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Abstrakt

Tato prace se zaméfuje na bliz§i zkoumani mikrostruktury dfeva a vztahu mezi
mikroskopickymi a mechanickymi vlastnostmi dieva. Hlavnim bodem praktické ¢asti je
méieni thlu mikrofibril (MFA) v S2 vrstvé bunécné stény. Tato vrstva zaujima vice nez
80 % celkové tloustky bunécné stény, a tak ma nejvétsi vliv na mechanické vlastnosti
dfevni bunky. Hodnoty MFA stejné¢ jako hodnoty objemové hmotnosti vykazuji Silnou
zéavislost na modulu pruznosti v podélném smeéru, stejné tak na hodnotach sesychani.
Teoreticka ¢ast zahrnuje metody méfeni MFA, variace MFA, vlastnosti dieva odvijejici se
od MFA a také stanoveni mechanickych vlastnosti bunééné stény dieva pomoci

nanoindentace.
Abstract

This work focuses on a closer examination of the microstructure of wood and the
relationship between microscopic and mechanical properties of wood. The main point of
the practical part of this study is a measurement of microfibril angle (MFA) in the S2 layer
of a wood cell wall. This layer occupies more than 80 % of the total thickness of the cell
wall and thus has the greatest influence on the mechanical properties of the wood cells.
MFA values as well as values of bulk density show a strong dependence on the modulus of
elasticity in the longitudinal direction, as well as on the values of shrinkage. The
theoretical part involves methods for measuring MFA, variations of MFA, wood properties
evolving from the MFA and also mechanical properties of wood cell walls measured by

nanoindentation.
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1. Uvod

Dievo, diky své Siroké dostupnosti, hraje vyznamnou roli jako stavebni materidl uz
nespocet let. Protoze dievo vykazuje vyborné mechanické vlastnosti, jeho pouziti ve
stavebnictvi je velmi Siroké. Pii pohledu na pficny fez dfevem miizeme dobie vidét
letokruhy, které¢ jsou vysledkem rozdilnych rychlosti riistu pii riznych obdobich. Pokud se
podivame na strukturu blize, snadno zjistime, ze dfevo neni material celistvy, ale sklada se
z bun¢k, které jsou slozeny z dutého otvoru obklopeného bunéénou sténou. Diky této
struktuie je dfevo lehky material s vynikajicimi vlastnostmi. Dfevni burnika je kompozitni
materidl kombinujici tuhé a mékké komponenty. Studie ukazaly, Ze se difevni buiilka sklada
z nékolika vrstev. Tyto vrstvy tvofi ur€ity vlaknity kompozit s tuhymi celulézovymi
vlakny ulozenymi v mékké matrici celulozy a ligninu [1]. Jedna z téchto vrstev - prostiedni
vrstva sekundarni bunécné stény, tvoii vice nez 80 % celkové tloustky bun&tné stény.
Vyjimeénym rysem této vrstvy je, Ze tuhd vldkna celulézy jsou mezi sebou paralelné
uspofadana a vytvaii thel (MFA) spolu s podélnou osou buriky. Protoze podélny smér je
hlavnim nositelem pevnosti ve dfevé, mechanické vlastnosti difeva tzce souvisi
s vlastnostmi builkky vtomto sméru. Protoze MFA vyjadiuje, jak blizko jsou tuhé
mikrofibrily vyrovnany stimto podélnym smérem, je MFA tedy klicovou hodnotou
K ur¢eni mechanickych vlastnosti dievni bufiky. Mald hodnota MFA znaci, ze jsou

mikrofibrily vice vyrovnany v podélném sméru bunky, a tim padem bude material tuzsi.
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2. Struktura dieva

2.1. Mikroskopicka struktura

Mikrostruktura se li§i u listnatych a jehli¢natych dievin.
U jehli¢nant tvoii mikrostrukturu:

- podélnd vlakna
- pryskyficné kandlky
- dfenové paprsky

- dvojtecky

U jarniho dfeva pozorujeme tenké bunécné stény a vétsi primér bunck, zatimco u
letniho dfeva jsou bunécné stény silngjs$i a pramer bunck je mensi. Pfechod mezi jarnim a

letnim dfevem muze byt vyrazny (nahly) (Obr. 1) nebo pozvolny.

8%

Obrazek 1. Pricny fez Borovice lesni. Vyrazny pfechod mezi jarnim a letnim dievem a dobfte
viditelné pryskyfi¢né kanalky. (ZvétSeno 40 x)

Listnaté dieviny maji na rozdil od jehli¢nand slozit&jsi stavbu (Obr. 2). Nachazi se

u nich vicero druht bunégk:

- tracheje (cévy)
- tracheidy (cévice)
- libriformni buniky (dfevni vldkna)

- parenchymatické bunky

11



Obrazek 2. Znazornéni stavby listnatého dieva (Pozgaj, Chovanec a kol., 1997): 1 — letokruh,
2 — jarni céva, 3 — letni céva, 4 — lifbriformni vlakno, 5 — dienovy paprsek, 6 — podélny
parenchym

Kruhovité pérovité dieviny maji v jarnim dievé velké cévy, v letnim dievé jsou tyto

elementy podstatné mensi (Obr. 3).

Dieviny, které vykazuji pfiblizn€ stejnou velikost cévnich elementi, nazyvame

dfeviny s roztrousenou porovitou strukturou (Obr. 4).

Velikost cévnich elementli se mize ménit postupné z jarniho dieva do letniho dfeva.

Takové dfeviny nazyvame dfeviny s polo-kruhovité poérovitou strukturou. Typickym

ptikladem je ofech. VéEtsi cévy jsou v jarnim dievé a mensi cévy jsou ve dieve letnim

(Obr. 5).
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Obrazek 5. Polo-kruhovité pérovita struktura dieva. P¥i¢ny fez ofechovym dievem.

(Zvétseni 40 )
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Tabulka 1. Procentualni zastoupeni elementi ve dieve jehli¢nant.

Drevni elementy Primérny objem v %
Tracheidy 91,0
Drienové paprsky 7,0
Parenchym 1,5
Pryskyticné kanalky 0,4

Tabulka 2. Procentualni zastoupeni elementt u listnatych dievin.

Drevni elementy Primérny objem v %
Tracheje a tracheidy 20,0
Dfevni vlakna 49,0
Drenové paprsky 18,0
Dftevni parenchym 13,0

Parenchymatické builkky — vyzivovaci, pfipadné vodivé elementy, jsou tenkosténné,

dokonale uzaviené, malo protdhlé a jejich stény jsou opatfeny hojnymi teCkami. Tyto
buiiky zlstavaji dlouho Zivé, obsahuji protoplasmu a casto jesté riizné zasobni latky
(Skrob, olej). U jehlicnatych dievin vnich byva pryskyfice, u listnatych dfevin

ttisloviny, v Zivém dieve slouzi k latkové vymené a jsou v nich ukladany zasobni latky.

Sklerenchymatické buniky — jsou to vyztuzovaci elementy. Stény buiky jsou tlusté,

lumen je uzky. Buiiky jsou dlouze vlaknité a zaSpicatélé, do sebe se navzajem zaklinuji.
Jsou prazdné a zahy odumiraji. Jejich dutiny jsou vyplnény vzduchem.
Sklerenchymatické vlaknité elementy, které jsou ve dfevni ¢asti a jsou podobné

lykovym vlakniim, oznacujeme jako libriformni (dfevni) vlakna. Jejich hlavni kol je

dodavat dfevu pevnost a vyztuzovat je. Jsou vzdy zdfevnatélé a znacné tlusté.

Cévy — jsou to protahlé, odumielé prazdné bunky se sténami zdfevnatélymi a znacné

ztloustlymi st€énami. Ve dievé vodi vodu a v ni rozpusténé anorganické ziviny.

- Tracheje — jsou to bunky na obou koncich oteviené, spojujici se v dlouhé rourky.
KaZzdou jednotlivou builkku nazyvadme trachedlnim c¢lankem. Tracheje vznikaji z
bun¢k plvodné uzavienych, ale ¢asem po odumieni z nich vymizi plasmaticky

obsah, rozpoustéji se pii¢né piehradky a vSechny buriky splynou v jednu dlouhou

rourku. Takto vzniklé otvory v pficnych ptehradkach nazyvame perforace.
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a) Jednoducha perforace — zmizi-li prehradka Gplné a zlstane-li z ni na vnitini

stran¢ cévy jen kruhovity prstenec.

b) hromadnd perforace — zmizi-li ptehradka jen ¢aste¢né a v urcitych mistech,

takze z ni zUstavaji jen uzké, pficné pruhy. Hromadna perforace je bud’
zebrtickovitd (miizkovitd, schodovitd, zebrovitd) nebo sitova podle soustavy
pti¢ek mezi perforacemi.

