dojde k rozdéleni jednotlivych prostiedi. Pokud
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tento proces probiha za urCitych podminek, pak vznikly gel mize obsahovat submikros-
kopické oblasti s krystalickou strukturou, které nazyvame jako krystality. Prechod mezi
amorfni a krystalickou strukturou je spojity [61].

Dalsi moznou pfipravou gelovych systémi je geometrické sitovani, kterym dochazi
k propleteni fetézct v dusledku tepelného pohybu [61].

Unikatni vlastnosti geli

Gely maji unikatni mechanické vlastnosti, protoze ackoli nejsou gely typickymi tuhymi
latkami, presto maji mechanické vlastnosti charakteristické pro pevné latky. Gel je totiz
schopny odolavat te¢nému napéti az do urcité hodnoty (hodnota kritického napéti), pod
kterou se chova jako elastické tuhé téleso. Po prekroceni této hodnoty dojde k nevratné
deformaci vnitini struktury gelu a systém se tak chova jako viskézni kapalina (zaéne téct).
Hodnota kritického napéti zavisi na koncentraci uzlt a na jejich pevnosti. Obecné lze fici, ze
gely se chovaji jako viskoelastické materialy [60].

Elektricka vodivost geld, jejichz disperzni prostfedi obsahuje disociované nizkomolekularni
elektrolyty, zistava témér stejné vysoka jako v solu. Tento jev je zpusoben pohybujicimi se
malymi molekulami a ionty rozpusténych latek v disperznim prostredi, které migruji v prosto-
rach mezi sitémi disperzniho podilu téméer stejné rychle jako v odpovidajicim solu [21].

Difuzivita nizkomolekularnich latek v gelu je jen o néco malo mensi nez v puvodnim solu,
ze kterého byl gel pfipraven a to i pfesto, ze se viskozita pfi gelaci prudce zvysuje. Gelové
systémy nemaji diky své sitové struktufe difuzivitu ovlivnénou proudénim a ani tepelnymi
konvekcemi. Mechanické vlastnosti pfitom umoziiuji jednoduchou manipulaci s gelem (ve
srovnani napft. s roztokem) a také pripravu vzorku o presné definovaném tvaru a rozmérech,
coz je nezbytné pro korektni matematicky popis studovanych diftznich procest.

3.3.3 Experimentalni studium a matematicky popis difiznich procesu

Pod pojmem difuze rozumime proces samovolného vyrovnavani koncentraci v prostiedi
s koncentra¢nim gradientem. Jinak fe¢eno jde o mikroskopicky transport latek z mist s vyS§si
koncentraci do mist s niz§i koncentraci, tedy ve sméru koncentra¢niho gradientu, a to az do
jejich vyrovnani. Prostedi, ve kterém se pohyb ¢astic uskuteciiuje, se jevi z makroskopického
hlediska jako nehybna faze (resp. faze, kterd se nepohybuje jako celek). Neusporadana
mobilita téchto Castic je zpusobena tzv. Brownovym pohybem [62].

Fickovy zdkony

Difuzni procesy, jak jiz bylo uvedeno vySe, jsou zpusobeny neuspofadanym pohybem
molekul, ktery se podili také na tepelné konvekci. Souvislostmi mezi témito dvéma dé&ji se
zabyval némecky fyzik Adolf Eugene Fick, ktery jako prvni polozil zaklad a elementarné
popsal princip difuze. Tyto hypotézy se mu dafilo ovéfit na zakladé experimentt, diky nimz
vytvoril Fick matematicky aparat popisujici difuzni procesy. Teoretické predpoklady difuze
v izotropnich médiich vychazi z toho, ze celkovy jednosmérny difuzni tok skrz jednotkovou
plochu je pfimo umérny koncentracnimu gradientu dle rovnice (1), kterd se oznacuje jako
Prvni Fickity zakon (PFZ) [21]:

oc,
2

Jy=A4-j,=4-D,- A

(1)
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kde symbol 4 predstavuje velikost plochy, pfes kterou dana latka difunduje, symbol j
charakterizuje difuzni tok pies jednotkovou plochu, ¢; pfedstavuje molarni koncentraci dané
latky a symbol x je vzdalenost od rozhrani dvou prostiedi. D; je difiizni koeficient, ktery
charakterizuje miru mobility molekul v dané latce a Casto je oznalovan také pod pojmem
difuzivita. Jedna se o velmi dulezity parametr, diky némuz mazeme difGzni procesy porovnat,
zéaroveti se jedna o rozmérovou veli¢inu, kterd nabyva jednotky m? -s™*

Pro ptipad nestacionarni difuze byl odvozen Druhy Fickiiv zdkon (DFZ), ktery vyjadiuje
casovou zmeénu koncentrace difundujici latky pfi nestacionarni difuzi. Tento zdkon na rozdil
od toho predchoziho uvazuje zménu koncentrace v zavislosti na ¢ase [60]. Pokud opét plati,
ze diftze probiha pouze ve sméru jedné osy (berme osu x), potom muzeme tuto rovnici
zjednodusit na tvar:

oc, o’c,

E:D. ox’ @

Reseni rovnice (2) je pro dané podminky &asto velmi komplikované. Vzhledem k tomu, Ze
existuje cela fada publikaci zabyvajici se problematikou transportu latek, byla vypracovana
databaze difuznich modelu, do které hojné prispél britsky fyzik a matematik John Crank [63].

Mezi nejjednodussi feSeni diftiznich procesu patii model difiize skrz tenky film a difiize do
nekonecné dlouhého média v jednom smeru, ktery mizeme nalézt také pod oznaCenim volnd
difuize. Prvni model popisuje problematiku ustalené difuze a druhy model odpovida neustalené
difazi.

Model neustalené difuze, ktery je aplikovan v této praci pro studium penetrace komer¢nich
huminovych pfipravka skrz rostlinné kutikuly, popisuje transportni proces, ktery zacina na
rozhrani (kutikula/hydrogel) a casti difunduji do ,,nekone¢ného™ prostoru a nemohou dosah-
nout v méfeném Case jeho konce. Timto médiem muze byt plyn, kapalina nebo i pevna latka.
Na pocatku obsahuje médium konstantni koncentraci latky 1, avSak ndhlym zvySenim jeji
koncentrace na rozhrani dojde ke vzniku koncentra¢niho gradientu a latka zaciné difundovat
hloubé&ji do média. Timto zpisobem se muze chovat systém, u né¢hoz probiha diftize pres
tenky film.

Zména koncentrace na rozhrani zpusobi vznik koncentra¢niho profilu latky 1 v médiu,
ptiCemz tento profil je zavisly na Case. Cilem feSeni problému je zjistit, jak se méni koncen-
traéni profil difundujici latky se zménou jeji koncentrace na rozhrani a s &asem [64]. ReSeni
volné difuze lze ziskat z diferencialni rovnice (2) pro okrajové podminky, které jsou uvedeny
nize:

=0 vSechna ¢, =Cy,
>0 x=0 =0
X =0 cl = cloo

Pokud upravime Fickav zakon, ziskame rovnice (3) a (4)

¢ —Cp X
—=erf , (3)
Ci —C10 ,[4Dll
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’Dl x°
= [—-(c,, —c., )-exp| ——— |, 4
J iy (10 loo) Xp( 4'D1'fj 4)

kde ¢; je molarni koncentrace difundujici litky, c¢19 odpovida rozdilim koncentraci na zacatku
a na konci procesu, ¢, je puvodni koncentrace a f je doba, po kterou difuze probihala.

Rovnice (4) charakterizuje difuzni tok volné difuze, které je funkci plochy a ¢asu. Hodnota
diftizniho koeficientu pro difuzi skrz tenky film se meni pfimo uméme s difuznim tokem, tedy
pokud dojde k zdvojnasobeni hodnoty diftizniho koeficientu, potom se i difuzni tok zvysi
dvakrat, avSak v ptipadé volné difuze je tomu jinak. Pokud dojde ke zvySeni hodnoty
diftzniho koeficientu dvakrat, potom difuzni tok nabyva hodnoty nasobku druhé odmocniny
ze dvou. Situace volné difuze je zndzornéna na Obr. 14.

c'10 s AT
) l"l",-:: ......... "
C 10 ‘ ’...:......... Illllllllll/l/.. .......
1 :_ '.'-.. """'w-------. .
I 1 .., .’ LEL TP
! I LT T T
I -
Crp —— 0 B

Obr. 14: Volna difiize [21].

Provedeme-li integraci rovnice (3) pro podminky x = 0 mezi Casy O a 7, potom dostaneme

4Dt
m = 7(010 _cloo): Q)

Celkové mnozstvi latky n; pfenesené pres rozhrani, které je funkci odmocniny z ¢asu a pro
jeho zdvojnasobeni tedy musi byt doba difiize &tyinasobna. Cas potiebny pro dosaZeni urdité
koncentrace v daném misté, je umeérny druhé mocniné vzdalenosti od rozhrani a obracené
hodnot€ diftizniho koeficientu.

Stanovent difuzniho koeficientu metodou nekonecného difuzniho paru

Tato difuzni technika je vhodna pro stanoveni difizniho koeficientu u latek pevného
skupenstvi, nebot’ se jedna o dva vzorky, které maji rizné koncentrace a latka tak difunduje
z mista s vyS$si koncentraci do mista s nizsi koncentraci. Oba vzorky jsou na zacatku expe-
rimentu k sob& pfipevnény a po uplynuti ndmi zvolené doby difuze jsou vzorky rozpojeny
a prometeny.

Z méfeni je totiz mozné zjistit ubytek resp. narast koncentrace latky a to v raznych polo-
héach od rozhrani napt. po 1 mm. Ze zavislosti koncentrace difundujici latky na vzdalenosti od

rozhrani, ziskame tvar koncentra¢niho profilu, ze kterého mizeme numericky stanovit hodno-
tu difazniho koeficientu a to vztahem:
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I s B (6)
cloo - cl 4DZ

4Dt ,_
n = 7(01 _cloo): (7

kde ¢, je koncentrace v pfijimaci ¢asti, ¢, je konecna koncentrace na rozhrani (dana aritme-
tickym primeérem c; a ¢, ) a i je celkové mnozstvi transportované latky skrz rozhrani za Cas
1.

Metoda nekonecného difuzniho paru je zndzornéna na Obr. 15. Veskeré difuzni
experimenty musi probihat za konstantni teploty, nekonecny difizni par nevyjimaje, takze
hned na samém zacatku musi dojit k vytemperovani vzorku a ustaleni jejich teploty, protoze
diftize je na teplot€ siln€ zavisla.

Obr. 15: Stanoveni difiizniho koeficientu metodou nekonecného difizniho paru [63].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Studium transportu nutri¢nich ¢€i ,,jakychkoli® jinych latek do struktury listu je podminéno
pruchodem pres rostlinnou kutikulu. Jedna se o tenky lipidicky material na povrchu kazdé
rostliny. Pokud tedy chceme studovat problematiku transportu latek ex situ, pak je v prvni
fadé nutné ziskat tyto tenké bariérové membrany z povrchu listi vhodnou metodou izolace.

Na toto téma byla vypracovana reSerSe, ktera se zejména tyka postupu pfipravy lista
a izolacnich roztoktli. Posléze byla také vypracovana reserse tykajici se foliarniho typu hnojeni
jeho funkce, mechanismu a transportu nutricnich latek do struktury listu pies rostlinné
kutikuly, ktera ma za nasledek zlepSeni kvality a ristu rostlin popf. i samotnych plodu.

4.1 Metody izolace rostlinnych kutikul
4.1.1 Enzymaticka metoda izolace

Metoda dle W. H. Orgella

Autofi reference [65] se zabyvali jednou z nejSetrnéjSich metod izolace rostlinnych kutikul
vibec. Tuto metodu nazyvame jako enzymatickou, nebot vyuziva enzymu pektinazy
a celulazy, jakozto biologicky aktivnich latek umoztiujicich rozklad mezofylu.

Tato metod je zalozena na izolaci kutikul z diskti o praméru 1,8 cm, vyrazenych z Cerst-
vych listd. Takto piipravené vzorky listd byly zality 2 cm® 0,1 M acetatového pufru o pH
v rozmezi 3,5 az 4,5. Do tohoto roztoku byl déle pridan enzym pektindza, ktera zde byla
v zastoupeni 2 az 3 hm. % a na zavér bylo do roztoku ptidano 100 ppm Merthiolatu, ktery zde
slouzil jako €inidlo zabrafujici rastu mikroorganismu (plisné).

Vzhledem k tomu, ze listy maji tendenci stoupat k hladiné roztoku, musely byt zatizeny
draténou sitkou. Pro podpofeni vstiebavani enzymu do listu bylo vyuzito preruSovaného
vakua a rotaéni tfepaCky (100 ot./min), kterd urychlovala rozklad mezofylu. Na zakladé zku-
Senosti, byla podpofena funkce enzymt temperovanim vzorku na teplotu 35 °C, aby tak bylo
docileno prostupu enzymu nejen na okrajovych ¢astech listu.

Po uplynuti doby rozkladu mezofylu, byla provedena separace kutikul, které byly vneseny
1 se sitem do nadoby s vodou, kde doslo po nekolika omyti k odplaveni odumftelych pletiv
a na situ zustaly pouze Cisté kutikuly. Ty byly pfeneseny do nadoby s vodou obsahujici opét
100 ppm Merthiolatu.

Pro tento typ experimentu byly vyuzity dva druhy enzymu tzv. enzym 19 a pektinaza, ktera
se nakonec ukéazala jako lepsi volba. Jeji vyhodné&jsi vlastnosti spocivaly nejen v tom, ze
efektivngji odstranovala buné¢ny obsah listl, ale zaroven byla mnohem rychlejsi, coz je pro
experimenty, které se opakuji v urCitych ¢asovych intervalech velmi dalezité.

Orgell [65] provedl izolaci kutikul zlist raznych druht rostlin a zjistil, ze kutikuly 1ze
ziskavat riznou rychlosti. Napfiklad rostliny Convolvulus arvensis, Peperomia sp.,
Philodendron sp. nebo Vinca major, jsou schopny pruniku enzymi v mnohem krat$im Case,
ato po 3 az 12 hodinach. Naopak v pfipadé typt rostlin Citrus sp., Coprosma sp., Nicotina
glauca, Prunus armeniaca a Persica aj. dochéazelo k rozkladu mezofylu za stejnych podminek
od 12 hodin az do 3 dn.
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Veskeré experimenty byly provadény s mladymi avSak pln€ vyvinutymi listy, které jesté
nebyly vystaveny dlouhodobému pisobeni nezadoucich vlivi, jako jsou hmyz, plisn€ nebo
povétrnostni podminky ¢i slune¢ni zareni. Z jeho pozorovani bylo totiz zjisténo, ze starsi listy
sebou nesou fadu nevyhod naptiklad poskozeni kutikul, Spatna funkce nekterych dualezitych
bunek, které jsou zodpovédné za transport latek apod. Dale u téchto listd mize dochazet
k nedokonalému odstranéni bunécnych zbytka z kutikul ¢i dokonce nemusi dochazet k izolaci
vibec.

Metoda dle L. Schreibera aj. Schonherra

Touto metodou izolace rostlinnych kutikul se zabyvali védci Schreiber a Schonherr
v publikaci [66]. Jejich prace je zaméfena na transport vody a rozpusténych latek pres
kutikuly rostlin. V prvé fadé se zabyvali izolacemi, které probihaly stejnym zpusobem, jako
tomu je popsano v praci [65], ale na zaklad€ vlastnich experimentd tuto metodu pozdéji
upravili, zjednodusili a doplnili o vlastni vysledky a pozorovani.

Z plné vyvinutych mladych lista fiku byly korkovrtem vyrazeny kruhy o primeéru 1,5 cm.
Daéle byl ptipraven izola¢ni roztok z 0,1 M pufru, ktery obsahoval kyselinu citrénovou a citrat
sodny a jeho pH bylo upraveno na hodnotu pohybujici se v intervalu 3 — 4. Tato hodnota pH
je totiz nejoptimalnéjsi pro funkci enzymi.

