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ABSTRAKT

Diplomova préce se zabyva studiem transportu roztoku komer¢niho lignohumatu draselného
pres rostlinné kutikuly, jakozto hlavni bariéry pifi prenosu aktivni latky do tkané rostlin.
Zminéna problematika byla zkoumana za ucelem ziskani informaci o schopnosti piijmu
(transportu) kapalné aktivni latky rostlinou pii foliarnim hnojeni. To se v poslednich letech
stava popularni v oblasti efektivniho vyuziti hnojiv a sniZeni jejich negativnich dopadu
na zivotni prostiedi.

Hlavnim cilem byla optimalizace difuznich technik pro pozadované ucely ve Stokesovych
difuznich celach. Jakozto transportni bariéry byly pouzity rostlinné kutikuly izolované
rdznymi zpusoby. Analytickou metodou pro stanoveni transportovaného mnozstvi
lignohumatu draselného byla ultrafialova a viditelna spektrometrie (UV-VIS) a ke zminénym
experimentim byly vyuzity kutikuly bobkovisné lékaiské a kutikuly plodi rajcete jedlého.
Izolované kutikuly byly podrobeny analyzam pomoci optické mikroskopie, rastrovaci
elektronové mikroskopie a profilometrie. Neméné dulezitou soucasti predloZzené diplomové
prace byla charakterizace pouzitého roztoku lignohumatu draselného, k ¢emuz bylo vyuzito
krom zakladnich fyzikalné-chemickych metod i metody pokrocilejSich napf. tenziometrie,
velikostné vyluCovaci chromatografie s detekci UV a diferencniho refraktometru (SEC-UV-
dRI) a termogravimetrie (TGA).

ABSTRACT

This thesis deals with the study of transport commercial solution of pottasium lignohumate
through the plant cuticles, as the main barriers in transport of active ingredience to plant
tissues. The problematics has been studied to obtain the informations about ability of transport
liquid active ingredience during foliar fertilization, which became popular in theme
of efective utilization fertilizers and reduction their negative impact to enviroment.

The aim of this thesis was to optimize technics of diffusion for demanded purposes
in the Stokes diffusion cells. As the transport barriers have been used the plant cuticles, that
have been isolated by various methods. The ultraviolet and visible spectrometry (UV-VIS)
was the analytical method for determination of transported volume of lignohumate and to the
mentioned experiments the cuticles of Prunus laurocerasus and cuticles of tomato fruit have
been used. The isolated cuticles have been analyzed by optical microscopy, scanning electron
microscopy and profilometry. The characterisation of the used solution of lignohumate was
also important part of this thesis. It has been used the basic physico-chemical methods and
also the advanced methods as tensiometry, size exclusion chromatography with UV detector
and differential refractive index detector (SEC-UV-dRI) and thermogravimetry (TGA).
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huminové latky; rostlinné kutikuly; foliarni hnojeni; difuzni cely; lignohumat draselny
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1 UVOD

Foliarni (listové) hnojeni patii k jednomu z nejvyuzivanéjsich zpusobti konvencniho hnojeni
dnesni doby. Se stoupajicim zajmem o tekutd hnojiva rostou také naroky na ochranu zivotniho
prostiedi, kam patfi mimo jiné i minimalizace negativnich dopadii pouzivanych zemédélskych
ptipravku na kontaminaci pud a podzemnich zdroju vody.

Predlozena diplomova prace sezabyva optimalizaci a naslednou aplikovatelnosti
jednoduchych transportnich (transkutikularnich) experiment simulujicich pfestup aktivnich
zemedelskych pripravkl pres rostlinné kutikuly izolované riiznymi zptusoby. Ke zminénym
experimentim byly vyuzity Stokesovy diftzni cely. Diky témto modelovym experimentiim je
mozné regulovat koncentrace pripravkt pouzivanych pii hnojeni a stanovit tak, kolik latky je
rostlina schopna efektivné pojmou transkutikularnim transportem a kolik latky je smyto
a odplaveno do pudy ¢i zdroja vody.

Hlavnim cilem diplomové prace je optimalizace jednoduchych diftiznich experimentt
pres rostlinné kutikuly. Ty hraji vyznamnou roli v pfirozené ochrané kazdé rostliny, nebot
se jedna o hydrofobni voskovity material, ktery reguluje transport vody, plyni a jinych
aktivnich latek a je kli¢ovy pro transport kapalnych hnojiv.

Pro realizaci transportnich experimenti byly provedeny izolace kutikul z listd bobkovisné
lékaiské a zplodu rajcete jedlého. Pro izolaci byly vyuzity dva typy metod, chemicka
a enzymaticka. Studovanym transportnim materialem byly huminové latky, konkrétné
se jednalo o komer¢ni pripravek Lignohumat A (lignohumat draselny) od firmy Amagro s.r.o.
a zaroven jako referencni pfipravek byl pouzivan roztok chloridu draselného. Lignohumat A
byl zvolen z divodi bohatych zkuSenosti a dlouholetého vyzkumu, ktery na Fakulté
chemické, Vysokého uceni technického probihd. Lignohuméat draselny je charakteristicky
hnédym az hnédocCernym zbarvenim, coz usnadnilo jeho detekci v horizontalnich difuznich
celach. Konkrétné byla vyuzita ultrafialova a viditelna spektrometrie (UV-VIS).

Dalsimi dil¢imi ukoly diplomové prace byla charakterizace pouzitych materiald.
Pro zjisténi tloustky kutikul a jejich drsnosti bylo vyuzito mechanické profilometrie
a pro zobrazeni struktury kutikul byla vyuzita opticka mikroskopie a rastrovaci elektronova
mikroskopie. Tloustka vrstvy a jeji povrch totiz hraje vyznamnou roli v ovliviiovani
penetrace lignohumatu draselného pres kutikuly.

Lignohumat A byl rovnéz charakterizovan pomoci zékladnich fyzikalné-chemickych
metod, jako jsou tenziometrie, velikostn€¢ vylucovaci chromatografie s detekci UV
a diferencnim refraktometrem — SEC-UV-dRI) a termogravimetrie (TGA).

Cilem predlozené védecké prace je mimo jiné navrhnout nové moznosti mefeni penetrace
latek do listd a sestavit tak model, kterym bude mozné kontrolovat mnozstvi latek
aplikovanych na rostliny a do pudy. Motivace této prace spocliva rovn€z ve snizovani
negativnich dopadii na znecis§tovani pitnych zdroji vody a zaroven kontaminaci a presolovani
urodnych pud. NavrZzena metoda v této praci maze byt jednim ze zakladt, které umozni dalsi
rozsahlejsi studie a feSeni vySe zminénych problému.



2 CILE PRACE

Cilem této diplomové bylo vypracovat literarni reserSi na téma transportu aktivnich latek
pres listy resp. rostlinné kutikuly a na zakladé zpracovanych informaci optimalizovat
a nasledné efektivné vyuzit difuzni techniky ke kvantitativnimu stanoveni mnozstvi proslého
kapalného lignohumatu draselného, coby stimulatoru rustu, ktery je pouzivan v kombinaci
s jinymi hnojivy a umociuje jejich ucinek.

Pilotni transportni experimenty pies izolované kutikuly Prunus laurocerasus (Cesky
bobkoviseni 1ékarskd) a kutikuly plodu Solanum lycopersicum (Cesky rajCete jedlého) byly
provedeny v horizontalnich diftiznich celach (Stokesovych celach). Transport Lignohuméatu
A byl méfen pomoci ultrafialové a viditelné spektrometrie. Dale bylo nutné sestavit vhodny
matematicky model pro stanoveni difuzniho parametru charakterizujiciho miru transportu
lignohumatu draselného skrze rostlinné kutikuly.

Za ucelem objasnéni rozdilt v jednotlivych transportnich experimentech byla vénovana
pozornost také charakterizaci zminénych kutikul a samotnému lignohuméatu draselnému.
Pro charakterizaci povrchu a struktury rostlinnych kutikul bobkovisné a rajCete byla vyuzita
opticka a rastrovaci elektronova mikroskopie. Pro zjisténi tloustky kutikul byla pouzita
mechanickd profilometrie. Analyzovan byl rovnéz vzorek lignohumatu draselného, u néhoz
bylo provedeno termogravimetrické meéteni (TGA), tenziometrie za Gcelem zjisténi povrchoveé
aktivnich vlastnosti nebo SEC-UV-dRI pro ur¢eni molekulové hmotnosti.



3 TEORIE
3.1 Huminové latky

Huminové latky (HL) ptedstavuji hlavni slozku organického pivodu v pudnich prostredich.
Jejich nazev je odvozeny od terminu ,,humus, &imz starovéci Rimané obecné nazyvali pidu.
Pozdgji byl tento termin vyhrazen pouze pro organickou pudni hmotu. Zakladni definice
humusu pochazi z roku 1761 a pojednava o humusu jako o skupiné odumfelych zbytka rostlin
a organizmu [1]. Organicka hmota v pidé se déli na dvé skupiny slouCenin, nehuminové latky
(proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny, cukry a aminokyseliny) a huminové latky [2].

Od objeveni huminovych latek bylo provedeno mnoho vyzkumi za Gcelem zkoumani
puvodu, vzniku a struktury HL. Jednim z prvnich védct zabyvajicim se timto studiem byl
Sprengel [3], ktery zkoumal pH huminovych kyselin. O dalsi pokrok se zaslouzil $védsky
védec Berzelius [4], kterému se podafilo izolovat dvé svétle zluté huminové latky z mineralni
vody a bahna bohatého na oxidy zeleza. V roce 1930 byl zaveden pojem huminova hmota
pro tmavé zbarvené vysokomolekularni organické koloidy, které zahrnovaly veskeré
huminové latky. Nejvyznamnéjsi pokrok v oblasti vyzkumu HL byl uskuteénén az diky
modernim fyzikalné-chemickym metodam. V roce 1968 byla poprvé proméfena fluorescence
HL ve vodé. Pozdé&ji byly vyuzity metody infracervené (IR) spektrometrie a ultrafialové
a viditelné (UV-VIS) spektrometrie k zji§téni zastoupeni funkénich skupin v HL [5], [6], [7].

Co se tyCe struktury HL, existuje teorie, ktera podporuje skutecnost, ze HL jsou polymery
vznikajici z jednoduchych sacharidi na zakladé reakci redukujicich cukri s aminokyselinami.
Tyto latky se podle zminéného podrobi neenzymatické polymeraci za vzniku hnédého
polymerniho fetézce obsahujici ve své strukture atom dusiku [8]. Dnes uznavanou teorii uvadi
Allessandro Piccolo [9], ktery popisuje HL jako komplexy supramolekularnich struktur
produkované biochemickymi rozkladnymi procesy. Struktura makromolekul je udrzovéana
slabymi vazebnymi interakcemi a jejimi hlavnimi komponentami jsou alifatické kyseliny,
ethery, estery, alkoholy, aromatické derivaty ligninu, polysacharidy a polypeptidy.

3.1.1 Vznik huminovych latek

Pfesny mechanismus vzniku HL nam stile neni znamy i1 pfes mnohacetné publikace
zabyvajici se timto tématem. Ve schématu na Obr. 1 jsou zobrazeny Ctyfi obecné znamé teorie
vzniku HL.

Prvni teorie byla popsana Waksmanem roku 1932 [10], ktery ptredpokladal, ze hlavnim
zdrojem HL je lignin, ktery neni zcela vyuzit pudnimi mikroorganismy a podléha tade
modifikaci, naptiklad demetylaci a nasledné oxidaci ligninu na chinony. Tyto slou¢eniny jsou
pot¢é  schopné zkondenzovat s aminoslou¢eninami  aamoniakem  produkovanym
mikroorganismy pii rozkladnych procesech. Vysledkem jsou prvni huminy (HU), huminové
kyseliny (HK) a nakonec fulvinové kyseliny (FK). Roku 1988 byla Waksmanova teorie
roz§ifena o poznatek, ze kromé ligninu tvoii HL dal$i biopolymery jako cutin a suberin [5].

Maillardova teorie a polyfenolova teorie je popsana v praci Stevensona [11]
a Haidera [12]. Maillardova teorie je zalozena na kondenzaci redukujicich cukri a amino
slouCenin vznikajicich jako produkty mikrobialniho metabolismu [5]. Nejuznavanégjsi teorii
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dnesni doby je polyfenolova teorie. Jak jiz z nazvu vyplyva, hlavni roli pti vzniku HL hraji
polyfenoly. Zakladem je rozklad vSech rostlinnych biopolymert, vCetné ligninu, na jejich
monomerni jednotky. Navazanim dalSich jednotek, napiiklad glykosida, taninti a produkta
mikrobialnich syntéz vznikaji polyfenoly. Pisobenim enzymu se tyto organické latky meéni
na tzv. chinony, které podléhaji polymeraci za vzniku huminovych latek [11].

rostlinné zbytky
!

preména pomoci mikroorganisnmi

cukry polyfenoly aminoslouceniny rozlozené
produkty
z ligninu

chinony

modifikovany lignin

huminové latky 1

Obr. 1: Teorie vzniku huminovych latek [5].

3.1.2 Vlastnosti huminovych latek

Huminové latky lze rozdélit podle rozpustnosti na huminové kyseliny, fulvinové kyseliny
ahuminy [13]. HK jsou rozpustné v alkalickém prostfedi a jsou tvofeny hydroxyfenoly,
hydroxybenzoovou kyselinou a jinymi aromatickymi strukturami spojenych s peptidy,
aminoslouceninami a mastnymi kyselinami. FK jsou slouceniny rozpustné v alkalickém
i kyselém prostiedi a skladaji se z fenold a benzenkarboxylovych kyselin. Jejich struktury
jsou spojovany vodikovymi vazbami a také jsou schopny se vazat na polysacharidy. FK
obsahuji v porovnani s HK vice kysliku a kyselych funk¢nich skupin a méné uhliku. HU
predstavuji nerozpustnou frakci v celém rozsahu pH (v kyselém 1 zasaditém prostiedi) [14].
Rozdil barevnosti tii skupin HL 1ze zaznamenat do schématu na Obr. 2 [15].

FK HK huminy

e

Obr. 2: Schéma barevnosti huminovych latek [15].
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Vlastnosti huminovych latek se podle vyzkumu odviji od vlastnosti biomasy, z niz jsou HL
extrahovany. Montoneri [16] se ve své praci zabyva rozdilnosti huminovych latek
izolovanych z razné starého kompostu bio-odpadu. Z namétenych vysledku zjistil, Ze starsi
kompost obsahuje méné polysacharidd, ale je bohatsi na lignin. Lignin je ve své struktuie
charakteristicky pomérem alifatickych a aromatickych uhlikovych fetézci a obsahem
karboxylovych a hydroxylovych funkénich skupin. Struktura organickych latek obsazenych
v kompostu je vychozi pro tvorbu huminovych latek. Huminové kyseliny byvaji izolovany
z kompostu extrakci pomoci alkalického ¢inidla a precipitaci pfi pH < 1,5. Kompost kromé
huminovych kyselin obsahuje dalsi latky jako polysacharidy, proteiny a tuky [16].

3.1.3 Struktura huminovych latek

Huminové latky jsou komplexni organické slouCeniny se slozitou strukturou, jejichz
vyzkumem se zabyva mnoho védeckych skupin. Nejbéznéjsi metodou vyuzivanou
pro charakterizaci HL je elementarni prvkova analyza, ktera stanovuje distribuci esencialnich
prvku, které HL obsahuji (C, H, N, O, S) [5] (Tab. 1). Na zaklad¢€ naméfenych dat, s vyjimkou
siry, ktera je obsazena v minimalnim mnozstvi, bylo stanoveno pomérové zastoupeni prvku
pro huminové kyseliny CioHi120sN a pro fulvinové kyseliny Ci12Hi12O9N. Pfestoze vzorce
nejsou absolutni, jsou uzite¢né pro stanoveni hranic pravdépodobné chemické struktury,
kterou je mozné urcit jinymi fyzikalné-chemickymi metodami [5].

Pro uréeni kompletni struktury a jejich funkcnich skupin se dale vyuzivaji metody
nuklearni magnetické rezonance (NMR) a infraervena spektrometrie (IR). Strukturni model
HL obsahuje charakteristické hydrofobni alifatické fetézce, na néz se mohou vazat alifatické
amidové a alkyletherové skupiny a hydrofilni hydroxylové a karboxylové funkéni skupiny
[15]. Zvlastni zietel je bran pii méfeni struktur HK a FK na urCeni poctu hydroxylovych
a karboxylovych funkénich skupin, pro jejichz analyzu je vyuzivana metoda potenciometrické
titrace [16]. Funk¢ni skupiny jsou vazany jak na aromatickych jadrech, tak na postrannich
fetézcich HL. Primérné zastoupeni jednotlivych funkcnich skupin v HK a FK udava Tab. 2
[17].

Tab. 1: Primérné prvkové slozeni huminovych kyselin (HK) a fulvinovych kyselin (FK) vypoctené z namérenych
hodnot obsahu prvkit HK a FK v riiznych klimatickych oblastech [5].

s
H
<
()
a3

prumér [hm. %]
56,2
4,7
3,2
0,8
35,5
45,7
54
2,1
1,9
44,8

HK

FK

Cl»|Zz|Z Q|0 |»v|Zz|TA

11



Tab. 2: Priimérné zastoupeni funkcnich skupin v HK a FK v mmol/g [17].

Funkéni skupiny HK FK
-COOH 4,4 2,1
-OH 3,3 3.9
—OH(-R) 1,9 4,0
-C=0 1,2 1,4
-O-CH3 0,3 0,4

Bylo navrzeno mnoho struktur HK a FK, ale mélo by se na né pohlizet jako na primérné

stavebni modely, které mohou byt obsazeny v realnych strukturach huminovych latek. Priklad
supramolekularniho modelu HK je na Obr. 3 [18].

S M
O-('Z—H

Obr. 3: Strukturni model huminové kyseliny, kde M = kov [18].

Dopliyjici informace ke strukture HL se daji stanovit i spektrometrickymi metodami jako
fluorescencencni a ultrafialova-viditelna spektrometrie (UV-VIS), infracervena spektrometrie
(IR), nuklearni magneticka rezonance (NMR), aj. UV-VIS spektra huminovych a fulvinovych

12



kyselin jsou nevyraznd, nevykazuji dobie rozliSitelna absorpéni maxima. Absorpce HL
ultrafialového a viditelného svétla huminovymi latkami se zvySuje se zvySujicim se poctem
kondenzovanych aromatickych jader, sobsahem uhliku, s molekulovou hmotnosti
a s pomérem uhliku v aromatickych jadrech k uhliku v alifatickych fetézcich, coz tizce souvisi
s barevnosti HL [5].