- Tracheidy - neboli cévice, jsou na rozdil od tracheji vzdy uzaviené. Svou funkci a
stavbou souhlasi zcela s trachejemi — vodi vodu a v ni rozpusténé Ziviny. Jejich
stény jsou dokonale zdievnatélé a byvaji nejcastéji vyztuzené Sroubovicemi, nebo
jsou stejnosmérné ztloustlé a pak maji na sténach rtizné tecky nebo dvojtecky.
Nedosahuji takové délky jako tracheje a podle toho rozeznavame:

- Cévovité, tzv. kratké tracheidy — jsou v blizkosti tracheji. Maji slabé ztloustlé

blany, pomérné Siroky lumen a velmi cetné a velké ztenCeniny s jasné zfetelnym
dvurkem.

- VlIaknité tracheidy — jsou znacné protahlé, uzké, konce maji dlouze zaspicatélé a

tvarem pfipominaji libriformni vldkna. Jsou tlustosténné a maji zky lumen.

Jejich blany maji ¢etné ztenCeniny se Stérbinovitymi kanalky a izkym dvirkem.

Dfeniové paprsky — tvofi rtizné mohutnd seskupeni parenchymatickych bunék,

orientovanych kolmo na podélnou osu kmene. Zabezpecuji horizontalni pohyb zejména

organickych latek a vody. Funkce je vodiva a zasobni.

Pryskyfiéné kandlky — pryskyfi€né kanalky tvoii bunky, které shromazd'uji a vylucuji

pryskyfici. Délime je na vertikdlni (podélné) a horizontalni (pfic¢né).

Dvojtecka - mezi butkami dieva existuji mezibunéénad propojeni, ktera zabezpecuji
transport vody a zivin. Tato propojeni se nazyvaji ztenCeniny (Obrazek ¢. 6) a
predstavuji  neztloustldA mista v bunééné sténé, ve kterych se nachazeji
submikroskopické pory. V misté ztenCeniny neni vyvinutd sekundarni bunécna sténa a
fibrily jsou v misté zten¢enin odklonéné od pravidelného sméru. RozliSujeme dva druhy

ztencenin: jednoduché ztenceniny — tecky a dviirkaté zten¢eniny — dvojtecky.
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Obrazek 6. Schématické znazornéni riiznych typt ztendenin (Slezingerova, Gandelova 1994):
a — tecka, b — dvojtecka, c — polovi¢ni dvojtecka, 1 — stiedni lamela a primarni bunécna sténa,
2 — sekundarni bunécna sténa, 3 — porus, 4 — torus, 5 - margo

2.2. Sub-mikroskopicka struktura

Stény bunék dieva se skladaji z primarni a sekundarni vrstvy. Sekundéarni sténa je
tvofena ze tii vrstev, S1, S2 a S3. Vrstva S1 lezi nejblize stfedni lamele, zatimco vrstva S3
lezi nejblize lumenu buiky (Obr. 7). Bunéfnou sténu tvofi téi zakladni latky, to jsou
celuloza, hemicelulozy a lignin [2]. Celuléza je v bunééné sténé ulozena ve formé

mikrofibril [3] [4]. Ze tii vrstev sekundarni stény je vrstva S2 nejsilngj$i, a tim padem

vvvvvv

+~——— Vrstva S2 - Sekundarni

sténa

Stiedni lamela [

Obrazek 7. Diagram zndzorfujici jednotlivé vrstvy bunécné stény. Dale miizeme vidét
orientaci mikrofibril jednotlivych vrstev typické tracheidy.
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Mikrofibrily jsou strukturdlni jednotky rostlinnych bunéénych stén. Kazda
mikrofibrila je tvofena svazkem fetézci celulézy a je obklopena nizkou molekulovou
hmotnosti hemiceluléz [5]. Hemicelulozy pusobi jako spojovaci prostiedek, ktery
mikrofibrily spojuje k sobé [3]. Svazky fetézcu celuldzy jsou obecné usporadany podélné
s ohledem na osu mikrofibrily, ale probihaji k sobé v Castich paralelné. Tyto Césti se
nazyvaji krystalické oblasti. Molekuly v téchto oblastech jsou k sob& navzajem velmi silné
piipojeny vodikovymi vazbami. Krystalické oblasti jsou nasledovany amorfnimi oblastmi,
kde nemaji molekuly celuldzy uréené uspofadani. Pfechod z krystalické oblasti na amorfni
je postupny. Pfiblizn¢ dvé tretiny celuldézy jsou v bunééné celuloze ve formé krystalické,
jedna tfetina je pak ve form& amorfni [5]. Tloustka mikrofibril ve vrstvé S2 je riizna, od
1 um do 10 um [6]. Uhel, ktery sviraji mikrofibrily s osou bunééné stény se nazyva uhel
mikrofibril (micro fibril angle — MFA). Mikrofibrily jsou zastoupeny v kazdé vrstvé

bunécné stény [2].

2.3. Méreni MFA

Uhel mikrofibril MFA je asi nejjednodussi proménna méfitelna v ultrastruktuie
bunéénych stén dieva, a zcela urcité jedind proménnd, kterd byla méfena ve velkém
meéfitku. Protoze je celuléza krystalickd, MFA vrstvy S2 miize byt méfen pomoci
rentgenové difrakce. U jehli¢nanl jsou Uhly mikrofibril velké v mladém dfeve, v dieve
vyzralém zase malé. MFA je vétsi v paté stromu v zavislosti na poctu letokruhti, po vysce
stromu kles4, ke konci stromu opét trochu vzristd. U listnatych dfevin je to podobné, ale
S menSimi zménami po délce stromu a s mensim thlem mikrofibril u mladého dieva. MFA
je pozoruhodné dédicné, ale je také vyznamné ovlivnéno prostfedim, jak je vidét zvySenim
Vv tlakovém dfevu nebo sniZenou hodnotou u tahového dieva. Jednotlivé ptilehlé tracheidy
mohou ukéazat mirné rozdily v thlu mikrofibril, ktery miize byt zavisly na jejich délce, ale
ne na priméru lumenu nebo na tloustce bunééné stény. Zatimco byl kladen velky diraz na
MFA vrstvy S2, kterd dominuje axidlnim tuhostem, bylo vénovano malo pozornosti
vrstvam S1 a S3, které maji vliv na odolnost proti zborceni a dal§i postranni vlastnosti.
Takové méfeni bylo ale limitovano velkymi obtiZemi pfi méfeni tthl mikrofibril u téchto
vrstev. MFA, Vv porovnani s oby¢ejnou hustotou, ukazuje silnou vazbu s podélnym
modulem pruznosti a s podélnym smrstovanim, coZ jsou hlavni divody pro dalsi studii
V tomto uspotfadani bunécnych stén jehlicnant. U listnatych dfevin je MFA zajimavéjsi ve

vztahu K rtstu napéti a smrstovani [7].
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Zpisoby méteni MFA jsou dvojiho typu:

a) meéfeni jednotlivych tracheid a vlaken s pouzitim mikroskopu,
b) méfeni velkého mnozstvi vzorki dieva za pouziti rentgenové difrakce nebo

blizké infracervené oblasti spektroskopie (NIR).

3. Zpisoby méreni MFA

3.1. Pouziti mikroskopickych technik

Mikroskopické techniky - techniky na béazi pouziti mikroskopu jsou rozdéleny na ty,

kter¢ se spoléhaji na optické vlastnosti krystalické celulozy, s pouzitim variaci
polarizovaného svétla [8] [9] [10] [11] [12], a na ty, které pfimo nebo nepiimo vizualizuji
orientaci samotnych mikrofibril. Takové metody zahrnuji srazeni jodem [13] [14] a ostatni
biologické, chemické a nebo fyzikalni metody [15] [16], dale konfokalni odrazova
mikroskopie [17], fluorescenéni mikroskopie [18], mikro-Ramanova spektroskopie [19],
rastrovaci elektronova mikroskopie [20] a transmisni elektronova mikroskopie [21] [22]
[23] [24] [25] [26]. Nékteré z téchto technik jsou vhodngjsi pro kvantitativni analyzu,

zatimco jiné slouzi k jednoduchému zobrazovani [7].

3.1.1. Polarizace

Jedny z prvnich technik pro posuzovani orientace mikrofibril byly zalozeny na riznych
formach mikroskopie polarizovanym svétlem. Vzhledem k tomu, Ze je celuléza Castecné
krystalicka, a mikrofibrily v kazdé sekundarni vrstvé bunééné stény jsou vysoce vyrovnany
[27], tenka vrstva dieva je dvojlomna pii pohledu mezi dvéma zkiizenymi polariza¢nimi
filtry. Z hlediska prufezu, tento typ mikroskopie muze byt pouzit k identifikaci tii
sekundarnich vrstev bunécné stény, které maji pfi riznych orientacich prifezu rizny jas.
Bohuzel, tento postup nelze pouzit pro snadné méteni MFA v pti¢ném fezu [28], avSak
V podélnych tsecich, kde je vrstva dostatecné tenkd, aby obsahovala pouze jednu bunécnou
sténu. Zde je mozné méfit MFA jako vazeny prumér celé sekundarni vrstvy [8] [10].
Utinek pfi¢né orientovanych vrstev S1 a S3 je na podilu celé stény vlakna obecné maly,
ale méni se s celkovou tloustkou bunécné stény. Tato technika jednoduse zahrnuje otaceni
tracheid nebo vlaken vzhledem k dlouhé ose vldkna, dokud jasnd bunécnd sténa

neztmavne, takzvana poloha maximalni extinkce (MEP)(Obr. 8).
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Obrazek 8. Fotka tracheid z polarizaéniho mikroskopu Borovice montereyské, ktera ukazuje
zpisob méfeni polohy maximalniho utlumu (extinkce) svétla. Otvor ve dvojtecce umoziuje
pozorovani jedné bunécné stény skrze dvojtecku. Tracheida je otaena ve sméru naklonu
otvoru dvojtecky (do leva), dokud se sténa bunky viditelna skrze dvojte¢ku neztmavi do ¢erna.
V tomto piipad¢ je thel MFA roven 18° [7].