K takto pripravenému roztoku byl pfidan azid sodny a to tak, aby vyslednd koncentrace
roztoku dosahovala 0,001 M. Azid sodny zde vystupuje jako konzervaéni ¢inidlo zabranujici
rastu mikroorganismil a tedy znehodnoceni vzorkl. Do takto pfipraveného izolacniho média
byla pfidana pektinaza a to v zastoupeni 1 — 2 hm. %. Experimentalné bylo zjiSt€no, ze pro
dosazeni stejnych vysledkd naprosto postacuje pektinaza, ktera se pouziva na ovoce a ve
vinafském prumyslu. Tento typ enzymu je totiz méné nakladny nez v pfipad€ pektinazy
houbového pavodu. S pribyvajicimi experimenty vSak bylo dosazeno nového poznatku
z hlediska pusobeni enzyma a to vyuziti kombinace pektinazy a celulazy, které je zase
podstatné levnéjsi a tedy se tato metoda stava jesté vic ekonomicky vyhodnéjsi.

Castym problémem byva neschopnost praniku enzymi az ke stiedu listu, v tomto piipadé je
nutné penetraci podpofit prostfednictvim preruSovaného vakua. Pokud neni do experimentu
zahrnuté vakuum, potom muze dojit k prodlouzeni izolace az o nékolik tydnu. Pro zvyseni
funkce enzymu a jejich schopnost permeability do stiedu listd, mizeme opét vyuzit temperace
nadoby, ve které jsou listy uloZeny a to na teplotu v rozsahu 30 — 40 °C.

Tyto experimenty probihaly po dobu 20 dni, kdy vysledkem byl tmaveé hnédy roztok, ve
které se nachazely kutikuly, které bylo mozné premistit do nadoby s deionizovanou vodou,
ktera dopomohla k uplnému odstranéni bunécnych zbytkt z povrchu téchto poréznich
membran.

4.1.2 Chemicka metoda izolace

Mnohem drastictejsi metodou izolace rostlinnych kutikul se zabyval Edgington ve své praci
[67], ktera je zamé&fena na transkutikularni permeabilitu fungicida. Postup piipravy listd je
obdobny jako v pfipadé enzymatické cesty, z listd byly vyrazeny disky o pruméru 1,3 cm.
Experimenty byly provadény na kakaovych listech, kde pted samotnou izolaci byly listy rozli-
Seny Cernou fixou na abaxialni a adaxialni stranu. Na zakladé experimentd bylo totiz zjisténo,
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ze abaxialni strana listu resp. kutikuly se stomaty, je schopna rychlej§iho praniku latek nez
v piipadé adaxialnich kutikul.

Hlavni rozdil mezi enzymatickou a chemickou cestou je v izolacnim roztoku, ktery je
v tomto piipadé zalozen na 60 hm. % roztoku chloridu zine¢natého rozpusténého v koncen-
trované kyselin¢ chlorovodikové. Izola¢ni roztok byl do diskt listd infiltrovan prostiednic-
tvim preruSovaného vakua a izolace probihala po dobu 2 az 3 dna. Poté byl vznikly material
ptenesen do nadoby s vodou, kde doslo k odstranéni kutikul za pomoci Spachtle, ktera byla
ptedtim ponofena do roztoku streptomycinu (30 um), ktery byl temperovan na teplotu 4 °C.
Nakonec byly ziskany pruhledné tenké struktury.

Kutikuly byly poté podrobeny mikroskopovani, aby byl zjistén jejich stav, nebot i sebe-
mensi poskozeni ma velky vliv na difuzni experimenty a zaroven by touto metodou mohly byt
rozdeleny na horni a dolni. Pfitom veskeré manipulace s timto tenkym materidlem byly prova-
dény rychle, protoze zde hrozi dehydratace, ktera mize zpusobit jejich nevratné poskozeni
[67].

Obdobného procesu izolace vyuzil Edgington a Solel v letech 1972 — 73 [68] a [69], kdy
byly nejdiive vyrazeny listy z diskd o pruméru 1,0 cm. Tyto listy byly ponofeny do roztoku
60 hm. % chloridu zine¢natého v koncentrované kyselin€ chlorovodikové o koncentraci 11 M.
Pripraveny roztok byl do listd infiltrovan pomoci vakua po dobu 2 — 3 dnti a po uplynuti doby
byly kutikuly ponoteny do €isté vody, z niz byly ziskany ¢iré kutikuly [69].

4.2 Studium transportu kapalnych latek pres rostlinné kutikuly

Studiem bariérovych vlastnosti a charakteru voskovych kutikul se zabyvaji v referenci [70],
kde penetrace hydrofilnich a hydrofobnich slou€enin skrz izolované rostlinné kutikuly byly
zkouméany v uzavieném difuznim systému (kutikula/agar). Kutikuly, které byly pro tyto
experimenty vybrany, reprezentuji dva typy mikrostruktur, které jsou charakterizovany
lamelarni ¢i retikularni zonou. Transport latek byl studovan pro glyfosfaty a isoproturony.
Penetrace glyfosfatu byly velmi nizké, naopak difize isoproturonu byla mnohem rozséahlejsi,
a to zejména u rostlinnych druha pepfe a rajcat [70].

V referenci [71] si také uvédomuji dulezitosti penetrace aktivnich latek do listi, nebot tato
schopnost pfijmu nutri¢nich latek hraje velmi dilezitou roli v systémovych aktivitach rostlin.
Efekt povrchovych a kapalnych hnojiv na transport fungicida byl studovan na modelu, ktery
obsahoval kutikuly z rostliny Bryophyllum calycinum. Roztoky fungicidi byly poté rovnou
pipetovany na vzorek kutikuly, kterd byla polozena na agar6zovy hydrogel, jehoz soucasti
byla pfitomnost vytrusti typu Cladosporium cladosporioides. Po dobé penetrace bylo
provedeno méfeni prumérd inhibi¢nich zon. Velikost téchto zon byla studovana fungicidy,
které byly pipetovany zvlast na kutikulu a zvlast na agarézovy gel. Na zéklad¢ tohoto
zkoumani bylo zji§téno, ze kutikularni efekt penentrace aktivnich latek mé& minoritni podil, ve
srovnani s penetraci pfimo na gel. Dale bylo prokazano, ze prostupnost latek skrz kutikuly
vede ke snizeni praméra inhibi¢nich zén.

Tato metoda studia transportu spocivala v pripravé agarozového gelu o pH 6,5, ktery byl
nalit do ¢isté petriho misky, kde byl ponechan ke zchladnuti. Na pfipraveny hydrogel byla
polozena kutikula, na niz byl aplikovan fungicidni pfipravek prostfednictvim mikropipety.
petriho miska byla uzaviena vikem a cely systém byl ponechan k penetraci. Takto pfipraveny
diftzni proces byl pribézné méfen po dobu 3 dni, kdy byly zaznamenavany inhibi¢ni zony
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vzniklé pii priniku. Zavér z celého experimentu tykajici se kombinaci aditivnich latek a fun-
gicidt a zhodnoceni vysledka zméfeni je podrobnéji popsan v referenci [71].

Transkutikularnim pohybem fungicidi pres rostlinné kutikuly se také zabyvaly v praci
[68]. Tyto experimenty zamérené na difuzi latky pres vnéj$§i stranu listové bariéry byla
provedena na zakladeé vyizolovanych rostlinnych kutikul z listG Malus sylvestris, které byly
polozeny na gel pfipraveného zbramborové dextrézy. Transport latek probihal po dobu
24 hodin, kdy bylo zjisténo, ze efektivnéjsiho prostupu latek jsou schopny abaxialni kutikuly
nez kutikuly adaxialni. Dale bylo porovnano né€kolik typu téchto fungicidnich latek, ¢imz byla
prozkoumana jejich schopnost priniku. Systém pro studium téchto experimentl je uveden na
Obr. 16.

BENOMYL

Obr. 16: Inhibicni zony po 24 hod penetraci fungicidi pro adaxidlni (U) a abaxialni (L) kutikuly podle
reference [68].

4.3 Studium porozity hydrogelovych systému

Pro zjisténi a kontrolu poréznich struktur a dalSich vlastnosti hydrogelovych systéma se
velmi asto vyuziva rtutova porozimetrie (angl. mercury intrusion porozimetry — MIP) dopro-
vazena stzv. skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM). Obé tyto metody poskytuji
podrobné zaznamenani parametrd a zobrazeni struktur materialt, které jsou velkym pfinosem
pro nasledné aplikace materiala do praxe ¢i ziskani potfebnych kritérii pro vyhodnocovani
experimentu.

Autofi prace [72] se zabyvaly pfipravou a charakterizaci poréznich alginatovych hydrogeli.
Jejich porézni materialy byly syntetizovany tzv. micelovym templdtovanim (MT) a néslednou
gelaci. Vznikla porézni mikrostruktura byla podrobena méfeni na rtufovém porozimetru, na
skenovacim elektronovém mikroskopu a nékterymi dal§imi technikami. Tyto struktury byly
nasledné navrzeny jako potencialni scaffoldy pro oblast tkafiového inzenyrstvi.

Alginat patii mezi atraktivni pfirodni biomateridly, které se vyznacuji svoji kompatibilitou,
nizkou toxicitou a gelaci s kovovymi kationty. Tato prace se zabyva pfipravou hydrogela
procesem zvanym self assembly, kterym dochézi ke vzniku struktur s kontrolovanou velikosti
pora, které jsou svymi vlastnostmi vhodné pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi. Tyto vysoce
porézni struktury se podileji na migraci bunek nebo fizeném dodavéni nutricnich latek.
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V prvni tad¢ byly alginatové hydrogely podrobeny analyze na skenovacim elektronovém
mikroskopu (SEM). Nejdrive byl vzorek podroben lyofilizaci v prostiedi kapalného dusiku po
dobu 5 minut. Tyto struktury byly ostrou ziletkou roziezany na malé fragmenty, a poté byly
upevnény na hlinikovy ¢ep ¢ernou karbonovou pastou. Vzorky byly pred analyzou potazeny
zlatem a nasledné byly analyzovany na SEM [72]. Dale byly vzorky podrobeny rtutové
porozimetrii (MIP). Tyto experimenty probihaly pfi nizkych tlacich (0—45 PSI), které
umoznily ziskat distribuce péra, které se pohybovaly v rozmezi 1 — 360 um [72].

SEM a MIP byly vyuzity pro objasnéni mikrostruktury templatové pény. SEM ukazuje, ze
pory vzorka, které byly pfipravené micelarnim templatovanim jsou pomeérné jednotné jak
svym tvarem, tak velikosti a jsou zorganizovany uspofadanym zpusobem. Snimky ze SEM
zobrazuji, ze tyto vzorky vykazuji prodlouzené struktury pord, coz je ziejmé ze snimku
(Obr. 17). Déle je z fotografii patrné, jak se se zvysujici koncentraci aktivni latky zmeng$uji
a uzaviraji pory.

Obr. 17: Snimky hydrogelii pFipravovanych miceldrnim templdtovdnim s riiznym obsahem
koncentrace CTAB. (a) 0,04 M, (b) 0,2 M (c) 0,3 M |72].

MIP metoda ukazuje, ze hydrogely pfipravené MT metodou vedou ke vzniku vysoce
poréznich struktur, procentualni zastoupeni té€chto port se pohybuje okolo 83 — 97 %. Jde
ouniformni a monodisperzni poéry, jejichz distribuce velikosti se pohybuje v rozmezi
32,5 - 164,0 pm.
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Obr. 18: Data z MIP pro hydrogely pFipravované miceldarnim templdatovanim a gelaci za pouziti
riznych koncentraci CTAB |72].

Distribuce velikosti péra byla stanovena pro MT hydrogely, které byly pfipraveny 0,01 M
CTAB. Nizkou koncentraci povrchove aktivni latky dochazi ke vzniku otevienych, vniting
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propojenych a mirné protahlych port s vysokym totalnim objemem a vétSimi velikostmi pora,
coz je patrné z grafu (Obr. 18).

Dale bylo zjisté€no, ze pii nizSich koncentracich CTAB muze dochazet ke vzniku trubkovi-
tych pora. Proto tyto experimenty byly realizovany ve smési s bromidem draselnym, dle prace
[72]. Ve vysledku vSak k zadnym vyznamnym zméndm nedoslo, o ¢emz vypovida 1 graf
(Obr. 18 ¢).

Vzorky, které byly ptfipravovany z CTAB o koncentraci 0,3 M, se vyznaCovaly porézni siti
s uzavienymi a menSimi pory s uzsi distribuci velikosti port. Pfi téchto studii byly pozoro-
vany distribuce pora pro vzorky pfipravované pii 35 a 50 °C.

Autofti prace [73] se také zabyvali hydrogely, které by mohly slouzit jako scaffoldy pro
tkafiové inZenyrstvi. Jednd se o materidly na bazi polyvinylalkoholu, které jsou
biokompatibilni a biodegradabilni vlastnosti. Porozita téchto hydrogelt byla charakterizovana
prostfednictvim skenovaci elektronové mikroskopie a rtutové porozimetrie, diky niz byla
stanovena distribuce velikosti pora.

Pripravené PVA hydrogely byly analyzovany na SEM. Vzorky byly nejdiive lyofilizovany,
poté umistény do hlinikové trubi¢ky a pfed samotnou analyzou byl jejich povrch potazen
zlatem. Také rtutova porozimetrie byla provedena na lyofilizovanych vzorcich hydrogelt.,
kde pramér porta byl stanoven v rozmezi 0,007 — 120 um.

Vysledkem analyzy provedeného pomoci SEM mikroskopie byly snimky, které zazname-
naly strukturu Cistych PVA hydrogelti a PVA materiali s obsahem pfimeési kyseliny hyaluro-
nové, dextranu apod. Snimky znazorfiuji nepravidelné struktury pora (Obr. 19).

Obr. 19: Snimky struktury PVA hydrogelit a jejich modifikact | 73].

U téchto vzorkt byla dale provedena analyza velikosti porta, kdy na zaklade€ téchto namére-
nych hodnot byly stanoveny distribuce objema périd a to pro Cisty PVA hydrogel a dex-
tran/PVA hydrogel.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie

A)  Enzymaticka metoda izolace rostlinnych kutikul

chemikalie Cistota
kyselina citronova 99,5 %
citrat sodny 99,5 %
pektindza p.a
celulaza p.a.
azid sodny p.a.

B)  Chemickad metoda izolace rostlinnych kutikul

chemikalie Cistota
chlorid zine¢naty 97,0 %
kyselina chlorovodikova 99,0 %

C) Priprava hydrogelii

chemikalie Cistota
lignohumat
agaroza p.a.

5.2 Pouzitd instrumentace a dalSi zarizeni
UV-VIS spektrometr Varian, Cary 50

opticky mikroskop Olympus IX71

opticky mikroskop Nikon Eclips Ci

fluorescen¢ni mikroskop MicroTime 200 (PicoQuant)
mechanicky profilometr DEKTA kXT (Bruker)

pH metr WTW pH 330

reometr AR-G2 TA Instruments, Inc.

rtutovy porozimetr Poromaster 60 (Quantachrome)
skenovaci elektronovy mikroskop ZEISS EVO LS 10
stereomikroskop Nova 2200 (Quantachrome)

vicemistna michacka Poly 15

vyrobce
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

vyrobce
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

vyrobce
Amagro s.r.o

Sigma-Aldrich
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5.3 Separace rostlinnych kutikul z listu

Pro studium penetrace komercné dostupného humatu bylo nutné v prvé rade provést izolace
rostlinnych kutikul z listd. Tyto izolace byly provedeny na zakladé vypracované reserSe
(Kapitola 4.1), avSak na zakladé zkuSenosti a ziskanych poznatkl z feSeni této problematiky
byl pouzity material a postup izolace modifikovan.

Izolace rostlinnych kutikul byly provadeény z listu Prunus laurocerasus (Sesky Bobkoviseni
lékarska). Tato rostlina byla vybrana zamérmé, vzhledem k tomu, Ze jeji listy jsou pomérne
tvrdé, silné a jejich kutikuly maji vynikajici mechanické vlastnosti. O této skuteCnosti jsme se
presveédcili jiz pred 2 lety, kdy na téma izolace rostlinnych kutikul a transportu huminovych
latek byla vypracovana bakalarska prace [74]. Na zéakladé ziskanych zkuSenosti a znalosti byl
zvolen tento druh listu (Obr. 20).