3.1.4 Vyuziti huminovych litek

Mnoho let se agrikulturni vyzkum zabyva zvysSovanim vytézka plodin a klade mensi diraz
najejich kvalitu nebo environmentalni dopad. Za ucelem zlepSeni pifijmu zivin rostlinou
a zmimeéni dopadu na zivotni prostiedi bylo zkoumano mnoho chemickych sloucenin, vcetné
huminovych latek. Bylo dokazano, ze HL zlepSuji rast a vyvin rostlin a 1isi se od klasicky
uzivanych hnojiv. Pfi aplikaci HL do pudy, dochazi ke stimulaci mikrobialni aktivity, zvySeni
aktivity pidnich enzyml a ristovych stimulantd. Kromé jiného také zlepSuje efektivitu
fotosyntézy, coz zapficinuje akumulaci cukra v ovoci, které je pak vétsi [19].

Zna¢né mnozstvi veédeckych publikaci se také zabyva schopnosti huminovych latek
snizovat povrchové napéti vody diky wvytvofeni hydrofobni vrstvy na rozhrani vody
avzduchu. Diky této vlastnosti mohou najit huminové latky vyuziti i v jinych dosud
neobjevenych technologickych aplikacich jako biosurfaktanty. Zpravidla plati, ze se zvySujici
se koncentraci HL v roztoku klesa povrchové napéti vody az do bodu kritické micelarni
koncentrace (CMC), kde s ptidavkem koncentrace zistava hodnota povrchového napéti
nemeénna a vznika srazenina [19].

Agregacni jevy jsou podle nékterych teorii sledovany z divodu tvorby micel v roztoku.
K vyteseni problému pfispeli Guetzloff a Rice [20], ktefi stanovili CMC ve vodném roztoku
komeréni HK méfenim povrchového napéti a rozpustnosti hydrofobni sondy. Z jejich
naméfenych vysledkii vyplynulo, Ze se zvySujici se koncentraci HK v roztoku klesa jeho
povrchové napéti a roste rozpustnost sondy. CMC byla vtomto pfipadé 7,4 g/l
Quagliotto [21] zpochybnil pfesnost téchto vysledki a ve své praci ke stanoveni CMC
doporucil vyuzit krom& meéfeni rozpustnosti také urCeni vodivosti a povrchové aktivity
roztokt. Ve vodném roztoku HK byl rozpoustén hydrofobni fenanthren.

Ze zavislosti vynesenych v grafu na Obr. 4 byla urCena hodnota kritické micelarni
koncentrace v bodé, kde se objevil prudky narist Cw, coz je vtomto pfipadé zaporny
logaritmus koncentrace HK v méfeném roztoku. Z poklesu povrchového napéti v zavislosti
na rostouci koncentraci 1ze odvodit platnost tvrzeni, ze huminové kyseliny pusobi ve vodnych
roztocich jako surfaktanty [21].
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Obr. 4: Zavislost povrchového napéti, hmotnosti rozpusténého fenantrenu a specifické vodivosti na zaporném
logaritmu koncentrace huminové kyseliny ve vodném roztoku [21].

Velké vyuziti v oblasti zemédélstvi nasly také huminové kyseliny, ale jejich oznaceni jako
hnojivo se d4 povazovat za nepresné. HK jsou efektivnim dopliikkem k syntetickym nebo
organickym hnojiviim, protoze redukuji potfebné mnozstvi, které je nutné aplikovat
za soucasného zachovani stejného ucinku. HK jako latky organického ptivodu zlepsuji kvalitu
pudy diky schopnosti déle udrzovat v pidé vodu a stimulovat aktivitu mikroorganisma, coz
zvySuje produkci rostlinnych enzymua potfebnych k vyvinu rostlin. Védci také dokazali
zvySeni vytézku a kvality plodd, které obsahovaly vice vitamint [22].

Vseobecné znamym faktem také je, ze HK tvoifi komplexy s tézkymi kovy obsazenymi
v pude a tak prispivaji ke snizeni pudni toxicity. Pfi sorpci kovovych kationtd na HK dochazi
k iontové vymeéné a k vytvoreni komplext pomoci elektron-donornich funk¢nich skupin [23].
Vyzkum sorpce iontd Zeleza a kobaltu na HL provedli v ramci studie napt. Fuentes [24]
a Zherebtsov [25].

Bylo také dokazano, ze HK vykazuji 1é¢ebné a protizanétlivé ucinky, proto nasly uplatnéni
také v mediciné a kosmetice. Protizanétlivé uc€inky byly biochemicky podlozeny na modelech
humatu sodného ¢i amonného [26]. HK jsou schopny branit priniku infekce a toxint
do organismu diky vytvoreni ochranného filmu na povrchu sliznice. Mimo to byly prokazany
také ucinky antivirové, antibakteridlni, protiplisiové a analgetické (zmirfiujici bolest).
Pro zvySeni 1éCebného ucinku se HK daji pouzivat také vnitiné [27].
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3.1.5 Lignohumat draselny

Ke zpracovani této diplomové prace byl jako zastupce piipravku obsahujiciho huminové latky
vybran komeréni Lignohumat A od firmy AMAGRO s.r.o., ktery je dodavan v praskové
formé. Po rozpusténi v pozadovaném mnozstvi vody ¢i jiného obohaceného roztoku
se vyuziva jako kapalné hnojivo aplikovatelné mimo jiné foliarng.

Lignohumat draselny byl pfipraven poprvé vroce 1991 v Australii firmou Omnia
Specialities Australia a na trh se dostal pozdéji vroce 1993. Lignohumat vznika
z lignosulfonatu draselného, ktery patii do posledni generace vyroby humata. Lignosulfonat
vznika jako odpad pii vyrob& papiru. Rizenym procesem zrychlené humifikace je
lignosulfonat preveden na lignohumat — smés HL zcela rozpustnych ve vodé, které jsou
290% tvofené solemi HL, znichz minimalné¢ 50 % zastupuji fulvinové kyseliny
a nizkomolekularni latky. Kompletni rozpustnost umoziiuje aplikaci na list a kombinaci
s dal§imi ptipravky na ochranu a vyzivu rostlin [28].

Vyrobei Lignohumatu Az firmy AMAGRO svij pfipravek popisuji jako smés
s garantovanym mnozstvim fulvokyselin a dal§ich nizkomolekularnich ¢asti huminového
spektra s maximalné 50% obsahem soli huminovych kyselin. Vyrobek se fadi do skupiny
oznaCované anglicky jako , humic polycarboxyl acids* a jeho pozitivni efekty se projevuji
narustem asimila¢ni plochy, viditelnéji lepsi vitalitou rostlin, které efektivnéji vyuzivaji
dodavané ziviny a jsou schopné rychlejsi regenerace. Lignohumat draselny je vyhodné
davkovat spolecné s dal§imi listovymi hnojivy [29].
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3.2 Struktura listu

Predlozené védecka prace je zaméfend na penetraci aktivnich latek pres rostlinné kutikuly,
jakozto hlavni bariéry regulujici transport aktivnich latek (AL) do listd, a proto je tomuto
tématu vénovana jedna z hlavnich kapitol. List (latinsky folium) je nepostradatelny organ
rostlin. Jeho primarni funkci je provadét fotosyntézu pomoci obsazeného chlorofylu a tak
prevadét slunecni energii na chemickou energii. Kromé asimilacni funkce je dualezita také
vegetativni funkce, ktera rostliné zajistuje vymeénu plynt, vody a jinych dulezitych aktivnich
latek.

Listy jsou diky chlorofylu obvykle zelené barvy a mohou byt pii své tvarové rozmanitosti
rozliSeny na plochou Cepel a stopkovity fapik. Je ho spodni ¢ast se Cleni na pochvu objimajici
stonek a palisty. Listova Cepel je u vétSiny rostlin soumérna a na zakladé jejiho tvaru
se rozlisuji druhy listd. Soubor cévnich svazkl na Cepeli listu tvoii komplikovanou Zilnatinu,
ktera se sjednocuje v rfapiku. U mnohych rostlin je fapik schopen otacet ¢epel do vyhodné
polohy ke svétlu [30]. Podle struktury jsou listy rozliSovany na monofacidlni (izolateralni)
listy, jejichz struktura je po obou stranach stejna, a bifacialni (dorziventralni) listy s rozdilnou
stavbou jejich horni a spodni strany [31].

Nejbéznéjsi typ listu u dvoudéloznych rostlin je bifacialniho typu s rozdilné vyvinutou
svrchni (adaxialni) a spodni (abaxialni) stranou cepele. Tyto listy obvykle rostou
v horizontalnim smeéru. Svrchni strana listu byva vice vystavovana slune¢nimu zafeni, proto
byva zpravidla svou stavbou odolnéj§i nez strana spodni, coz se projevuje napi. absenci
stomat na horni kutikule a jeji vétsi tloustkou. Na Obr. 5 je vidét detailni struktura prufezu
klasickym bifacialnim listem, sklada se z mnoha pletiv, kde kazdé ma svou funkei [31].

kutikula 00 epidermis kolenchym palisadovity parenchym

houbovity stoma

- ) o
parenchym vzduchové komurky

kolenchym sub-stomatalni kanal

spodni epidermis xylém

parenchym floém

Obr. 5: Struktura bifacidlniho listu v jeho prirezu [31].

Zakladni pletivo listu je mezofyl, ktery se u bifacialniho listu dale Cleni na svrchni
palisadovity parenchym a spodni houbovy parenchym [30]. Typ pletiva s nepravidelné
ztloustlymi bunéénymi sténami nazyvame kolenchym [32]. Xylém a floém jsou systémy
pletiv, které jsou soucasti cévnich svazkd. Na povrchu listu je pokozka tvorena plochymi
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bunkami — epidermis, vn&j§i sténa je kryta kutikulou. Soucasti epidermis jsou pruduchy
(stoma), trichomy a papily.

Ve vétsine listu bifacialniho typu se stomata nachazi na jejich spodni strané. Na horni
strané bud’ chybi upln€, nebo se vyskytuji pouze v malém mnozstvi. Kazdé stoma je
obklopeno dvéma svéracimi burikami, mezi nimiz se nachazi tzv. priduchova Stérbina.
Svéraci buiky obsahuji chloroplasty a spolecné s vedlejSimi (akcesornimi) butikami se ucastni
otevirani a zavirani stomat. Tento proces umoziuje regulovat transport vody a kontrolovat
vymény plynd mezi rostlinou a vzduchem [31]. Popsané schéma stomat je uvedeno na Obr. 6.

svéraci bunky

akcesorni bunky

pruduchova $térbina

Obr. 6: Struktura stomat [31].

Schopnost piijmu vody pomoci listll je vyuzivana zemedélci pii foliarnim hnojeni, které je
zalozeno na rozpusténi ucinné latky ve vodé a tento roztok je nasledné aplikovan ve formeé
postiikti na povrch rostlin. K porozuméni penetrace latky dovnitf listu je nutné dobfe znat
jeho morfologii, proto je velka Cast prace vénovana rostlinnym kutikulam (kap. 3.2.1), kde
jsou popsany jejich vlastnosti.

3.2.1 Rostlinna kutikula

Rostlinna kutikula je vysoce organizovany komplex, ktery tvofi vn&jsi povrch nadzemnich
Casti rostlin. Povaha kutikuly je studovana se zretelem na jeji funkci, nebot’ se jedna o prvni
potencialni bariéru pii priniku molekul aktivnich latek. Charakter kutikuly je ovlivnén jeji
heterogenni strukturou, ktera se navic muze liSit v ramci druhd rostlin, jejich genotypu,
rostlinné fyziologii nebo v zavislosti na stavu zivotniho prostredi, ve kterém rostlina roste
[33]. Zadrzovani a distribuci aktivni latky ovliviluji kromé jiného fyzikalné-chemické
vlastnosti epikutikularnich voska [34].

Tloustka souvislé kutikularni vrstvy dosahuje 0,1 az 10 pm v zavislosti na druhu rostliny.
Vnéjsi a vnitini vrstva se li§i svou strukturou a chemickym slozenim. Kutikula je tvofena
dvéma latkami lipidového charakteru. Ramovou konstrukci membrany tvoii kutin, coz je
nerozpustny  polyester hydroxy-mastnych a hydroxyepoxy-mastnych kyselin  [34],
v minimalnim mnozstvi obsahuje také glycerol [35]. Monomerni jednotky kutinu vznikaji
biosyntézou v epidermalnich buiikach. Po depolymerizaci kutinu, byva v nekterych piipadech
v kutikule obsazen zbytek alifatickych uhlovodikd, ktery se nazyva kutan [36], ktery
podle Deshmukha [37] obsahuje ve své struktute vyssi obsah karboxylovych, hydroxylovych
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funk¢nich skupin, vys§im stupném krystalinity uhlovodikovych fetézct a esterovych skupin
pfimo navazanych na benzenova jadra.

Dalsi stavebni komponentou kutikuly je rozpustny polymerizovany alifaticky vosk, ktery
se vyskytuje na povrchu kutikuly vcetn€ kutikularni matrix [34]. Kutikularni vosky jsou
slouCeniny mastnych kyselin, alkohold, alkand, estert a triterpenoida [38].

Protoze kutikula je soucasti epidermalni bunéfné stény, jejimi vnitfnimi stavebnimi
jednotkami jsou také polysacharidy, zejména pektin a nékteré fenolové slouceniny [39].
Podle modelu kutikuly na Obr. 7 je kutin zakotveny v fetézcich intrakutikularnich voska,
zatimco polysacharidy se nachazi az ve vnitini ¢asti kutikuly a jsou v kontaktu s bunécnou
sténou [40]. Stavba kutikuly je odlisna nejen pro rizné druhy rostlin, ale také pro abaxialni
a adaxialni stranu listd, které membrana pokryva [41].

epikutikularni vosky

2 s

kutikula

=7~ Lutin, vosk a pektin

NS at

bunééna
sténa

epidermis

Obr. 7: Struktura kutikuly [41].

Kutikula muze byt popsana jako kompozitni membrana s asymetrickou vrstevnatou
strukturou. Prabeh difuze latek se odviji od dalSich epidermalnich znaki, jako jsou tvar,
velikost bunék nebo pfitomnost trichomt. Povrch listu mutze byt rizné strukturovan, detaily
mohou byt dobfe zkoumany rastrovacim elektronovym mikroskopem [42]. Experimentalné
bylo stanoveno, ze vyznamnymi faktory ovliviyjici difuzi iontovych sloucenin je struktura
a tloustka kutikuly, usporadanost a hustota vodnych pora, druh rostliny, relativni vlhkost
a iontova vazebna kapacita kutikuly [43].

3.2.2 Kutikula bobkovisné lékarské

Kutikuly listd bobkovisné 1ékaiské (latinsky Prunus laurocerasus) byly izolovany za Gcelem
studia na Fakulté chemické, kdy byly navrzeny transkutikularni experimenty LH v kyvetach
s hydrogely [15][44]. Pro ucely studia transportu byl P. laurocerasus vybran diky snadné
izolaci kutikul a znacnym rozdilim adaxialni a abaxialni strany kutikul (pfitomnost stomat
pouze na abaxialni stran€). K vyzkumu vlastnosti kutikul vyznamné prispél Jetter [45], [46],
ktery se zabyval zastoupenim rozpustnych kutikularnich voska v kutikule bobkovisné.
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Kutikularni vosky extrahoval pomoci chloroformu z ¢epele listi bobkovisné 1ékarské a ty
podrobil analyze. Z vysledkl jeho analyzy vyplyva, ze horni i spodni kutikuly jsou tvoreny
ze 72 hm. % alifatickymi uhlovodiky o délce fetézce Cos — Cz3. Z 10 hm. % jsou zde
zastoupeny kyselina oleanolova a ursolova, které fadime mezi triterpenoidy a vyznamné
mnozstvi kutikuly tvofi primarni alkoholy (9 hm. %), v malém mnozstvi jsou zde zastoupeny
také aldehydy a mastné kyseliny. Po srovnani extrakce voskt z horni a spodni kutikuly bylo
zjisténo, ze chemické slozeni vrstev je stejné. Spodni kutikula vSak obsahuje vétsi relativni
mnozstvi alkant, nez horni kutikula. S pouzitim riznych metod extrakce vosku Jetter [45]
dokazal, ze se stavba vné&jsi a vnitini ¢asti kutikuly od sebe 1isi. Na rozdil od epikutikularni
vrstvy, skladajici se zcela zalifatickych uhlovodikl, je intrakutikularni vrstva tvorena
z 63 hm. % z triterpenoidu.

3.2.3 Kautikula plodu rajcete jedlého

V diplomové praci byly vyuzity listové kutikuly okrasné dieviny bobkovisné lékarské, kvuli
jejim vlastnostem a zkuSenostem s jejich snadnou izolaci a manipulaci. OvSem cilem je tuto
optimalizovanou difiizni techniku vyuzit pro Siroké spektrum kutikul z riznych zdroji, mimo
jiné i pro zahradni plodiny (cibule, rajée, okurek, paprika apod.). Castym predmétem studia
problematiky difize pfes rostlinné membrany se staly i kutikuly plodd rajcat [47]. Tyto
kutikuly maji podobné chemické vlastnosti jako kutikuly listd, proto se vyuzivaji ke studiu
penetrace aplikovaného roztoku s aktivni ingredienci (Al) za tcelem zlepSeni jeho kvality.

Rajcatova kutikula predstavuje amorfni polymer, ktery se chova jako molekularni sito.
Voda vtomto polymeru cirkuluje mezi vinutymi fetézci uhlovodikd a hydroxylovymi
skupinami ukotvenymi v polymerni matrici [47]. Luque a spol. [48] se ve své praci zabyval
charakterizaci kutikul raj¢at ve dvou stadiich zralosti a stanovil jejich chemické slozeni
v procentech (Tab. 3).