Obvykle je nutné urcit spravny smér otaceni (po sméru hodinovych rucicek nebo
proti), aby se zamezilo métfeni doplikového thlu, bud’ pomoci kompenzatoru, nebo
pozorovanim okolnich dér. Rozdil mezi osou vldkna a MEP je prumérny MFA, ktery
ptiblizn¢ odpovidda MFA vrstvy S2, protoze S1 a S3 jsou ve srovnani s vrstvou S2 relativné

tenké.

Pti méteni MFA pomoci polarizace je dulezZité, aby polarizované svétlo prochazelo
pouze jednou bunécnou sténou dievniho vlakna, protoze druha strana bunééné stény by
méteni zkreslovala. K feSeni se pfistoupilo riznymi metodami, které se v prub¢hu Casu
zjednodusovaly a zdokonalovaly. Metoda Manwillera (1966) [29] pouziva Sénarmontiv
kompenzator pro méteni dvojlomnosti na pti¢nych fezech dfevniho vldkna. PfestoZe je tato
metoda zdlouhava, jeji vyhodou je moZnost méfeni Uhlu mikrofibril v kazdé vrstvé
bunééné stény. Metoda Page (1969) [9] zahrnuje impregnaci lumenu rtuti a nasledné
méteni reflektance. Rtut’ pisobi jako zrcadlo, tim padem je meéfena pouze jedna tloustka
bunééné stény. Metoda Laneyho (1981) [11] zahrnuje podélné fezani vlakna, a to opét pro
mozZnost pozorovani skrze jednu bunéfnou sténu maximdlni Utlum (extinkci)
polarizovaného svétla, vzhledem k ose vldkna. Kvtili slozité ptipravé ale tento postup nelze
uplatnit v primyslu. Kromé toho, protoze jsou vlakna v poloviné fezana, jejich vlastnosti

se mohou od neporusenych vlaken lisit. Jak Pageova tak Laneyho metoda podléha chybé
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v podob¢é méfeni sekundarnich vrstev S1 a S3, jak popisuji El-Hosseiny a Page (1973)
[10].

Cockrellova metoda (1974) [30] zahrnuje méfeni orientace otvort dvojtecek
v tracheidach letniho dfeva, coz vice méné odpovida thlu mikrofibril v sekundarni vrstvé

bunécné stény S2.

Technika Senfta a Bendtsena (1985) [14] je modifikaci Baileyho techniky [13].
Vysu$ené vzorky nafezané mikrotomem jsou namoceny v jodo-draselném roztoku
a kyselin¢ dusi¢né, k dosazeni vytvoreni krystali v bunééné sténé tracheid. Krystaly jsou

sefazeny v prevladajicim sméru mikrofibril a mohou byt jednoduse pozorovany a méteny.

Metoda, kterou popsal Donaldson [12], spo¢iva ve vyuziti dvojteéek ve struktuie
bunééné stény. Membrana dvojtecky se odstrani maceraci a diky tomu, muizeme
nahlédnout skrz otvor dvojtecky na jedinou bunécnou sténu (obr. 9). Tato metoda byla

vyuzita pro stanoveni MFA v praktické ¢asti této bakalarské prace.

Dvojtecka Jednoducha tecka

N |

Jedna bunééna
/ sténa
A A

| Ly

o = Uhel mikrofibril (MFA)

Obrazek 9. Obrazek ilustrujici techniku pouZzitou k méteni tthlu mikrofibril, kdy se na jedinou
bunécnou sténu divame skrz dvojtecku nebo jednoduchou tecku [12].

Nova metoda, kterd nepotiebuje jako vzorek jednu bunécnou sténu, je konfokalni
bifluorescenéni mikroskopie [31] [32] [33]. Tato technika pouZziva piirozenou polarizaci

nékterych fluorescenénich barviv, jako jsou congo cervend nebo calcofluor. Kdyz jsou
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navazany na molekuly celuldzy, v kombinaci s optickou rozdélovaci schopnosti konfokalni
mikroskopie, lze provadét méfeni MEP v ramci S2 vrstvy jednoduse tim, ze se na tento
prostor soustifedi. Vysoké rozliSeni ¢oCky je dostatetné pro vylouCeni vrstev S1 a S3,
pokud je tloustka bunécné stény mensi nez 1 um. Nevyhodou této metody je nutnost
relativné pomalého ziskavani elektronického obrazu v fad¢ orientaci, kde je MEP
vypoctena z grafu jasu oproti orientaci. Vzhledem k tomu, ze konfokalni zobrazovani
obvykle vyzaduje elektronicky detektor svétla a primérovani signalu, je tento postup
relativné pomaly,
I kdyZ jde najednou méfit vice vlaken v pozorovacim poli. Pro zautomatizované méteni
bunécnych vlaken bylo dale pouzito k charakterizovani MFA zobrazovaci elipsometrie
[34] [35]. Tato metoda neni zavisla na orientaci vlaken a méfi spektralni pifenosovou
funkci vldkna, kterd miize byt pouzita k méfeni MFA pomoci optického systému
zalozeného na polarizacni mikroskopii a spektroskopii. Tato metoda navic nevyzaduje pro
méfeni jedinou bunéénou sténu, coz z ni dela idedlni méfici techniku pro komeréni vyuziti

bez jakychkoli specialnich piiprav vzorku [7].

Posledni dobou byl rozsifen pfistup jedné bunécné stény az k jedné bunééné vrstveé
ufiznutim daleko tenéi vrstvy dieva za pouziti ultramikrotomu [36]. Toto je jedina metoda,
ktera umoznuje kvantitativni métfeni jednotlivych bunéénych vrstev véetné vrstev S1 a S3

jednotlivych tracheid.

3.1.2. Piimé zobrazovani za pomoci fyzikalnich nebo chemickych metod

Je relativné snadné piimo zobrazit orientaci mikrofibril na plochdch bunécné stény,
a to zejména v pripad¢, ze je povrch vytvoren prasknutim, protoze to odhaluje ,,vldkno*
bunééné stény [17]. Kuréeni MFA neni nezbytné nutné vidét piimo jednotlivé
mikrofibrily, protoZe prasklina vytvoii hrubou strukturu povrchu, vytvofenou seskupenim
mikrofibril nebo lamel, které lze pozorovat ve svétlém poli svételného mikroskopu.
Vzhledem Kk tomu, Ze je poloha prasknuté bunééné stény nepiedvidatelnd, mize byt
nezbytné hledani vhodné oblasti, kde jsou odhaleny vrstvy SI nebo S2. Casto je vyhodna
zlomenina plochy mezi vrstvou S1 a S2 [37]. Nicméné u lomovych ploch je odhaleni
struktury vrstvy S3 daleko méné pravdépodobné. Mikroskopie osvétleného povrchu ale
vZzdy nemusi odhalit jasnou ptfedstavu o textufe mikrofibril, a to z divodu husté matrice ve
vrstvé S3. Marts [18]pouziva fluorescencni mikroskopii délenych radidlnich ploch
k méteni MFA vizualizaci trhlin na povrchu dfeva. Pouzitim dievnich vlaken, Crosby a

Mark [28] pouzili ultrafialové (UV) zafeni v kombinaci s fazovym kontrastnim
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mikroskopem Kk pozorovani mikrotrhlin ve sténé vlakna. V tomto pfipadé pomohlo UV
zateni k lepSimu rozliSeni, ackoli pfesna povaha mikrotrhlin nebyla stanovena. Fazova
kontrastni mikroskopie s bilym osvétlenim byla rovnéz pouzita pro méfeni MFA

v buné&¢nych vlaknech pomoci vizualizace textury mikrofibril [38].

VEtsi presnost méfeni vyzaduje detailnéjsi obraz a techniky jako je konfokdlni odrazova
mikroskopie [17] (obr. 10) nebo elektronova mikroskopie [22], zejména nizkonapét'ova
rastrovaci elektronovd mikroskopie (FESEM). Neékteré vyzkumy zkoumaly bunécnou

sténu béhem rlstu, a to pfed nebo béhem dfevnaténi, a v téchto ptipadech mohly byt

textury mikrofibril jasné pozorovany a méfeny [39].

Obrazek 10. — A: Fotka z konfokalni reflektance jodem obarvené Borovice montereyské,
ukazujici orientaci mikrofibril tracheidy ve vrstvé S1 a S2. Zorné pole 160 x 160 pm. — B:
Fotka mirn¢ zetlelého modtinu ukazujici orientaci mikrofibril. Zorné pole 500 x 500 pum [7].