Obr. 20: Detail listu rostliny Prunus laurocerasus.

Separace kutikul byla provadéna pouze z mladych listd, které se vyznacuji svétle zelenym
zbarvenim (Obr. 20 — Cervené oznacCeni). Tyto listy totiz nejsou dostate¢né dlouhou dobu
vystaveny nezadoucim vlivim, které by je mohly poskodit, coz by se pozdéji podepsalo na
transportu studované latky.

5.4 Enzymaticka metoda separace kutikul

Enzymatickd metoda izolace (EMI) rostlinnych kutikula byla provedena na zéklade
nabytych informaci [65], [66]. AvSak na§ postup izolace listového epidermu byl opét modi-
fikovan.

V prvé tad€ byly listy z rostliny Prunus laurocerasus ptipraveny na izolaci. Nejdiive byly
ponofeny do kadinky s destilovanou vodou, aby doslo k odstranéni necistot. Poté byly jejich
okrajové ¢asti a hlavni zila s fapikem odstranény pomoci skalpelu (Obr. 21).

Druhym krokem byla pfiprava izola¢niho roztoku, ktery obsahoval 0,2 M citratovy pufr.
V 1 dm’ destilované vody bylo rozpusténo 3,1 g kyseliny citronové a 1,5 g citratu sodného,
kdy pH roztoku bylo upraveno dle potieby na hodnotu 3,5. Ze zasobniho roztoku pufru bylo
odméfeno 45 ml, k emuz bylo piidano 5 g pektinazy a 5 cm® azidu sodného, ktery zde slouzil
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misto streptomycinu jako latka zabrafiujici ristu nezadoucich mikroorganismi. Na zakladé
zkuSenosti byly enzymy pektindzy a celulazy smichany v poméru 1:1 (finan¢n€ vyhodné&jsi).

Obr. 21: Priprava listii na izolace: omyti destilovanou vodou (vlevo), ofezané listy (vpravo).

Do ¢isté nadoby byly vlozeny pripravené listy, které byly pfichyceny umeélohmotnou sitkou
(Obr. 22 —vlevo). Ta zabranovala vyplaveni listd a umoznila tak jejich dokonalé pokryti
roztokem. Poté byl do nadoby nalit pfipraveny izola¢ni roztok a nadoba byla navic utésnéna
parafilmem, ktery branil odpafovani roztoku, nebot cely proces izolace tohoto typu trval po
dobu 6 tydnu.

Obr. 22: Priprava listii Prunus laurocerasus na izolaci kutikul (vlevo), vizualni pohled na izolacni
roztok pred separaci kutikul (vpravo).

Po uplynuti pozadované doby izolace (Obr. 22 — vpravo) byly listy pfeneseny do nadoby
s destilovanou vodou, kde prob&hla separace kutikul. Pro odstranéni tenké bariéry z listu bylo
vyuzito umélohmotné pinzety, aby bylo eliminovano mozné poskozeni kutikul a dale Stétce,
kterym byl jemné odstranén degradovany mezofyl. Vysledkem byl vznik svétle hnédych
Cistych tenkych membran (Obr. 23), které tak byly pfipraveny pro transportni experimenty
a dalsi studie.
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Obr. 23: Rostlinné kutikuly izolované enzymatickou metodou.

5.4.1 Chemicka metoda separace kutikul

Postup chemicka metody izolace (CHMI) byl proveden na zakladé vypracované literarni
reserSe [67], [68] a [69], avSak 1 v tomto pfipad€ byla metoda upravena, aby nebyla tak eko-
nomicky nékladna.

V prvé tad€ byly pfiipraveny listy Prunus laurocerasus, které¢ byly ponofeny do kadinky
s destilovanou vodou, jak je tomu na Obr. 21 — vlevo. Poté byly odstranény krajni ¢asti listu
a hlavni zila s fapikem pomoci skalpelu. Tim bylo zamezeno mozného poskozeni kutikul, pfi
jejich separaci.

Nasledne¢ byl pfipraven izolaéni roztok, ktery obsahoval 60 hm. % chlorid zineCnaty
rozpustény v koncentrované kyselin€ chlorovodikové. Bylo odvéazeno 17,7 g ZnCl,, ktery byl
rozpuitén v 10 cm® koncentrované HCI. PHi rozpousténi chloridu zine¢natého je nutné dbat
zvySené opatrnosti, protoze tato reakce je siln€ exotermniho charakteru.

Do cisté nadoby byly vlozeny piipravené listy, které byly opét pfichyceny umélohmotnou
miizkou. Listy byly ptekryty roztokem, a poté bylo viko nadoby obaleno parafilmem, aby
nedochazelo k odparovani roztoku. Listy byly ponechany k izolaci po dobu 3 dnt (Obr. 24 —
vlevo).

Obr. 24: Izolacni roztok s listy pFed separaci (vievo), rostlinné kutikuly izolované chemickou metodou
(vpravo).
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Po uplynuti pozadované doby izolace byly listy pfevedeny do nadobky s destilovanou
vodou, kde doslo k jejich separaci. V prvé fadé byla sejmuta svrchni kutikula umélohmotnou
pinzetou a odumfelé zbytky rostlinnych pletiv byly néasledné odstranény pomoci Stétce. Vy-
sledkem byl vznik svétle hnédych Cistych kutikul (Obr. 24 — vpravo).

5.5 Charakterizace pouzivanych materiala

5.5.1 Charakterizace rostlinnych kutikul

Tato kapitola je vénovana charakterizaci pouzivanych materiald, tedy jak rostlinnych
kutikul, tak také agar6zovych hydrogell, které byly podrobeny analyze tfadou specifickych
metod. Rostlinné membrany byly zkoumany pod optickym, fluorescenénim mikroskopem
a jejich povrchova textura a tloustka byla stanovena profilometrii. Hydrogely vyuzité jakozto
modelové difuzni média, byly podrobeny reologickym zkouskam pro charakterizaci jejich
zakladnich mechanickych vlastnosti a dale také skenovaci elektronové mikroskopii, stereo-
mikroskopii a na zaveér rtut'ové porozimetrii pro zakladni popis jejich vnitini struktury.

Opticka mikroskopie kutikul

Tato metoda byla vyuzita pro studium rostlinnych kutikul t€sn€ po jejich izolaci. Aby bylo
mozné s témito materidly pracovat, v prvé fadé bylo nutné je rozdélit na adaxialni a abaxialni
stranu, nacez bylo vyuzito optického mikroskopu Nikon Eclips Ci. Ten nam umoznil pofidit
snimky jednotlivych kutikul a zaroven diky softwaru uEyeCockpit mohly byt stanoveny
pruméry stomat na spodnich kutikulach. Celé méfeni probihalo pfi 20-ti nasobném zvétSeni
a rozliseni obrazu 1 280 x 1 024 pixel.

Tato studie nam meéla pomoci objasnit rozdily ve strukturach adaxialnich a abaxialnich
stran kutikul. V pfipadé€, ze by se prokazaly néjaké vyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi typy
membran, mohlo by to mit vliv na bariérové vlastnosti. Na zékladé¢ dosavadnich zkuSenosti
bylo zjisténo, ze penetrace latek pies spodni a svrchni kutikulu ma také odliSnou tendenci
(Kapitola 6.3.1). Z téchto divoda bylo nutné tyto kutikuly vzajemné porovnat a posoudit
jejich odlisnosti ve strukture.

Kutikuly byly pozorovany hned po separaci, tedy po odstranéni mezofylu, a poté v pravi-
delnych Casovych intervalech. Bylo totiz nutné stanovit, jestli nedochazi k prilis rychlé
degradaci struktur pfitomnych v kutikulach. Dale byly kutikuly studovany pod mikroskopem
také v prabéhu difaznich experimenta (Kapitola 6.2.1), protoze bylo nutné zjistit, jestli
nedochazi ke vzniku né&jakych anomalii na té€chto bariérach jiz béhem pusobeni lignohumatu
(LH).

Fluorescenéni mikroskopie kutikul

Fluorescen¢ni mikroskop (FCS) je v podstaté opticky mikroskop, ktery vyuziva fluores-
cenci k zobrazeni organickych 1 anorganickych struktur.

Kutikuly byly studovany na FCS mikroskopu (s fluorescencni korelacni spektroskopii) typu
MicroTime 200 (Ptiloha 1). Diky t€émto mikroskopickym studiim bylo mozné zaznamenat
doby zivota fluorescence Castic pfitomnych v kutikulach, které byly studovany ihned po
izolaci a po 12 dnech od izolace. Doba zivota fluorescence je citliva na fyzikalné-chemické
zmeény stavu fluoreskujici skupiny, tudiz nam umoziiuje pozorovat napiiklad vazbu sledované
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latky na ruzné struktury v bufice. V nasem piipadé byly pozorovany zmény dob zivota fluo-
rescence kutikul zpusobené G¢inkem 1 hm. % roztoku lignohumatu.

Diky programu SymPhoTime bylo mozné ziskat distribu¢ni kiivky dob zivota funkénich
skupin u chemicky (CHIK) a enzymaticky izolovanych kutikul (EIK). Dale byla pozorovana
zména této distribucni kfivky s Casem starnuti vzorkt. Kutikuly byly podrobeny mikrosko-
povani pfi pusobeni 1 hm. % roztoku lignohumatu a to v Casovych intervalech 1, 2 a 3 dny.
Nameéftena data pro CHIK a EIK byly mezi sebou porovnany a dale diky t€émto experimentim
bylo mozné sledovat degradaéni proces kutikul.

Celé méteni bylo realizovano pii excitact 510 nm. Pomér z maximalniho vykonu byl nasta-
ven na 64 % a vinova délka laseru, ktery pusobil na dany vzorek, odpovidala 507 nm.
Intenzita fluorescence, ktera znazortiuje pocet excitovanych fotona za sekundu, se pohybovala
v fadech 10°. Pouzita optika umoziiovala 20-ti nasobné zvétSeni vzorku a rozliseni FCS
mikroskopu bylo 1376 x 1 038 pixel.

Pro tato méfeni bylo nutné vyuzivat také optického mikroskopu Olympus IX71, kterym
bylo mozné snadno zjistit polohu a zaostfeni vzorku. Nazev programu, ktery umoziuje online
nahled na vzorek pres Cernobilou kameru a tedy rychlé zorientovani se ve vzorku, je Cell-
SensEntry. Timto zpisobem mohlo dojit k rychlému nastaveni vzorku a jeho dalsiho snimani,
k ¢emuz jiz poslouzil vyse zminény program SymPhoTime.

Profilometrie rostlinnych kutikul

Profilometrie je jeden ze zpusobu analyzy morfologie povrchu. Profilometrem jsme
schopni stanovit tloustku studované vrstvy a také jeji drsnost. Vertikalni rozliSeni se obvykle
pohybuje v fadech nanometrti, horizontalni byva zpravidla o néco mensi (20 nm — 25 pm).
Toto nastaveni zavisi od rozméra stylusu (hrotu profilometru) a nastaveni parametri méfeni.

Tloustka studovanych kutikul byla stanovena na mechanickém profilometru typu DEKTA
kXT od spolecnosti Bruker. Mgieni bylo nastaveno pomoci programu VISION64, kde
hodnota pfitlaku stylusu odpovidala 3 mg, ostatni parametry byly nastaveny automaticky.

5.5.2 Charakterizace agarézovych hydrogelu

Jako modelové médium pro difuzni experimenty (Kapitola 5.6) byly vyuzity agardézové
hydrogely, jakozto vyborna difuzni média. Tyto materidly se vyznacuji unikatnimi vlast-
nostmi, protoze na rozdil od vodnych prostfedi se u nich zanedbava tepelna konvekce,
difuzivita a fada dalSich nezadoucich vlivl. Tento typ hydrogeld se vyuziva z hlediska jeho
schopnosti simulovat prostiedi, které je tomu ptirodnimu velmi blizké.

Reologie agarozovych hydrogelu

Charakterizace hydrogelovych systému byla provedena na reometru, rtutovém poro-
zimetru, skenovacim elektronovém mikroskopu a stereomikroskopu. Reologie je metoda,
ktera charakterizuje mechanické vlastnosti materiali a napomaha tak zjistovat jejich visko-
elastické vlastnosti a to za pomoci rotacnich a oscilacnich testa.

Pro posouzeni mechanickych vlastnosti agarozovych hydrogelt s ptidavkem ¢i bez piidav-
ku lignohumaétu byly pouzity jednoduché oscilaéni testy (frekvencni a deformacni test). Jako
meéfici geometrie byla pouZita soustava deska-deska. Senzor mél primér 40 mm a byl vyroben
z titanu. Oscilacni testy byly realizovany na pfistroji Rheometer AR-G2 od spole¢nosti TA
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Instruments, Inc. (Pfiloha 2). U frekvenéniho testu je ménena frekvence oscilaci, zatimco
amplituda deformace je udrzovana na konstantni hodnoté. V ptipad¢ deformacéniho testu je
meénena amplituda deformace, zatimco frekvence oscilaci je udrzovana na konstantni hodnoté.

Experimentalni nastaveni frekven¢niho testu bylo nasledujici: rozsah frekvenci oscilaci
20 — 0,01 Hz, pii konstantni amplitudé deformace 0,1 % (vhodnd amplituda deformace byla
vybrana na zakladé predeslych deformacnich testi, experimentalné€ bylo ovéreno, ze 0,1 %
amplituda deformace lezi v linearni viskoelastické oblasti pro 1 hm. % agarézovy gel).

Parametry pro druhy z testt (deformacni test) byly nasledujici: amplituda deformace byla
meénéna v rozsahu 0,01 % az 200 %, pfi konstantni frekvenci oscilaci 1 Hz. VSechny
experimenty byly realizovany pfi teploté 25 °C, ktera byla udrzovana na konstantni hodnoté

pomoci pratokového termostatu typu Haake DCS.

Metici procedura byla realizovana nasledovné: vzorek byl nadavkovan na stacionarni desku
a nasledné byl stlaten do pozadované tloustky (1000 mikrometrt). Maximalni normalova
sila, ktera byla vyvinuta na vzorek béhem stlaCovani, byla 5 N. Po stlaeni do méfici polohy
byl vzorek podroben 5 minutové relaxaci pti teplot€ metfeni (25 °C). Nasledné jako prvni byl
realizovan frekvenéni test. Po ukonceni frekvencniho testu vzorek opét relaxoval po dobu 5
minut pii teploté 25 °C, a poté byl proveden test deformacni.

Stereomikroskopie hydrogelovych materialu

Dalsi metoda, ktera byla vyuzita pro studium vlastnosti hydrogelovych systému byla
stereomikroskopie. Tento druh svételné mikroskopie umozinuje pozorovani vzorku s riiznym
zvetsenim v tfidimenziondlnim rozméru. Na rozdil od klasické optické mikroskopie vyuziva
stereomikroskop mensiho zvétSeni a vetsi pracovni vzdalenosti. Vysledkem je nejen 3D obraz
studovaného exponatu, ale navic umoziuje vnimat hloubky a kontrasty struktur vzorku.

Ptipravené agar6zové hydrogely (Cisty a s pfimési lignohumatu) byly zmrazeny a voda byla
odstranéna lyofilizaci, ¢imz byly ziskany gely v suché podobé¢ tzv. xerogely (Obr. 25). Takto
vzniklé materialy mely charakter tuhé porézni pény, predpokladame vsak, ze vnitini struktura
pevné sit€¢ se v tomto stavu nelisi od struktury disperzniho podilu hydrogelu. Jejich studie
byla provedena na streomikroskopu, ¢imz byl ziskdn 3D obraz jejich povrchu. Diky
pofizenym snimkim byl ziskan novy pohled na povrch téchto materiali.

Obr. 25: Lyofilizované vzorky agarozovych hydrogelii — 1 hm. % agaroza s primési 1 hm. % LH
(vlevo), 1 hm. % agaroza (vpravo).
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Rtut’'ovd porozimetrie hydrogelovych materidlu

Rtutova porozimetrie (MIP) je metoda zalozena na principu vtlatovani rtuti pod tlakem do
port materialu, dutin a stanoveni tak distribuce pord. Touto metodou stanovujeme nejen
velikosti port, ale také totalni objem pord, zdanlivou hustotu nebo treba specificky povrch
plochy vzorku. Pomoci rtutové porozimetrie muzeme zjistovat informace o formaci, strukture
a potencialu celé fady latek.