Luque zjistil, ze hlavni slozkou kutikul rajcat je kutin (> 72 %), ktery je ve své struktufe
z 80 % hmotnosti tvofen monomerem zvanym 10,16-dihydroxyhexadekanova kyselina.
Druhou podstatnou slozkou raj¢atové kutikuly jsou slouceniny schopné hydrolyzy (pfiblizné
20 %). Jedna z dalSich dulezitych slozek, které vyznamné ovliviiuji kutikularni permeabilitu,
je mnozstvi vosku, ktery pokryva vné&§i povrch kutikuly a tvofi asi 4 % jeji hmotnosti.
V transportu vody kutikulou hraji dalezitou roli také flavonoidy pfitomné v polymerni matrici
mezi fetézci uhlovodiki. Pravdépodobné tvoii klastry a tim blokuji transportni cesty. Je
znamo, ze kutikuly riznych druht rostlin obsahuji flavonoidy o odlisné strukture [48].

Tab. 3: Procentudlni obsah kutikuly plodu rajcete [48].

charakteristika [hm. % ] - - stadium zralosti .
zeleny nezraly plod zraly plod
vosky 3,93 4,81
slouceniny schopné hydrolyzy 20,11 22,55
kutin 75,95 72,64
flavonoidy neidentifikovany naringenin a chalconaringenin
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3.3 Matematické modely difuze

Zakladnim transportnim jevem pii pfijmu aktivni latky rostlinou je difuze. Je dulezité zde
zminit pfislusné fyzikalni vztahy k pozd&si kvantifikaci transportované Al pres rostlinnou
kutikulu. V ramci problematiky difize molekul ptes rostlinné tkan€ bylo popsano jiz mnoho
matematickych modela [49], [50], [51].

Difuze je proces, pomoci néhoz je hmota v makroskopicky nehybném uzavieném systému
transportovana z jedné casti systému do jiné zcela ndhodnym pohybem molekul. Podstata
spontanni sily rozptylu castic v nehomogennim prostiedi z hlediska termodynamiky spociva
v tom, ze chemicky systém vzdy sp&je do stavu s nejniz§i vnitini energii [52]. Proces difuze je
schematicky znazornén na Obr. 8. V pfipadé roztoku dochazi k diftizi rozpusténé latky
i rozpoustédla spolecné, proces je oznaCovan jako bindrni difiize.

Obr. 8: Priklad difiize s naznacenim Brownova pohybu [53].
Adolf Eugen Fick [54] byl prvnim védcem zabyvajicim se difiznimi procesy. V roce 1855
navrhl matematicky model pro popis difuznich procest na zakladé analogie diftize s procesy
vedeni tepla. Definoval celkovy jednorozmérny difiizni tok J:

dQ

J=A-j=A-D-—4 (D
dt

kde Q zna¢i mnozstvi materialu, které projde pres kolmou plochu A za jednotku casu r. D
oznacuje difuzni koeficient a j predstavuje difuzni tok. Diftizni tok, neboli rychlost zmény
poméru proslého materidlu ku plose je definovan v mol-s™. Obecné je jednorozmérny
diftzni tok skrz kolmou plochu vyjadien /. Fickovym zdakonem, ktery fika, ze pohyb molekul
se déje smérem klesajici koncentrace a zavisi na koncentracnim gradientu v daném misté
a case:
oc,
J = - i — £ 2
ox 2)
kde J je jiz zmifovany difuzni tok, D; je diftizni koeficient (m’-s™'), c¢ piedstavuje
koncentraci (mol-m™), x je vzdalenost (m) a oc, /dx (mol - m™) vyjadfuje parcialni derivaci

zmény koncentrace v soutfadnicich x.
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1

2

Hodnoty difuznich koeficientd u plyni jsou kolem 10 m?-s™'| ve vodném prostiedi

se diftizni koeficienty pro malé a stfedn& velké molekuly pohybuji v hodnotach 10~ m?- s
a pro makromolekuly v fadu 10! m?- s!. Extrémné pomala je difuze v tuhych latkach, kde je

D tadové 10729 m?- s~ [55].

Prvni Fickdv zakon udava zmeénu koncentrace difundujici latky podle soufadnice x.
Predpokladem pro platnost tohoto zakona je jednodimenzionalni difize ve sméru x-ové osy
aneménny koncentracni gradient v prabéhu Casu [52]. U vétSiny diftznich procesi vsak
k Casové zméné koncentrace dochazi. Zmeénu koncentrace v zavislosti na Case
pfi nestacionarni difuzi vyjadiuje tzv. 2. Fickuv zdkon:

3)

a e A ox oax

GC_D‘[(?ZC 1 @A@cj’
tento vztah plati tehdy, pokud je difuzni koeficient nezavisly na koncentraci. V pfipadé
neménné plochy A, bude rovnice (3) zjednodusena do tvaru (4).

oc o%c
5:”[@} @

Rovnice (4) je diferencialni rovnice druhého fadu vzhledem k prostorové soufadnici
a prvniho fadu vzhledem k ¢asu. Jejim feSenim dostaneme koncentraci jako funkci mista
a Casu. Pro feSeni je nutno zvolit vhodné okrajové a pocatecni podminky, tj. zvolit vhodny
model. Vzhledem k tomu, ze difuzni procesy jsou znacné zavislé na okolnich podminkach,
musi byt kazdy ptipad feSen zvlast [52]. Piehled diftiznich modelt je nabizen v referenci
[56].

Prabéh nestacionarni diftize mtze byt ilustrovan Obr. 9, ktery znazoriuje méteni difizniho
koeficientu metodou volné difuze. Roztok v horni ¢asti kyvety se posunutim ve sméru Sipky

uvede do styku s Cistym rozpoustédlem, ¢imz se vytvoii koncentra¢ni rozhrani. V prabéhu
difiize se rozhrani rozplyva, dokud se koncentrace nevyrovnaji [55].

11T

T

Obr. 9: Priklad nestaciondrni difiize [55].

JednodusS§im modelem, zvazujici tok jednotkou plochy, je mnozstvi rozpoustédla
difundujici pfes jednotku plochy v Case:

J=—
A-t’ ®)
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kde n je mnozstvi rozpoustédla (mol), A je plocha, pies kterou probiha difuze (m?) a ¢ je ¢as
(s). Piijem latek jednotkou plochy U (mol - m?) v uréitém &ase mize byt uréen podle
vztahu [2]:

M oc

A Ox ©)

3.3.1 Difuzni koeficient

Jak jiz bylo zminéno vyse, difuzni koeficient pfimo umémy difuznimu toku. Nejbéznéjsi
rovnici pro stanoveni difuzniho koeficientu je Stokestv-Einsteiniv zakon, ktery je platny
pouze pro castice kulovitého tvaru. Jeho znéni je:

KoT kT ]
f  6mR, @

kde f predstavuje frik¢ni koeficient, kg je Boltzmannova konstanta, x# znaci viskozitu systému,
Ro je polomér difundujici latky a T predstavuje termodynamickou teplotu.

Pravdépodobné jednim z nejlepSich nastroji pro stanoveni difuznich koeficientt v plynech
¢i kapalinach pfi difuzi skrz membranu je Stokesova diafragmova cela. Usporadani difizni
cely muze byt horizontalni i vertikalni a vzdy se sklada ze dvou komor, oddélenych
pfepazkou ve formé membrany. Schematicky znazornéné usporadani horizontalni cely je
na Obr. 10. Jedna z komor je naplnéna difundujici latkou o vyssi koncentraci, druhd Cast
difuzni cely je naplnéna vodou ¢i roztokem difundujici latky o nizsi koncentraci.

zatka UV-VIS sonda

Y \J

( ; membrana & )

zdrojovy roztok

magnetické michadlo temperované prostiedi

Obr. 10: Schématické znazornéni difiizni cely v horizontalnim usporadani [52].

Za predpokladu, ze difundujici latka je schopna absorbovat zareni v UV-VIS oblasti, je
diftzni koeficient mozné urc¢it meéfenim UV-VIS spektra v pfijimaci cele a zjisténim Casové
zavislosti vyvoje koncentrace zvolené diftizni sondy. Zména koncentrace mize byt méfena
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také metodou konduktometrie, kdy je méfena difuze chloridu draselného coby standardu.
V piipadé€ difuze pres membranu v difuzni cele lze difuzni koeficient D vypocitat ze vztahu

[57]:
D= iln (Cl,z _Cl,p), (8)
[CI,Z _Cl,p jO
kde ¢ symbolizuje Cas experimentu, v Citateli vyrazu je za pfirozenym logaritmem rozdil

koncentraci v obou ¢astech difuzni cely na pocatku experimentu v ¢ase O a ve jmenovateli je
rozdil koncentraci v ¢ase . B je tzv. konstanta difuzni cely, kterou lze vypocitat pomoci

A I 1
:—ln —+—,
P [VP+VZ] v

kde A je plocha, pies kterou probiha difuze, [ je efektivni tloustka membrany, V je objem
diftzni cely v pfijimaci a zdrojové komoie. Konstanta B musi byt experimentalné stanovena

rovnice:

pouzitim difizniho materialu, jehoz difuzivita je dobfe znama [57].
3.3.2 Difuaze pres rostlinné kutikuly

Rostlina pfijima Al pomoci listd specificky v zavislosti na vlastnostech aplikované latky
a na stavbé kutikuly. V této kapitole jsou shrnuty faktory, které ovliviiuji transportni procesy,
probihajici pfi foliarnim hnojeni.
Fickiv zakon byl modifikovan pro listové kutikuly do vztahu pro vypocet difizniho
toku J:
K,C,—K,C,

J=D. Do i
= (10)

vyraz K,C,—K,C, reprezentuje hnaci silu difize. Ko je koeficient rozdéleni mezi zbytkem

na povrchu listu a na kutikule. K; je koeficient rozdéleni mezi kutikulou a vodnou fazi
epidermalni bunécné stény, Cp je koncentrace Al na povrchu listu a C; je koncentrace Al
v kutikule. Clen [ reprezentuje efektivni kutikularni tloustku, ktera miZe byt véts§i neZ
zdanliva nebo méfena tloustka x. Z daného vztahu je pak snadné urcit mnozstvi Al v roztoku
donoru a akceptoru rozdélené kutikulou a dokonce mnozstvi, které je nasorbovano uvnitf
kutikuly [58].

Rostlina pfijimé aktivni latky dv€éma moznymi mechanismy — kutikuldrnim a stomatalnim.
Pfitomnost stomat znacné ovliviiuje rychlost piijmu Al z roztoku, jejich role v problematice
foliarniho hnojeni je vSak v mnoha studiich diskutovana sporné [56]. Agrochemikalie mohou
byt hydrofilniho nebo lipofilniho charakteru. Podle ochoty reagovat s vodou ma jejich
transport rostlinou odlisny prabéh. Tento poznatek podporuje teorii, ze rizné typy sloucenin
prechazi pres kutikulu riiznou cestou [43].
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Hydrofilni slouceniny difunduji kutikulou pres polarni pory. Tyto sloueniny mohou byt
dvojiho typu — iontové a nenabité. Iontové slouceniny se po prichodu vodnym porem rozdéli
na kladné a zaporné ionty, ty musi penetrovat ve stejném poméru, aby byla udrzena
elektroneutralita. Mezi tyto slouceniny fadime rostlinné hormony, ziviny jako napi. CaCla,
pesticidy nebo glykofosfaty.

Voda jako mala nenabita molekula mize prostupovat jak hydrofilni, tak lipofilni cestou.
Obsah vody v kutikule se zvySuje s relativni vlhkosti, ktera zplsobuje botnani kutikuly.
Na zakladé tohoto zjis§téni muzeme usuzovat, ze penetrace Al zavisi na vlhkosti. Relativni
vlhkost ma také dopad na rychlost odpafovani aplikovanych kapek na povrch kutikuly, coz
také ovliviiuje prichod latek. Casova zavislost botnani kutikuly zatim neni znama [43].

Vodné pory jsou nanostruktury docasné tvorené pouze v pritomnosti vody. Kutikula je
kromé kutinu tvofena dalSimi polarnimi polymery, které v pfitomnosti vody botnaji
a vytvareji pory o velikostech jednotek nanometra [43].

Pfi méfeni difuze pres rostlinnou kutikulu je tfeba brat v vahu, ze se malé mnozstvi Al
sorbuje na kutikulu. Stomata pfitomna na kutikulach funguji jako vstupni brana pro transport
latek pres spojovaci cesty mezi povrchem listu a mezofylem. Pfed samotnym procesem diftize
vSak dochazi k adsorpci molekul hydrofilni kapaliny na povrch stén stomat [60].

Stanovenim matematického modelu prubéhu difuze pres rostlinné kutikuly, do néhoz byla
zahrnuta také adsorpce Al na povrchu kutikuly se zabyval Kraemer [61] a Tredenick [43].
Povrch kutikuly popsali jako nelinearni pérovity systém. Priklad jednoho poru je schematicky
znazornén na Obr. 11. Zde je mozné pozorovat, ze dochazi zarovein k difuzi vody 1 Al leva
Cast obrazku znaci pocatek difuze, na pravé strané je vidét prubéh procesu po kratkém Case.

Difuze Al zacina na povrchu kutikuly, nasledné dochazi k transportu Al pies pory kutikuly
do michané vodni lazné. Tmavé modré body na povrchu poru znazorfiuji adsorbované
molekuly vody. Limitujici faktor v pribéhu difuze je tedy porozita membrany. Voda
umoziuje difuzi Al botnanim kutikuly a otevird tak vodné poéry, pres které difunduje AL
Molekuly, které se adsorbuji na povrchu membrany, uz nejsou dale schopné difundovat [43].

eo 2 'ia % t=0
-
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adsorbovana
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Obr. 11: Zndazornéni adsorpce molekul na pory kutikuly [43].

Zakladni podminkou difuze pies jakoukoliv bariéru je existence koncentra¢niho gradientu.
Mnozstvi difundovanych kutikul je pfimo umérné velikosti koncentracniho gradientu na obou
stranach membrany. Z kinetického hlediska je transport, popisujici piijem hnojiv
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v zemédélstvi, fizen nelinedarnim modelem diftze, kterd ma tvar saturacni kiivky. Rychlost
nelinearni difuze v zavislosti na koncentracnim gradientu je zndzornéna na Obr. 12. Po rychlé
pocatecni rychlosti pfiyjmu se rychlost snizuje v Case, dokud nedosahne ustaleného stavu.
Kfivky mohou znazorfiovat jiné typy Al aplikovanych na stejné kutikuly ve stejném objemu.
Ustaleného stavu, zde 100% piijem, dosahnou v ruznych casech [47].
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Obr. 12: Znazornéni pribéhu nelinedrni difiize [47].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Za ucelem studia problematiky difuze pres listové kutikuly bylo publikovano mnoho studii.
Problematika transportnich jevii pfes rostlinné membrany je zajmovou oblasti mnohych
védeckych skupin po celém svété zejména kvuli kvantifikaci molekul aktivnich ingredienci
(AI) aplikovanych na rostliny za ucelem zlepSeni vynosu a kvality plodin. Postup a vysledky
zminénych praci slouzi jako vystup pro tuto diplomovou praci.

Mnoho studii pracuje s izolovanymi kutikulami, protoze ve vét§iné piipadu jsou vysledky
stejné jako pfi praci s neporusenymi listy [47]. Je tfeba rozliSovat adaxialni a abaxialni strany
kutikul. V praxi se setkavame zejména s bifacialnimi listy, tedy s takovymi, kdy je struktura
horni a spodni strany odliSna. Prabéh diftize se pak 1isi v zavislosti na chemickém slozeni
kutikul ¢i na mnozstvi stomat, apod.

Nejcastejsi metody pro studium a kvantifikaci transportu jsou metody radiového znaceni,
které jsou hojné pouzivany predevsim diky nizkym detekcnim limitim. Dalsi alternativou
mohou byt analytické spektrofotometrické metody (napt. UV-VIS) [47], které mohou byt
vyuzity pro méteni difuze Al které vykazuji absorpci zafeni v oblasti 200-900 nm, jednoduse
feceno, jejich roztoky vykazuji barevnost.

4.1 Kovantifikace difuze pres kutikuly lista vs. slupku rajcete

Zeisler-Diehl s kol. [47] se ve své praci vénoval studiu kinetiky a kvantitativnimu stanoveni
transportu latek pres izolované kutikuly, které byly upevnény mezi dvé transportni komory,
z nichz jedna obsahovala roztok Al a druhé neionizovanou vodu. Méfeni probihalo metodou
radiového znaceni, ktera ma vyhodu nizkych detek¢nich limita.

V clanku ovétovali platnost tzv. , hold-up“ Casu, coz je Cas mezi prvnim kontaktem
molekuly zdrojového roztoku s membranou a ¢asem detekce molekuly v pfijimacim roztoku.
Tento parametr se méni v zavislosti na typu membrany, pies kterou diftize probiha. Konkrétné
kutikuly maji urcitou sorpcni kapacitu, proto pii diftzi musi dojit nejprve k ustaleni
rovnovazné koncentrace molekul v kutikule, nez mize byt detekovana koncentrace Al
v pfijimaci komote. Voda, jako mala polarni molekula, ma sorpéni schopnost na lipofilni
kutikulu nizkou, proto je 1 ,,hold-up “ piti jeji difuzi kratky [47].

Propustnost byla kvantifikovana na kutikulach listd bfec¢tanu, citrusu, hrusné a slupky rajcete
dle vztahu:

pP= : (11)

kde P zna&i permeabilitu vm - s}, Fje tok v g - s™!, A je plocha, ptes kterou transport probiha
vm? a Ac znad koncentraéni gradient v g- m~. Propustnost kutikuly plodu rajcete byla
dvacetkrat vétsi nez kutikuly listu bfectanu. Divodem jsou podle autorti rozdily ve struktuie
kutikul. Bylo navrzeno, ze polarni molekuly (zde konkrétné voda) prostupuje kutikulou
pomoci polarnich port, které prochazi vnitfni bunéfnou sténou pfes vrstvu kutinu a usti
na opané strané kutikuly. Pfitomnost a mnozstvi takovych polarnich cest jsou pak

pro kazdou kutikulu rizné. Permeabilita je uvedena v jednotkach m - s™!, coz m4 jednoduse
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naznacit rychlost transportu pres kutikulu. Ve své podstaté vSak je zde na permeabilitu
pohlizeno jako na parametr, ktery byl ziskan ndsobkem rozdé€lovaciho a difuzniho koeficientu,

podélenym tloustkou kutikuly. Data byla pro nazornost a porovnani vynesena do grafu (Obr.
13) [47].