Srazeni jodem bylo pouzito k vizualizaci orientace mikrofibril s pouzitim svételné
mikroskopie [13] [14] nebo konfokalni mikroskopie [17]. Tato technika se opira o srazeni
krystalti jodu v ramci bunécné stény. Plvodné se predpokladalo, Ze krystaly jodu byly
ulozeny ve velmi malych prasklindch uvnitt bunécné stény, které byly vyvolané suSenim
[13] [14]. Nicméné novéjsi studie ukazaly, Ze krystaly jodu vytvareji uvniti bunécné stény
dutiny tim, Ze stlacuji okolni materidl bunécné stény. Tyto dutiny se mohou objevit
Vv oblastech vétsi poréznosti uvnit bunécné stény, jako je napiiklad rozhrani vrstev S1 a S2
[17]. Ackoli je to uziteCné, pti srazenim jodem musime mit na pamé&ti nékteré vyhrady. Ne

vSechny vzorky dfeva reaguji stejné¢ dobte, takze krystaly jodu mohou byt v buiice
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nerovnomérné rozmistény, nebo pouze v urcitych bunkach, nebo nemusi byt pfitomny

vibec [7].

Srazeni jodem vyzaduje koncentrované kyseliny dusi¢né, které mohou poskodit drahé
svételné zafizeni mikroskopu. Krystaly jodu rychle sublimuji, takze G¢inek mtze zmizet
diive, nez miize byt méfeni vibec dokonceno. V modifikaci pfimé vizualizace krystalt
jodu je misto toho mozné vytvaret obrazy dutin vytvorenych krystaly za pouziti konfokalni
odrazové mikroskopie [17]. Samotné krystaly se snadno odstrani promytim v etanolu. Ma
to vyhodu odstranéni tékavych/korozivnich chemikalii ze vzorku a zlepseni detailu

orientace mikrofibril.

Mechanické fibrilace za pouziti ultrazvukového zpracovani, bud’ samostatné nebo
v kombinaci s chemickym o$etfenim, byla taktéz pouzita k vizualizaci MFA s pouzitim
svételné mikroskopie. Ukézalo se, ze Cervené kongo zlepSuje ultrazvukovou fibrilaci
bunéénych stén. Nicméné, takovy postup mize vyvolat jednodussi kontrolu ve vétSim
pruméru tracheid s vysokym MFA, coz mize vést k ovlivnéni vysledku. Wang (2001) za
pouziti fady jehlicnatych a listnatych dfevin zjistil, Ze postup s kobaltem a soli meédi
zvysuje fibrilaci plisobenim ultrazvuku, a tim usnadituje méteni MFA ve vyzralém dieveé

[7].

Jak je zndmo, orientace ohrani¢enych dvojtecek je Casto v zavislosti na orientaci,
microfibril, takze je lze vyuzit k méfeni MFA. Zkoumano je piedevsim vyzralé dievo,
protoze dvojtecky jsou protdhlé, a tak se sndze mefi jejich orientace. Nicméné to miize

ovlivnit vysledek, protoZze vyzralé dievo ma MFA niZs8i neZ dfevo mladé.

3.2.Pouziti rentgenové difrakce nebo blizké infracervené oblasti
spektroskopie

3.2.1. Rentgenova difrakce

Moznad nejpopularnéjsi metodou pro meéteni MFA je v dneSni dobé rentgenova
difrakce [40] [41] [42] [43]. Automatizované zafizeni, které je schopné skenovani
ptirdstku buni¢iny S vysokym prostorovym rozlisenim, bylo pro tuto techniku vyrobeno
[44]. N¢kolik postupti je schopnych interpretovat difrakce z radialniho nebo tangencialniho
povrchu dfeva [45]. Zpusob navrzeny Meylanem [46] nicméné vyzaduje oproti jinym
metodam kalibraci, zatimco metoda navrzena Evansem [43] je v pfimém vztahu s MFA,
ale s nevyhodou, Ze ptesnost je mala u velmi vysokych uhli, vzhledem k pomérné slabému

difrak¢nimu signalu z mladého dieva [47]. Varia¢ni metoda navrzena Evansem byla
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navrzena pro automatizované méteni MFA vrstvy S2 za pomoci rentgenové difraktometrie

za pouziti zafizeni SilviScan [43] [44] [7](obr. 11).

Obrazek 11. Pristroj Silviscan3, pouzity K méfeni MFA pomoci rentgenové difrakce [7].

3.2.2. Infracervena spektroskopie

Ke stanoveni MFA miize byt pouzita blizka oblast infraervené spektroskopie (NIR)
skenovanim povrchu dfeva na radidlni podélné plose dil¢ich jader pomoci technik
mnohorozmérného modelovani [48] [49]. Predikéni algoritmus, ktery vyuziva rtzné
nenadefinované rysy infraCerveného spektra kuréeni MFA, zahrnuje kompozi¢ni
informace o celuldze, ligninu a hemiceluldze. V predikénim vztahu byla déle vySetfovana
dulezitost hustoty dieva. Schimleck a Evans [50] zkoumali Borovici montereyskou, kde
byla silnd korelace mezi hustotou a MFA. Nicméné nasledujici studie, vyuzivajici
blahoviénik (Eucalyptus nitens), kde byla korelace mezi hustotou a MFA $patna, Gspésné
predpoveédély MFA, ¢imZ naznacili, Ze korelace s hustotou neni dileZita. Piesto ze u téchto

vzorki byla pfedpovéd’ méné piesna, bylo to pfi¢itano izkému rozmezi hodnot MFA [7].

Pozdé&jsi studie [51] za pouziti borovice potvrdila, Ze piesna predpovéd MFA je
mozna i pfes malou rozmanitost hustoty, s hodnotami R? = 0,93 za pouziti 6 predik&nich
faktort. Tato studie nicméné prokézala, ze predikce je Spatnd u hustoty niz$i nez
500 kg'm™ a zlepsuje se s hustotou vyssi [51]. Predikce MFA ve vzorcich s velkymi Ghly
MFA a malou hustotou (juvenilni dfevo) je problematicka, protoze data z rentgenové

difrakce pouzité ke kalibraci jsou u vysokych thli mikrofibril méné ptesna.
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4. Variace MFA

4.1. 'V ramci jednoho stromu
U jehli¢nanii je rozdilny thel mikrofibril od diené ke kure, pfi¢emz nejvyssi hodnoty
MFA se nachazeji v prvnich péti letokruzich od dfené v paté stromu [52] [53]. Uhel
mikrofibril je vysoky v paté stromu a v dolni ¢asti kmene se snizuje po vysce kmene. Nad

vySkou 7 metri je piiblizné konstantni, ale opét se zvySuje ke konci kmene [54] [55].

V minulosti uz prob&hlo n¢kolik systematickych srovnavani MFA mezi kmenem,
vétvemi a kotfeny. U kofene borovice ¢erné Matsumura a Butterfield [56] zjistili, Ze vysoké
hodnoty MFA byly u 2-3 letokruhu od stfedu kofene v porovnani s 10-15 letokruhem
u kmene. Fukunaga a spol. [57] zkoumali moznost pfedpovidani uhlu mikrofibril u zralého
dfeva kmene z méfeni u kotene. Po délce 1 priméru kotfene byla zjisténa mald odchylka,
abylo tak mozné uhel mikrofibril zralého dfeva kmene ptedvidat z uhlu mikrofibril

kofene. Nicméné u juvenilniho dfeva byla korelace mensi [7].

U listnatych stromil je obecné méné dat v oblasti méfeni thlu MFA, vétSina méfeni
probéhla u blahovi¢nik. U druhu Eucaliptus nitens se MFA snizuje s vy$kou stromu, kdy
minima dosahne ve 30-50% vysky, odkud se smérem ke koruné zase zvysSuje [58]. MFA
klesa ve sméru od dfen¢ ke kife, ale na rozdil od jehli¢nanti, Gthly jsou u dfen¢ mnohem
nizsi, vétSinou 15-20°. U méfeni 25 stromu Eucaliptus nitens bylo dosaZeno primérnych

hodnot MFA u dfené 20° a u kiry 14° a to u 15 let starych stromi [7].

4.2. Variace MFA mezi stromy
V tad¢ studii byla pozorovana vyznamna odchylka v rlznorodosti MFA mezi
jednotlivymi stromy. Rozdily mezi stromy jsou obecné vice patrné u juvenilniho dieva.
U jehlicnanit budou okolni stromy vykazovat Sirokou Skalu MFA v juvenilnim dievé.
AvSak po 15 letech rdstu maji stromy porovnatelné¢ nizkou hodnotu MFA [59].
U listnatych dfevin jsou také rozdilné MFA mezi jednotlivymi stromy. Asi nejvice
pozoruhodny rozdil v porovnavani mezi stromy je, ze MFA u dien¢ kmene je jen o trosku

vétsi nez u kliry u 15 let starého Eucaliptus nitens [58].