Jednim z omezeni rtutové porozimetrie je skuteCnost, ze rtut’ je schopna se dostat pouze
k vn&jsim porim, ale nikoli k vnitinim. Avsak diky riznym softwarovym technologiim, muize
byt interpretace poréznich siti umoznéna. Rtutova porozimetrie navic umoziuje zkoumat
materialy s pory v rozmezi 500 pm az 3,5 nm. Tlak potfebny k vyvolani intruze rtuti do port
ve vzorku je pfitom nepiimo amérny velikosti pora.

Studie hydrogela byly provadény na rtutovém porozimetru (MIP) typu Poromaster 60.
Agardzové materialy byly v prvni fadé lyofilizovany a poté pouzity pro nasledujici méteni.
Navazka cCistého agar6zového hydrogelu odpovidala 0,009 7 g. Nastaveni pfistroje pro toto
meéfeni bylo nasledujici: rozmezi tlakl bylo nastaveno od 0,2 — 50 PSI. Obdobné byl nastaven
pfistroj i pro druhy typ vzorku, pfiCemz pro zkoumani poérd bylo odvazeno 0,013 3 g.
Vystupem ztohoto méfeni byly distribu¢ni kiivky znazoriujici distribuci velikosti pora
(Kapitola 6.2.2) pfitomnych v lyofilizovanych vzorcich hydrogelu.

Skenovaci elektronova mikroskopie hydrogelovych materidli

V neposledni fadé€ byl pro studium hydrogelovych systému vyuzit skenovaci elektronovy
mikroskop. SEM je pfistroj urCeny k pozorovani povrchii nejrizngjsich objektt. Tento druh
mikroskopu je analogii svetelného mikroskopu v dopadajicim svétle, avSak interakce elek-
tronu s preparatem je poné€kud odli§na. Skenovaci elektronova mikroskopie patii mezi nepfi-
mé metody. Velkou prednosti tohoto typu mikroskopu je jeho velkd hloubka ostrosti, diky niz
l1ze v dvojrozmérnych fotografiich nalézt trojrozmérny aspekt.

Tento druh mikroskopu je zalozen na vyrazeni sekundarnich elektront z vngjsi elektronové
slupky atomu preparatu, pfi¢emz pii dopadu elektroni na povrchu vzorku muze dojit
k uvolnéni elektronu. Ten vyvola prechod n€kterych elektront z vyssich energetickych hladin
do vakance, coz zplisobi uvolnéni velkého kvanta energie, tedy dojde k emisi.

Pro tento typ charakterizace bylo opét vyuzito lyofilizovanych vzorka hydrogeld, ptiCemz
byl pouzit SEM typu ZEISS EVO LS 10. Lyofilizované vzorky hydrogelt byly podrobeny
meteni od 23 — 6 000 ndsobného zvétSeni. Vstupni proud byl nastaven na hodnotu 10 kV.
Vysledkem z méfeni byly snimky 3D struktur hydrogelt s ptidavkem a bez ptidavku ligno-
humatu.

5.6 Difazni experimenty

5.6.1 Priprava agarozovych gela

Pro studium transportnich procest huminovych latek bylo vyuzito agarézovych hydrogelda,
coby vhodnych materialt z hlediska jejich unikatnich vlastnosti, o kterych jsme se jiz zminili
vyse (Kapitola 3.3.2). Agaroza je biopolymer, z néhoz je mozné pfipravit termoreverzibilni
hydrogely, které navic disponuji neionogennim charakterem, jsou tedy chemicky inertni. Diky
této vyhodé a dalSim pozitivnim vlastnostem gelovych systému, byl tento typ hydrogelu
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zvolen jako nosna polotuhd matrice umoziujici jednoduché vizudlni pozorovani transportu
lignohumatu skrz studované kutikuly.

Pro naSe experimenty byly pfipraveny dva druhy hydrogelt. Pro prvni typ byl zvolen
hydrogel s obsahem 1 hm. % agardzy (AG), pfipraveny tim zptsobem, Ze do 10 cm’ desti-
lované vody bylo ptfidano 0,1 g agarozy. Tento roztok byl zahfivan za stdlého michani na
teplotu 85 °C, pficemz doSlo k Gplnému rozpusténi pevného podilu v solu. V pripadé, ze
roztok obsahoval velké mnozstvi bublin, které by mohly zptusobovat problémy pfi nasledu-
jicich difuznich experimentech, byly odstranény za uziti ultrazvukové lazn€ vytemperované
na 85 °C, ve které byl roztok ponechén 1 minutu. Takto pfipraveny roztok byl nalit do
plastové kyvety (PMMA) a byl ponechan ke zchladnuti po dobu 45 minut. Timto zptisobem
byl piipraven Ciry hydrogel, ktery je v nasledujicim textu oznacovan jako prijimaci hydrogel
(PH) (Obr. 26).

Obr. 26: Priprava prijimacich hydrogelii (1 hm. % agaroza).

Druhy typ hydrogelu byl pfipravovan obdobnym zpusobem, jen s tim rozdilem, ze nejprve
byl piipraven zasobni roztok 1 hm. % lignohumatu, ze kterého bylo odpipetovano 10 cm’
roztoku, k némuz byl ptidan 0,1 g agarézy (AG + LH). Opét byl tento roztok umistén na
vari¢, kde byl za stalého michani pfiveden k teploté 85 °C, vzniklé bubliny byly odstranény
v ultrazvukové 1azni opét vytemperované na teplotu 85 °C a nasledné byl roztok vlit do
plastovych kyvet. Poté byl roztok ponechan ke ztuhnuti po dobu 45 minut. Vysledkem byl
vznik tmaveé-hnédého polotuhého materialu, ktery bude dale oznaCovan jako zdrojovy hydro-
gel (ZH) (Obr. 27).

Obr. 27: Priprava zdrojovych hydrogelu (1 hm. % agaroza a 1 hm. % lignohumcdit).
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5.6.2 Experimentalni studium volné difuze skrz kutikulu

Transportni procesy v difuznim pdru

V této kapitole se jiz budeme vénovat pripravé difuznich modeld, jejichz prostiednictvim
jsme byli schopni studovat transportni procesy lignohumatu pies rostlinné kutikuly. Tato
kapitola navazuje na Kapitolu 5.3, ve které byl popsan proces separace listovych bariér
a zaroven na Kapitolu 5.6.1, kterd je zaméfena na pfipravu hydrogelovych médii, coby
transportnich material.

Difuzni experimenty probihaly metodou tzv. difiizniho pdru, ptipraveného kombinaci
agarozovych geli bez pfimeési respektive s piimési studovaného materialu, mezi néz byla
upevnéna rostlinna kutikula, coby bariérovy materidl ovliviiujici penetraci latek. Po ztuhnuti
piijimaciho (1 hm. % agaro6za) a zdrojového (1 hm. % agaréza a 1 hm. % LH) hydrogelu, byla
kutikula pfipevnéna parafilmem na ZH (Obr. 28 — vlevo). Pfitom bylo s touto kutikulou
zachazeno velmi opatrng, aby nedos$lo k jejimu poskozeni (protrzeni). Poté byl k tomuto gelu
ptipevnén PH opét pomoci parafilmové folie, ¢imz byly izolovany mozné neté€snosti systému
(Obr. 28 — vpravo). Zarover tento tésnici material pomohl eliminovat mozné odpateni vody
z hydrogelt a dehydrataci kutikul, ¢imz by tyto nezadouci vlivy mohly ovlivnit difuzni
procesy.

Takto pripravené vzorky difuznich part byly kazdy den proméfovany po dobu 10 az 14 dnua
na UV-VIS spektrofotometru typu Varian Cary 50 (Ptiloha 3). Pro toto méfeni bylo vzdy
nutné rozpojit difuzni par a zméfit absorpéni spektra (v rozsahu 300 — 900 nm) piijimaciho
hydrogelu v razné vzdalenosti od kutikuly. Proméfovani PH s nadifundovanym LH po
jednotlivych milimetrech od rozhrani (kutikula/gel) byl umoznén za pomoci posuvného
nastavce vlastni konstrukce a vyroby (Ptiloha 4).

Obr. 28: Uchycent kutikuly parafilmem na ZH (1 hm. % agaroza a 1 hm. % LH) (vievo), priprava
difuznich pari (vpravo).

Transportni procesy ze zdrojového roztoku

Tento typ experimentil byl pfipraven analogicky, jako je tomu v predchozim experimentu.
Nejprve byl pfipraven 1 hm. % roztok lignohumatu, ktery byl dikladné rozmichan na
magnetické michalce. Poté byly pfipraveny kyvety scistym 1hm.% agarézovym
hydrogelem, dle postupu, ktery nam je jiz znam (Kapitola 5.6.1). Po ztuhnuti téchto materialt
k nim byla parafilmem pfipevnéna rostlinna kutikula.

48/94



Experiment spocival v tom, Ze do jedné nadoby s roztokem lignohumatu byl vlozen jeden
vzorek od kazdého druhu izolované kutikuly pfipevnéné na pfijimacim hydrogelu, tedy od
chemicky izolovanych kutikul vzdy jedna svrchni a jedna spodni a stejné tak tomu bylo
v pfipadé enzymaticky izolovanych kutikul. Tento experiment byl duplikovan z divodu
statistického vyhodnoceni. Celkem byly tyto experimenty provadény po dobu 3 dnd, pficemz
zdrojové roztoky lignohumétu byly michany na vicemistné magnetické michacce
(250 ot./min.). Dale tyto experimenty poslouzily ke studiu jednotlivych druht rostlinnych
kutikul, které jsou popsany v Kapitole 5.5.1.
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6 DISKUZE A VYSLEDKY

6.1 Separace rostlinnych kutikul

Rostlinné kutikuly byly izolovany dvéma metodami, a to metodou enzymatickou a chemic-
kou. Jedna se principialn€ o dva odlisné procesy, jak jiz vyplyva z nazva, enzymaticka izolace
je zalozena na pusobeni pfirodniho enzymu pektinazy resp. celulazy za mirnych podminek.
Enzymy jsou zodpovédné za degradaci rostlinnych pletiv za vzniku Cistych svétle hnédych
kutikul.

Chemicka metoda izolace taktéz vede ke vzniku svétlych kutikul, av§ak tato metoda je
vyrazné drasti¢téjsi. Latky, které se separace kutikul uc€astni, jsou silné kyselé anorganické
slouCeniny, konkrétn¢ chlorid zine¢naty a kyselina chlorovodikova.

Z fotografii (Obr. 29) je patrny rozdil mezi témito metodami. Roztok u enzymatické
metody izolace je po 6 tydnech pusobeni svétle hnédy, kdezto v pfipadé chemické metody
dochazi ke vzniku ¢erného roztoku, coz je zpusobeno rozpadem mezofylu.

Obr. 29: Nadoby pro enzymatickou (vlevo) a chemickou (vpravo) metodu izolace pred separaci
rostlinnych kutikul.

V obou ptipadech separace bylo tfeba dbat zvySené opatrnosti, aby nedoslo k poskozeni
kutikul, pfi zékladnim vizudlnim posouzeni maji kutikuly izolované obéma metodami velmi
podobné vlastnosti. Oba typy kutikul jsou svétle hnédé a Ciré (Obr. 23 a Obr. 24 — vpravo),
avSak pfi odstrafiovani rostlinnych pletiv se I1épe manipulovalo s listy, které byly izolovany
chemicky nez enzymaticky. AvsSak z hlediska pevnosti a tedy i manipulace se kutikuly
izolované CHMI a EMI z listu Prunus laurocerasus chovaly stejné€, s obéma se snadno praco-
valo a manipulovalo.

6.2 Charakterizace pouzitych materialu
6.2.1 Charakterizace rostlinnych kutikul

Studium rostlinnych kutikul optickou mikroskopii

Po separaci rostlinnych kutikul CHMI a EMI byla provedena jejich strukturni charakte-
rizace pod optickym a nasledné fluorescencnim mikroskopem. V prvni fadé je velmi dulezité
rostlinné kutikuly rozdélit dle abaxidlni a adaxialni strany. Toto rozliseni je nasledné zohled-
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néno pii diftznich experimentech, protoZe je ofekavana jina rychlost pruchodu aktivnich
latek (v nasem piipadé lignohuméatu draselného) skrz abaxialni respektive adaxialni kutikulu.

Prvotni rozliSeni kutikul bylo provedeno na optickém mikroskopu Nikon Eclips Ci, diky
némuz bylo mozné nejen poiidit snimky svrchni a spodni strany kutikul, ale také provést
charakterizaci stomat pfitomnych pravé na spodnich kutikulach. Ty jsou totiz primarne
zodpovédné za regulaci transportu vody, kysliku, nutrinich latek apod. v listech
(Kapitola 3.2.3).

Na prvnim snimku (Obr. 30) jsou zndzornény vybrané vzorky enzymaticky izolovanych
kutikul, kde zfeteln€¢ mizeme vidét strukturu abaxialni kutikuly nachazejici se na spodni
stran€ listu.

&

Obr. 30: Snimky enzymaticky izolovanych abaxidlnich kutikul, vzorek 4 (vlevo) a vzorek 5 (vpravo).

Z vySe uvedenych fotografii je zfejmé, ze pii porovnéani jednotlivych EIK se od sebe
kutikuly nijak vyrazné neodliSuji. Jsou tvoreny pletivovou siti a praduchy, které jsou
nepravidelné usporadany po celé zobrazené ploSe. Nékteré jsou vice ¢i méné oteviené, ale
jinak tyto kutikuly vypadaji na prvni pohled stejn€, a proto by se mély i stejné¢ chovat
z hlediska transportnich mechanisma.

Za stejnych podminek byly zkoumany také svrchni strany listd, tedy adaxialni kutikuly,
které byly izolovany obdobnym zpusobem, jako kutikuly na pfedeSlych snimcich. Pro
znazornéni byly opét vybrany jen nekteré vzorky ze vSech studovanych objektl, jak mizeme
vidét Obr. 31.

Obr. 31: Snimky enzymaticky izolovanych adaxialnich kutikul, vzorek 4 (vlevo) a vzorek 5 (vpravo).
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Na poftizenych snimcich svrchnich stran kutikul opét nejsou viditelné zadné markantni
rozdily, které by mohly mit za disledek odlisnou difuzivitu latek. Pokud ovSem porovname

Obr. 31 a Obr. 30, vSimneme si, ze svrchni strana kutikul neobsahuje stamota, jako je tomu
v ptipadé spodnich kutikul. Proto se da predpokladat odlisné bariérové chovani adaxial-
ni a abaxialni kutikuly. O této problematice blize pojednava Kapitola 6.3.1.

Pomoci softwaru uEyeCockpit bylo mozné nejen pofidit snimky kutikul na svrchni
a spodni stran¢ listu, ale také vyhodnotit pramérnou velikost ptitomnych praduchd. Tento fakt
byl pro nas velmi dulezity, aby bylo mozné vytvorit standartni vzorek, vici kterému by byly
studované difuzni experimenty ptes kutikuly porovnany. O tom vice pojednava kapitola 6.3.2.
Hodnoty ziskané z méfeni priméra stomat byly zapsany do Tab. 3.

Tab. 3: Hodnoty velikosti stomat.

vz. 1l (um) | vz.2 (um) | vz.3 (um) | vz.4 (um) | vz.S (um) | vz.6 (um) | vz.7 (um)
12,500 12,415 14,290 12,135 13,050 13,644 14,905
12,425 15,930 13,465 13,275 10,095 14,350 14,650
12,039 13,535 12,145 13,345 10,810 13,545 15,365
12,842 11,995 10,532 12,575 12,025 12,830 45,541
12,313 17,015 12,79 10,435 10,575 12,855 12,779
12,424 14,178 12,65 12,353 11,311 13,445 14,648

Velikost stomat byla zpramérovana a vysledna hodnota odpovidala (13,000i L157) um.