Dale byl sledovan vliv extrakce kutikularniho vosku z povrchu kutikul a z vysledku
vyplyvalo, ze molekuly prochéazely pies kutikuly zbavené vosku, az tisickrat rychleji [47].
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Obr. 13: Permeabilita pro riizné kutikuly (1 — kutikula brectanu, 2 — kutikula biectanu bez vosku, 3 — kutikula
hrusky, 4 — kutikula hrusky bez vosku, 5 — kutikula citrusu, 6 — kutikula citrusu bez vosku, 7 — kutikula rajcete,
8 — kutikula rajcete bez vosku) [47].

4.2  Vliv pritomnosti stomat na prubéh difize

Pfijem iontovych agrochemikalii listem zavisi na permeabilité kutikuly pro kationty a anionty.
Yamada [60] se zabyval stanovenim rychlosti penetrace iontl pfes enzymaticky izolované
kutikuly listu rajéete a cibule a to z abaxialni i adaxialni strany listu. Pro vyzkum byly
vybrany tyto rostliny, protoze se odlisuji svoji strukturou. Kutikula listu raj¢ete neobsahuje
stomata na rozdil od kutikuly listu cibule. Pfipravena aparatura je zobrazena na Obr. 14.
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Obr. 14: Aparatura pro mérveni permeability iontii pres kutikuly [60].
27



Cela aparatura byla ponofena do vodni lazné o stalé teploté. Vnéjsi baika byla naplnéna
neionizovanou vodou a do ni byla ponofena mal4 batika s roztokem radioizotopti Ca*’Cly,
Rb3®Cl, FeS**0O4 nebo RbCI®, na které byla epoxidovou pryskyiici a gumickou pfipevnéna
kutikula. Roztok byl do baiky davkovan pfi soucasném ponotovani bariky, aby se vyrovnal
hydrostaticky tlak a nedoSlo k poskozeni kutikuly. Rychlost penetrace byla stanovena
meétenim radioaktivity v 1 ml vnéjsiho roztoku [60].

Bez ohledu na typ kutikuly dochazelo k penetraci ionti nezavisle na tom, zda kutikula
obsahovala stomata Ci nikoliv. Zaroven bylo zjiSténo, ze jak pro kutikuly listi rajcete, tak
cibule, byla rychlejsi difize ve sméru od vnéjsi k vnitini strané, nez z vnitini k vnéjsi. Rozdily
byly zaznamenany v propuSténém latkovém mnozstvi aktivni latky. Na Obr. 15 je vidét
srovnani propustnosti listovych kutikul cibule a rajcete v obou smérech. Vétsi rozdilnost je
vidét v propustnosti rajCete pravé z divodu absence stomat. Kutikula se stomaty ma veétsi
absorp¢ni povrch, je ten¢i a ma jinou strukturu [60].
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Obr. 15: Zavislost propustnosti iontit Rb* pres listové kutikuly cibule (vlevo) a rajcete (vpravo) [60].
prop p a4

4.3  Vliv pritomnosti tenzidu v roztoku donoru na prubéh difize

Kraemer [61] se také vénoval studiu penetrace aktivni latky, konkrétn€ vapenatych soli,
z roztoku pres enzymaticky izolované slupky rajcat. Motivaci pro jejich vyzkum byl vliv
vapniku na stabilitu bunécnych stén rostlin, jejich starnuti a zrani ovoce.

Aplikované roztoky soli prochazi kutikularni membranou pomoci polarnich port. Jednim
z faktord, ovliviujici piijem latek je plocha rozptylenych kapek na povrchu kutikuly.
Rozptylovani zavisi na vlastnostech roztoku, jako je viskozita a povrchové napéti. Dale je
zavisla také na homogenité, pfipadné drsnosti povrchu kutikuly. Obvykle se zvySujicim se
rozptylovanim roste také rychlost vysychani aplikovaného roztoku a roste koncentracni
gradient mezi donorem a vnitini stranou kutikuly [61].

Pro charakterizace a kvantifikace plochy kapky aplikované na povrchu byl pouzit
rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) s disperzni rentgenovou mikroanalyzou. Mala kapka
roztoku o objemu 1 pl byla aplikovana na adaxialni stranu kutikuly. Kapka byla sledovana
pomoci SEM, kterym byla zjisténa rozsifujici se plocha na kutikule a konec¢na plocha pokryta
vapnikem.
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Penetracni experimenty byly provadény tzv. . infinite-dose system*, neboli zpisobem
nekonecného davkovani. Tento zpiisob je vyuzivan za GCelem eliminace problémi spojenych
s penetracnimi studiemi zahrnujici zivé tkan€ a schnouci aplikované kapky a poskytuji vysoky
stupen kontroly za definovanych podminek [61].

Kutikuly raj¢ete byly umistény do nerezové misky, plnéné demineralizovanou vodou
oobjemu 1,35 ml. Kutikula byla vzdy abaxialni stranou v kontaktu s roztokem, ktery zde
slouzil jako pfijimaci roztok. Kutikula byla opatrné uchycena kovovym krouzkem tak, aby
nedoslo k mechanickému poskozeni a na ni bylo davkovano 5 kapek roztoku o objemu 1 pl
o ruzné koncentraci chloridu vapenatého. V piijimacim roztoku byla pak v ¢asech 4, 24
a48 hodin méfena koncentrace vapenatych iontd pomoci metody atomové absorpcni
spektrometrie. Méteni probihalo pfi konstantnich podminkach (20°C a 70 % vlhkosti) [61].

Mnozstvi penetrovaného vapniku bylo méfeno pro roztok CaClo a roztok CaCl
se zmékcovadlem ethoxylovany fepkovy olej RSO 5 (angl. ethoxylated rapeseed oil). Celkové
penetrované mnozstvi vapenatych iontl se zvySovalo s koncentraci aplikovaného roztoku.
Z vysledkt také vyplynul vliv zmékCovadla, ktery zvétSoval povrch aplikované kapky,
a doslo k penetraci vétsiho mnozstvi vapenatych iontd. Jedno z méteni koncentrace pfijatych
vapenatych iontd v zavislosti na koncentraci roztoku je znazornéno na Obr. 16 [61].
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Obr. 16: Zavislost penetrovaného mnoZstvi vapniku na koncentraci aplikovaného roztoku soli [61].

44 Kvantifikace pomoci méreni elektrického potenciilu

Podle studie mechanismu priachodu iontd pres kutikularni membranu se usuzuje, Ze hlavni
vliv na prichod aktivnich latek pfes kutikulu maji kutikularni pory. Védec Schonherr [56]
ve své praci uvadi, ze na 1cm? kutikuly se nachazi kolem 10'0 porti. Péry mohou mit
v zavislosti na struktufe riznou polaritu. Difuze skrz polarni pory pravdépodobné vysvétluje,
proc roste elektricky potencial, pfi prichodu soli skrz izolované kutikuly.
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V praci Tyree a kol. [62] méfi tok iontl pomoci zmény koncentrace a elektrického
potencialu roztoku KClI a za konstantniho elektrického potencidlového gradientu
predpokladaji vztah:

J ——p 2>

J J

o (€= Ceh. (12)

kde J je tok iontd, P je permeabilita, C je koncentrace, index j znaci j-ty iontovy druh, indexy
i a 0 znaci roztoky na dvou stranach membrany. Hodnota x je uréena ze vztahu:
ZjFEiO

X= , 13
RT (13)

kde zje mocenstvi, F je Faradayova konstanta, R je univerzalni plynova konstanta, 7 je
teplota a E je rozdil elektrického potencialu [62].

Pti prichodu KCI pres kutikulu je tok aniontt a kationtu stejny (Jx = Jc1). Z platnosti
danych vztahi pak plati Goldmanova rovnice:

po_ £ BlKT v RlCIL (A4 BCy) "
RT  PJK]+PR,[CI] RT  Cip+P

kde Pk a Pc; jsou permeability iontd K* a CI7, [K] a [CI] znaci koncentrace iontl na vnitini
(index i) a vngjsi (index 0) stran€, Pr je pomér permeabilit Px/Pc; a Cr je pomér koncentraci
C'/C? za podminek [K]° = [C]° a [K]' = [CI]' [62].

Permeabilita rovnéz zavisi na dalSich podminkach, jako je mobilita a tloustka membrany
a je nutné, aby elektrické pole bylo konstantni. Z rovnice (14) vyplyva, ze elektricky potencial
vznikd pouze pii pasivnich difuznich procesech. Tento predpoklad je vSak ziidka splnén
v biologickych membranach a odchylky byvaji zdtivodnény pfitomnosti iontovych pump [62].

K méfeni byly vybrany kutikuly adaxialni strany listii javoru a pomerancovniku, izolované
enzymatickou metodou. K rozliSeni adaxialni strany izolovanych kutikul byl pouzit rastrovaci
elektronovy mikroskop. Difuzni potencidl byl méfen na kutikulach a pro srovnani také
na jinych umélych membranach [62].

Kutikuly byly vlozeny mezi dvé komory prutocné cely. Jako té€snéni byl vyuzit silikonovy
tuk. Ruzné koncentrace roztoku KCl byly simultanné Cerpany pies dvé strany kutikuly, aby
se vytvoril iontové koncentracni gradient. Do obou cel byly vlozeny elektrody spojené solnym
mustkem k méfeni potencialového rozdilu. Kutikula byla umisténa tak, ze vnéjsi povrch
sméfoval k uzemnéné elektrodé, napéti £ bylo méfeno na vnitini strané kutikuly. Elektrické
méfeni probihalo pii &erpani roztoku 0,2 ml-min'. Cela aparatura byla umisténa
ve Faradayové kleci [62]. Jeji schéma je znazornéno na Obr. 17.

30



Obr. 17: Aparatura pouZita k upevnéni kutikuly (c.), kutikula je vloZena mezi dva rezervodry (r.), Sipky
znazornuji pritok a odtok roztoku, (e.) zndzornuje umisténi elektrod [62].
Meéfeni potenciall probihalo pfi tfech riznych podminkach. V prvnim pfipadé byla ménéna
iontova sila i pomér koncentraci, v druhém byla iontova sila konstantni a byl ménén pomér

koncentraci, v tfetim bylo méfeno pfi rizné iontové sile a konstantnim koncentracnim poméru
[62].

Zvysledki méfeni vyplyva, ze byl naméfen podstatné velky elektricky potencial
na kutikulach vystavenych riznym koncentra¢nim pomérim (Cr). Potencial roste nebo klesa
v zavislosti na ménici velikosti Cg, coz je zobrazeno na Obr. 18. Pokusy také dokazaly, ze
potencial roste s klesajici iontovou silou roztoku [62].
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Obr. 18: Difiizni potencidl (E”) izolovanych kutikul javoru (4.s.) a platanu (A.p.) vystavenych koncentracnimu
gradientu roztoku KCI [62].
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V zavéru je poukdzano na moznost pouziti klasické Donnanovy rovnovahy pro ptipad
vypoCtu rovnovazné koncentrace ionti mezi materialem a roztokem, pokud predpokladame
rovnomérnou distribuci néboje v roztoku, a také je mozné vypocitat koeficienty rozdéleni
a propustnost membran. V ptipadé kutikul ma velky vliv tloustka a struktura kutikuly
a interakce difundovanych iontt s pory v kutikulach [62].

4.5 Urcovani permeability z Fickova zdkona

V praci [63] zroku 1957 autor Treherne uvadi mozné méfeni difuze neelektrolyta skrze
izolované kutikuly hmyzu, konkrétné sarancete. Kutikula byla upevnéna v aparatuie
znazornéné na Obr. 19. Jako difizni médium byl pouzivan etanol, mocovina a thiomocovina.

sklenéna trubicka

l %@ %ﬁﬁ vzduch

gumové S kunlmla

krouzk
N o 1)

1 cm
——d

Obr. 19: Aparatura pro méreni difiize pres kutikuly hmyzu [63].

Kutikula byla vlozena mezi dva gumové krouzky, které jsou upevnény v ryhach mosazné
konstrukce, ktera byla utazena Sroubem. Kutikula tvofila dno cely a byla v kontaktu
s okysliCenym solnym roztokem, do né¢hoz byla ponofena a cela aparatura. Plocha kutikuly
odpovidala 0,283 cm? a objem roztoku v cele byl 1 ml. Méfeni probihalo pii teploté 20 °C.
Do difaznich experimenti byl zahrnut také vliv kutikularnich vosku, které byly z kutikul
odstranény macenim v chloroformu. Vysledky difuze pres chloroformem oSetfené kutikuly
byl srovnan s vysledky pro neupravené kutikuly.

Vystupem byla vzrustajici koncentrace etanolu ve spodni ¢asti aparatury. Permeabilita P,
v jednotkach cm - s, byla pocitana podle Fickova zakona:

:VInC -C,

P ;
At G, (15

kde C; a Co jsou koncentrace testovaci latky nad a pod kutikulou v ¢ase ¢ po zacatku méfeni.
A je plocha kutikuly, ktera je vystavena objemu solu V' v difuizni cele [63].

Z vysledka vyplynul vyrazny vliv kutikularnich voska na rychlost difize vSech pouzitych
diftznich médii. Permeabilita etanolu byla o dva fady vys§i pfi meéfeni pres kutikulu
osetfenou chloroformem. Odolnost kutikuly viéi difuzi pak Cinila 49,5 %. Vétsi vliv méla
extrakce voskll z kutikuly na permeabilitu mocoviny, jejiz odolnost vici diftzi byla pouze
1,1 % [63]. Autor také vyvodil, ze permeabilita kutikuly se nemeénila v zavislosti na Case
a koncentraci média a ze je vhodnym parametrem difize ptes kutikuly.
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4.6 Stanoveni difuzniho koeficientu KCI

Tyree [64] se zabyval stanovenim difuzniho koeficientu D roztoku KCI pfes izolované
adaxialni kutikuly pomerancovniku hotkého (Citrus aurantium) a to pomoci difuznich cel
pii podminkach  steady-state® neboli ustaleném stavu. K svym experimentim vyuzili
analytické metody méfeni elektrické vodivosti. Ziskané D pak byly porovnavany s difuznim
koeficientem KCI ve vodé (2 - 10 m%fs).

Kizolaci kutikul pouzili enzymatickou metodu izolace, kterd byla vyuzita také
v publikacich [15], [44] a také v této diplomové praci. Kutikuly byly vkladany do roztoku
KCI1 komory pratocné cely o priméru 6,4 mm a roztok KCl byl do cely Cerpan pomoci
peristaltické pumpy rychlosti 0,2 ml/min. Vodivost byla méfena v difuzni cele v zavislosti
na zméné koncentrace KCI (1000 az 3 mol/m?). Mé&feni probihalo do ustaleni koncentrace
na obou stranach kutikuly, k ¢emuz doslo v ¢asovém rozmezi 6 az 18 hodin.

K analyze kinetické zmény vodivosti se zménou koncentrace KCI pak byl vyuzit druhy
Fickav zakon, z kterého ziskali informace o difiznim koeficientu ionti:

A=D-a'l -F*-C°IRT, (16)

kde 4 je elektricka vodivost, D je difuzni koeficient, a znaci pramér kutikuly, z je naboj iontd,
F je Faradayova konstanta, C° znaéi koncentraci roztoku, R je univerzalni plynova konstanta
a T je teplota.

Velikost difuzniho koeficientu pro KCI byla stanovena 1-107'> m?%s ptes kutikuly
pomerancovniku, jejichz voskova vrstva, pokryvajici kutikulu o tloust'’ce ptiblizné 1 um, byla
meéfena rastrovacim elektronovym mikroskopem a meéla tloustku 0,6 um. Urcena hodnota D
byla o 6 fadii mensi nez hodnota D KCl ve vodé. Pii méfeni difuzniho koeficientu Cisté vody
pres izolované kutikuly pomerancovniku ur¢ili hodnotu 5 - 10" m%s, coz bylo téméf stejné
jako D pro KCI. Bylo odvozeno, ze adaxialni kutikuly pomerancovniku jsou siln€ hydrofobni
kutikuly s nizkou propustnosti, jelikoz jsou z 60 % tvoreny vosky [64].
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie

a) Isobutylmethakrylatova pryskyrice
chemikalie

ViaFix Liquid

ViaFix Powder

b) Chemickd metoda izolace rostlinnych kutikul

chemikalie Cistota
chlorid zineénaty 97 %
kyselina chlorovodikova p.a.

¢) Enzymaticka metoda izolace rostlinnych kutikul

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

d) Difiizni médium
lignohumat draselny

chlorid draselny p-a.

5.2 Pouzité pristroje a dalsi zarizeni

Piistroj Specifikace

vyrobce
Struers

Struers

vyrobce
Lach-ner, s.r.o.

Sigma-Aldrich

vyrobce

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Amagro s.r.0.

Lach-ner, s.r.o.

Opticky mikroskop

Rastrovaci elektronovy mikroskop

Profilometr
pH metr
Konduktometr

Tenziometr

Olympus IX 71 s pfidavnym svételnym zdrojem (Olympus
TH 4 - 200) s digitalnim fotoaparatem (Olympus Camedia C
—4040Zoom)

Carl Zeiss, EVOLS 10
Bruker Dektak XT
Mettler Toledo

Mettler Toledo

KSV Sigma 701
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Termogravimetricky analyzator TGA Q5000 TA Instruments

SEC-UV-dRI Wyatt + Agilent

Vlaknovy spektrofotometr OceanOptics USB200+ s UV-VIS optickymi sondami

UV-VIS spektrometr Hitachi U3900

Magneticka michacka vicemistna IKA RO 15, IKA - WERKE GMBH & CO. KG

Horizontalni difuzni cely PermeGear

Nitrocelul6zova membrana PRAGOPOR, PRAGOCHEMA spol. s.r.o., velikost pora 0.4
pm

5.3  Separace rostlinnych kutikul

Pro ucely studia difuze byly vybrany dva typy kutikul. Prvnim typem byly kutikuly listd
Prunus laurocerasus (Cesky bobkovisSen Iékaiskd), které byly pro studium difuze
ptes rostlinné kutikuly [15] a studium sorpce latek na kutikuly vyuzity ve védeckych pracich
a [44]. Jeji listy jsou tvrdé a silné, od Cehoz se odviji 1 vlastnosti kutikul, které jsou tak
vyuzitelné pro studium difuze.