4.3. Vlivem prostiredi — reakéni dievo
Tlakové dfevo ma obecné vyssi MFA nez dievo protilehlé [60], ale u mirné tlakového
dfeva, juvenilniho tlakového dieva a u n€kdy dokonce u zralého siln¢ tlakového dieva

muze byt MFA stejné nebo velmi podobné jako pfislusné dievo na piislusné protilehlé
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stran¢ v ramci jednotlivych letokruhti [61]. V mirné¢ tlakovém dievé, mize byt MFA
V priméru o 5° vyss§i nez u protilehlého dieva, zatimco u silné tlakového dieva je MFA
pramémé vyssi o 8° nez u dfeva protilehlého, coz bylo stanoveno na Borovici

montereyské. Nejvétsi pozorovany rozdil mezi tlakovym a protilehlym dievem byl 17°

[62].

4.4. Vztah mezi MFA a rozmérem buiiky
Jiz delsi dobu je znamo, ze uhel mikrofibril je v zavislosti na délce tracheidy [28].
Nicméné neni Uplné jasné, zdali jsou tyto parametry kauzalné propojeny, nebo jestli je
jejich kovariace pouze nahodna. Wellwood [63] zjistil vyssi korelaci mezi MFA a délkou
tracheidy v letnim dievé (-0,67) nez u dieva jarniho (-0,35). U Douglasky tisolisté Jurburgs

[64] ovSem zjistil pouze malou korelaci mezi délkou tracheidy a MFA u Borovice Elliottii.

Bylo jen malo studii, které se zabyvaly vztahem mezi MFA a tlouStkou bunécné stény
U rznych druht borovic Hillet [65] naSel vztah mezi tloustkou stény tracheidy a MFA.
V dalsi studii stanovil tlouStku bunééné stény jako nejlepsi prediktor MFA (R2 = 80%)
mezi dalSimi 8 proménnymi jako napiiklad stafi stromu, vzdalenost od diené, Sitka
letokruhu, podil letniho dieva, délka tracheidy a Sitka tracheidy a Sitka/délka tracheidy.

Nicméng vSechny tyto proménné byly vyznamnymi prediktory tthlu mikrofibril [7].

5. Vliv MFA na vlastnosti direva

Uhel mikrofibril (MFA) vrstvy S2 bunééné stény, je zndm jako hlavni determinant
mechanickych vlastnosti dieva, véetné modulu pruznosti (modulus of elasticity — MOE)
a anizotropniho smrs§téni (podélné a tangencialni) [66]. Watson a Dadswell [67] uvedli, Ze

uhel mikrofibril méa vyznamny vliv i na vlastnosti papiru.

5.1. Hustota
MFA vykazuje shustotou proménlivy vztah. V nékterych piipadech jsou MFA
a hustota dfeva v korelaci, v jinych pfipadech zase nejsou [58] [33] [48]. Korelace mezi
hustotou a MFA muze byt vy$§i u mensiho poctu po sobé jdoucich letokruhti, ale je

zajimavé, Ze tato zavislost neplati mezi stromy navzajem [58].
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Je tedy pravdépodobné, ze jakykoli vztah mezi témito vlastnostmi je tedy Cisté
nahodny. Nicméné podil juvenilniho a podil letniho dfeva mohou v nékterych piipadech

hrat roli, protoze jsou ve vztahu jak s hustotou, tak s MFA.

5.2.  Tuhost dieva
Tuhost dfeva vyplyva z jeho obsahu celuldzy a z jejiho rozloZzeni v bunééné sténé [68].
Walker a Butterfield [69] uvadéji, ze uhel mikrofibril ma velky vliv na tuhost dieva.
V souladu s tim, Walker a Cave [68] oznamili, ze jedina fyzikalni charakteristika dieva,
schopna ovlivnit velké zmény v tuhosti dfeva, je thel celulézovych mikrofibril ve vrstvé
S2 bunééné stény. Meylan a Probine [46] také uvadéji, ze MFA vrstvy S2 je hlavnim

ukazatelem kvality dfeva, pficemz jeho hustota je az druhotna.

V experimentu, ktery provedl Preston [24], bylo pozorovano Sesti-nasobné zvétSeni
tuhosti v jarnim dievé smrku sitka, pfi snizeni thlu mikrofibril z po¢ate¢nich 40° na 10°.
V navaznosti na to pozorovali Walker a Butterfield [69] péti-nasobny nartist tuhosti u

jarniho dfeva borovice montereyské, pfi snizeni uhlu mikrofibril ze 40° na 10 °.

5.3. Smrsténi

Pro popsani smr$t'ovani dieva, a to hlavné anizotropniho smrstovani, byly vytvofeny
rizné modely. Mezi nejpopularnéjsi patii hypotéza tzv. ,,vyztuZené matice* navrZzena
Barbrem a Meylanem [70]. MFA je jeden z dominantnich parametrd, které maji vliv na
anizotropni smrstovani. Napiiklad u tlakového dieva se se zvySenym MFA ukazuje
odpovidajici zvySeni podélného smrsténi [61]. Pfedpoklada se, ze smr$téni nastava
V matrici bunééné stény pod mezi nasyceni vlaken, tedy tuhé mikrofibrily jsou kolmo ke
smr$tovani matrice, a jejich orientace tedy pfispiva k anizotropnimu smrs$tovani. Bunécné
stény s velmi nizkym MFA maji tendenci k vétSimu tangencidlnimu smr$téni, zatimco
bunééné stény s vysokym MFA maji tendenci k vétSimu podélnému smrSténi. Samotné
mikrofibrily se mohou v podélném sméru mirn¢ smrstit v disledku ztraty vody

z nekrystalickych oblasti, coz zptisobuje nelinearitu v procesu smrsténi [71] [7].

6. Stanoveni tuhostnich parametri pomoci nanoindentace

Nanoindentace je technika, kterd urCuje mechanické vlastnosti materidlu na
submikroskopickém méfitku. Postup zahrnuje pronikani indentoru do zkouSené¢ho vzorku,
kdy je méfena hloubka penetrace a zatézovaci sila, z ¢ehoz lze nésledné vypocitat tuhost

a tvrdost indentovaného mista. Mezi typické materidly indentoru patii diamant, wolfram,
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karbid a safir. B€Zn¢ pouzivané tvary indentort jsou: pyramidalni se ¢tvercovou zakladnou
(Vickers), pyramidalni s trojuhelnikovou zakladnou (Berchovich) a kuzelovity (obr. 12).
Hrot indentoru muze dosahovat 200 nm v priméru (v pfipadé kuzelovitého indentoru)
a hloubka penetrace mtize byt az 200 nm, coz je rozmérove ve stejném fadu jako tloustka
bunécéné stény. Tim padem je méfeni lokdlnich mechanickych vlastnosti bunééné stény
nanoindentaci mozné. Pfesnéji feceno, test je zaméfen na mechanické vlastnosti vrstvy S2
bunééné stény, ktera tvoii asi 80% celkové tloustky bunééné stény, ¢imz se nejvyznamnéji
podili na mechanickych vlastnostech dieva [72].

a

Obrazek 12. Geometrie indentorti: (a) kuzelovity; (b) Berchovichtiv; (¢) Vickerstv .

Pti méfeni jsou suché vzorky (o tloust’ce asi 200 wm) ulozené do epoxidové pryskytice
namontovany na kovové desky, které jsou magneticky piichyceny na podstavec
indenta¢niho zafizeni, kde nasledné probiha kvazi-statické indentadni méfeni. Spicka
indentoru je zatézovana silou 250 uN, pfi rychlosti zatézovani 100 pN/s. Po dobu
15 s probiha konstantni zatiZeni a nasleduje odlehcovani rychlosti 100 um/s. Na obrazku ze
svételného mikroskopu (obr. 13) jsou viditelné difevni bunky s vytlaenymi misty po
nanoindentaci. Ze zatéZovaci kiivky, zaznamenané béhem nanoindentace (obr. 14), jsou
odeCteny parametry: maximalni zatizeni (Pmax), hloubka pfi maximalnim zatizeni (h)
a pocatecni sklon odleh¢ovaci kiivky (S). V souladu s postupem zavedenym Olivierem
a Pharrem [73], ktery je zalozen na uvahach podle Doernera a Nixe [74], je urCena sty¢na
plocha A pii Pnax a tvrdost je ziskdna podilem Ppay & této plochy A. Analyza zatézovaci

kiivky pokracuje stanovenim redukovaného modulu pruznosti (Vztah 1).
1 S
E, =sVm 2 (1)
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Zde je Er nazyvan jako redukovany modul pruznosti, nebot’ je tieba brat v tivahu
shodu indentoru ve vztahu, kde jsou E modul pruznosti a v Poissonliv koeficient vzorku,
a Eg a vp jsou ty samé vlastnosti indentoru. U mékkych materiald jako je dievo, je rozdil

mezi E a E, zanedbatelné maly, takZe neni nutna korelace dle vztahu 2.