Obdobné studie byly provedeny také na kutikulach, které byly izolovany chemickou
metodou. Na zaklad€ tohoto pozorovani jsme chtéli zjistit, jestli se struktury téchto tenkych
bariér n¢jak od sebe neodliSuji. Mikroskopicka analyza chemicky izolovanych kutikul (aba-
xialni a adaxialni strana) Obr. 32.

.0 ;mh]'n
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Obr. 32: Snimky struktury chemicky izolovanych kutikul, spodni (vlevo), svrchni (vpravo).

Rozdil mezi chemicky a enzymaticky izolovanymi kutikulami neni ze snimku nijak ziejmy.
Enzymatické kutikuly maji kolem sebe tmavsi prostfedi (skvrny), coz u chemicky izolova-
nych kutikul nepozorujeme. Tato tmava mista mohou byt zpusobena nedokonalym odstra-
nénim mezofylu. S vyjimkou téchto skvrn, nejsou zadné dalsi rozdily mezi kutikulami
pozorovany. Hodnoty ziskané z méfeni velikosti stomat jsou zapsany v Tab. 4.
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Tab. 4: Velikosti priiméri stomat.

vz. 1l (um) | vz.2 (um) | vz.3 (um) | vz.4 (um) | vz.5(um) | vz. 6 (um) | vz.7 (um)
15,025 13,910 13,223 13,240 8,970 16,820 15,151
16,142 11,761 10,920 16,675 12,773 16,510 15,337
18,438 12,619 15,156 11,699 10,164 17,202 14,455
12,625 14,950 16,429 15,393 12,110 14,295 17,311
12,938 14,348 13,231 13,133 9,025 15,432 16,842
15,034 13,518 13,792 14,029 10,608 16,052 15,819

Velikosti port byly zpramérovany a vysledkem byla hodnota (14,122 11,838) pm.

Ze stanovenych prumért stomat muzeme tvrdit, ze pii chemické ¢i enzymatické izolaci
kutikul nedochézi k ovlivnéni velikosti stomat ptitomnych na abaxidlni strané. Na zaklade
optické mikroskopie a pofizenych snimkt muzeme dale tvrdit, Ze at’ probiha izolace kutikul
CHMI nebo EMI, nemaji tyto roztoky vliv na zmeénu ¢i poSkozeni kutikul.

Pii zkouméni rostlinnych kutikul pod optickym mikroskopem typu Olympus IX71
s fluorescen¢nim modulem, ktery umoziuje zobrazeni emise zafeni studovanym materiadlem,
bylo zji§téno, ze tento druh piirodnich bariér je schopny tzv. samovolné fluorescence. Na
enzymaticky izolované kutikuly bylo posviceno specialni lampou pfies filtry o ruznych vino-
vych délkach a bylo zjisténo, ze pfi vinové délce 365 nm tyto prirodni bariéry emituji rizové
svétlo, pii 405 nm Cervenooranzové, pii 470 nm zluté a pii 530 a 552 nm emituji Cervené
svétlo.

Stejnym zpusobem byly studovany chemicky izolované kutikuly, které se taktéz vyznaco-
valy svoji schopnosti samovolné fluorescence, avsak s tim rozdilem, ze jejich emise probihala
za jiného barevného vyzafeni. Pii ozéafeni lampou pod filtrem 365 nm emitovala kutikula
modré svétlo, pii 405 nm Zlutozelené, pii 470 nm zelené a pii 530 a 552 nm Cervené svétlo.

Tento typ instrumentace bohuzel neumozfiuje barevné rozliSeny zdznam pozorovaného
materialu, proto pro piehlednéjsi znadzornéni tohoto méfeni byly vysledky sepsany do Tab. 5.

Tab. 5: Prehled samovolné fluorescence rostlinnych kutikul.

Filtry (nm) enzymaticka kutikula chemicka kutikula
365 ruzoveé svétlo modré svétlo
405 cervenooranzove svétlo zlutozelené svétlo
470 zluté svétlo zelené svétlo
530 Cervené svétlo Cervené svétlo
552 Cervené svétlo Cervené svétlo

Zdali tato zjiSténd fakta maji néjaky vyrazn€jsi vliv na transport latek ¢i strukturu na
samotné kutikuly, nebylo prozatim potvrzeno ani vyvraceno. Jednou z moznych metod, které
by mohly vice objasnit tento novy poznatek, je fluorescencni mikroskopie (Kapitola 6.2.1).

Na optickém mikroskopu byly déale studovany degradace kutikul. Nejprve byly kutikuly
izolovany z listl a struktura byla promeéfena na mikroskopu, aby byly v piipadé poskozeni
vyfazeny. Dale byly tyto pfirodni struktury sledovany v ¢asech 0, 5 a 10 dnt od doby izolace,
aby bylo zjisténo, zdali u nich nedochazi k n¢jakym strukturnim zméném, které by mély za
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nasledek ovlivnéni difaznich procest. Snimky kutikul po 5. a 10. dnu od separace jsou zna-
zornény na Obr. 33 a Obr. 34.

i ._,_' o e | -

Obr. 33: Enzymaticky izolované kutikuly — spodni (vievo), svrchni (vpravo) — degradace 5. den.

Na snimcich (Obr. 33) nejsou viditelné zadné zmeény z hlediska stavby nebo struktury
kutikul, proto mizeme tvrdit, ze u EIK nedochazi po 5 dnech od izolace k zadnym zménam,
a proto by se kutikuly mély chovat stejn€, jako tomu je v den izolace (Obr. 30 a Obr. 31).

Obr. 34: Chemicky izolované kutikuly — spodni (vievo), svrchni (vpravo) — degradace 5. den.

V piipad€¢ chemicky izolovanych kutikul taktéz nepozorujeme zadné vyrazné zmeény
z hlediska jejich degradace. Tudiz mizeme opét tvrdit, ze po 5 dnech od separace kutikul ne-
dochazi k ovlivnéni diftznich procesi huminovych latek vlivem starnuti kutikul.

Posledni méfeni bylo provedeno po 10 dnech od izolace kutikul (Obr. 35 a Obr. 36).
Enzymaticky izolované kutikuly opét nevykazovaly zadné zmény ve struktute, které by mély
za nasledek ovlivnéni bariérovych vlastnosti. U chemicky izolovanych kutikul, ale toto
s jistou tvrdit nemizeme, protoze v jejich struktufe zaCalo dochazet k degradaci stomat
a rostlinnych pletiv pfitomnych v téchto kutikulach, proto Ize tvrdit, Ze jiz muze dochazet
k ovlivnéni difiznich procest vlivem starnuti kutikul. Dokonce bylo mikroskopicky ovéfeno,
ze s Casem dochazi u kutikul ziskanych chemickou metodou k ,,rozkapénkovéani“ ptitomnych
stomat a rostlinnych pletiv, coz u enzymaticky izolovanych kutikul se zacalo projevovat az po
velmi dlouhé dobé cca. 3 — 4 tydny.
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Obr. 35: Enzymaticky izolované kutikuly — spodni (vpravo) a svrchni (vievo) — degradace 10. den.
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Obr. 36: Chemicky izolované kutikuly — spodni (vpravo), svrchni (vievo) — degradace 10. den.

Pri téchto studiich byla pozorovana dalsi zajimavost, a to degradace kutikul ve vodném
prostiedi respektive na vzduchu. Na zéklade vypracované literarni reSerse (Kapitola 4.1) jsme
se domnivali, ze dehydratace kutikulam nesved¢i a zpasobuje jejich degradaci. Zaroven jsme
si také mysleli, ze vysuSené rostlinné kutikuly ovliviiuji transport latek, ale z mikroskopic-
kych studii se ukazalo, ze v suchém prostiedi zastavaji struktury v kutikule déle viditelné,
tedy pomaleji degraduji, nez v pfipad€ kutikul, které¢ byly uchovavany ve vodném roztoku.
Pro nazornou ukazku byl uveden Obr. 37, mikrofotografie ostatnich vzorku jsou uvedeny
v Priloze 5.

55/94



Obr. 37: Chemicky izolované kutikuly — svrchni ve vodném prostiedi (vlevo) a svrchni v suchém
prostredi (vpravo) — 10. den degradace.

Dale byly pod optickym mikroskopem studovany kutikuly, které byly vystaveny pisobeni
roztoku lignohuméatu. Vzhledem k tomu, ze roztok LH (1 hm. %) byl dosti koncentrovany,
nebyly ziskané snimky kvalitni pro publikovani, navic se lignohumat na snimcich podilel na
vzniku tmavych skvrn, proto nebyly tyto snimky dale zpracovavany a jako vérohodnéjsi byly
brany v ivahu snimky z fluorescen¢niho mikroskopu.

Studium rostlinnych kutikul fluorescencni mikroskopii

Izolované rostlinné kutikuly byly déale podrobeny fluorescenéni mikroskopii, ktera nam
umoznila studovat tyto materialy z hlediska dob zivota fluorescence ptitomnych skupin
v téchto strukturach a tim podrobnéji charakterizovat jejich fyzikalné-chemicky stav. Zaroven
by nam tato metoda mohla vice objasnit rozdily mezi EIK a CHIK, které v ptfedchazejicich
kapitolach nevykazovali signifikantni rozdily ve struktufe.

Celé toto méteni bylo provadéno za pouziti fluorescen¢niho mikroskopu MicroTime 200
(Priloha 1). Vystupem z méfeni byly snimky, na nichz jsou riznymi odstiny barev odliSena
mista s rozdilnou dobou fluorescence a dale distribu¢ni kiivky dob zivota fluorescence. Ptipo-
menime, ze doba zivota vyjadiuje dobu, po jakou jsou funkéni skupiny obsazené v kutikule
v excitovaném stavu.

V prvé tfadé byla pro zakladni posouzeni pouzitelnosti metody provedena pilotni métent
zkuSebnich vzorka, jehoZ vysledky jsou uvedeny v Piiloze 7. Na zakladé tohoto méfeni byly
navrzeny experimenty zametrené na posouzeni vlivu pisobeni 1 hm. % roztoku lignohumatu
na studované kutikuly a to vcase 1, 2 a 3 dny. Poté byly pofizeny snimky kutikul
a vyhodnoceny distribu¢ni kfivky, které znazorfiovaly doby zivota latek obsazenych
v kutikule, ¢imz bylo mozné pozorovat, jak dochazi k postupnému pohasinani (pfirozené
fluorescence kutikul). Toto zhaSeni ilustruje pozvolnou degradaci kutikuly. Nakonec byly
obdobnym zpusobem studovany rostlinné kutikuly, které nebyly pusobeni LH vystaveny, tato
meéteni byla provadéna v Case 3, 4, 5 a 11 dni po izolaci.

Nyni se budeme vénovat popisu dé&ja tykajicich se difuznich experimentd, u nichz byly
kutikuly vystaveny pusobeni roztoku LH. Fotografické snimky pofizené z tohoto méfeni jsou
znazornény na Obr. 38 a Obr. 39. Tyto obrazky zachycuji doby zivota funk¢nich skupin pro
spodni strany kutikul izolovanych chemickou a enzymatickou metodou. Snimky z méfeni pro
svrchni stranu kutikul EMI a CHMI jsou uvedeny v Pfiloze 8 a 9.
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Obr. 38: Snimky z fluorescencniho mikroskopu abaxidalnich stran enzymaticky izolovanych kutikul,
doba pusobeni LH: a) 1 den, b) 2 dny a c) 3 dny.

Obr. 39: Snimky z fluorescencniho mikroskopu abaxialnich stran chemicky izolovanych kutikul, doba
piisobeni LH: a) I den, b) 2 dny a c) 3 dny.

Z vyse uvedenych snimka je patrna zména v intenzité zbarveni jednotlivych obrazka, které
reprezentuji zkracovani dob zivota fluorescence, coz je zpusobeno postupnou degradaci
kutikul a také pusobenim lignohumatu, ktery zpusobuje pohasinani funk¢nich skupin v té€chto
ptirodnich utvarech. Nyni se ale zamé&fime na objektivni stanoveni dob Zzivota skupin
v kutikule, které jsou znazornény v grafech (Obr. 40 — Obr. 43).

Pro nazornou ukazku byly sestaveny grafy (Obr. 40 a Obr. 41), u nichz mizeme pozorovat
posun dob zivota béhem pusobeni 1 hm. % roztoku lignohumatu na kutikulu. Tyto kiivky,
které byly vyhlazeny pomoci programu OriginPro 8, zobrazuji prabéh distribu¢ni kfivky dob
zivota fluorescence funk¢nich skupin, z Cehoz muzeme vycist, ze u enzymaticky izolovanych
kutikul je zména dob zivota fluorescence vlivem pusobeni LH jen nepatrna. Po prvnim dnu
pusobeni odpovidala doba zivota pfitomnych latek hodnoté 3,44 ns a v piipadé pusobeni
lignohumatu po dobu 3 dnu se jeho hodnota témér nezménila (pfesné€ji dosahovala 3,13 ns).

Vysledky tohoto objektivniho zhodnoceni dob zivota fluorescence piitomnych skupin
v EIK muzeme shrnout v tvrzeni, ze roztok lignohumatu nema zadny vyrazné&j$i vliv na
strukturu a degradaci funk¢nich skupin, které mohou byt zodpoveédné za efektivngjsi transport
latek.
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Obr.

40: Distribucni kFivka dob Zivota fluorescence skupin obsazenych v enzymaticky izolované
kutikule, doba pitsobeni LH — 1 den.

1,0

=
od]

=
o)

vyskyt akei x 105

0,4
0,2

0,0
0 1 2 3 4 5 6
doba Zivota fluorescence (ns)

Obr. 41: Distribucni kriivka dob Zivota fluorescence skupin obsazenych v enzymaticky izolované
kutikule, doba pitsobeni LH — 3 dny.

Obdobnym zptsobem byly studovany kutikuly, které byly izolovany chemickou metodou.
Data ziskana z méfeni byla opét vyhlazena v programu OriginPro 8, diky némuz byly ziskany
distribucni kiivky uvedené na Obr. 42 a Obr. 43. Pro ndzorou ukazku byly vybrany dveé
kiivky, prvni distribuce zobrazuje prabeh dob zivota fluorescence tykajicich se skupin, které

byly ponechany pusobeni LH po dobu 1 dne a nasledn¢ po ukonceni difuznich experimentd,
tedy po 3 dnech.

Hodnota doby zivota fluorescence skupin po prvnim dnu pusobeni lignohumatu byla
stanovena na 2,24 ns, coz je o poznani kratsi doba, nez bylo stanoveno u enzymaticky
izolovanych kutikul, které byly ponechany pisobeni roztoku LH po stejnou dobu. Po 3 dnech
pusobeni 1 hm. % roztoku LH byla stanovena doba Zzivota fluorescence latek na hodnotu
2,01 ns. Tento pokles (piiblizn€ odpovidajici poklesu doby zivota fluorescence enzymaticky
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izolovanych kutikul) poukazuje na jesté vyssi stupenn degradace kutikuly, ktera mize mit za
nasledek omezeni bariérovych schopnosti chemicky izolovanych kutikul.

vyskyt akei x 109

0 1 2 3 4 5 6

doba Zivota fluorescence (ns)

Obr. 42: Distribucni krivka dob Zivota fluorescence skupin obsazenych v chemicky izolované kutikule,
doba piisobeni LH — 1 den.
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Obr. 43: Distribucni krivka dob Zivota fluorescence skupin obsazenych v chemicky izolované kutikule,
doba piisobeni LH — 3 dny.

Nyni se zaméfime na kutikuly, které nebyly vystaveny ptsobeni LH, ale pouze pfirozené

degradaci. Jako prvni budou uvedeny snimky kutikul tésné po izolaci (Obr. 44) a pro porov-
nani jsou zobrazeny snimky po 11 dnech od izolace (Obr. 45).
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Obr. 44: Snimky z fluorescencniho mikroskopu abaxidlnich stran kutikul tésné po izolaci,
enzymatickd (vlevo), chemicka (vpravo).

Il B

Obr. 45: Snimky z fluorescencniho mikroskopu abaxiclnich stran kutikul 11 dni od izolace,
enzymatickd (vlevo), chemicka (vpravo).