Pro izolaci kutikul bobkovisné lze vyuzit jak chemickou, tak enzymatickou metodou.
Vysledkem jsou pevné, transparentni kutikuly, se kterymi se d4 snadno manipulovat. Horni
a spodni kutikuly bobkovisné maji rozdilnou strukturu. Tato vlastnost je pro kazdou rostlinu
specificka. Mohou se vyskytovat druhy, které maji stomata na obou stranach kutikul nebo
stomata zcela postradaji. Cilem prace bylo mimo jiné porovnat rozdilné struktury izolovanych
kutikul, coz je faktor, ktery muze ovlivnit transportni procesy lignohumatu draselného
pres listy rostlin. V piipadé bobkoviiné se stomata vyskytuji v fadech sta tisicti na cm?. Vice
o jejich vlastnostech a struktufe zminuje ve své publikaci Jetter [38], jehoz poznatky jsou
shrnuty v kap. 3.2.2.

Stejné jako ve studiich uvedenych vkap. 4, i zde byly kutikuly izolovany dvéma
metodami, chemickou a enzymatickou. Metody izolace byly také vyuzivany v publikacich
[15], [44] a[65]. Druhym typem kutikul pro studium difaze byly kutikuly ploda rajcete
jedlého, které byly izolovany mechanicky a také obéma vySe zminénymi metodami. Postup
a vyuzité chemikalie pro separaci kutikul ma vliv na jejich vlastnosti, proto byly ocekavany
rozdily v prubéhu difuzi pres takto izolované membrany.
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Obr. 20: Bobkoviser lékarska (Prunus laurocerasus) [15].

Detail listd bobkovisné je zachycen na Obr. 20. Pro obé metody izolace byly vybirany
zdravé listy bez mechanického poskozeni a po jejich dikladném omyti v destilované vodé
byly pomoci skalpelu zbaveny fapiku a okraju listu. Nasledné€ byly takto upravené listy
ukladany do prazdnych sklenénych nadob adaxialni (horni) stranou nahoru a byly zatizeny
sitkou. RajCata byla nakrajena na mésicky, opatrné€ byla zbavena duzniny a byla vlozena
do nadoby stejné jako listy bobkovisné. Na zavér byla raj¢ata rovnéz pripevnéna plastovou
miizkou, aby bylo zamezeno jejich pohybu, poskozeni a vyplaveni na povrch izola¢niho
roztoku.

5.3.1 Chemicka metoda izolace kutikul

Separacni roztok byl pfipraven z 60 hm. % roztok ZnCl, v koncentrované HCIl. Takto
pfipraveny roztok byl pfeveden na pfipravené listy v nadobé. Nakonec byla nadoba
s ponofenymi listy utésnéna parafinem, aby se zamezilo odpafovani roztoku a potencialni
zméne¢ izolacniho roztoku z divodu jeho zakoncentrovavani. Pripravené listy s izolacni smési
jsou uvedeny na Obr. 21 vlevo.

Obr. 21: Listy pFipravené k chemické izolaci (vlevo). Listy s odumielymi pletivy po chemické izolaci (vpravo).

Chemicka metoda izolace (CHMI) je Casové méné€ narocnd ve srovnani s metodou
enzymatickou. Listova pletiva jsou izolacnim roztokem rozlozena v ramci tfi az péti dna.
Pti izolaci dojde k rozkladu mezofylu listu a ke zméné barevnosti, coz je vidét na Obr. 21
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vpravo. Kutikuly pak byly vlozeny do Petriho misek s destilovanou vodou a zbytky
rozlozenych listovych pletiv byly z kutikul jednoduse mechanicky odstranény mékkym
Stétcem. Bylo nutné dbat opatrnosti, aby nedoslo k poskozeni kutikul. Oc¢isténé kutikuly jsou
zobrazeny na Obr. 22.

Obr. 22: Ocisténé kutikuly izolované chemickou metodou pro bobkovisen lékarskou (vlevo) a pro rajce jedlé
(vpravo).

5.3.2 Enzymaticka metoda izolace kutikul

Pro enzymatickou metodu izolace (EMI) byly listy omyty v destilované vodé a byly zbaveny
rapiku stejné jako v piipadé chemického zpusobu izolace. Izolacni smés se skladala z 5 hm. %
enzymu pektinazy a 5 hm. % celulazy. Roztoky téchto enzymui byly pfipraveny rozpousténim
pozadované navazky pektinazy a celulazy v 1 mol-dm™ citratovém pufru, jehoz pH
se pohybovalo v rozmezi 3—4 (kontrolovano pH metrem pied samotnym pouzitim citratového
pufru). Objem izola¢niho roztoku v této fazi Cinil 45 ml. Pro zabranéni mikrobialni
kontaminace listd, bylo do smési ptidano 5 ml 5 obj. % azidu sodného. Piipravena smés byla
pfevedena na listy. V poslednim kroku byla nadoba utésnéna parafinem, aby nedochazelo
k jiz vySe zminénému zakoncentrovavani izola¢niho roztoku.

Obr. 23: Enzymatickad izolace kutikul pred separaci.

EMI rostlinnych kutikul byla Casové naroc¢né€jsi nez CHMI, trvala pfiblizné 6 tydnua.
Béhem izolace opét probéhl rozklad listovych pletiv, coz se projevilo hnédym zbarvenim listd
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a izolacniho roztoku, jak je mozné vidét na Obr. 23. Po ukonceni doby izolace byly kutikuly
omyty v destilované vode a ocCistény §tétcem. Na Obr. 24 vlevo jsou vyfoceny enzymaticky
izolované kutikuly bobkovisné a na Obr. 24 vpravo kutikula rajcete.

Obr. 24: Enzymaticky izolované kutikuly bobkovisné (vlevo) a rajcete (vpravo).

5.4  Charakterizace izolovanych kutikul

List je pokryt kutikulou z horni 1 spodni strany, jak jiz bylo uvedeno v praci [44], kde byly
popsany 1 jejich odliSnosti. Prvnim pozorovatelnym rozdilem jsou stomata, ktera jsou
pfitomna na spodni kutikule. Dal§i odliSnosti jsou zapficinény samotnou metodou izolace
kutikul. Prabeh difuze pies rostlinné kutikuly je zavisly na jejich vlastnostech, jako jsou
chemicka struktura, pfitomnost stomat a tloustka kutikuly. Proto je dilezité kutikuly podrobit
dikladné analyze.

5.4.1 Opticka mikroskopie

K rozfazeni kutikul na adaxialni a abaxialni byla vyuzita opticka mikroskopie, kdy hlavnim
poznavacim znakem byla stomata (pro abaxialni kutikuly). Prvni analyza byla provedena
pomoci optického mikroskopu Olympus IX 71 s pfidavnym svételnym zdrojem (Olympus TH
4-200) a digitalnim fotoaparatem (Olympus Camedia C — 4040Zoom). Jednotlivé kutikuly
byly naneseny na mikroskopicka sklicka a snimky byly vytvoreny pii 60 nasobném zvétsSeni
pomoci softwaru CellSens Entry.

5.4.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Detailni struktura kutikul, zejména jejich povrch, byla sledovana pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu (SEM) od firmy Carl Zeiss (EVO LS 10). Kutikuly byly
pro méfeni suSeny na mikroskopickych sklickdch a byly rozdéleny na adaxialni (horni)
a abaxialni kutikuly (spodni). Dale byly rozdéleny na vné&jsi (povrch vystaveny okolnimu
prostfedi) a wvnitfni (povrch navazujici nalistova pletiva uvniti listu) stranu. Samotny
rastrovaci elektronovy mikroskop byl nastaven na napéti 15 kV, elektricky proud 307 pA,
pracovni vzdalenost 12 mm, tlak 1,0 - 10~ Pa a kazdy vzorek byl vyfocen pii 200, 500, 1 500
a 5 000 nasobném zvétseni.
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5.4.3 Profilometrie

Tloustka a drsnost izolovanych kutikul byla méfena pomoci profilometru Bruker Dektak XT.
Kutikuly byly pro méfeni pfipraveny na mikroskopicka sklicka. Po jejich pfeneseni na sklicka
byly pomoci §tétce upraveny do rovné plochy, aby snadnéji pfilnuly k podkladu a vytvoftily
homogenni povrch a kutikuly vyborné pfilnuly na plochu sklicka. Profil méfeni byl nastaven
do rezimu , HillsAndValleys“ (Cesky vrcholky a prohlubn¢), doba skenu odpovidala
30 s a po tuto dobu byla méfena skenovaci plocha 5 mm.

5.5  Charakterizace roztoku Lignohumatu A

Pro studium transportu aktivnich latek pres vySe izolované rostlinné kutikuly byl zvolen
vzorek komeréniho kapalného hnojiva s oznacenim Lignohuméat A (lignohumat draselny,
komercni dodavatel Amargo s.r.o). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o prumysloveé vyrabény
produkt, jehoz fyzikalné-chemické vlastnosti nejsou dostatecné kvantifikovany, bylo nutné
toto zvolené difizni médium podrobit zakladni charakterizaci. Pro charakterizaci byly
vybrany metody relevantni pro studium transportnich procesti uvedenych nize.

5.5.1 Tenziometrické méreni roztoku LH

Vzhledem k tomu, ze huminové latky maji schopnost snizovat povrchové napéti vodnych
roztoku, jak bylo zminéno v kap. 3.1.2, jako prvni metoda pro charakterizaci lignohumatu
draselného byla zvolena tenziometrie. Tato metoda slouzi k méfeni povrchového napéti
roztokl, a protoze potencialni snizeni povrchového napéti muze usnadnit pruchod LH
pres hydrofobni kutikulu, bylo nezbytné provést toto métent.

Pfipravené roztoky LH o objemu 20 ml a koncentracich 1 hm. %, 5 hm. % a 10 hm. %
byly proméfeny na tenziometru KSV Sigma 701. Méfeni bylo provedeno pomoci programu
Sgserver, jehoz nastaveni parametri bylo nasledujici: doba méfeni vzorku 10 minut, méfici
sondou byl ,standart ring (standardni krouzek), nadoba ,small“ (mala), ,Heavy phase
(tézka faze) byla nastavena voda a ,,Light phase* neboli lehka faze byl zvolen vzduch.

5.5.2 Méreni vodivosti a pH roztoku LH

Jelikoz hodnota pH, coby zakladniho fyzikalné-chemického parametru vodnych roztokd, ma
vyrazny vliv na strukturni vlastnosti supramolekularnich ¢i polymernich latek, lignohumatu
nevyjimaje, bylo nezbytnosti stanovit pH pouzivanych diftznich roztokd. Zménou pH miize
dochazet ke zméné konformace, s ¢imz souvisi také zmeéna velikosti ¢astic a potencialni
interakce difunduyjici latky s kutikulou, coz zasadnim zptsobem ovliviiuje finalni transportni
vlastnosti. K méfeni vodivosti byl vyuzit konduktometr Mettler Toledo. Pro toto méteni byly
pfipraveny roztoky LH o koncentracich 5 hm. % a 10 hm. %.

5.5.3 Termogravimetricka analyza roztoku LH

Termogravimetrie se fadi mezi termické analytické metody. Méfeny vzorek je vystaven
tepelnému namahani a na citlivych mikrovahach je sledovana zména jeho hmotnosti
v zavislosti na Case Ci na teploté. NejCastéji sledovanym procesem je zména hmotnosti vzorku
pfi jeho degradaci zahfivanim. Pomoci TGA mohou byt kromé ubytku hmotnosti vzorku
pusobenim teploty zjistény také oxidaéni vlastnosti latky ¢i jeji slozeni.
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Termogravimetricka analyza (TGA) byla vyuzita pro komer¢ni vzorek Lignohuméat A.
Cilem pouzité metody byla zakladni charakterizace vzorku, ve kterém byla zjistovana vazana
vlhkost a mnozstvi Cisté Al ktera se v komer¢nim praskovém vzorku nachazi.

Vzorek Lignohuméatu A byl analyzovan na termogravimetrickém analyzatoru TGA Q5000.
Experimenty probihaly v teplotnim rozsahu 0 °C az 800 °C po kroku 10 °C. V prvni fad€ byly
vzorky zahfivany v proudu kysliku a v druhém meéfeni v proudu inertniho plynu, konkrétné
dusiku.

5.5.4 Analyza LH pomoci SEC-UV-dRI

K charakterizaci polymert je ¢asto vyuzivana technika velikostné vylucovaci chromatografie
s detektorem rozptylu svétla (SEC-MALS). V piipadé této diplomové prace byl pouzit
detektor UV a diferen¢ni refraktometr (dRI). Cilem pouziti této analytické metody bylo zjistit
molekularni hmotnost pouzivaného Lignohumatu A.

K analyze byl piipraven vzorek LH o koncentraci 1 g-dm™, ktery byl pted méfenim
filtrovan pfes membranu o velikosti pord 0,45 uym. Pouzita kolona byla kalibrovana
na roztoky polystyren sulfonatu o molekulovych hmotnostech 1,53 kDa, 5,18 kDa, 16 kDa,
34,7 kDa, 57,5 kDa a 100 kDa. Mobilni fazi byl 0,1 mol - dm fosfatovy pufr o pH 7. Priitok
mobilni faze byl nastaven na 0,6 ml/min a velikost nastfiku byla 50 pl.
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5.6  Diflzni experimenty

Na zakladé predchozich experimentd M. Lastivkové [15], [65] bylo dokazano, ze roztok
lignohumatu draselného je schopny difundovat pres rostlinné kutikuly. Experimenty byly
provadény odliSnou metodikou v pomocnych hydrogelovych systémech, mezi nimiz byla
umisténa kutikula (vice informaci uvedeno v publikaci).

Vzhledem k tomu, zZe na pracovisti, kde tato diplomova prace vznikla, nebyla prozatim
testovana moznost vyuziti Stokesovych difuznich cel pro transkutikularni studium aktivnich
latek, hlavnim cilem této prace bylo navrhnout a optimalizovat unikéatni metodiku vyuzivajici
Stokesovych horizontalnich diftznich cel. Ty jsou tvofeny zdrojovou komorou s roztokem
o dané koncentraci a pfijimaci komorou s Cistym prostfedim, zpravidla vodou ¢i roztokem
o niz$i koncentraci. Objem zdrojové a piijimaci komory je 50 ml.

Navrzena, optimalizovana technika muze slouzit jako univerzalni metoda pro stanoveni
jinych 1inebarevnych vzorkii zejména iontd napf. dusikova, fosforecna, draselna nebo
organické latky detekovatelné v charakteristické ¢asti UV-VIS oblasti.

Obr. 25: Stokesovy difiizni cely.

5.6.1 Sestaveni aparaturu a vyuzita instrumentace pro méreni difuze LH

Spravny matematicky popis transportnich experimentti vyzaduje neménnou plochu bariéry,
ptes kterou probihéd diftize zvoleného média. V piipade této diplomové prace byly bariérou
rostlinné kutikuly, u kterych je obtizné zajistit neménnou diftzni plochu, jelikoz kazda
ziskana kutikula ma jiné rozméry. Z tohoto divodu byla vyuzita moznost zaliti kutikuly
do pryskyfice o definovaném vné&j$im a vnitinim rozméru formy, ¢imz byla vytvorena stejna
plocha pro vSechny vyuzité vzorky, ptes kterou mohla difuze probihat. Zarovein se piedeslo
pronikéani difuzniho média mimo definovanou plochu bariéry.

Kutikuly jsou tenké vrstvy o tloust’ce v fadech mikrometru. Stokesovy difuzni cely jsou
zkonstruované pro difize pres membrany o pruméru 2 cm. Pfi umisténi kutikuly
mezi komory takového rozméru pak hrozi jeji protrzeni a zkresleni naméfenych vysledka.
Proto bylo zapotiebi kutikuly pfipravit plochu kutikuly mensi velikosti, pfes kterou bude
transport probihat (primér kutikuly odpovidal 1,5 cm) a zarover, upevnit ji tak, aby nedoslo
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k obtékani kutikuly roztokem LH, coz by opét vedlo k nevérohodnosti vysledkt. Proto byly
kutikuly zality do pryskyfice (Obr. 26), ¢imz se zmenSilo riziko jejiho mechanického
poskozeni a hlavné zkresleni vysledkt penetrace.

Obr. 26: Priprava kutikuly pro difiize.

Pfiprava membrany pro difizi probihala nasledovné. Kutikuly byly po izolaci usuSeny
na umelohmotné sit'ce, ktera usnadiiovala jeji dal§i manipulaci. Pro diftzni experimenty byly
zvoleny dva typy vrstev, prvni typ byl tvofen z 1 kutikuly a druhy byl tvofen z 5 kutikul.
Jednovrstevny systém byl vyuZzit pro replikaci experimenti M. Lastivkové [65] avSak
v modelu difuznich cel. Namétené vysledky byly nasledné porovnany.

Pilotni experimenty byly také provadény pres celé listy bobkovisné, které byly zality
do pryskyfice. Pfi méfeni vSak nebyl v Case tfi tydnl zaznamenan zadny signal, jelikoz
tloustka mezofylu listu neumoznila prichod LH skrz cely list. Proto byl vytvoren model
petivrstevného systému, ktery mél slouzit k co nejlepsi simulaci rostlinného listu. Tento
model byl zvolen na doporuCeni Ing. Jaroslava Zahory, CSc. z Mendelovi Univerzity,
z Ustavu agrochemie, ptidoznalectvi, mikrobiologie a vyZivy rostlin.

1 4 = < X

Obr. 27: Susici proces vrstvenych kutikul (vlevo) a usuSend kutikula (vpravo).

Po ususeni byly rostlinné kutikuly skalpelem nafezany na ctverce velikosti 2x2 cm. Takto
pripravena vrstva byla vlozena do stfedu teflonové formy (Obr. 28 vlevo). Cely systém byl
dobte utazen kovovymi Srouby, aby nedoSlo k proniknuti pryskyfice do stfedu membrany.
Po obvodu byla forma prelepena lepici paskou, aby nedoslo k uniku pryskyfice vlivem
netésnosti.
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Obr. 28: UsuSena vrstva kutikuly ve stredu teflonové formy (vievo), sloZend forma (vpravo).

Methakrylatova pryskyfice firmy ViaFix byla pfipravena podle navodu smichanim
praskového poly(ethyl)methakrylatu a kapalného 60 hm. % isobutyl-methakrylatu v poméru
11:9. Pripravena smés byla ihned nalita otvorem do pfipravené formy s kutikulou. Se smési
bylo zachdzeno nejlépe tak, aby se vni tvofilo minimum vzduchovych bublinek.
Po 24 hodinach byla hmota s kutikulou vyjmuta z formy a dale byla vyuzita pro transportni
experimenty.