()

Obrazek 13. UV mikroskopicky snimek potfizeny pfi 280 nm tlustém piicném fezu smrku.
Vlozeny snimek ukazuje rozhrani dvou bunécnych stén a stfedni lamely po nanoindentaci
[75].
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Obrazek 14. Indentacni kiivka zobrazujici detekci zmény hloubky vtisku na nardstu zatizeni
[75].
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6.1. Zavislosti mechanickych vlastnosti zjiSténé nanoindentaci
Pro nas tucel je vyhodné se podivat na vyzkum provedeny v roce 2004. S cilem
prosetieni dieva v co nejSirsim spektru strukturalni variability, byly vybrany vzorky Smrku
ztepilého, sestavajici z letniho 1 jarniho dieva, dale také ze dieva tlakového a tahového. Ve
srovnani s letnim dievem, jarni ditevo Smrku je slozeno z bungk s $ir§imi rozméry, ale ten¢i
bunécnou sténou a kratsi délkou buiiky. Tlakové dievo a dievo tahové najdeme u nahlych
kmeni jehlicnani a vétvi, z nichz prvni se vyznacuje vysokym obsahem ligninu a vysokym

MFA.

Pro méteni bylo vyhodnocovano 20 vzorki [75]. Pfed nanoindentaci se u jednotlivych
vzorkli zméfil obsah ligninu a MFA. Jak mtzeme vidét v tabulce 3, u vzorkl byla velka

variabilita. Primérnd hodnota MFA se pohybovala od 0° do 50°.

Tabulka 3. Vysledky méfeni MFA zjisténé rentgenovou difrakci.

. B e Oznaceni
Popis vzorku Prumérny

MFA [°] vzorku

Jarni dievo z kmene smrku 0 EW 0

Letni difevo z kmene smrku 0 LW 0
Letni dfevo z kmene smrku 20 LW_20
Tahové dievo z vétve smrku 35 Oow_35
Tlakové dievo z vétve smrku 50 CwW_50

Dale byla provedena chemické analyza obsahu ligninu ve vrstv€é S2 bunécné stény

a jeho primérna hodnota je znazornéna v grafu 1. Skupiny vykazuji statisticky vyznamny
dievo s MFA = 0°), nejvyssi obsah ligninu pak u vzorku CW_50 (tlakové dievo s MFA =

50°) s témét dvojnasobnou hodnotou. Graf 1 ukazuje tendenci riistu obsahu ligninu se

zvySujicim se MFA, s linearnim korela¢nim koeficientem 0,93.
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Graf 1. Obsah ligninu ve vrstvé S2 bunééné stény péti zkoumanych vzorka [75].

Primérné hodnoty tvrdosti jsou vyobrazeny v grafu 2. Ac¢koli je z grafu patrny mirny
narust tvrdosti se snizujici se hodnotou MFA ve vrstvé S2 bunécné stény, nebyl v tomto

ptipad¢€ nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil ve tvrdosti mezi jednotlivymi vzorky.
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Graf 2. Tvrdost zji$téna nanoindentaci [75].

Naproti tomu, modul pruznosti vrstvy S2 bunétné stény zjiSt€ény nanoindentaci,
ukazuje jasny trend snizovani tuhosti se zvysujici se hodnotou MFA (graf 3). Pti uhlu
mikrofibril 50° (CW_50) je modul pruznosti pouze polovi¢ni oproti vzorku LW _0, ktery
ma témet nulovy odklon mikrofibril. Pokles modulu pruznosti se zvysujici se hodnotou

MFA neni linearni, ale probiha po ktivce [75].
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Graf 3. Modul pruznosti zjistény nanoindentaci [75].

7. Polariza¢ni mikroskopie

K méteni MFA byla v této praci pouZita metoda polarizovaného svétla. Pro pochopeni

zpusobu méfeni je nezbytné stanovit, na jakém principu tato metoda funguje.

Polariza¢ni mikroskop je zafizeni, které slouzi ke zviditelnéni vzorkl, vykazujicich
dvojlom. K tomuto zviditelnéni se vyuziva skuteCnosti, Zze dvojlomné vzorky obecné
produkuji elipticky polarizované svétlo. Celkova struktura zatizeni zahrnuje oproti
béZnému mikroskopu navic dva polarizatory, mezi kterymi je vzorek umistén.

Polarizacni mikroskop miiZze pracovat s libovolnym nastavenim zminénych dvou
polarizatord, které pro prehlednost nesou (po fadé podél cesty svétla) oznaceni polarizator
(P) a analyzator (A), pfestoZe se mizZe jednat o dva identické kusy. Jsou-li roviny téchto
polarizatort k sobé kolmé (polarizatory jsou zkiizené)(obr. 15), je zorné pole mikroskopu
temné. Jednolomné latky (voda, cytoplasma, bunétné jadro aj.) zGstavaji pii zkiiZenych
filtrech tmavé, nejsou tedy zobrazeny. Naproti tomu dvojlomné latky (krystaly, celulozové
bunééné stény aj.) meéni rovinu kmitu prochazejiciho svétla, a proto jsou pii zkiizenych
filtrech zobrazeny svétle na temném pozadi (obr. 16). Kazdy polarizovany paprsek
vychézejici z polarizatoru se rozklada pii prichodu dvojlomnym objektem na dva paprsky,
jejichz kmitové roviny jsou k sobé kolmé: jeden kmitd kolmo k roviné analyzatoru a dal
tedy neprojde, druhy rovnobézné s ni. Jen tento druhy paprsek analyzator propousti,
aproto se dvojlomny objekt zobrazuje v temném poli svétle, ptip. barevné pii pouziti

bilého (sloZzeného) svétla vlivem interference. Paprsky se tedy rozkladaji dvakrat, takze do
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oka se dostane jen ¢tvrtina pivodniho svételného toku. Proto se uziva silny svételny zdroj
a pracuje se v zatemnéné mistnosti. OtaCenim dvojlomného objektu (preparatu) nebo
polarizatoru o 360 uhlovych stupnia se objekt v zorném poli mikroskopu ctyfikrat rozsviti
a zhasne podle toho, jaky uhel svira rovina kmitu paprskt vystupujicich z objektu k roviné
analyzatoru.

Metoda se uziva pro zobrazeni linedrné uspotadanych a krystalickych bunéénych
struktur, napf. tonofibril, krystalickych inkluzi, keratinovych a celulézovych struktur,

vybrust kosti apod. [76]

Obrazek 15. Model polarizatoru a analyzatoru. Ve druhém piipad€, kdy jsou polary ve
zktizené poloze, analyzator zddné svétlo nepropousti.

Obriazek 16. A: Fotka tracheidy v prochazejicim svétle mikroskopu. B: Fotka tracheidy
V polarizovaném svétle pii zkiizenych polarech. (Zvétseni 500x, R. Martinek)

Pii méfeni MFA pak pozorujeme skrze dvojtecku jedinou bunécnou sténu. Pokud

mame vlakno ve svislé poloze, jevi se buné¢na sténa, viditelnd skrze dvojtecku, jako svétlé
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misto. Pokud budeme tracheidou otacet, dostaneme se do polohy, kdy bude smér
mikrofibril v bunééné sténé rovnob&ézny se smerem polarizovaného svétla. Toto svétlo se
tedy nijak nepozméni a analyzatorem, ktery je nastaveny kolmo k polarizatoru, zadné

svétlo neprojde. Otvor ve dvojtecce se bude jevit jako tmavy (obr. 17).

Obrazek 17. Tracheida s dvojteckami pozorovana v polarizovaném svétle. Ve svislé poloze
tracheidy je otvor dvojtecky svétly, pii pootoCeni o uhel a, ktery je roven MFA, nastava bod
maximalni extinkce (MEP), coZ se projevi ztmavnutim otvoru dvojtecky (R. Martinek).
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8. Cil prace
Hlavnim bodem praktické ¢asti je méteni tthlu mikrofibril (MFA) v S2 vrstvé bunécné

stény. Tato vrstva zaujima vice nez 80 % celkové tlousStky bunécné stény, a tak mé nejvetsi

vliv na mechanické vlastnosti dievni buiiky.

Cilem prace je rovnéz dukladné popsani metodiky méfeni MFA pomoci polarizace.
Ackoli je tato metoda znama jiz od 80. let, nasim zdmérem je ovéfeni, jak velkou
vypovidajici hodnotu tato metoda vykazuje. V naSich laboratornich podminkach bude
provedena optimalizace postupu stanoveni MFA dfeva pomoci polarizace. Tato metoda
muze byt vbudoucim vyzkumu vyuzita jako metoda srovnavaci k dalSim moznym
metodam, které se meéfenim MFA zabyvaji. Komparace vysledki obou metod pak ptisp&je

k exaktnéjsimu uréeni MFA sledovaného vzorku dfeva.