Snimky (Obr. 44 a Obr. 45) zobrazuji spodni stranu enzymaticky a chemicky izolovanych
kutikul, kde mizeme pozorovat znacné rozdily opét ve zbarveni pfitomnych utvart. Pokud
bychom tato barevné odliSna mista porovnaly s barevnou Skalou, kterda se nachazi pod
snimky, mohli bychom stanovit doby Zzivota fluorescence skupin ptitomnych v jednotlivych
druzich kutikul. To, co je na obrazku zndzornéno Cervenym zbarvenim, ma nejdel§i dobu
zivota fluorescence, naopak to co je zndzornéno modrou barvou, odpovidd nejkratsi dobe
zivota fluorescence. Z vizualniho hlediska vSak pfi srovnani snimka té€sné€ po izolaci a 11 dni
od izolace ur€ité vidime zna¢né odliSnosti, a to nejen mezi kutikulami izolovanymi CHMI
a EMI, ale také v markantnim pohasinani ptitomnych skupin na kutikulach.
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Obr. 46: Distribucni krivka dob Zivota fluorescence skupin obsazenych v enzymaticky izolované
kutikule (abaxidlni) tésné po izolaci.
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Obr. 47: Distribucni krivka dob Zivota fluorescence skupin obsazenych v chemicky izolované kutikule
(abaxidlni) tésné po izolaci.

Pro objektivni posouzeni té€chto experimenti bylo opét vyuzito vyhodnoceni prubéhu
distribu¢nich kiivek, a tak stanoveni hodnot dob zivota jednotlivych kutikul. Vezmeme-li
v tvahu prvni dva grafy (Obr. 46 a Obr. 47), zjistime, ze nejCastéji zastoupend hodnota doby
zivota fluorescence skupin pfitomnych na abaxialni strané enzymatické kutikuly odpovida
4,07 ns. V ptipad¢ stejné strany pfipravené metodou chemické izolace dosahuje tato hodnota
3,35 ns. Zde je ziejmé, Ze jiz pii samotné izolaci musi dochazet k ,,n¢jakym* procesiim, které
ovliviiuji funkci kutikul, coz se samoziejmée podepiSe také na jejich bariérovych schopnos-
tech.
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Obr. 48: Distribucni krivka dob Zivota skupin obsazenych v enzymaticky izolované kutikule
(abaxidalni) po 11 dnech od izolace.
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Obr. 49: Distribucni krivka dob Zivota skupin obsazenych v chemicky izolované kutikule
(abaxidalni) po 11 dnech od izolace.

Pokud vyhodnotime opét distribu¢ni kiivky téchto typ experimentt (Obr. 48 a Obr. 49),
zjistime, ze hodnota doby zivota kutikul izolovanych enzymatickou metodou se po 11 dnech
prilis nemeni, hodnota tohoto parametru totiz odpovida 4,04 ns. Naopak v ptipadé chemicky
izolovanych kutikul doslo béhem 11 dni k velkému posunu, nebot’ pro tento ptipad byla doba
zivota fluorescence odpovidajici maximu distribu¢ni kiivky stanovena na hodnotu 1,68 ns.

Na zaklade téchto vysledka lze tvrdit, ze enzymaticky izolované kutikuly se bez u¢inku LH
chovaji porad stejné, z cehoz muzeme usoudit, Ze transportni procesy by mely probihat po
celych 14 dni stejné. AvSak tohle nemtzeme s jistotou tvrdit u chemicky izolovanych kutikul,
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u nichz vidime, ze s asem dochazi k pohasinani funk¢énich skupin v kutikule a tedy predpo-
kladame, ze se bude ménit také prubéh penetrace lignohumatu.

Vysledkim difuznich experimentl zamétfenych na transport lignohumatu pres rostlinné
kutikuly a stanoveni objektivnich transportnich parametrii je podrobné€ vénovana pozornost
v Kapitole 6.3.

Profilometrie rostlinnych kutikul

Diky profilometrii byly naméfeny tloustky a profil povrchu rostlinnych kutikul (CHIK
a EIK). Principem a nastavenim jsme se zabyvali jiz v Kapitole 5.5.1. Separované a oCisténé
rostlinné kutikuly byly naneseny na mikroskopické sklicko, na které byly umistény vzdy
3 stejné vzorky kutikul. Celkem tedy byly pfipraveny 4 mikroskopicka sklicka po 3 vzorcich
pro EIK (abaxialni a adaxidlni strana) a CHIK (abaxialni a adaxialni strana). Na zaklad¢
ziskanych vysledku, které byly sepsany v Priloze 10, jsme byli schopni stanovit tloustku
kutikul a jejich povrchovou homogenitu resp. drsnost. Vysledky z méfeni byly sepsany do
Tab. 6.

Tab. 6: Primérné hodnoty tloustky kutikul

kutikuly O tloust’ka (um) prumér (um)
enzymaticka spodni 3,005 3,045 2,574 (2.875+0,262)
enzymaticka svrchni 4,197 3,473 2,703 (3,458 +0,747)
chemicka spodni - 3,894 4,099 (4,000+0,145)
chemické svrchni 3,026 3,111 2,402 (2,846 +0,387)

V pfipadé méfeni svrchnich kutikul izolovanych chemickou metodou (Pfiloha 11) si
muzeme vSimnout velkych rozdili v hodnotach tloustky kutikul, coz je zpusobené tim, ze
povrch téchto kutikul je vyrazné rozmanity a nehomogenni. O nehomogenit€¢ povrchu

ptirodnich bariér se miazeme také presveédcCit z pofizenych snimkim méfeni (Obr. 50 a Obr.
51).
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Obr. 50: Snimek nehomogenniho povrchu spodni kutikuly izolované enzymatickou metodou ziskaného
z profilometrického méreni.

Z obou téchto obrazkt (Obr. 50 a Obr. 51) je patrna kiivka, ktera znazorfiuje rozsahlé
vykyvy v profilu povrchu kutikul. Tyto nehomogenni mista mohou byt zptasobeny né&jakymi
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neCistotami, krystalky apod. Obdobny prubéh byl pozorovan také v piipadé studovanych
kutikul, které byly izolovany chemickou metodou. Snimky z téchto méfeni jsou k dispozici
v Priloze 11.
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Obr. 51: Snimek nehomogenniho povrchu svrchni kutikuly izolované enzymatickou metodou ziskanych
z profilometrického méreni.

6.2.2 Charakterizace biopolymernich hydrogelu

Reologické studie hydrogelovych materidlu

Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo posoudit, zda existuji rozdily v mechanickych
vlastnostech agarézovych hydrogela s pfidavkem a bez piidavku komer¢niho pfipravku na
bazi huminovych latek. V pfipade vyraznych odlisnosti v mechanickych vlastnostech by bylo
mozné ocekavat rozdily také v transportnim chovani obou typi hydrogeli. Mechanické
vlastnosti zkoumanych hydrogelt byly posuzovany predevsim na zakladé hodnot komplex-
nich modula elastického (pamét'ového) G’ a viskdzniho (ztratového) G”.

Oscilaéni frekvencéni test (Obr. 52) jasn€ naznaluje, ze 1 hm. % agarézovy hydrogel
s ptidavkem lignohumatu disponuje o néco rigidné€j§i strukturou ve srovnani se stejné
koncentrovanym cistym agarézovym hydrogelem bez pfidavku LH. Nicméné rozdily nejsou
nikterak markantni. Za zminku také stoji, Ze oba zkoumané materidly na bazi agardzy
disponovaly viskoelastickym charakterem s prevahou elasticity na ukor viskézniho modulu
(G’ > (G7) v celém mereném rozsahu frekvenci, coz je zcela typické pro hydrogelové mate-
rialy.

Zajimavym poznatkem jsou rozdily v hodnotach elastického a viskozniho modulu pro
jednotlivé vzorky. Zatimco pro Cisty agarozovy hydrogel je rozdil v elastickém a viskoznim
modulu pfiblizné 3 000 Pa, pro agar6zovy gel s pfidavkem lignohumatu je tento rozdil pfi-
blizn¢ 6 000 Pa. Lze tedy tvrdit, ze pfidavek lignohumatu do struktury agarézového hydro-
gelu mirné ovliviluje mechanické vlastnosti pfipravenych materiald. Struktura hydrogelu
z mechanického hlediska je tedy rigidnéjsi a nepoddajnéjsi deformaci. Tento fakt muze
ovliviiovat hodnoty namétrenych difuznich koeficientl, vzhledem k tomu, ze se da ocekavat
pokles difuzivity rozpusténych latek v hydrogelu se vzrustajici rigiditou struktury.
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Obr. 52: Frekvencni test. Zavislost elastického modulu G’ (plné body) a viskozniho modulu G”
(prazdné body) na frekvenci oscilaci.

Druhym testem byl tedy oscilacni test deformacniho typu. Jak je patrné z Obr. 53, pii
nizS§ich amplitudach deformaci je wvnitfni sit agarézovych hydrogeld schopna odolavat
vystavenému napéti (po aplikaci napéti se gelovita sit’ vraci do puvodniho stavu a takovy
vzorek se tedy chova elasticky), coz je vhodnotach obou komplexnich modult
charakteristické tim, ze moduly jsou nezavislé na amplitudé deformace. V pfipadé 1 hm. %
agarozového hydrogelu bez pridavku lignohumatu je linedrni viskoelastickd oblast v rozmezi
0,01 % — 4 % amplitudy deformace, zatimco pro 1 hm. % agar6zovy hydrogel s pfidavkem
lignohumatu je linearni viskoelastickd oblast v rozmezi 0,01 % — 1 %. Dle tohoto testu lze
tedy tvrdit, ze sila vazby (jednotlivych uzll) je tedy pevnéjsi pro Cisty agardzovy hydrogel
bez ptidavku lignohumatu.

Na zavér lze tedy fici, Ze oscilatni testy frekvencniho typu prokazaly, ze ptidavek
lignohumatu nezanedbatelny vyznamny vliv na rigiditu pfipravenych hydrogelt (vyssi elasti-
cita), zatimco oscilacni deformacni testy prokazaly, ze sila vazby jednotlivych uzli je vétsi
pro 1hm. % agarézovy hydrogel s pfidavkem lignohumatu ve srovnani s agarézovym
hydrogelem bez ptidavku lignohumatu. Pouzité oscila¢ni testy tedy pro oba zkoumané vzorky
potvrdily elasticky charakter, vzhledem ktomu, Ze elasticky modul ve vSech pfipadech
prevySoval modul viskézni v celém rozsahu métenych oscilacnich frekvenci. Mobilita kom-
plexnich huminovych latek v agarézovych hydrogelech muze byt ovlivnéna pravé zménou
mechanickych vlastnosti agarézovych hydrogela.
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Obr. 53: Deformacni test. Zavislost elastického modulu G’ (plné body) a viskozniho modulu G
(prazdné body) na amplitude deformace.

Stereomikroskopické studie hydrogelovych materidali

Agarozové hydrogely byly podrobeny studii na stereomikroskopu, ktera vedla k ziskani
snimkd hydrogelt (Cistého a s obsahem 1 hm. % lignohumatu). Tyto hydrogelové materialy
byly pfed méfenim zlyofilizovany (Obr. 25), ¢im vznikla porézni hmota, ktera byla nafezana
a podrobena stereomikroskopickému zkoumani.

Vystupem z téchto méfeni byly 3D snimky ilustrujici morfologii povrchi xerogelu
(Obr. 54). Ze snimki je ziejmé, ze lyofilizované vzorky hydrogelt disponuji odlisnym
povrchem. Hydrogely ptipravené pouze z 1 hm. % AG (Obr. 54 — vlevo) maji povrch
mnohem hladsi a méné Clenity, nez je tomu v piipad€ hydrogeli obsahujicich navic pifimés
1 hm. % LH (Obr. 54 — vpravo). Dale muzeme na povrchu vysusenych hydrogelt (s obsahem
LH) pozorovat ,,jakési modré zesitovani®, které u €istych hydrogelt neni pfitomné.

| A Vaf h
Obr. 54: Morfologie povrchii lyofilizovanych hydogelii — 1 hm. % agardza (vlevo), 1 hm. % agardza
s primeési 1 hm. % LH (vpravo).
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Rtut’'ova porozimetrie hydrogelovych materidlit

Prostfednictvim MIP metody byla vyhodnocena distribuce velikosti poru agarozovych
hydrogelll (1 hm. % agaréza, 1 hm. % agar6za s pfimesi 1 hm. % lignohumatu), ¢imz byla
ziskana dal$i dualezita charakteristika téchto materiald. Stanoveni hodnoty velikosti pora
v téchto difiznich materidlech ma pro nas velky vyznam z hlediska transportnich procesu.
Vyrazna odlisnost obou hydrogeli ve velikosti pord by nevyhnutelné vedla k odli$nosti
v rychlosti transportu aktivni latky (lignohumét) v téchto prostredich. Vystupem této metody
bylo grafické znazornéni distribuce péra (Obr. 55).

40 +
35 +
30 +
25 +
20 +
15 +
10 +
5 L

0 1 1 A ‘

1000 100 10 1
pramér pori (um)

-dV/d(log d) (cc/g)

Obr. 55: Distribucni krivky velikosti porii pFitomnych v agarozovych hydrogelech. Modrd kiivka
(1 hm. % agardza) a hnéda krivka (1 hm. % agaroza s 1 hm. % LH).

Na Obr. 55 je znazornén prubéh distribucnich kiivek, kde muzeme pozorovat nepatrny
posun ve velikostech péra pritomnych v hydrogelovych materialech. Modra kfivka znazor-
fiuje prubéh distribuce poru Cistych agarozovych hydrogeli a hnéda kiivka distribuci pora
agaroézovych hydrogell s pfimeési lignohumatu. Posun, ktery muzeme pozorovat je vSak
pomerné zanedbatelny, budeme-li brat v avahu meéfitko (fady), ve kterém jsou kiivky zobra-
zeny. Na zakladé tohoto stanoveni muzeme tvrdit, Ze oba typy hydrogelt obsahuji fadoveé
stejné velikosti pora, takze by nemélo dochazet k rozdilim v transportu lignohumatu v obou
prostiedich zpusobenych rozdilnymi sterickymi efekty gelové sité.

Zaroven jsme mohli porovnat rozdily ve velikostech pord mezi témito hydrogelovymi
materialy a rostlinnymi kutikulami. Primérna velikost péra pfirodnich bariér odpovida fadoveé
10 um, kdezto hydrogelové materidly dosahuji hodnoty 100 pm. Z tohoto je patrné, Ze
v diftznich experimentech bude hlavni bariéru transportu predstavovat kutikula, zatimco
porézni struktura hydrogeli se na zpomaleni transportu podepiSe vyrazné mensi meérou.
(Kapitola 6.3).

Skenovaci elektronova mikroskopie hydrogelovych materiali

Posledni metoda, ktera byla vyuzita pro charakterizaci hydrogelovych materialti byla
skenovaci elektronova mikroskopie (SEM), diky niz byly ziskany snimky znazorfyjici rozdily
morfologie obou typu hydrogeld. Tato metoda méla pfispét k ilustraci vnitfnich struktury
agardzovych material bez resp. s pfimési lignohumatu (Obr. 56).

67/94



EHT = 1000 kV. Signal A= SE1 IProbe = 100 pA EHT = 1000 kV. Signal A= SE1
WD =120 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 ym ZEISY WD =120 mm Image Pixel Size = 48.39 nm Width = 49.55 ym ZEISS
oapnn Mag= 500X Chamber = 3.67¢.003 Pa oapn Mag= 600KX Chamber = 367003 Pa

Obr. 56: Snimky cistého agarozového hydrogelu ze SEM. Struktura hydrogelu (vievo), snimek porizen
s 500-ti ndsobnym zvétSenim a s méritkem 20 um. PFicny rez Cistym agardozovym hydrogelem (vpravo).
Snimek porizen se 6 000 ndsobnym zvétsenim a s méritkem 2 um.
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Obr. 57: Snimky agardzového hydrogelu s primési 1 hm. % LH ze SEM. Struktura hydrogelu (vlevo).
snimek porizen s 500-ti ndasobnym zvétSenim a s méritkem 20 um. Pricny rez hydrogelem s obsahem
LH (vpravo). Snimek porizen se 6 000 nasobnym zvétSenim a s mévitkem 3 um.

