STUDIUM ZMEN JEHLICI SMRKU ZTEPILEHO PRI OZARENI
SLUNECNIM SIMULATOREM POMOCI RAMANOVY SPEKTROMETRIE
A OPTICKE MIKROSKOPIE

Helena Tokarova

Ustav analytické chemie, Fakulta chemicko-inzenyrska, VSCHT Praha,
Technické 5, 166 28 Praha 6.

E-mail: helena.tokarova@vscht.cz

Uvod

Smrk ztepily je ve stfedni Evropé celoplo$né rozsifenym jehlicnanem, a je proto
vhodny pro monitoring zivotniho prostfedi. Dtlezitou roli v jeho fyziologii hraje jehli¢i,
ve kterém probiha fotosyntéza a dychani. Jehlici pfed vzdusnymi polutanty chrani
kutikula. Spojeni jehlice s okolni atmosférou zprostredkovavaji stomata kryta strukturou
tzv. voskli. Ramanova spektrometrie s excitaci pii 1064 nm dovoluje studovat zmény
jehli¢i bez jeho upravy'” a soucasné potlacit fluorescenci a nezadouci fotochemické
reakce™. Studiu Ramanovych spekter byla vénovana fada praci zaméfenych
na porovnani jehli¢i smrku ztepilého rtiznych lokalit, rizného staii’ & na sledovani
faktort, které Ramanova spektra jehli¢i vyrazné ovliviiuji®’.

Aktudlnim cilem je vytvofit v nasi laboratofi definované experimentalni podminky
pro rist semenacki smrku ztepilého (vyziva, teplota, slunecni zafeni), za kterych budou
studovany pomoci Ramanovy spektrometrie a optické mikroskopie. V této praci bylo
testovano nové zatizeni simulujici slune¢ni zafeni. Byl studovan vliv doby ozafovani
a teploty vyvinuté pti ozareni jehlice na jeji Ramanovo spektrum a mikroskopicky obraz

stomat.

Experimentalni ¢ast
Experiment s jehlici smrku ztepilého

Z divodu mozného poSkozeni semenackt smrku ztepilého byly pfi testovani
slune¢niho simulatoru ozatovany samostatné jehlice odebirané z dospélého smrku vzdy

bezprostiedné pred provedenim experimentu, a to z nejmladSiho (letosSniho) vyhonu



ruznych vétvi. Jehlice byly jednotlivé ozafovany 5, poté 10 a 15 min (celkem 30 min)
slunecnim simulatorem Oriel Instruments (USA) model 91193. Tento ptistroj je opatien
xenonovou vybojkou o vykonu 300W a dvéma optickymi filty Air Mass 0 (AMO) a Air
Mass 1 Direct (AMID). Je tak simulovdno slune¢ni zafeni na povrchu zemé
po priichodu atmosférou pokud je slunce p¥imo nad pozorovanym mistem®. Jehlice byla
umisténa na pracovni ploSe slunecniho simulatoru (35 cm od zdroje zafeni) a v jeji
bezprostiedni blizkosti (ca. 2 mm) byl umistén teplotni senzor GTF300 pfipojeny
k mé&ficimu pfistroji GMH 3350 (Greisinger electronic, SRN). Casova zavislost teploty
byla zaznamenavana pomoci programu EBS9M - recorder (Greisinger electronic). Pred
a po ozafeni byly ziskany mikroskopické snimky nékolika stomat na ozafovaném
povrchu jehlice pro tfi rizna zvétSeni a bylo naméfeno jeji Ramanovo spektrum.
Mikroskopické fotografie povrchu jehlice smrku ztepilého byly potizeny optickym
mikroskopem Optiphot 2 (Nikon) s pouzitim objektivu se zvétSenim 10x, 20x a 100x.
Fotografie byly snimany barevnou CCD kamerou (Sony, Japonsko) a ukladany pomoci
softwaru TVIEW98. Ramanova spektra byla ziskdvana uZzitim Ramanova spektrometru
s Fourierovou transformaci Equinox 55/S s modulem FRA 106/S (Bruker, SRN),
s germaniovym detektorem chlazenym kapalnym dusikem a s excitaci paprskem
Nd:YAG laseru o vykonu 50 mW (Coherent, USA). Spektrum v rozsahu 400 cm™

a7 4000 cm™ bylo ziskano akumulaci 1024 skentl s rozligenim 4 cm™.