Prace je tedy zaméfena na zkoumani mikrostruktury a sub-mikrostruktury dreva.
Zkoumame a ovétujeme Vliv MFA na fyzikalni parametry dfeva, konkrétné na pevnost
v tlaku ve sméru vldken. Déle je méfena primérna tloustka letokruhti a tloustka bunécné
stény jak letniho tak jarniho dfeva, pficemz i tyto parametry budou nésledné porovnény se

zjisténymi mechanickymi vlastnostmi, ptip. hodnotou MFA.
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9. Metodika prace

V praktické casti této prace bylo vyhodnocovano smrkové dievo (Picea abies).
Vzorky dieva byly vybrany nahodné, aby byl rozptyl naméfenych hodnot co mozna
nejvetsi, proto dievo pochazelo z riznych stromi. Nejprve byla na 7 vzorcich stanovena
pevnost Vv tlaku ve sméru vladken, dale Siika letokruhG a podil letniho dfeva, tloustka
bunééné stény a nakonec uhel mikrofibril pomoci polarizace. Vyhodnoceni spocivalo ve

stanoveni vlivu MFA na jednotlivé vlastnosti.

9.1. Vybér vzorku

Jako vzorky byly vybrany hranoly smrkového dieva 0 velikosti 20 x 20 x 30 mm.
Vzorky byly dlouhodobé ulozeny v prostiedi se stalou teplotou a vlhkosti, aby se zamezil

vliv vlhkosti vzorku na jednotlivé zkousky.

9.2. Stanoveni pevnosti v tlaku ve sméru vliken dle CSN 49 0110
9.2.1. Princip

Principem zkousky je zatéZovani zkuSebniho télesa a nasledny odecet maximélniho

zatizeni pfi jeho poruSeni v tlaku.

9.2.2. ZkuSebni postup
ZkuSebni télesa maji tvar pravouhlého hranolu se zékladnou 20 x 20 mm a délkou ve
sméru vlaken 30 mm. V poloviné vysky zkuSebniho télesa se zméti rozméry prifezu s
presnosti 0,1 mm. ZkuSebni téleso se vlozi do lisu a rovnomeérné se zatézuje. Pfesny popis

Vv ptislusné normé [78].

9.3. Stanoveni §ifky letokruhu a podilu letniho dieva

9.3.1. Postup méreni
Z kazdého vzorku byl na cirkulaéni pile ufiznut asi 5 mm tlusty pficny fez. Tento fez
se polozil na sklicko a vlozil do svételného mikroskopu. K méteni byl pouzit mikroskop
Leica MD 4000 M LED spolu s ptislusnym softwarem, ktery diky kamefe na mikroskopu
umozhuje zobrazit zorné pole pfimo na monitoru. Pofizeny snimek si pieneseme do
analyzacni ¢asti programu. Zde si miizeme kolmo na letokruhy proloZit pfimku a nésledné
provadét ptimo méfeni pomoci kalibrovaného softwaru. (Obr. 19). Nejprve méfime Sitku

celého letokruhu a nasledné sitku letniho a jarniho dieva.
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Pro stanoveni primérné Sitky letokruhti a podilu letniho dieva bylo vysetfovano 6

letokruhu na kazdém vzorku.
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Obriazek 18. Méteni podilu letniho dfeva ve vzorku pomoci mikroskopu Leica a ptislusného
softwaru. (zvétseni 25 x)

9.4. Tloust’ka bunééné stény
9.4.1. Priprava vzorku
Tloustka bunécné stény se stanovovala na velmi tenkych pti¢nych fezech jednotlivych
vzorkl. Vzorky byly nejdiive umistény na 30 minut do vrouci vody kvili zméknuti, poté
byly natezany ziletkou velmi tenké pti¢né fezy. Ty se umistily na sklicka mikroskopu,

zakapli destilovanou vodou a ptikryly krycim sklickem.

9.4.2. Postup méreni
Sklicko se vzorkem se umisti do mikroskopu. Opét byl pouZzit vySe zminovany
mikroskop Leica s pfislusnym softwarem. Diky vyfoceni snimku kamerou a naslednym
méfenim tlouStky bunécné stény pomoci analyza¢niho procesu programu, je postup velmi
snadny (Obr. 20).

Pti vyhodnocovani primérné tloustky bunécéné stény bylo métfeni provedeno na 10

mistech pficného fezu jak u letniho, tak u jarniho dreva.
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Obrazek 19. Pfechod jarniho a letniho dfeva u Smrku. Znazornéni méfeni tloustky bunécné
stény. (zvétseni 50 x)

9.5. Stanoveni uhlu mikrofibril

9.5.1. Priprava vzorku
Ptiprava vhodného vzorku pro méfeni pomoci polarizace je pomérné casove
i technicky naro¢na. Nejprve je vhodné si vzorek umistit na 30 min do vrouci vody kvuli
jeho zméeknuti. Poté se vzorek lehce osusil a nasledovalo podélné fezani vzorku Ziletkou.

Rez je nutné provést co nejtenci a predevsim rovnobézny se smérem vlaken.

Nasleduje piiprava maceraéniho roztoku. Ten se sklada z peroxidu vodiku a kyseliny
octové vpomeéru 1:1. Roztok si pfipravime do zkumavek nebo lahvi¢ek a jednotlivé
natfezané vzorky do nich umistime (obr. 21). Takto nachystané vzorky zahtivame po dobu
12 hodin na 60 °C. V naSem piipadé¢ se pro udrZeni stalé teploty osvédc¢ila suSarna,
nicméné je nutné lahvicky zaspuntovat, jinak hrozi odpafeni maceracniho roztoku. Timto

zpusobem se vzorky delignifikuji, coz usnadni odd¢€leni jednotlivych vlaken (obr. 22).
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Obrazek 20. Vzorky umisténé v macera¢nim roztoku.

Po 12 hodinach jsou vladkna oplachnuta destilovanou vodou kvili odstranéni macerace.
Pipetou nabereme nékolik tracheid i sroztokem a pipetu vyprazdnime do nachystané
destilované vody. Tento postup jesté jednou opakujeme pro disledné vyplachnuti. Pipetou
poté opét nabereme tracheidu spolu s destilovanou vodou a umistime jej na podlozni
sklicko. Piebyte¢nou vodu zase zpétn€ pipetou odsajeme. Vzorek nepfikryjeme krycim
sklickem, ale nechdme vldkno vyschnout. Voda by mohla polarizacni méfeni negativné

ovlivnit.

Z kazdého ze sedmi vzorkl byly pro méfeni MFA vybrany 3 tracheidy z podélnych

fezl a to dva na protilehlych krajich a jeden uprostied vzorku.

Obrazek 21. Delignifikovany vzorek dieva po 12 hodinach v maceratu. Jednotlivé tracheidy
jsou viditelné pouhym okem.
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9.5.2. Méreni MFA

Sklicko se vzorkem umistime do polarizatniho mikroskopu. V naSem piipadé do
mikroskopu Leica. Pii prochdzejicim svétle najdeme tracheidu a identifikujeme dvojtecky.
Poté nastavime polarizac¢ni filtry do zkiizené polohy. Okoli je tmavé, ale tracheida se jevi
svétla. Tracheidu si poototime do svislé polohy. Uhel mikrofibril se pozoruje skrze
dvojtecku v bunééné sténé vlakna. Za¢neme otacet podlozkou mikroskopu a sledujeme,
kdy se otvor dvojtecky dostane do maximalni exktinkce (MEP)(obr. 23), neboli
maximalniho utlumu svétla. V této pozici odecteme thel na stupnici otocné podlozky
mikroskopu. Rozdil mezi osou vlakna a MEP je prumérny MFA, ktery pfiblizn¢ odpovida
MFA vrstvy S2, protoze S1 a S3 jsou ve srovnani s Vrstvou S2 relativné tenké, takze

nemaji vyznamny efekt na méteni sklonu mikrofibril vrstvy S2.

Obrazek 22. Méfeni MFA — v tomto piipad¢ je tthel mikrofibril 16 °. (ZvétSeni 500 x)
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10. Vysledky zkousSek a jejich vyhodnoceni

V praktické Casti této prace bylo pfistoupeno k métfeni pevnosti smrkového dieva ve
sméru vladken, nasledné méteni tloustky letokruhti, podilu letniho dieva a tloustky bunécné

stény jak u letniho, tak u jarniho dfeva vzorki.

10.1. Stanoveni pevnosti v tlaku ve sméru vlaken dle CSN 49 0110

Na sedmi vzorcich byla provedena zkouska pevnosti v tlaku ve sméru vlaken. Pevnosti
nabyvaly hodnot od 46,5 MPa do 64,0 MPa (tab. 4). Vzorky byly dlouhodob¢ ulozeny

Vv prostiedi se stalou teplotou a vlhkosti. Jejich vlhkost se pohybovala mezi 9,1 % az 9,3 %.

Tabulka 4. Namétené hodnoty pro stanoveni pevnosti v tlaku ve sméru vlaken.

Vzorek ¢&. 1 2 3 4 5 6 7

Pevnost v tlaku ve

. i 55,0 60,0 47,0 64,0 46,5 64,0 61,5
sméru vlaken [MPa]

Y rw

10.2. Stanoveni §ifky letokruhu a podilu letniho dieva

Jak mzeme vidét v tabulce 5, primérnd Sitka letokruhu se u vzorkti pomérné hodné
lisila. Nejmens$i primérna Sitka byla naméfena 1,4 mm, nejvétsi pak 3,2 mm, coz je vice

neZ dvojnasobné hodnota. Podil letniho dfeva nabyval hodnot od 21,1 % do 43,7 %.