Difuzni experimenty byly realizovany pro kutikuly bobkovisné Iékaiské izolované
chemickou a enzymatickou metodou, dale byly vyuzity kutikuly rajcete jedlého, které byly
mechanicky izolované (MI), chemicky izolované (CHI) a enzymaticky izolované (EI).

Jak jiz bylo zminéno vySe, ke studiu transportnich procesi LH pres kutikuly byly vyuzity
Stokesovy difuizni cely. Pred zahajenim meéfeni byla sestavena aparatura (Obr. 29). Mezi
zdrojovou a pfijimaci komoru byla umisténa kutikula zalitd v pryskyfici acely spoj byl
upevnén svorkou. Do obou komor bylo vlozeno magnetické michadlo.

Obr. 29: Aparatura pro méreni difiize LH pres kutikulu.

Nasledné bylo pfipraveno 50 ml roztoku LH a 50 ml vody. Pro diftizi pies kutikuly
bobkovisné byl pipetovan 5 hm. % roztok LH, pro difuzi pres kutikuly rajéat byl odméfen
10 hm. % roztok LH. Thned po pfipravé diftizni aparatury byla do pfijimaci komory s vodou
zavedena optickd sonda pro méfeni absorbance a bylo spusténo meéfeni s automatickym
ukladanim dat ve zvolenych Casovych intervalech (30 minut). Méfeni probihalo v rozsahu
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vlnovych délek 300-900 nm. Aby nedochazelo k odpatfovani rozpoustédla, otvor piijimaci
komory s optickou sondou byl obalen parafilmem a zdrojova komora byla uzaviena zatkou.
Roztoky obou komor byly v celém prubéhu méfeni homogenizovany michadly pfi nastaveni
200 otacek/min.

Vlaknovy spektrofotometr OceanOptics USB2000+ s UV-VIS byl pted pouzitim zahfivan
po dobu 45 minut. Méfeni probihalo pomoci softwaru SpectraSuite.

Naméfena spektra byla vyhlazena v programu Origin pomoci funkce ,,.Smooth all curves®
az dat byly vybirany hodnoty absorbanci pro vinové délky 500 nm, 600 nm a 700 nm.
Z téchto hodnot pak byly pomoci smérnic kalibra¢nich pfimek pro zminéné vinové délky
urCeny prumeérné koncentrace LH v pfijimaci cele v zavislosti na Case.

5.6.2 Méreni difuze KCI pres rostlinné kutikuly

Pro kontrolu penetrace latek skrz kutikulu bylo provedeno méfeni pomoci referencniho
roztoku chloridu sodného (KCI). Mezi horizontalni difuzni cely byla umisténa rostlinna
kutikula zalitd do pryskyfice. Do zdrojové cely bylo pipetovano 50 ml 0,1 mol - dm™ KCl
a do piijimaci cely 50 ml vody. Do komory s Cistou vodou byla vlozena vodivostni sonda
napojena na multimetr s automatickym snimanim zaznamu a pomoci programu SevenMulti
byl nastaven automaticky zapis naméfenych hodnot elektrickych vodivosti v intervalu 10 s.
Po celou dobu experimentu byly roztoky v obou komorach homogenizovany michadly
(200 otacek/min).
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5.7 Vyhodnoceni diftiznich experimenti
5.7.1 Urceni konstanty diftizni cely p

Stanoveni difuzniho koeficientu metodou difuzni cely je z hlediska matematiky pomérné
narocné. Pro stanoveni difuznich experimenti bylo potfeba provést kalibraci diftizni cely.
Stokes [66] provadi kalibrace vypoctem konstanty B, ktera charakterizuje cely systém, v némz
difuze probiha. K realizaci experimenti byly vyuzity horizontalni diftzni cely (Obr. 25)
a Jjako méfici metoda byla zvolena konduktometrie roztoku KCl.

Pfed samotnym meéfenim byla stanovena kalibrani pfimka elektrické vodivosti KCI
v rozmezi koncentraci 0,04—1 mol - dm™, ktera je uvedena na Obr. 30. Naméfené hodnoty
byly prolozeny pfimkou linearni regrese a jeji rovnice byla vypoctena pomoci funkce
LINREGRESE v programu MS Excel.
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Obr. 30: Kalibracni primka pro stanoveni KCI.

Urceni konstanty difuzni cely f vychazi ze vztahu:

1 (Cz —C) ),

Dt =——In , 17
B\ le.~c,), a7

kde D je difuzni koeficient, ¢ znaci Cas pruchodu Al (zde KCl) kutikulou, ¢, je koncentrace
KCI ve zdrojové komote difuzni cely a ¢, je koncentrace KClI v piijimaci komote diftzni
cely. Prirozeny logaritmus v pravé Casti rovnice se pak pocita ze zlomku rozdill ¢, a ¢, v Case
tav CaseO.

Pro samotné méteni byla sestavena difuzni cela spojenim dvou komor, mezi které byla
pomoci plastového krouzku a té€snéni vlozena nitrocelulézova membrana. Pro stanoveni
konstanty difuzni cely B byla vyuzita synteticka membrana z toho duvodu, ze je potieba
vyuzit material, jehoz difuzivita je znama. Pro dany experiment byla vyuzita membrana
PRAGOPOR od firmy PRAGOCHEMA spol. s.r.0. o velikosti port 0,4 um. Cela aparatura je
znazornéna na Obr. 31 a spoj komor upevnény svorkou je vidét na Obr. 31 vpravo.

45



Obr. 31: Stokesova difiizni cela (vlevo), detail vioZené nitrocelulozové membrany (vpravo).

Nasledn& byl pfipraven roztok KCl o koncentraci 1 mol-dm™. Do zdrojové komory
diftzni cely bylo pipetovano 50 ml KCl a do pfijimaci komory 50 ml ¢isté vody. K méfeni
diftze KCl byl vyuzit konduktometr Mettler Toledo, jehoz sonda byla vlozena do piijimaci
komory svodou, a v programu SevenMulti bylo nastaveno automatické ukladani dat
v ¢asovém intervalu 10 s. Méfeni probihalo po dobu 1 dne.
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Obr. 32: Zavislost koncentrace KCI v prijimaci komore difiizni cely na case.

3 KCl byla pomoci kalibraéni zavislosti prevedena

Meéfena vodivost 1 mol - dm™
na koncentracni zavislost, jak je vidét na Obr. 32. Zhodnot koncentraci byl vypocten
pfirozeny logaritmus podilu koncentraci c; a ¢, v €ase ¢ a v €ase 0, jak je uvedeno na pravé
strané rovnice (17). Hodnoty pfirozeného logaritmu byly vyneseny do zavislosti na Case
a linearni zavislost byla prolozena pfimkou. Z téchto dat byly opét vypocteny koeficienty

rovnice pifimky pomoci funkce LINREGRESE.
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Obr. 33: Zavislost prirozeného logaritmu pocitaného z koncentrace KCl v prijimaci komore na case.

Dale byla pro vypocet konstanty difuzni cely pouzita kvadraticka funkce, ktera je
znazornéna na Obr. 34 a vychazi z reference [57]. Z této kvadratické funkce byly ziskany
koeficienty p, ¢ a r. Hodnota x v rovnici vystupuje jako odmocnina koncentrace KCl
v rovnovaze, ktera byla podle grafu na Obr. 32 stanovena na ¢ = 0,472 mol - dm™.

2,02 ~

y=1,0098x%- 0,6787x+1,9949 ¥
R*=0.,9994

0,0 0.5 1,0 1.5 2,0 2.5
odmocnina koncentrace KCI (mo®®5/dm3?)

Obr. 34: Kvadraticka zavislost dat pro vypocet konstanty difiizni cely p.

Difuzni koeficient byl pak urfen dosazenim zji§téné koncentrace KCl v rovnovaze
do kvadratické funkce na Obr. 37, kde y = Dinr. Dosazenim proménnych do kvadratické
funkce byla ziskana rovnice:

Dim:(p-(\/g)z—kq-\/g—kr)-log, (18)

47



Ziskany difuzni koeficient Din=2,01-10° m%*s byl pak podé&len podle rovnice (17)
smérnici ze zavislosti pfirozeného logaritmu na Case (Obr. 33) a tim je ziskdna konstanta
difazni cely p:

D
— w3010 m .
APTRTE " (1%

Vyse uvedenym matematickym vypoctem byla stanovena konstanta diftizni cely p, ktera
slouzi k vypoCtu difuzniho koeficientu jakozto hlavniho parametru charakterizujiciho
transport lignohumatu pres rostlinné kutikuly. Tato konstanta bude odliSna pro rizné
geometrie difuznich cel, proto je nutné ji vzdy pro diftzni experimenty stanovit zvlast.
Konstanta je pak vyuzita pro vypocet difuzniho koeficientu LH dle rovnice (8).

Vypodet byl uréen dle reference [52], kde f#=6- 10* m™2. Uréena konstanta difuzni cely
v ramci této diplomové prace se lisi pouze v fadech jednotek, coz bylo zapfi¢inéno rozdilnou
geometrii pouzité difuzni cely, z ¢ehoz bylo usouzeno, ze postup stanoveni S byl spravny.

5.7.2 Kalibra¢ni rada lignohumatu draselného

Lignohumat draselny ve formé& roztoku vykazuje hnédé zbarveni, cehoz lze vyuzit pii pouziti
spektrofotometrie jako analytické metody pii ureni koncentrace. Red&nim roztoku
Lignohumatu A okoncentraci 1 hm. % byla do 50 ml odmémych banék pfipravena
koncentra¢ni fada. Kalibrani roztoky byly proméfeny spektrofotometrem OceanOptics
v rozsahu vlinovych délek 300-900 nm (méfeno kontinualni UV-VIS spektrum). Komunikace
a prevod dat byl zajistén softwarem SpectraSuite.

Obr. 35: Kalibracni Fada LH (0,01; 0,02; 0,04; 0,05; 0,06,;0,08; 0,16,0,24;0,40;0,50 hm. %, zleva).

Pro sestaveni kalibracni pfimky byly vybirany absorbance pfi vinovych délkach 500 nm,
600 nm a 700 nm, kde byly naméfeny vhodné koncentracni zavislosti absorbance pro LH.
Pti nizsich vinovych délkach byly namétfeny vysoké citlivosti pro velmi nizké koncentrace
a zéavislost nebyla linearni a pro vlnové délky vyssi nez 700 nm byla citlivost pro vybrané
koncentrace naopak velmi nizka. Smérnice vybranych kalibrac¢nich pfimek pak byly vychozi
pro vypocet koncentrace LH v pfijimaci komote difuzni cely.

Na spektrofotometru byla namétfena data v rozmezi koncentraci 0,01 az 0,24 hm. %, vice
koncentrované roztoky uz nebyly meéfitelné vldknovym spektrofotometrem, protoze
vykazovaly piili§ vysoké hodnoty absorbanci. VSechny tfi pfimky a jejich smérnice jsou
znazornény na Obr. 36.
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Obr. 36: Kalibracni primky pro stanoveni koncentrace LH.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Opticka mikroskopie kutikul

K transportnim experimentim byly vyuzity kutikuly bobkovisné Iékarské a rajcete jedlého.
Zminéné kutikuly bobkovisné byly izolovany dvéma metodami — chemickou a enzymatickou.
Jak je znamo z predchozich publikaci [44] a [65] kutikuly bobkovi§né se lisi z horni a spodni
strany listu, kdy spodni kutikula obsahuje ve své struktufe stomata, ktera jsou dulezitym
faktorem ovliviiujici pruchod plynt, vody a aktivnich latek do mezofylu listu. Bylo
oCekavano, ze stomata budou mit zasadni vliv také na transportni experimenty provadeéné
v ramci této diplomové prace.

Metoda optické mikroskopie byla pouzita jako vychozi metoda k sledovani izolovanych
kutikul bobkovisné a rajcete dvéma metodami (CHMI a EMI). Kutikuly bobkovisné€ byly
pozorovany za ucelem rozdeleni na adaxialni (horni) a abaxialni (spodni) strany. Pro srovnani
rozdilt mezi CHI a EI kutikulami byly pofizeny nasledujici snimky za pomoci optického
mikroskopu ve zvoleném 60 nasobném zvétSeni a jejich rozliSeni bylo 1 376 x 1 038 pixeld.
Metitko na snimcich znazoriiuje 25 um. Bylo usouzeno, ze pomoci optické mikroskopie
nebylo mozné s jistotou sledovat strukturni detaily a rozdily mezi jednotlivymi kutikulami
izolovanymi odliSnymi zpusoby. Prukazné vsak byla sledovana stomata na spodni strané
kutikuly bobkovisné. Detailni struktura a rozdily kutikul bobkovisné a kutikul raj¢at byla
pozorovana pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (kap. 6.2).
g RN T RN, % P e R i SR

Obr. 37: Horni kutikula bobkovisné izolovand chemicky (A) a enzymaticky (B).

Na Obr. 37 jsou uvedeny snimky horni kutikuly izolované chemickou metodou izolace (A)
a enzymatickou metodou izolace (B). Horni kutikula bobkovisné ma ve své strukture
pozorovatelné antiklinalni stény rovného typu. Pozorovanim hornich kutikul bylo také
potvrzeno, ze ve své struktufe neobsahuji zminéna stomata. Ze snimku je dale patrné, ze
u CHI kutikul jsou antiklinalni stény vyrazn€jsi nez u EI kutikul.
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Snimky spodnich kutikul chemicky izolovanych (A) a enzymaticky izolovanych (B) jsou
zachycené na Obr. 38. Krom¢ antiklinalnich stén jsou zfeteln€ vidét stomata na obou
uvedenych snimcich. Antiklinalni stény jsou vyraznéj§i na snimku A, tedy stejné jako
v pfipadé hornich kutikul. Rozmisténi stomat je zcela nahodilé, avSak jejich pritomnost
zna¢né ovliviluje procesy transpirace a vymenu plyna do lista rostlin.

6.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie kutikul

Pro detailngjsi zachyceni rostlinnych kutikul bobkovis$né a rajcete z vnéj§i a vnitini strany,
kde vnéj$i strana Celi atmosfére a vnitfni navazuje na rostlinna pletiva, byla vyuzita rastrovaci
elektronova mikroskopie. Zarovei byly sledovany rozdily v kutikulach izolovanych chemicky
a enzymaticky, jelikoz metody izolace maji vliv na vlastnosti kutikul, které by mohly ovlivnit
diftzni procesy. Pii CHMI dochazi k rozpousténi pektinu, ktery je vazan na kutin, ale pti EMI
zustava pektin ve struktute kutikuly. Tento fakt byl sou¢asti pozorovani kutikul pomoci SEM.

6.2.1 Detailni snimky kutikul bobkovisné ze SEM

Na Obr. 39 je zaznamenan povrch horni kutikuly bobkovisné izolované CHMI, na obrazku A
je zachycena vnitini strana a B zachycuje vnéjsi stranu kutikuly. Z vnitfni strany kutikuly
vystupuji rovné antiklinalni st€ény a mezi nimi je povrch tvofeny zbytky polysacharida
navazanych na kutin. Vnéj§i strana ma celistvy a hladky povrch, na kterém ulpivaji drobné
necistoty, které zbyly na kutikule po nedokonalém ocisténi.
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Obr. 39: Snimky vnitini strany (A) a vnéjsi strany (B) CHI horni kutikuly bobkovisné zvétsené 1500x.

Na Obr. 40 je zachycen snimek horni EI kutikuly bobkovi§ng. Cast A zobrazuje vnitini
stranu a B vné&j$i stranu horni kutikuly. Vnéj$i 1 vnitini strana kutikuly ma stejny celistvy
povrch s mirnym reliéfem. Odli§nosti byly zaznamenany pouze v mnozstvi neCistot, které
vice ulpé€ly na vnitini strané kutikuly. Opét se jednd o zbytky pletiv listu, které nebyly
z kutikuly ocistény.

EHI - 1500 ¥ Signal A= SE1 EHT = 14.00 kY Signal A= SE1 oba= 307 pA
WD = 120 mm Image Pixel Sizo = 193.6 nm Widlth = 190.2 pm ZEISS WO = 120 mm Imaga Fixsl Size = 1935 nm Width = 190.2 pm ZEISY
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Obr. 40: Snimky vnitini strany (A) a vnéjsi strany (B) EI horni kutikuly bobkovisné zvétsené 1500x.

Na Obr. 41 je vnitini a vnéj§i strana spodni kutikuly bobkovisné ziskana pomoci CHMI.
Soucasti této strany kutikuly bobkovisné jsou stomata, ktera jdou zietelné vidét z vnéjsi
strany. Na vnitinim povrchu kutikuly opét vyraznéji vystupuji antiklinalni stény, avSak nejsou
vyrazné, jako tomu bylo u vnitini strany horni kutikuly. Vnitini povrch kutikuly spolecné
se stomaty pokryvaji nedokonale rozpusténé zbytky mezofylu listu. Vné&jsi povrch kutikuly je
celistvy s mirnym reliéfem. Velikost praduchovych stérbin CHI spodni kutikuly bobkovisné
nabyvala hodnot (14,12 + 1,16) um [65].
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Obr. 41: Snimky vnitrni strany (vlevo) a vnéjsi strany (vpravo) CHI spodni kutikuly bobkovisné zvétsené 1500 x.

Na Obr. 42 je vnitini strana (A) a vnéjsi strana (B) spodni kutikuly bobkovi§né ziskana
pomoci EMI. Stomata pfitomna na kutikule jsou viditelna z obou stran, na vnitfnim povrchu
je ale vice viditelné zbylé pletivo listu ulpivajicim na stomatech. Velikost praduchovych
Stérbin nabyvala hodnot (13,00 £1,16) pum, coz vramci statistické chyby odpovida
velikostem stomat vypoctenym pro kutikuly bobkovisné izolovanych CHMI [65].

Ze ziskanych snimkt kutikul byl zjistén zfejmy vliv metody izolace na povrch a strukturu
rostlinnych kutikul, ale nebyl zjistén vliv na velikost stomat. V pfipad€ transportnich
experimentu by tedy pruduchy nemély hrat vyznamnou roli v ovliviiovani difuzi.