Agarozové hydrogely zaznamenané na snimcich (Obr. 56 a Obr. 57 — vlevo) nevykazuji
nijak vyrazny rozdil ve svych vnitinich strukturach. Z fotografii je patry rozdil v povrchu
stén lyofilizovanych hydrogel obou typt. Pokud se vsak zamétime detail snimka (Obr. 58),
zjistime, ze povrch téchto materialu je zna¢né odlisny, Cisté agardzove hydrogely se vyznacuji
hladkou strukturou (vlevo), kdezto druhy typ materialu obsahujici pridavek LH je drsné;si
(vpravo).

Rozdil v drsnosti studovanych hydrogelovych materiali muzeme pozorovat také na snim-
cich (Obr. 56 a Obr. 57 — vpravo) resp. na jejich piiéném prafezu. Cisty hydrogel se vyzna-
cuje hladkym tezem, kdezto hydrogely s primési LH jsou opét nerovnomérné. Dalsi vlastnost,
kterou muzeme ze snimku (Obr. 56 a Obr. 57 — vlevo) pozorovat, je také kiehkost vzorku.
Ackoli z reologického hlediska se jako rigidné;si struktury prokazaly hydrogrely s obsahem
lignohumatu. Z téchto fotografii je patrné, ze xerogely piipravené pouze z agarézy maji hladsi
povrch na prifezu materialem, oproti hydrogeltim s primési LH. Tento jev miizeme pozorovat
také na hranach materialti ze snimku (Obr. 58).
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Obr. 58: Snimky povrchu hydrogelovych materidlii. 1 hm. % agarézovy hydrogel (vievo) a 1 hm. %
agarozovy hydrogel s primési 1 hm. % LH (vpravo).Snimky byly porizeny se zvétSenim 6 000%.

Ackoli bylo touto metodou prokazano, ze mezi materialy jsou patrné rozdily, coz z hlediska
studie téchto materiali je pro nds velmi prinosna a dilezita informace, tak z hlediska difuz-
nich experimenti by nemély zpusobovat zadné vyrazné ovlivnéni.

6.3 Difazni experimenty
6.3.1 Studium transportu HL skrz kutikulu metodou difiizniho paru

Vizudalni hodnoceni difiuze huminovych litek pres kutikuly

Pro studium transportnich procesi huminovych kyselin pres rostlinné kutikuly byla opti-
malizovana metoda difizniho paru, ktera je zalozena na dvou hydrogelovych prostredich,
prijimacim gelu (1 hm. % AG) a zdrojovém gelu (1 hm. % AG a 1 hm. % LH). Mezi tyto dva
hydrogelové materidly byla upevnéna rostlinnd kutikula a piipravené difuzni pary byly
vlozeny do exikatoru s vodou, aby byla udrzovana konstantni vlhkost vzorku a tim padem eli-
minovano vysychani hydrogelt a kutikul.

Diftzni pary byly studovany po dobu 12 dni vizualné a také objektivné (Kapitola 6.3.2).
Vizualnim pozorovanim studovanych experimentil jsme se mohli presveédcit o funkénosti této
navrzené metody (difuzni par) a zaroven nasim cilem bylo porovnat tato pozorovani
s objektivni metodou, kterou jsme si pro tento typ experimentu zvolili (UV-VIS spektro-
fotometrické stanoveni koncentra¢niho profilu lignohumatu v ptijimacim gelu).

Na Obr. 59 jsou znazornény snimky ze zminénych difiznich experimentl, pro nazornost
byla vybrana fotografie po 2 dnech difuze LH resp. po 7 denni difuzi pres rostlinné kutikuly.
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Obr. 59: Vizualni pozorovani difiiznich procesii pro enzymaticky izolované kutikuly — svrchni (vievo),
spodni (vpravo) — a) 2 dny, b) 7 dnil.

Ze snimku je patrny jak transkutikularni prfechod lignohumatu do pfijimaciho hydrogelu,
tak také odlisné chovani prostupu studované latky pres spodni a svrchni kutikuly (Obr. 59).
Pro vizualni posouzeni bariérovych schopnosti CHIK byly opét vybrany fotografie (Obr. 60)
diftznich experimentd, které probihaly po stejnou dobu, jako tomu bylo v pfipadé kutikul
izolovanych EML

Ze snimkl (Obr. 60) je opét zfejmy rozdil v penetraci lignohumatu pres rostlinné kutikuly
mezi svrchnimi a spodnimi kutikulami, kdy svrchni kutikuly pomaleji podiéhaji diftizi, nez
v pripade spodnich kutikul. Také u téchto difuznich experimentli mizeme pozorovat penetraci
LH v ¢istém agar6zovém gelu po 2 a 7 dnech.

V piipadé srovnani difuznich procesi LH u abaxialnich a nasledné také u adaxialnich stran
chemicky a enzymaticky izolovanych kutikul (Pfiloha 12) mizeme zpozorovat patrny rozdil
v rychlosti difuze. Chemicky izolované kutikuly se na zaklade€ vizualniho pozorovani jevi
jako materialy s rychlejSim prostupem LH.
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Obr. 60: Vizualni pozorovani difuznich procesii pro chemicky izolované kutikuly — svrchni (vievo),
spodni (vpravo) — a) 2 dny, b) 7 dnil.

Stanovent difazniho koeficientu huminovych latek

Vizualni posouzeni transportnich procesti naznacilo zakladni odlisnosti v bariérovém
chovani jednotlivych typt kutikul, neumoznuji vSak objektivné kvantifikovat rychlost
difuzniho prostupu. Za timto ucelem byly v dalsim kroku vyhodnoceni difiznich experimen-
th, stanoveny tzv. efektivni difuzni koeficienty D.g, které se od toho klasického 1isi tim, ze
zahrnuje vliv porozity a tortuozity. Ty slouzi jako univerzalni parametr, popisuji rychlost
diftze a umoziuji tak objektivné porovnat bariérové schopnosti jednotlivych typa studova-
nych kutikul.

Kyvety pfijimaciho gelu byly proméreny na UV-VIS spektrofotometru Varian Cary 50
(Priloha 3), kde bylo vyuzito posuvného nastavce (Pfiloha 4), ktery umoziiuje promeétent
piijimacich kyvet v riznych vzdalenostech od jejich rozhrani s kutikulou. Vysledkem méfeni
byly UV-VIS spektra, ktera byla vyuzita pro stanoveni koncentra¢nich profilQi lignohumatu
v pfijimacich gelech, k jejichz dal§imu zpracovani bylo pouzito modelu volné difuze
(Rovnice 5).

Kalibracni kiiivka
Pro vyhodnoceni UV-VIS spekter a tedy stanoveni hodnoty diftizniho koeficientu, bylo

zapotiebi sestavit kalibracni kiivku pro vypocet koncentrace lignohuméatu v hydrogelu, proto
byly pfipraveny agarézové hydrogely s definovanym piidavkem lignohumétu a nasledné

71/94



stanoveny UV-VIS spektra hydrogelt s obsahem 1 hm. % agardzy a 0,1 hm. %, 0,05 hm. %,
0,04 hm. %, 0,02 hm. %, 0,01 hm. % resp. 0,005 hm. % lignohuméatu (Obr. 61). Ptiprava této
koncentra¢ni fady probihala obdobnym zptsobem, jako je popsano v Kapitole 5.5.1.

|

Obr. 61: Kalibracni vzorky agarozvych hydrogelit (1 hm. %) s obsahem 0,1 hm. %, 0,05 hm. %,
0,04 hm. %, 0,02 hm. %, 0,01 hm. % resp. 0,005 hm. % lignohumatu.

Po ztuhnuti téchto hydrogelt, byly homogenné zbarvené kyvety proméfeny na UV-VIS
spektrofotometru, a tak byla ziskdna UV-VIS spektra kalibracni kiivky, ¢imz mohla byt
vynesena zavislost absorbance na koncentraci hydrogelu s obsahem LH. Vysledkem byla
kalibra¢ni kiivka, ktera je uvedend na Obr. 62.
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Obr. 62: Kalibracni krivka.

Z tohoto grafu (Obr. 62) je ziejmé, ze kalibracni kiivky potvrzuji Lambert—Beerav zakon,
tedy linearni zavislost absorbance na koncentraci barevné slozky. Tyto kiivky vSak nevychazi
znuly, coz je zpusobeno pfitomnosti agardézového hydrogelu, ktery absorbuje a rozptyluje
také urCité mnozstvi zafeni z UV-VIS oblasti (slepym vzorkem pfi stanovovani byla destilo-
vana voda).
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Koncentracni profil lignohumdtu v prijimacim hydrogelu

Na zéakladé grafu kalibra¢ni kiivky (Obr. 62) bylo mozné provést vyhodnoceni studovanych
vzorkt. UV-VIS spektra v piijimacich kyvetach po kroku 1 mm (respektive 2 mm ve vétSich
vzdalenost od rozhrani kutikula/hydrogel). Vzhledem k tomu, Ze s ¢asem difuze dochazelo
k stale vétSimu zakoncentrovani pfijimaciho hydrogelu na rozhrani (kutikula/gel), byla
absorbance lignohumatu v hydrogelu v t€sné blizkosti rozhrani tak vysokd, ze nebylo mozné
koncentraci LH v prvnich 5 mm pfijimacim hydrogelu stanovit. Na zaklad¢ tohoto zjisténi
nebyly tyto pocate¢ni milimetry zahrnuty do vyhodnocovani.
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Obr. 63: Koncentracni profil abaxidlni strany enzymaticky izolovanych kutikul.

Z rovnice linearni regrese kalibracni kiivky byly vypocteny koncentrace v jednotlivych
polohach piijimaciho hydrogelu. Vysledna koncentrace poté byla ziskana jako primérna
hodnota vSech koncentraci stanovenych pfi vinové délce 600, 700 a 800 nm. Na Obr. 63 je
uveden piiklad vyhodnoceni koncentracniho profilu pro abaxialni EIK, kter4 byla ponechana
k penetraci po dobu 144 hod. Naopak na Obr. 64 je uveden ptiklad abaxialni CHIK, ktera
byla ponechéna transportu huminovych kyselin 134 hodin.
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Obr. 64: Koncentracni profil abaxidlni strany chemicky izolovanych kutikul.

Vypocet efektivniho difiizniho koeficientu

Pro stanoveni transportnich procesu lignohumatu pfes rostlinné kutikuly jsme zvolili jako
transportni parametr efektivni difuzni koeficient Dyr. Pro stanoveni tohoto parametru z celko-
vého transportovaného mnozstvi LH skrz rostlinnou kutikulu by bylo zapottebi zméfit spektra
v celém rozsahu kyvety, tedy od polohy 45 mm az do 84 mm, coz ale v nasem ptipadé nebylo
mozné nametit. Nami namétena data byla vyhodnocovana pro drahovy posun 50 az 84 mm.

Hodnotu difuzniho koeficientu je mozné stanovit z experimentalnich dat koncentracniho
profilu, které byly prolozeny teoretickou funkci. Ta odpovidala zavislosti koncentrace difun-
dujici latky na vzdalenosti od rozhrani (kutikula/gel) v pouzitém difuznim paru. Tento profil
dle zvoleného difizniho modelu popisuje vztah (Rovnice 8):

X
¢ =c, -erfc 8
0 1/4Deffz (3)

kde ¢ je koncentrace difundujici latky, ¢y je koncentrace na fazovém rozhrani, x je drdha
difuze (vzdalenost od rozhrani), D je efektivni difiizni koeficient a 7 je Cas difuze.

Prolozeni koncentracniho profilu experimentalni ¢asti (nametend data znazornéné zelenymi
body) teoretickou kiivkou se provadi za pomoci iteracni metody nejmensich ¢tverca (Obr. 65
a Obr. 66).
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Obr. 65: Stanovent difiizniho koeficientu Dy a koncentrace na rozhrani ¢, z koncentracntho profilu
pro abaxidlni strany chemicky izolovanych kutikul.
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Obr. 66: Stanovent difiizniho koeficientu Dy a koncentrace na rozhrani ¢, z koncentracntho profilu
pro abaxidlni strany enzymaticky izolovanych kutikul.

Ve vysledku byly ziskdny ndmi hledané parametry, tedy koncentrace na rozhrani
(kutikula/hydrogel) ¢y a efektivni difuzni koeficient Dy Hodnoty téchto veliin byly
stanoveny na zakladé pouZiti ndstroje Resitel z aplikace Microsoft Excel. Vyhodnoceni téchto
parametri nalezneme v Tab. 7.
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Tab. 7: Souhrn difuznich koeficienti Des a koncentraci na rozhrani co pro chemicky a enzymaticky
izolované kutikuly.

Kutikula enzymaticky izolovzll;ui , chemicky izolovalif)i ,
cp (mg/g) D (107" m7/s) cp (mg/g) Degr (41077 m*/s)
spodni 0,131 1,299 0,340 1,388
svrchni 0,047 0,934 0,057 0,856

Z vyhodnocenych dat difuznich koeficientd a koncentraci na rozhrani je patrné, ze spodni
strana listu obsahuje typ kutikul, které jsou schopny lépe vstiebavat vodu a ziviny nez
v piipad¢€ adaxialnich kutikul, které se nachazi na svrchni strané listu. Tento fakt pfitom plati,
jak pro chemicky, tak pro enzymaticky izolované kutikuly.

Z hlediska koncentraci LH na rozhrani (kutikula/hydrogel) mizeme pozorovat opét rozdily
mezi svrchnimi a spodnimi kutikulami, z ¢ehoz plyne, ze proces difize v téchto pfirodnich
strukturach probiha riznou meérou. Pro lepsi porovnani stanovenych efektivnich diftznich
koeficientd u enzymaticky a chemicky izolovanych kutikul byl vypracovan graf (Obr. 67).

Diky tomuto objektivnimu vyhodnoceni difiznich experimenti (Desr a ¢o) pres rostlinné
kutikuly mizeme nasledné zkorigovat nase subjektivni zhodnoceni difuznich experimentd.
Chemicky izolované kutikuly jsme na zaklad€ vizuélniho pozorovani hodnotili jako materialy
s rychlejSim prostupem lignohumaétu (Ptiloha 12), zatimco objektivni hodnoceni spiSe ukazuje
na to, ze uvedené odliSnosti rizné izolovanych kutikul nejsou statisticky prakazné.
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Obr. 67: Porovndni efektivnich difuznich koeficientii abaxicdlnich a adaxialnich stran kutikul
izolovanych chemickou a enzymatickou metodou.

6.3.2 Studium transportu huminovych litek skrz standardni membrany

Vzhledem k tomu, ze primérna velikost poru v kutikulach byla stanovena pfiblizné na
hodnotu 12 pm, rozhodli jsme se tyto experimenty srovnat s néjakym standardem, kterym
jsme zvolili syntetické membrany s predefinovanymi péry o velikosti 2 a 10 um. Difuzni
experimenty byly provadény u membran s pory o velikost 2 um a to z duvodua velké rozmani-
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tosti pramérd stomat a také z divoda srovnani s primérmou hodnotou velikosti praduchu.
Nektera stomata v rostlinné kutikule dosahovaly sice velikosti kolem 10 pm, ale jina jsou zase
o mnoho mensi, proto byly porovnany experimenty s obéma velikostmi pord membran.
Postup ptipravy je obdobny jako v piipadé predeslych experimentu, jejichz postup piipravy je
uveden v Kapitole 5.5.2. Namisto izolované kutikuly nebyla v tomto pfipad¢ mezi oba hydro-
gely upevnéna komeréni membrana (polykarbonatov4, Whatman®).

Z hlediska vyhodnoceni téchto transportnich experiment se postupovalo naprosto stejné,
jako v ptipadé difuzi pres rostlinné kutikuly. Nejprve byly vyhodnoceny koncentracni profily
v prijimacich gelech po transportu skrz membrany o velikostech porti 2 a 10 pm, a poté byl
stanoven difuzni koeficient D a koncentrace na rozhrani (kutikula/hydrogel) ¢, kde bylo
opét vyuzito ndstroje Resitel z aplikace Microsoft Excel. Tento postup vyhodnoceni je zminén
v Kapitole 6.3.1. V grafu (Obr. 68 a Obr. 69) byla vynesena zavislost efektivniho difuzniho
koeficientu na dobé€, po kterou difuze LH pies membranu probihala.