Tabulka 5. Namétené hodnoty Sitky letokruhti a podily letniho dieva.

Vzorek ¢. 1 2 3 4 5 6 7

Prumeérna Sifrka

2 2 2,1 2 1 14
letokruhu [mm] 30 0 3 ' 3 8 ’

Podil letniho dieva

2 24 26,1 4 21,1 2 43,7
[%] 32,9 3 6, 34,3 , 32,8 3,

Prvni pozorovanou zavislosti byla pevnost dieva ve sméru vldken s tloustkou
letokruht (graf 4). Zde mtizeme pozorovat jistou zavislost — s vétsi Sitkou letokruhi klesa
pevnost. Zavislost ma korela¢ni koeficient roven 0,7959. Pfi nejvétsi prumérné Sifce
letokruhu 3,2 mm byla pevnost nejnizsi (46,5 MPa), zatimco pii primérmné tloustce

letokruhu 1,4 mm byla pevnost o vice jak 14 MPa vyssi (61,1 MPa).
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Graf 4. Zavislost pevnosti ve sméru vlaken na $itce letokruhu.

Ocekavali jsme, ze na pevnost dieva bude mit vyznamny vliv podil letniho dfeva.
Ovsem u malého poctu vzorkl jsme pfili§ velké zavislosti téchto dvou proménnych
nedosahli (graf 5). Podil letniho dfeva se pohyboval v rozmezi 21,1 % az 43,7 %.
Nejmensi pevnosti byly zaznamendny u vzorkl s niz§im podilem letniho dfeva, nicméné

korela¢ni koeficient (R2 = 0,4428) silnou zavislost neukazal.
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Graf 5. Zavislost pevnosti ve sméru vlaken na podilu letniho dieva.

10.3. Tloust’ka bunécné stény

Primérna tloustka bunééné stény jednotlivych vzorkl letniho dieva byla v rozmezi

3,7 um az 7,3 um . U jarniho dfeva nabyvala hodnot od 2,9 um do 5,3 pum. Mizeme vidét,

42



ze prumérna tloustka bunééné stény vsech vzorkl je vyssi u letniho dieva (6,3 pm) nez
u dfeva jarniho (4,1 um). Buiky letniho difeva maji navic ve srovnani s jarnim dfevem

mensi lumen (obr. 20), takze se letni dievo vyznamnéji podili na celkovych pevnostech.

Tabulka 6. Namétené primérné hodnoty tloustky bunééné stény.

Vzorek ¢. 1 2 3 4 5 6 7

Primérna tloust’ka
bunécné stény 6,7 6,6 52 7,2 3,7 7,3 6,4
letniho dfeva [pm]

Primérna tloust’ka
bunééné stény 53 4,1 4,2 4,1 2,9 45 3,7
jarniho dfeva [pm]

Jak muzeme pozorovat v grafu 6, primérna tloustka bunétné stény letniho dieva

vyznamn¢ ovliviluje pevnost dieva ve sméru vldken. Tato linedrni korelace ma koeficient

cvwr

A4

nejvyssi pevnost jsme naméfili u vzorku s téméf dvojndsobnou priamérnou tloustkou
bunééné stény letniho dfeva (7,3 pum). Pii stanoveni zavislosti tloustky bunééné stény
u dfeva jarniho s pevnosti dfeva ve sméru vlaken nebyla nalezena téméf zadna zavislost

(R?=0,138).
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Graf 6. Zavislost tloustky buné¢né stény na pevnosti ve sméru vlaken.

43



10.4. Stanoveni uhlu mikrofibril
Pomoci polarizacni mikroskopie byly zjistény thly mikrofibril u jednotlivych vzork.
Podle ocekavani byl rozptyl hodnot pomérné Siroky. Hodnoty MFA byly naméteny

V rozmezi od 5° do 49°.

Tabulka 7. Namétené hodnoty MFA.

Vzorek ¢. MFA [°] Prumérny MFA [°]
1 14 25 8 16
2 20 12 24 19
3 49 18 16 28
4 5 9 7 7
5 17 19 30 22
6 6 9 8 8
7 5 16 15 12

Hlavni porovnavanou zavislosti této prace je vztah MFA Kk pevnosti smrkového dieva
ve sméru vlaken. Jak mizeme vidét v grafu 7, se zvySujici se hodnotou MFA pevnost
dieva klesa. Tento trend ma koreladni koeficient R® = 0,799, coz ukazuje pomérné silnou
zavislost. Vzorek s primérmym MFA = 7° vykazuje pevnost o 17 MPa vétsi, neZ vzorek

s primérnym MFA = 28 °. Tuto zavislost jsme oc¢ekavali, pfi vyssim poctu vzorkd by bylo

pravdépodobné dosaZeno jeste vyssiho korela¢niho koeficientu.
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Graf 7. Zavislost pevnosti ve sméru vlaken na uhlu mikrofibril.
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11. Zavér

Cilem této prace bylo bliz§i poznani mikrostruktury a sub-mikrostruktury dieva.
Hlavnim bodem bylo métfeni thlu mikrofibril v sekundarni vrstvé bunééné stény. Tato
vrstva zaujima vice nez 80 % celkové tloustky bunécné stény, a mé tedy nejvetsi vliv na

mechanické vlastnosti dievni buiiky.

V teoretické casti prace byly zvédeckych reSerSi popsany metody, jimiz Ize
stanovovat uhel mikrofibril ve vrstvé S2 bunécné stény. Z reSersi vyplynulo, ze kazda
Z téchto metod ma jinou vypovidajici hodnotu. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze by pro exaktni
uréeni MFA bylo vhodné ovétit zjisténé hodnoty provedenim minimalné dvou rtznych
meéficich metod a provést komparaci dosazenych dat. Pro ucely bakalatské praci byla
vybrdna jedna ze zakladnich metod méfeni MFA, metoda polarizace. U této metody se
provedla podrobna analyza dosazenych vysledki z védeckych praci a byl dikladné
rozebran zpusob méfeni MFA touto metodou. Polarizacni metoda pak byla vyuzita pro
stanoveni MFA v praktické ¢asti prace. Dale byla v teoretické Casti popsana metoda
nanoindentace, ktera je vhodna ke zjiStovani tuhostnich parametrli materidli na velmi

malém méfitku, tzn. ze ji lze vyuzit pfi stanoveni tuhostnich parametrti bunééné stény.

Prakticka cast této prace byla vénovana méfeni MFA smrkového difeva pomoci
polarizace. Pro zjisténi ptipadnych zavislosti na hodnot¢ MFA byly na sedmi vzorcich
nejprve stanoveny pevnosti v tlaku ve sméru vladken. Ty se pohybovaly od 46,5 MPa do
64,0 MPa. Poté bylo pfistoupeno k méteni mikroskopickych parametrii dieva, jako jsou
tloustka letokruhi, podil letniho dfeva a tloustka bunééné stény jak jarniho tak letniho
dreva. Dale byly u kaZzdého vzorku provedeny tii méteni MFA v sekundarni sténé¢ pomoci
polarizovaného svétla. Naméfené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 5 do 49°. Vysledna
hodnota MFA vzorku je primérem téchto tfech méfeni. Silna zavislost (R? = 0,799) byla
zjisténa u vlivu MFA na pevnosti ve sméru vlaken. Se zvysujici se hodnotou MFA pevnost
klesa. Pti primérné hodnot¢ MFA = 7° byla naméfena nejvyssi pevnost (64 MPa). Se
zvysenou hodnotou MFA (22°) klesla vysledna pevnost o 27 % (46,5 MPa). Dalsi vyrazna
zavislost (R? = 0,7959) byla zjisténa u vlivu tloustky letokruhti na pevnost dieva, s mensi
tloustkou letokruhu pevnost roste. Rovnéz tloustka bunécéné stény letniho dieva vykazala
vyznamnou zéavislost s korelaénim koeficientem R? = 0,806 na pevnosti v tlaku ve sméru
vlaken smrkového dieva. S vétsi tloustkou bunécné stény letniho dieva pevnost vykazala

narust.

45



Touto praci jsme si ovéfili, ze jsme v naSich laboratornich podminkach schopni méfit
MFA s dobrou vypovidajici hodnotou. Pfestoze je tato metoda pomérné ¢asové narocna,
jeji vysledky jsou velmi pfinosné pii vyhodnocovani pevnostnich zavislosti na této dalezité
proménné. Pfi dalSim vyzkumu bude vhodné porovnat méfeni MFA polarizaci s jinymi

metodami méfeni, napiiklad s rentgenovou difrakei.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

S1, 52, S3 sekundarni vrstvy bunécné stény

MFA uhel mikrofibril

NIR blizka oblast infradervené spektroskopie

MEP poloha maximalniho Gtlumu (extinkce) svétla

uv ultrafialové zateni

FESEM nizkonapétova rastrovaci elektronova mikroskopie
R? korela¢ni koeficient

MOE modul pruznosti
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