Experiment s roztokem B-karotenu

Ethanolovy roztok B-karotenu (0,064 mg/ml) byl pfipraven z trans-B-karotenu
(Fluka) a 95% ethanolu pod atmosférou dusiku a byl ozafovan ve stejném rezimu jako
jehlice smrku ztepilého (5, 10 a 15 min) slune¢nim simuldtorem. Pied a po ozéfeni byla
méfena UV-VIS spektra na UV-VIS spektrometru Cary 50 (Varian, USA) v kyveté

o tloust’ce 1 cm s teflonovym uzavérem.

Vysledky a diskuse
Experiment s jehlici smrku ztepilého

S expozici jehlice zafenim slune¢niho simuldtoru roste teplota, které je jehlice
pfi ozéfeni vystavena. Po 15 min ozafovani dosahuje teplota az 60°C (Obr. 1). Tento

nartst teploty se v Ramanové spektru projevuje zvedajici zakladni linii Ramanova



spektra a snizovanim intenzity pasu 1525 cm™ (obr. 2). Pas 1525 cm™ je charakteristicky
pro karotenoidy, protoze odpovida vibraci konjugovaného fetézce dvojnych vazeb.
Zmény intenzity pasu 1525 cm™ byly vztaZeny na intenzitu pasu 1601 cm™, ktery je
staly a odpovida valen¢nim vibracim aromatického jadra ve fenolickych latkach

a v chlorofylu.
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Obr. 1: Pribéh teplot pfi ozafovani  Obr. 2: Ramanova spektra jehlice Cerstvé
jehlice 5 min (a), 10 min (b) a 15 min (c¢). (a), po 5 min (b), celkoveé po 15 min (c)

a po 30 min ozafovani (d).

Na fotografiich jehlic (obr. 3) je patrné, Ze vlivem vysokych teplot pti ozafovani
ztraci stomatédlni vosky na jejim povrchu svou typickou strukturu. Jehlice se vysousi

a zloutne.

Obr. 3: Stoma pied (a) a po 30 min (b) ozafovani (60°C).



Intenzity past 1601 cm™ a 1525 cm™ jsou korigovany na zékladni linii v bodech
1767 cm™ a 773 cm™ pomoci programu OMNIC Macrobasic (Nicolet) . Bylo m&feno
Sest riznych jehlic, z nichZ polovina byla béhem ozatfovani zavlazovana obalenim ¢asti

jehlice vatou napusténou vodou (obr. 4).
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Obr. 4: Zavislost poméru past 1601 cm™ a 1525 cm™' na dobé ozafeni jehlice ( jehlice

1-3 nezavlazovangé, jehlice 4-6 zavlazované).

Experiment s roztokem B-karotenu

Pro ovéfeni vlivu ozéfeni sluneénim simulatorem a dosahovanych teplot
na karotenoidy byl proveden pokus s ozafovanim ethanolového roztoku [B-karotenu.
S expozici zafenim P-karotenu klesala absorbance vSech pozorovanych pasi UV-VIS

spektra (obr. 5).
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Obr. 5: Pokles absorbance v UV-VIS spektra B-karotenu (a) po 5 min (b), celkové

po 15 min (c) a po 30 min ozafovani (d) slune¢nim simulatorem.



Pro porovnani byl stejny roztok méfen v tomtéz Casovém intervalu, ale bez ozafovani.
Pii méteni UV-VIS spekter neozafovaného roztoku se s Casem absorbance spektra

nemeénila.

Zavér

Z vysledkli méteni je patrné, ze ozafovani a dosahované teploty méni morfologii
stomatélnich voskli i Ramanovo spektrum jehlice. Zmény se projevuji ristem intenzity
zakladni linie Ramanova spektra a poklesem intenzity pasu karotenoidii. Zavlazovani
jehlice nemélo na tyto jevy vliv, ale odpafovana voda ochlazovala okoli jehlice az
0 10°C. Ozafovani roztoku B-karotenu (celkem 30 min) vedlo k poklesu absorbance
pozorovanych past UV-VIS spektra téméei na polovinu (obr. 5), tj. k rychlé degradaci
B-karotenu.

Nase dalsi usili bude ptizplisobit podminky ozafovani slune¢nim simulatorem tak,

aby nedochdazelo k tepelné degradaci jehlici.

Tato studie byla financné podporena Grantovou agenturou Ceské republiky (projekt
cislo 203/05/0697).
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