Z grafii (Obr. 68) je patrné, ze hodnoty efektivnich difuznich koeficientl jsou témér stejné
v ramci statistické chyby, coz je pravdépodobné zpusobeno tim, Ze velikost molekul
lignohumatu je dostate¢ne€ mala, aby diflze téchto Castic byla ovlivnéna poérovitosti membran.
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Obr. 68: Zavislosti difuzniho koeficientu na dobé difiize LH pres syntetické membrdny
s predefinovanymi pory o velikosti 2um.
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Obr. 69: Zavislost difiizniho koeficientu na dobé difiize LH pres syntetické membrany
s predefinovanymi pory o velikosti 10 um.

6.3.3 Difuze z roztoku lignohumatu

Transport lignohumdtu skrz kutikuly

Difazni experimenty, pii nichz je lignohumat transportovan do pfijimaciho hydrogelu skrz
kutikulu ze zdrojového roztoku, jejichz postup je popsan v Kapitole 5.6.2, byla dal§i metoda,
ktera méla modelovat aplikace hnojiv foliarnim typem. Zaroveti tyto experimenty umoznily
paralelni pozorovani rostlinnych kutikul pod fluorescenénim mikroskopem, jejichz vysledky
byly diskutovany v Kapitole 6.2.1.

Celkem bylo pfipraveno 6 difuznich nadob, v kazdé nadob¢ byl piitomen jeden typ zkou-
mané kutikuly, tedy 2 vzorky pro chemicky a 2 vzorky pro enzymaticky izolované kutikuly.
Po 24 hodinach byly agarozové gely proméfovany na UV-VIS spektrofotometru Varian
Cary 50 za pouziti posuvného nastavce.

Vysledkem méfeni byly UV-VIS spektra, kterd byla prométena po kroku 1 mm (resp. 2 mm
ve veétsich vzdalenostech od rozhrani). Tato spektra byla dale zpracovana a upravena dle
postupu uvedeného v Kapitole 6.3.1, kde vysledkem matematického zpracovéni byly sloup-
cové grafy znazorfiujici difiizni procesy u riznych typt kutikul. Diky ndstroje Resitel
v aplikaci Microsoft Fxcel mohly byt stanoveny hodnoty efektivnich diftiznich koeficienta
(Obr. 70).
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Obr. 70: Porovndni efektivnich difuznich koeficientii abaxicdlnich a adaxidlnich stran kutikul
izolovanych chemickou a enzymatickou metodou.

Pokud porovname vysledky z grafu (Obr. 70 a Obr. 67) pak zjistime, ze prub&h je naprosto
obdobny jako v pfipadé experimentid provadénych pies model diftzniho paru. Spodni
kutikuly izolované chemickou metodou dosahuji vys$i hodnoty efektivniho difizniho
koeficientu, coz znamena, ze difuze latek pies tento typ kutikul probiha rychleji. V ptipadé
adaxialnich stran muzeme naopak pozorovat vys$§i hodnotu difuzniho koeficientu pro
enzymaticky izolované kutikuly.

Vysledky efektivnich diftiznich koeficientd a koncentraci na rozhrani jsou uvedeny v Tab.
8. Na zaklad¢ tohoto zjisténi bychom mohli obé metody (difuzni par a polonekonecné
prostedi) brat jako mozné alternativy modelt transportu huminovych kyselin pfes rostlinné
kutikuly.

Tab. 8: Souhrn vysledkii difiiznich koeficientii D a koncentraci na rozhrani c, pro chemicky a enzy-
maticky izolované kutikuly.

Kutikula enzymaticky izolovzll;ui , chemicky iZOlOVéllif;l ,
co (mg/g) Detr (107" m“/s) co (mg/g) Detr (107" m*/s)
spodni 0,373 0,779 0,585 1,390
svrchni 0,205 1,562 0,193 1,299

6.3.4 Syntetické membrany s definovanymi pory

Tento difuzni experiment slouzil jako srovnavaci model predeslého experimentu. Postup
experimentu je totozny, jako v pfipadé difuznich experimentd v polonekonecném prostredi
(Kapitola 6.3.3), pouze stim rozdilem, ze misto redlnych kutikul, byly pouzity syntetické
membrany s pory o velikosti 2 a 10 pm, jakozto diftizni bariéry.

Opét bylo vytvoreno 6 difuznich nadob, které obsahovaly vzdy po 4 ks stejnych vzorku,
pfi¢emz byly tyto agardézové hydrogely proméfovany na UV-VIS spektrofotometru opatie-
ného posuvnym nastavcem, ktery umoziiuje méfeni UV-VIS spekter v raznych mistech
kyvety. Z téchto naméfenych dat byly opét matematicky ziskdny hodnoty efektivniho
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difuzniho koeficientu D a koncentrace na rozhrani ¢y, k jejichz stanoveni bylo vyuzito
analogickych postupa, které jsme jiz zminovali vySe (Kapitola 6.3.1).

Vysledkem méfeni jsou dva grafy (Obr. 71 a Obr. 72) znazorfiyjici zavislost efektivniho
difuzniho koeficientu na ¢ase difuze.
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Obr. 71: Zavislosti difuzniho koeficientu na dobé difiize LH pres syntetické membrdny
s predefinovanymi pory o velikosti 2um.
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Obr. 72: Zavislosti difuzniho koeficientu na dobé difiize LH pres syntetické membrdny
s predefinovanymi pory o velikosti 10um.

Z hlediska porovnani stanovenych efektivnich difuznich koeficientd pro syntetické
membrany je ziejmé, ze jejich hodnoty jsou vyssi, nez efektivni difuzni koeficienty stanovené
z difuznich experimentd provedenych na pfirodnich kutikulach. Tento jev ilustruje bariérové
vlastnosti kutikul. Hodnoty z mé&teni jsou souhrnn¢ uvedeny v Tab. 9.
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Tab. 9: Souhrn vysledki efektivnich difuznich koeficientii Deg a koncentraci na rozhrani
kutikula/hydrogel c, pro syntetické membrdany s velikosti porii 2 respektive 10 um.

Membrana ¢y (mg/g) D.ss (°1010 mz/s)

2 pm 0,455 1,642
10 pm 0,431 1,880

Graty (Obr. 73 a Obr. 74) znazornuji zavislost koncentrace na rozhrani (kutikula/hydrogel)
na Case difuze.
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Obr. 73: Zavislost koncentrace LH na rozhrani hydrogel/kutikula na dobé difize LH pres membrdanu
s definovanymi pory o velikosti 2 um.
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Obr. 74: Zavislost koncentrace LH na rozhrani hydrogel/kutikula na dobé difize LH pres membrdanu
s definovanymi pory o velikosti 10 um.
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7 ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium transportu kapalnych lignohumata pres
rostlinné kutikuly, ktera méla simulovat aplikace foliarniho hnojeni a tedy vyzivu rostlin.
Pokud ma latka n€jakym zpusobem zasahnout do struktury listu a vyvolat pozadovany
tyziologicky efekt, musi nejdiive prekonat hlavni vrstvu rostliny — hydrolipidickou vrstvu na
povrchu listu, zvanou kutikula. Ta se také stala pfedmétem naseho zkoumani a na zaklade
literarni reSerSe byly tyto pfirodni bariéry ziskdvany optimalizovanou chemickou resp.
enzymatickou metodou izolace. Transportni chovani rtiznych druhd kutikul izolovanych
témito metodami izolace byly nésledné mezi sebou porovnany na zakladé vizudlniho
hodnoceni difuze a také na zakladé nékterych bjektivnich parametri, stanovenych
objektivnim vyhodnocenim difuznich experimentu.

Pro tuto problematiku penetrace latek byly zvoleny vhodné teoretické difuzni modely
(difuzni par a volna difuze v polonekone¢ném prostiedi), které byly optimalizovany a otesto-
vany pro tento typ transportu latek. Experimenty difuzniho paru jsou zalozeny na dvou
hydrogelovych médiich (pifijimacim a zdrojovém) mezi n€z byla uchycena rostlinna kutikula,
druhy typ experimentu spociva v upevnéni listové bariéry na pfijimaci hydrogel, ktery byl
nasledn€ ponoten do zasobniho roztoku lignohumatu.

Na zakladé objektivniho stanoveni transportnich parametrt — efektivni difuzni koeficienty —
téchto diftiznich experimentli bylo zjisténo, ze spodni strany enzymaticky i chemicky izolo-
vanych kutikul jsou schopny rychlejsiho prostupu latek lignohumatu nez v pripadé svrchnich
stran kutikul. Spodni kutikuly izolované chemickou metodou izolace jsou ale schopny
rychlej§iho prostupu nez stejny druh kutikul izolovany enzymatickou metodou, avSak
v pripad€ vrchnich stran kutikul tomu bylo pfesné€ naopak. Vzhledem k tomu, ze stejny trend
jsme pozorovali jak u modeltu difuzniho paru, tak modelu volné difuze, mizeme o téchto
metodach hovortit jako o vhodnych modelech pro studium transportu penetrace latek pies
rostlinné kutikuly.

Pro vysvétleni pozorovanych odliSnosti v penetraci latek pies jednotlivé kutikuly byla
vyuzita optickd a fluorescecni mikroskopie. Pomoci optické mikroskopie byly stanoveny
odlisnosti ve strukturdch abaxialniach a adaxidlnich kutikul, kdy abaxialni bariéry obsahuji
kromé rostlinnych pletiv také stomata, kterd jsou zodpoveédna za rychlejsi transport latek,
kdezto svrchni strana listu je tvofena adaxialnimi kutikulami, které se vyznacuji jen
pletivovou siti. Mezi chemicky a enzymaticky izolovanymi kutikulami nebyly na optickém
mikroskopu pozorovany zadné vyrazné zmeny, které by mely za nésledek odliSnost
v bariérovém chovani a v rychlosti penetrace latek.

Zajimavého poznatku bylo zjisténo pti studiu degradace rostlinnych kutikul vystavenych
pusobeni destilované vody a vzduchu. Na zaklad¢ experimenta bylo zjisténo, ze enzymaticky
izolované kutikuly nepodléhaji degradaci na vzduchu ani po 14 dnech od izolace, avSak
chemicky izolované kutikuly po této dob¢ zaCaly vykazovat ur€ité rozdily od doby izolace.
Jejich struktura pletiv se zaCala postupné vytracet a stomata zaCaly mit , rozkapénkovanou
strukturu®. Pfi srovnani snimka z optického mikroskopu potizenych pro stejné druhy kutikul,
akorat vystavené pusobeni vodného roztoku, bylo zjisténo, ze tyto bariéry rychleji podléhaji
degradaci, zejm. u chemicky izolovanych kutikul, nez tomu bylo v pifipad€¢ vystaveni na
vzduchu.
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Pro posouzeni rozdila v transportu latek pres chemicky a enzymaticky izolované kutikuly
bylo vyuzito fluorescen¢ni mikroskopie, kterd umoznila stanovit doby zivota skupin
ptitomnych v téchto kutikulach jako znamku specifickych fyzikélnich a chemickych zmén,
které ve struktute kutikuly probihaji v ramci jeji degradace. Na zaklad¢ této analyzy bylo
zjisténo, ze chemicky izolované kutikuly dosahuji po izolaci mensich hodnot dob zivota
fluorescence, nez je tomu v pfipadé enzymaticky izolovanych kutikul. Nasledné byly
pozorovany kutikuly po 11 dnech od izolace, kdy bylo zjisténo, ze u chemicky izolovanych
kutikul dochazi k pohasinani fluorescence ptitomnych skupin, tudiz dochazi ke snizeni doby
zivota fluorescence, coz je nejspis jeden z ovliviiujicich faktora transportnich procesa latek.
Vzhledem k tomu, ze u enzymaticky izolovanych kutikul k takovému poklesu dob zivota
fluorescence dochazi mnohem pomaleji, mizeme o téchto strukturach fici, ze transportuji
latky stejnou meérou po celou dobu diftze. V pripadé pasobeni LH na rostlinné kutikuly bylo
zjisténo, ze enzymaticky izolované kutikuly nepodléhaji ovlivnéni z hlediska dob zivota
fluorescence pritomnych skupin, tedy transport lignohumatu by mél probihat stejnou mérou.
Naopak v piipadé difuze lignohuméatu na chemicky izolované kutikuly jiz po dob€ 1 dne,
doslo k vyznamnému poklesu dob zivota fluorescence, coz bude opét znamkou degradace
a z ni plynouciho ovlivnéni transportu latek.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Pouzité zkratky

Zkratky vyznam zkratek

DP diplomova prace

HL huminové latky

SOM ptdni organicka hmota

HK huminové kyseliny

FK fulvinové kyseliny

HU huminy

PFZ prvni Fickuv zakon

DFZ druhy Fickav zakon

MIP rtutova porozimetrie

SEM skenovaci elektronovy mikroskop
MT micelarni templatovani

EMI enzymatickd metoda izolace
CHMI chemicka metoda izolace
FCS fluorescen¢ni mikroskop
CHIK chemicky izolované kutikuly
EIK enzymaticky izolované kutikuly
LVO vysoko viskozitni agaroza
AG agaroza

LH lignohumat

ZH zdrojovy hydrogel

PH pfijimaci hydrogel

PVA polyvinylalkohol

CTAB cetyltriamonium bromid
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9.2 Pouzité symboly
symbol

J1

A

Clwo
Cio
m

Co

vyznam

jednosmérny difizni tok

plocha

molarni koncentrace

prostorova soutadnice, vzdalenost
difuzni koeficient

efektivni difuzni koeficient

Cas difuze

elasticky modul

visk6zni modul

puvodni koncentrace

rozdil koncentrace (zacatek/konec)
latkové mnozstvi difunduyjici latky

pocatecni koncentrace

Jednotka
[kg'm™s7]
[m’]
[mol-m™]
[m]

[m?s ]

[m*s]
[s]

[Pa]

[Pa]
[mol-m™]
[mol-m™]
[mol]

[mol-m™]
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11 SEZNAM PRILOH

PRILOHA 1
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FCS mikroskop MicroTime 200 (Piqo Quant)
Rheometr AR-G5 (TA Instruments Inc.)

UV-VIS spektrofotometr Varian (Cary 50)

Posuvny nastavec pro méteni UV-VIS spekter

Porovnani mikroskopickych snimkt po 5 dnech od izolace
chemicky izolované kutikuly (vzduch vs. vodny roztok)
Porovnani mikroskopickych snimkt po 10 dnech od izolace
chemicky izolované kutikuly (vzduch vs. vodny roztok)
Studium rostlinnych kutikul pod fluorescenénim mikroskopem:
chemicky izolované kutikuly — spodni (vlevo), svrchni (vpravo)
enzymaticky izolované kutikuly — spodni (vlevo), svrchni (vpravo)
Srovnani difuzi HK pres EIK, abaxialni strana 1, 2 a 3 dny
Srovnani difuzi HK pres CHIK, abaxialni strana 1, 2 a 3 dny
Vysledky profila kutikul izolovanych EMI a CHMI
Profilometrie chemicky izolovanych kutikul (spodni, svrchni)

Porovnani difuznich experimentd EIK a CHIK (spodni, svrchni)
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E_spodni tloust’ka (pum) prumér (um)
vzorek 1 2,780 3,230 - 3,005
vzorek 2 3,100 3,105 2,936 3,047
vzorek 3 2,645 2,482 2,595 2,574
E svrchni tloust'’ka (um) prumér (um)
vzorek 1 2,930 4,650 5,01 4,197
vzorek 2 3,519 3,703 3,198 3,473
vzorek 3 3,159 2,247 — 2,703
CH_spodni tloust'’ka (um) prumér (um)
vzorek 1 - - - -
vzorek 2 3,751 3,473 4,459 3,894
vzorek 3 5,19 4,493 2,615 4,099
CH_svrchni tloust'’ka (um) prumér (um)
vzorek 1 3,481 3,611 1,985 3,026
vzorek 2 3,646 3,800 1,887 3,111
vzorek 3 3,626 1,811 1,769 2,402
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