SEM -t \II E EHT = 15.00 kv

worsm P WD = 120 mm

1021~ 768 2y = a ign _ — Mag- 150K X

Obr. 42: Snimky vnitini slrany (A) a vnéjsi strany (B) EI spodni kutikuly bobkovzsne zvétsené 1500 x.

6.2.2 Detailni snimky kutikul rajcete ze SEM

Pro porovnani se snimky z pfedchozi kapitoly byly vytvoreny také snimky kutikuly rajcete
jedlého, aby bylo ziskano vice informaci o struktufe kutikuly, kterd by mohla mit podobny
vliv na transportni experimenty, jako je tomu u bobkovisne. Kutikuly rajcete jedlého nemaji
ve své struktufe stomata, podobné jako horni kutikuly bobkovi$né. I vtomto piipade
se kutikuly mohou strukturné lisit v zavislosti na metodé€ izolace, CHMI a EMI. Stejné tak
byly pozorovany vyrazné rozdily ve vnitinim a vnéjSim povrchu kutikul, kdy vné&jsi strana
obsahuje vice lipofilnich latek a je celistvéj$i, nez strana vnitini, kterd navazuje na mezofyl.
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Obr. 43: Vnitini strana (A) a vnéjsi strana (B) CHI kutikuly rajcete jedlého zvétseného 1500x.

Na Obr. 43, je zobrazena vnitini ¢ast A a vnéjsi cast B kutikuly rajcete ziskaného pomoci
CHMI. Antiklinalni stény podobné jako u bobkovisn€ vystupuji vyraznéji na vnitini strané
kutikuly a vné&jsi strana je celistva, jak jiz bylo zminéno vySe. Na snimku vnitfniho povrchu je
také vidét poruseni kutikuly, na coz je tfeba davat pozor pfi piipravé difuznich experimenta,
proto byly kutikuly pted ptipravou difuznich experimentd dikladné prozkoumany.
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Obr. 44: Vnitini strana (A) a vnéjsi strana (B) EI kutikuly rajcete jedlého zvétseného 1500x.

Na Obr. 44 je vnitini a vnéjsi strana kutikuly rajcete jedlého ziskanad pomoci EMI. Vnéjsi
povrch kutikuly je stejné jako v predeslém pripadé celistvy. Na snimku vnitfniho povrchu
kutikuly je vSak oproti CHI kutikule vidét vyrazna cClenitost antiklinalnich stén. Na rozdil
od kutikul bobkovisné, kde byly vice Clenit¢é CHI kutikuly. Diivodem miize byt pruznost
a mekkost mezofylu rajcete ve srovnani s listem bobkovisn€, diky ¢emuz doslo k lepsimu
pusobeni enzymu a rozpusténi zminéného pletiva.

6.3 Profilometrické méreni kutikul

Z namétenych dat byly zjistény tloustky kutikul, které shrnuje Tab. 4. Data byla ziskana
vypoctem pruméru z 5 méfeni vzorki kutikul, ktera byla vyhodnocena jako relevantni.

Pomoci profilometrického méfeni 5 vzorkt kutikuly bobkovi§né byla stanovena primeérna
tloustka, jejiz hodnoty jsou uvedeny v Tab. 4. Z 5 naméfenych vzorkd byla ziskana krome
prumérné tloustky také odchylka, ktera byla vétsi u EI kutikul, coz naznacuje jejich vétsi
heterogenitu.
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Tab. 4: Tloustky kutikul stanovenych pomoci profilometrie.

bobklovi§er“1 lékarska [pm]’ e el [
horni spodni
CHMI |EMI |CHMI |EMI CHMI |EMI
prumeér 10,3 37 7 37 18 29
odchylka| 0,4 9 1 7 1 8

Kutikuly rajcCete ziskané raznymi metodami izolace se stejné jako kutikuly bobkovisné
svou tloustkou lisily. Kutikuly bobkovisné ziskané pomoci CHMI byly 4x tenc¢i, nez EI
kutikuly bobkovisné. CHI kutikula rajcete byla pouze 0,3x nez EI kutikula rajcete, z Cehoz
vyplyva rozdilny vliv izolacnich smési na kutikuly bobkovi§né a rajcete. Bylo usouzeno, ze
kutikuly rajcat se svou strukturou podobaji hornim kutikuldm bobkovi§né, jelikoz ve své
struktufe neobsahuji stomata. Primérna hodnota tloustky kutikuly rajcete je na rozmezi CHI
a EI hornich kutikul bobkovisn€, od ¢ehoz by se mél odvijet i podobny pribéh transportnich
experimentt. Primérné tloustky s odchylkami jsou nazorné uvedeny v grafu na Obr. 45.
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Obr. 45: Priumeérné tloustky chemicky izolovanych kutikul (CHIK) a enzymaticky izolovanych kutikul (EIK)

mérené pomoci profilometrie.

Rozdilnost v namétfenych tloustkach je zapficinéna rozdilnou strukturou a pomeérem
hydrofobnich voskli a hydrofilnich sacharidii v kutikulach. Z metody izolace souvisi také
homogenita izolované kutikuly. CHMI je zalozena na agresivnim pasobeni HCI, ktera rychleji
rozklada mezofyl listu spolecné s polysacharidy vazanymi ke kutikule, na rozdil od izola¢niho
roztoku EMI, ktery rozklada pletiva pomaleji, coz také zapficinuje tvorbu heterogenniho
povrchu EI kutikul. Uvedené vysledky také koreluji se snimky ziskanymi pomoci rastrovaci
elektronové mikroskopie v kap. 6.2, kde byla porovnavana sledovana vyrazna Clenitost EI
kutikul oproti CHI kutikulam rajcete. Jedna se o vyznamny strukturni rozdil, ktery by mohl
ovlivnit difizni experimenty.
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6.4 Zakladni charakterizace lignohumatu draselného
6.4.1 Povrchové napéti roztoku LH

Povrchové aktivni latky (PAL) se bézné piidavaji do listovych hnojiv, jelikoz zvySuji adhezi
Al k hydrofobnimu povrchu listu. Kapky aplikovaného hnojiva pak déle setrvavaji na listu
a rostlina ma vice Casu Al pojmout. Je vSeobecné znamo, ze huminové latky ve své strukture
obsahuji hydrofilni funkcéni skupiny a diky tomu jsou povazovany za povrchové aktivni.
V ramci této diplomové prace bylo pracovano s lignohumatem draselnym jako zastupcem HL.
Nameétené hodnoty tenze roztoki LH jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Hodnoty tenze roztokii LH o riizné koncentraci.

koncentrace LH [hm. %] 1 5 10
priamérna tenze [mN/m] | 51,2 | 48,1 | 41,2
odchylka [mN/m] 04102103

Tabulkova hodnota pro povrchové napéti vody je 72 mN/m. Z tabulky (Tab. 5) je patrné,
ze povrchové napéti klesa se vzrustajici koncentraci LH v roztoku, ¢imz bylo potvrzeno, ze
lignohumat draselny je povrchové aktivni latka. Zaroven mulze byt tvrzeno, Ze s rostouci
koncentraci LH v roztoku bude dochazet k ochotnéjSimu piijmu Al aplikované na list
do vnitini struktury listu bez pfidani dalSich syntetickych PAL, které mnohdy ptsobi
negativné na zivotni prostfedi.

6.4.2 Vodivost a pH roztoku LH

Vodivost a pH byly méfeny vzdy pro roztoky LH o koncentraci 5 hm. % a 10 hm. %.
Vysledky prumérnych hodnot méfeni jsou uvedeny v Tab. 6. Naméfené hodnoty vodivosti
pro vzorky LH o koncentraci 10 hm. % byly pfiblizn€ 1,8x vy3$si nez u S hm. % LH. Vyssi
elektricka vodivost je pfisuzovana vétsimu mnozstvi draselnych iontll v koncentrovanéjsim
roztoku. Draselné kationty jsou malé Castice, které budou snadno difundovat kutikulou,
a pi1 vyssi koncentraci se vytvori vétsi koncentracni gradient, ¢imz dojde k jejich rychlejsimu
prechodu.

Pii méteni pH roztokd LH bylo zjisténo, Ze s rostouci koncentraci lignohumatu draselného
nedochazi k naristu hodnot pH. Naméfené hodnoty pH se pohybovaly okolo 9,5, coz
znamena, ze se jedna o mirn¢ alkalické rostlinné piipravky.

Tab. 6: Namérené hodnoty vodivosti a pH pro roztoky LH.

vodivost [mS/cm] pH
koncentrace [hm. %] 5 10 5 10
prumer 19,6 34,9 9,45 9,39
odchylka 0,02 0,3 0,06 0,01

6.4.3 Termogravimetricka analyza LH

Termogravimetricka analyza (TGA) pro komercni vzorek Lignohumatu A byla vyuzita jako
zakladni charakterizace pouzitého lignohumatu draselného. Pomoci meéfeni bylo zji§tovano
mnozstvi Cisté Al ktera se v komercnim praskovém pfipravku nachdzi. Pomoci TGA mohou
byt kromé ubytku hmotnosti vzorku ptisobenim teploty zjistény také oxidacni vlastnosti latky
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¢i procentuadlni obsah organickych a anorganickych latek. Naméfend data byla prolozena
dvéma typy kiivek, tj. termogravimetrické kiivky (TG), znazoriujici relativni hmotnost
v procentech, a derivacni kfivky (DTG), které charakterizuji derivované hmotnosti neboli
procentualni ubytek hmotnosti v zavislosti na teploté.

Naméfena zavislost tepelného rozkladu LH je zobrazena na Obr. 46. Na ose y je
znazornéna hmotnost vzorku, kdy 100 % znac¢i hmotnost plivodniho vzorku. V inertni
i kyslikové atmosfére je mozné sledovat ubytek hmotnosti do 140 °C, coz znaci odpareni
vody ze vzorku, ztohoto ubytku lze stanovit pivodni vlhkost LH. K nasledné degradaci
dochazi pii teplotach 300 °C (nizkoteplotni oblast) a 700 °C (vysokoteplotni oblast).
Z konec¢né hodnoty spaleného materialu je mozné urcit mnozstvi popela.
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Obr. 46: Zavislost ubytku hmotnosti LH na teploté. Modré kifivky zndzoriiuji tepelny rozklad roztoku
v proudu kysliku a cerné krivky v proudu dusiku.

Do Tab. 7 byly shrnuty namétené vlhkosti ve vzorku LH métené v kyslikové 1 v dusikové
atmosfére. Bylo zji§t€éno, ze méfeny vzorek obsahoval kolem 6 % vlhkosti. V pyrolytické
atmosfére pak po degradaci vzniklo vice popela (44,4 %) nez v oxidativni atmosféte (40,0 %).
Popel je tvoren nespalitelnymi zbytky. Z rozdilu obsahu vlhkosti a vzniklého popela bylo
vypocitano mnozstvi ¢istého LH pfiblizné 50 %.

Tab. 7: Procentudlni mnozZstvi vihkosti ve vzorku LH a popela vzniklého po jeho degradaci.

(0)) N»
Vlhkost (hm. %) 6,2 6,3
Popel (hm. %) 40,0 444
Obsah LH 53,8 49,3

6.4.4 Urceni molekuldrni hmotnosti LH pomoci SEC-UV-dRI

Pomoci uvedené metody byla zjistovana molekulova hmotnost pouzitého LH. Namétena data
pak byla vyuzita pro ziskani informace o velikosti molekul a supramolekul LH, které mohly
byt v ramci transportnich experimentt zadrzovany v pérech kutikul.
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Molekulova hmotnost byla uréena relativné vzhledem ke kalibraci kolony
na polystyrenové standardy (polystyren sulfonat) o pfesné definované molekulové hmotnosti.
Nameétené hodnoty hmotnostné stfedni molarni hmotnosti (Mw), pocetné stiedni moléarni
hmotnosti (Mn) a indexi polydisperzity (PDI) pro méfeni tfi vzorki LH o koncentraci
1 g-dm™ jsou uvedeny v Tab. 8. Naméfené intenzity signalu pro oba detektory jsou
zobrazeny v grafu na Obr. 47.

Tab. 8: Hodnoty stredni molarni hmotnosti, pocetné stredni moldarni hmotnosti a indexii polydisperzity
pro vzorky LH o koncentraci 1 g - dm™.

SUPRAMOLEKULY MOLEKULY
Myw (Da) Mn (Da) PDI méieni Mw (Da) Mn (Da) PDI
prumér 38 051 34 256 1,11 pramer 773 239 3,2
smodch 2135 3199 0,05 smodch 12 19 0,2
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Obr. 47: Intenzita signdlu pouZitych detektorii v elucnim case kolony.

Hmotnostn¢ stfedni molarni hmotnost neboli hmotnostni praimér molarnich hmotnosti
pro supramolekuly LH byla (38 051 + 2 135) Da, pocetné stfedni molarni hmotnost byla
(34256 = 3199) Da. Zjejich podilu byl vypocitan index polydisperzity (1,11 + 0,05)
a muzeme tak oCekavat nizkou polydisperzitu systému. Pro hodnoty hmotnostni molekuly LH
vychazel PDI (3,2 £ 0,2), coz naznacuje vice polydisperzni systém.

Z méteni bylo odvozeno, ze velikost molekul LH se pohybuje v fadu jednotek nm, tvori
tedy koloidni roztok. Podle danych vysledki tedy dochazi v rostlinnych kutikulach
k snadnému transportu LH a experimenty nejsou velikosti molekul ovlivnény. Vzhledem
k tomu, Ze velikost pord na spodni kutikule bobkovisné odpovida cca 13 pm, tedy jeji prumér
je priblizné 1 000x vétsi nez velikost molekul LH, ani z tohoto hlediska by nemélo dochazet
k ovliviiovani difuznich experimentq.
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6.5 Souhrn méreni difize KCI v horizontalnich difaznich celach

Pomoci konduktometrie byla méfena difize iontd KCI jako kontrola prabehu transportu
pfres pripravené kutikuly zalité v pryskyfici. Diky malé (analytické) velikosti zminénych iont
dochézi k rychlému transportu pres membrany, experimenty proto nevyzadovaly tolik ¢asu
jako transportni experimenty s LH. Zaroven bylo vyuzito jiz urCené kalibrani pfimky
pro stanoveni KCl metodou méfeni vodivosti, jak je uvedeno v kap.5.7.1. Ve zminéné
kapitole byl také proveden vypocet difuzniho koeficientu pro nitrocelulézovou membranu
o velikosti pord 0.4 um, jehoz hodnota byla Din=2,0-10° m%*s. Tato hodnota koreluje
s hodnotou difiizniho koeficientu KCl uvedeného v publikaci [64].

Difuze KCl byla stanovena pomoci méfeni vodivosti v piijimaci komote difuzni cely.
Zdrojovym roztokem byl zvolen 0,1 g- dm™ KCI a difuzni koeficient byl uréen vypodtem
vychazejicim zrovnice (8). Experimenty probihaly pies 5 vrstev izolovanych kutikul
bobkovisné, coz nejlépe simuluje stavbu listu, jak jiz bylo zminéno v kap. 5.6.1 a stejny pocet
vrstev kutikul bobkovi§né byl také vyuzivan pro difizni experimenty s LH.

Vypoétené difiizni koeficienty pro transport 0,1 g - dm™ KCI ptes horni a spodni chemicky
izolované kutikuly (CHIK) bobkovisné, horni a spodni enzymaticky izolované kutikuly (EIK)
bobkovisné a kutikuly rajcat jsou shrnuty v Tab. 10. Jejich hodnoty jsou pro srovnani
znazornény v grafu na Obr. 48. Piiklad vypoctu difuzniho koeficientu je uveden nize
v kap. 6.6.1.

Tab. 9: Vypoditané hodnoty difiiznich koeficientii a casii priichodu 0,1 g - dm= KCI pres jednotlivé kutikuly.

BOBKOVISEN RAJCE
CHI El
p p p - CHI El
horni spodni horni spodni
| D [107! m?/s] 0,85 53,76 0,52 9,51 4,56 0,72
60 - _
gpodni CHIK bobkoviineé
mspodni EIK bobkoviine
50 +
mhorni CHIK bobkoviiné
mhorni EIK bobkovigne
407 CHIK rajcete
I3 EIK rajéete
£ 30 4
=
20 +
10 +
0 .

Obr. 48: Difiizni koeficienty KCI pro transportni experimenty pres jednotlivé kutikuly.
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Ve vsech piipadech pouzitych kutikul byl difuzni koeficient mensi nez Din, ktery byl
stanoven v fadech 10~ m¥s. Nejvice se hodnoté Din bliZila hodnota difuzniho koeficientu
pro transport pres spodni CHI kutikulu bobkovi$né. Pro bobkoviSen platilo, ze nejrychleji
tedy probihal transport ptes spodni CHI kutikulu, rychly byl také transport pro spodni EI
kutikulu a po nich nésledovaly horni CHI kutikuly a EI horni kutikuly. Zjist€éné D doséahly
vySSich hodnot pro spodni kutikuly v porovnani s hornimi pro obé metody izolace kutikul
bobkovisn€, coz je zpisobeno piitomnosti stomat na spodnich kutikulach.

Vysledky rovnéz koreluji s daty pro tloustku kutikul (Tab. 4), kde CHI spodni kutikula
byla nejtenci. Horni 1 spodni EI kutikuly byly siln€jsi nez kutikuly CHI, coz opét
koresponduje s dosazenymi vysledky uvedenych difaznich koeficient, kdy D pro EI kutikuly
byly nizsi nez D pro CHI kutikuly.

Pro izolované kutikuly rajcete, které jsou svou strukturou podobné vice hornim kutikulam,
byly zjistény difuzni koeficienty o velikosti ve stejnych Ciselnych fadech. Zejména pro EI
kutikulu rajcete byl zjistén koeficient na rozmezi CHI horni kutikuly a EI horni kutikuly, coz
koreluje i s naméfenymi hodnotami pro tloustky kutikul mechanickou profilometrii.

6.6 Souhrn méreni difuze LH v horizontalnich difuznich celach

K méfeni byly pouzity Stokesovy horizontalni difuzni cely. Experimenty slouzi jako
optimalizace studia transportu Al pres rostlinné kutikuly. V nasem pfipadé se jednalo
u kutikuly bobkovi§né 1ékarské a rajcete jedlého. V budoucnu by experimenty mohly slouzit
pro studium transportu jinych AI (napf. N, P, K) pres kutikuly dalSich zeméd¢€lskych plodin
za ucelem kvantitativniho stanoveni pfijmu Al pomoci lista ¢i plodu.

6.6.1 Vypocet difuzniho koeficientu LH

V nasledujicich odstavcich je uveden priklad stanoveni difuzniho koeficientu pro transportni
experiment pres horni CHI kutikulu bobkovisneé. Z primérnych hodnot absorbanci
nametenych v pifijimaci komote difuzni cely pomoci UV-VIS a z hodnot kalibracni kiivky
byla vypoctena zména primérné koncentrace LH na Case, zavislost je znazornéna na Obr. 49.
Bylo zjisténo, ze koncentrace LH v pfijimaci difuzni cele rostla linearné€ (dochazelo k linearni
diftzi) a pfiblizn€ po 6 hodinéach doslo k jejimu ustaleni.
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Obr. 49: Zavislost koncentrace LH v pFijimaci komore difiizni cely pro transportni experiment pres horni CHI
kutikulu bobkovisné.

Pro vypocet difuzniho koeficientu byla pouzita vychozi rovnice (8). Nejprve byl uren
pfirozeny logaritmus zlomku rozdili koncentrace ve zdrojové cele a koncentrace v pfijimaci
cele v ase 0 a v Case 7, kdy doSlo k ustaleni koncentrace. Zavislost pfirozen¢ho logaritmu
na Case byla v linearni ¢asti prolozena ptimkou (Obr. 50).
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R==09718

-0,006 -

logaritmus (-)
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prirozeny
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Obr. 50: Zavislost prirozeného logaritmu koncentrace na Case.

Pomoci funkce LINREGRESE byly urCeny ze zminéné zavislosti na Obr. 50 hodnoty
koeficientd a, b, kde a odpovida f# - D. Z rovnice D = a/f byly zjistény hodnoty difuzniho
koeficientu D a Cas prachodu ¢ lignohumatu draselného.

Experimenty byly nejprve provedeny pies cely list bobkovisné, ktery byl zalit v pryskyfici
a to pro koncentraci 5 hm. % a pozdé&ji 1 10 hm. % LH, jakozto zdrojového roztoku. LH vsak

neprochazel pres silnou vrstvu mezofylu, jelikoz nebyla v pfijimaci cele zaznamenana zadna
koncentracni zména. Pozd¢ji byl vytvoren difuzni model 5 vrstev kutikul a pro srovnani
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metodiky s experimenty M. Lastivkové [65] byly méfeny difuze také pro 1 wvrstvu.
K transportnim experimentim pfes kutikuly bobkovisné byl vyuzit LH o koncentraci
5 hm. %. Jednotlivé experimenty byly Casové narocné z hlediska pripravy kutikuly (izolace,
suSeni a zalévani do pryskyfice), nasledné difuzni experimenty probihaly az tfi tydny. Néktera
nezdafena méfeni nebyla zahrnuta do vypoctd, protoze dochazelo k poskozeni kutikul,
zejména u experimentd s mensim pocétem vrstev spodnich kutikul bobkovi$n€, a tim padem
k pronikani LH mimo pozadovanou plochu.

Horni kutikula bobkovisné byla pevnéjsi, proto bylo umoznéno meéteni pres 1 kutikulu, coz
nejlépe simuluje transport LH pfi foliarnim hnojeni do mezofylu listu. Bohuzel experiment
nebylo mozné pripravit pro 1 spodni kutikulu, z divodu jejiho opakovaného mechanického
poskozeni. Reenim tohoto problému by bylo zmenseni plochy kutikuly, pies kterou diftze
probihala, ovSem ktomu je zapotfebi vhodné upravit nebo kompletné vyrobit novou
teflonovou formu, coz uz z asovych davodi nebylo mozné.

Vysledky zjisténych difuznich koeficientt a cCasi pruchodu =z naméfenych dat
pro jednotlivé kutikuly bobkovisné 1ékatské jsou shrnuty v Tab. 10.

Tab. 10: Shrauté vysledky priimérnych difiiznich koeficientii a casii priichodu 5 hm. % LH pres kutikuly
Bobkovisné lékarské.

CHEMICKY IZOLOVANE ENZYMATICKY IZOLOVANE

horni spodni horni spodni
D [m%s] |t,[hod]| D [m?%s] |t,[hod]| D [m?s] |t,[hod]| D [m?%s] |t,[hod]

Svrstev | 1,02-10" 18,7 16,59-10"| 07 16,73-10"%] 592 [9,39-10"] 238

1vrstva | 3,86 10" 0,3 1,55-10"2 | 54

Pro pétivrstevny systém dopadly vysledky nasledovné. Difuzni koeficienty pro spodni CHI
kutikuly bobkovi$né byly stanoveny o dva Ciselné fady vyssi nez v ptipadé hornich CHI
kutikul. Tyto vysledky koresponduji i s hodnotami Cast pruchodu, kdy v pfipadé spodni
kutikuly doslo k prichodu za 42 minut, kdezto v piipadé horni kutikuly az o 18 hodin pozdé¢ji.

Napodobné tomu bylo v ptipadé EI kutikul bobkovisn€. Spodni kutikuly opét dosahovaly
vyssich hodnot diftzniho koeficientu, neZ tomu bylo v ptipadé hornich kutikul. Cas prichodu
LH skrze spodni kutikulu byl stanoven na 2 hodiny a 48 minut, v pfipadé horni EI kutikuly to
bylo za 59 hodin a 12 minut. Rychlej§i prostup LH skrze spodni kutikuly je podminén
pfitomnymi stomaty, jak je uvedeno v kap. 5.4.

U CHI kutikul bobkovisné 1ze pozorovat vyssi hodnoty diftiznich koeficientd a nizsi Casy
prechodu lignohumatu draselného nez u EI kutikul, coZ je zpisobeno rozdilnymi tloustkami
rostlinnych kutikul, které byly méfeny profilometrii a jeji vysledky jsou sepsany v kap. 6.3.
Mensi tloustky byly dosazeny v pfipadé CHI kutikul, jelikoz izola¢ni smés pro CHMI
se chova agresivnéji ke kutikulam a zbavuje je kromé mezofylu také vazanych sacharidu.
Vysledkem CHMI jsou pak tenci kutikuly s vice homogennim povrchem, nez je tomu u EI
kutikul. Z téchto diivod dochazi k rychlejsimu transportu Al pres CHI kutikuly, jak rovnéz
bylo zjisténo i v piipadé transportnich experimentt s KCI.
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Ve srovnani s difuznimi koeficienty uvedenymi v publikaci M. Lastavkové [65], kde
difizni experimenty probihaly v hydrogelovych matricich, byly D pro CHI i EI kutikuly
bobkovisné v fadech 107!° m¥s. V piipadé predlozené diplomové prace jsou D stanovené
o jeden tad nizs8i, coz je pravdépodobné zptisobeno odlisSnym difuznim aparatem. Avsak stejné
jako ve zminéné publikaci, byl potvrzen trend ve stanoveni difiznich koeficientd, kdy
nejvyssi miry transportu bylo docileno v ptipadé spodnich CHI kutikul, pak spodnich EI
kutikul, nasledné hornich CHI a v posledni fad¢€ hornich EI kutikul.

Vysledky difuznich koeficienti a c¢asti prichodu pro mechanicky izolované (MI),
chemicky izolované (CHI) a enzymaticky izolované (EI) kutikuly rajcete jedlého jsou shrnuty
v Tab. 11. K experimentim pfes kutikuly rajcete byl zvolen 10 hm. % roztok LH, jelikoz
pfi pouziti 5 hm. % nebyl v prubéhu doby méfeni zaznamenan zadny signal.

Tab. 11: Shrnuté vysledky difiiznich koeficientii a casii priichodu LH pres kutikuly rajcete jedlého.

MI CHI EI
D [m?/s] 4,96 - 1012 | 2,7-10* | 2,09 - 103
¢as prichodu [hod] 7,1 30,2 36,9

Pro transportni experimenty pies kutikuly rajcat nebylo dosazeno stejnych vysledka, jako
tomu bylo v ptipadé kutikul bobkovi§n€. Nebot’, jak uvadi Tab. 11, LH pres EI kutikuly
prostupoval rychleji nez pres CHI kutikuly, coz navic potvrzuji i hodnoty Casi priachodu.
Difuzni koeficient pro CHI kutikuly byl o jeden Ciselny fad mensi nez pro EI a MI kutikuly.
Jak bylo zjisténo metodou rastrovaci elektronové mikroskopie (kap. 5.4.2), EMI byly ziskany
kutikuly s €lenit&jsim povrchem, nez tomu bylo u CHI kutikul a tak doSlo k lep§imu
prostupu LH skrze membranu. Co se tyka rozdila prichodu LH, nejnizsi ¢as byl naméfen
pro priachod pfes MI kutikulu. AvSak tyto data jsou brana jako nevérohodna, protoze
s nejveétsi pravdépodobnosti doSlo k protrzeni membrany, coz se i pozdé€ji potvrdilo
dikladnym prostudovanim membrany pod optickym mikroskopem.

V porovnani s difiznimi koeficienty, které byly nameétfeny pro transport LH ptes horni
vrstvy kutikul bobkovisné, byly pro kutikuly raj¢at diftizni koeficienty nizsi. V ramci meéteni
profilometrie kutikul bylo zjiSténo, ze kutikuly rajcat izolované obéma metodami izolace
dosahovaly vétsi tloustky nez horni CHIK bobkovi$né, ale mensi nez horni EIK kutikul
bobkovisne. Z naméfenych dat mize byt usouzeno, ze kutikuly rajcat obsahuji vice voska
a méné sacharidd, tedy jsou vice hydrofobni, a proto je transportované mnozstvi LH mensi,
nez u kutikul bobkovi$né.

Pro nazorné srovnani byly hodnoty cast pruchodu pro 5 vrstev kutikul bobkovisné
a kutikuly raj€at vyneseny do grafu na Obr. 51. Bylo zji§téno, ze LH nejrychleji prochézel
MI kutikulou rajcete a CHI spodni kutikulou bobkovisné, kde hodnoty ¢asti prechodu jsou
natolik nizké, ze nejsou v grafu pozorovatelné.
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Obr. 51: Casy priichodu LH pres jednotlivé kutikuly.

Hodnota ¢asu prichodu pro EI spodni kutikulu bobkovisné je pfiblizné 6x vyssi nez
pro CHI spodni kutikulu bobkovi§né. Pro EI horni kutikuly bobkovi§né je Cas pruchodu
pfiblizn€ 3x vys§i nez pro EI spodni kutikuly bobkovisné. Tyto wvysledky koreluji
s piitomnosti stomat na spodni kutikule a taktéz s naméfenymi daty pro tloustky kutikul. Casy
pruchodia LH pfes EI a CHI kutikuly rajCete se pohybuji mezi ¢asy prichodu LH skrz horni
CHIK a EIK, coz také koreluje s namétenymi pro tloustky kutikul (kap. 6.3).

K méfeni byla optimalizovana metoda meéfeni transportnich jevi pomoci Stokesovych
difuznich cel. VySe uvedena data (Tab. 10 a Tab. 11) byla provedena v ramci naplné této
diplomové prace a slouzi jako pilotni experimenty. Statisticky nebylo mozné tyto vysledky
potvrdit, z divodu velké Casové naroCnosti difuznich experimentd, které nebylo mozné
v dotovaném cCase vicekrat zopakovat. AvSak do budoucna bude problematika predmétem
dal§iho zkoumani.
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7 ZAVER

Cilem predlozené diplomové prace byla optimalizace difuznich experiment pfes rostlinné
kutikuly, které tvori vnéjsi ochrannou bariéru listd rostlin. Za ucelem studia transportu byly
vyuzity Stokesovy horizontalni diftzni cely a jako zastupce rostlinnych kutikul byly vybrany
kutikuly bobkovi$né lékarské, které byly pro difizni experimenty vyuzivany jiz diive
na Fakult¢ chemické, VUT v Brné€ a nové byly pro srovnani pouzity také kutikuly rajcete
jedlého. Jako difuzni médium byl vybran roztok lignohumatu draselného, jehoz transport byl
meéfen v difuzni cele pomoci metody UV-VIS. Kalibraénim roztokem pro transportni
experimenty byl chlorid draselny, ktery byl vdifuzni cele stanovovan pomoci
konduktometrie.

Vyslednymi difuznimi parametry charakterizujicimi transportni experimenty byly difuzni
koeficienty a cCasy prachodid LH pres kutikuly. Pilotni pokusy tvofil transport LH
o koncentracich 5 hm. % a 10 hm. % pfes list bobkovisné, tyto experimenty se vSak nezdafily,
jelikoz v pfijimaci komote difuzni cely nebyla zaznamenana zadna odezva. Byl proto
vytvoren model 5 vrstev izolovanych kutikul, pfes které LH penetroval. K vypoctim
difuznich koeficienti byl pouzit matematicky model Stokese [66], jehoz poznatky byly
vyuzity také v publikaci [52]. Hodnoty stanovenych difuznich koeficienti pak byly
diskutovany v zavislosti na zjisténych vlastnostech kutikul. Kromé difuzniho koeficientu
lignohumatu draselného byl také zjistovan difuzni koeficient chloridu draselného a jejich
hodnoty byly porovnavany s pfilozenymi referencemi.

Kutikuly bobkovi$né byly izolovany pomoci enzymatické a chemické metody izolace
a kutikula rajcete byla kromé zminénych izolaci separovana také mechanicky. Pomoci
pouzitych analytickych metod optické a rastrovaci elektronové mikroskopie a profilometrie
byly zkoumany vlastnosti kutikul, které byly porovnavany. Nejvyznamné&jSim faktorem, ktery
ovlivnil transportni procesy, byla pfitomnost stomat na spodni kutikule bobkovi§né. Spodni
kutikuly byly zaroven kieh¢i a snadno dochéazelo k jejich poskozeni pii neopatrné manipulaci.
Z hlediska metod izolace bylo pomoci méfici metody profilometrie zjiSténo, ze kutikuly
bobkovisné izolované chemickou metodou byly tenci a jejich povrch byl vice homogenni
na rozdil od siln€jSich enzymaticky izolovanych kutikul.

Stanovenim diftiznich koeficientd KCl i LH bylo potvrzeno, ze rychlost difuze souvisi
s tloustkou membrany, kdy pres CHI kutikuly penetroval roztok KCI i LH rychleji nez
pres silngjsi EI kutikuly bobkovisné. Trend stanovenych difuznich koeficientt pro CHI a EI
kutikuly bobkovisn€ odpovidal naméfenym vysledkiim v praci M. Lastivkové [65].

Kutikuly rajcat se svou strukturou podobaly hornim kutikulam bobkovisné, proto byly
zvoleny jako vhodny srovnavaci material pro diskuzi transportu LH skrze kutikuly rajcete.
Transportni experimenty pies kutikuly raj¢at vSak neprobihaly rychleji nez pres CHI kutikuly
bobkovisné, coz znaci jisté strukturni rozdily a rozdil ve vlivu izola¢ni smési pfi izolaci
kutikul. Duznina plodu rajcat je mekci, nez mezofyl listi bobkovisné, a je enzymy rozkladana
snadnéji. Urené difuzni koeficienty LH pro kutikuly rajcat byly pfiblizn€ o dva Ciselné rady
niz§i. Ztohoto duvodu bylo vyvozeno, ze LH prostupuje kutikulami rajcat mén€, nez
kutikulami bobkovi$né.
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Uvedené difuzni experimenty slouzily pro optimalizaci metody transportu skrze rostlinné
kutikuly za vyuziti Stokesovych cel, ¢ehoz bylo v ramci této diplomové prace dosazeno.
Pilotni experimenty pro transport LH pfes kutikuly bobkovi§né a rajcete vykazovaly velkou
casovou naroCnost, proto musi byt z hlediska statistického vyhodnoceni jesté¢ nékolikrat
zopakovany, aby byly vysledky naprosto relevantni.

Vyznamnou soucasti této diplomové prace je také charakterizace lignohumatu draselného,
ktery byl vyuzivan jako difuzni médium. Jako zastupce huminovych latek vykazuje pozitivni
vliv na péstovani plodin at’ uz z hlediska kvality ¢i vynosu a je vhodny mimo jiné také
pro aplikaci ve formé postiiku. Na zacatek byly provedeny jednoduché zakladni
charakterizace stanovenim hodnot pH a elektrické vodivosti. Déale byla vyuzita metoda
tenziometrie, ktera potvrzuje jeho povrchové aktivni vlastnosti. Druhou analytickou metodou
byla termogravimetricka analyza, kterou bylo zjisténo, ze pfipravek obsahuje 6 % vlhkosti
a40 % popela. Metodou velikostné vyluCovaci chromatografie s detekci UV a diferen¢nim
refraktometrem bylo zjisténo, ze pouzity Lignohumat A tvoii ve vodé koloidni roztok
a molekuly mohou prostupovat rostlinnymi membranami vetné kutikul lista.

Predlozena problematika ma podpofit vyzkum transportnich mechanismt, které jsou
soucasti foliarniho hnojeni, neboli aplikace ucinnych latek na list za GCelem zlepSeni vynosu
¢i kvality zemeédélskych plodin. Optimalizovana metoda transportu lignohumatu pak mize byt
vyuzita také pro jiny typ zemédélskych produktd ¢i kutikul izolovanych z plodin
napf. okurky, cibule, kukufice apod.
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8 POUZITE ZKRATKY
Al
CMC
El
EIK
EMI
FK
HK
HL
HU
CHMI
CHI
CHIK

SEC-UV-dRI

SEM
TGA
UV-VIS

aktivni ingredience

kritickd micelarni koncentrace
enzymaticky izolované
enzymaticky izolovana kutikula
enzymaticka metoda izolace
fulvinové kyseliny

huminové kyseliny

huminové latky

huminy

chemicka metoda izolace
chemicky izolované

chemicky izolovana kutikula
infraCervena spektrometrie
lignohumat

mechanicky izolovana
hmotnostné stfedni molarni hmotnost
pocetné stfedni molarni hmotnost
nuklearni magneticka rezonance
povrchové aktivni latka

Index polydisperzity

s detekci

velikostné vyluCovaci chromatografie

a diferen¢nim refraktometrem
rastrovaci elektronovy mikroskop
termogravimetricka analyza

ultrafialova-viditelna spektrometrie

uv
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