Stanoveni osmotického tlaku bunééné §avy metodou hraniéni plazmolyzy

Princip:

Rostlinnou butiku lze pfirovnat k osmometru. Bunécna sténa je propustna pro vodu i
pro rozpusténé latky a osmotickych pochodli se neucastni. Nositelem semipermeability je
cytoplazmatickd membrana a membrany uvnitf buniky, zejména tonoplast. Je-li rostlinnd
burika ponofena do vhodného plazmolytika, které je vzhledem k osmotické hodnoté bunécné
Stavy hypertonické (mé vys$si koncentraci), nastdva jev zvany plazmolyza. Rozumi se tim
vydej vody z buiiky do hypertonického roztoku pies semipermeabilni membrany. Zmensuje
se objem vakuoly a klesd turgorovy tlak protoplastu na bunécénou sténu. Ta je znaéné
elasticka, zatimco byla piivodné napjatd, zatne zpocatku zmensSovat svij objem tak, ze se
meéni 1 velikost celé bunky. V okamziku, kdy je bunécény turgor nulovy, prestane se bunéna
sténa smr$t'ovat. Ale tonoplast s vakuolou se zmensSuje dal. Dochazi k odtrhovani protoplastu
od bunééné stény. Ponecha-li se takto plazmolyzovana buika v hypertonickém prostiedi, pak
odumira. Prenese-li se vCas do prosttedi hypotonického (destilovana voda), buitkka zacne
znovu nasavat vodu, az se protoplast dostane do pivodniho stavu. Tento je se nazyva
deplazmolyza. Jako plazmolytika je tfteba pouzivat latky, které neptisobi na buiiky jedovaté, a
pro které jsou membrany impermeabilni.

Ve vakuolach rostlinnych bun¢k jsou pfitomny smési rozmanitych latek, jako cukra,
organickych kyselin a jejich soli i soli anorganickych. Sledovéani priibéhu plazmolyzy je
jednou z metod, kterou miizeme zjistit koncentraci bunééné $tavy a zni pak vypocitat
hodnotu jejiho osmotického tlaku. Je tieba zjistit koncentraci plazmolytika, kdy nepatrné
dochézi k odtrzeni protoplastu od bunécné stény, coz nastdva nejdiive v rozich bunky. Tento
stav plazmolyzy je oznaCovan jako plazmolyza hrani¢ni. Primérnad koncentrace bunécné
Stavy pozorované¢ho souboru bunék pak odpovidd koncentraci roztoku, v némz hraniéni
plazmolyza nastala u 50 % pozorovanych bunek.

Postup:
Ptipravte vzdy 20 ml roztokt sachar6zy o koncentracich 0,2 M, 0,3 M, 0,4 M, 0,5 M,
0,6 M a 0,8 M podle nasledujiciho vypoctu pro michani roztokd riznych koncentraci:

C1*V1=C*Vy

kde c; je koncentrace pivodniho roztoku sachardzy (v naSem piipadé¢ 1 M), V; je objem
roztoku, ktery chceme ziskat (20 ml), ¢; je vysledna koncentrace roztoku, Vi je objem 1 M
roztoku, ktery pouzijeme pro ziedéni.
Priklad: 0,2 M roztok sacharozy

C1*V1=C*V2

V. = C2*V2/ C1

V1 =(0,2*20)/1 =4

= na piipravu 0,2 M roztoku sacharézy budeme

potiebovat 4 ml 1 M roztoku sacharézy (a 16 ml destilované

vody)
Dopocitejte fedeéni pro ostatni roztoky.



Do pripravenych roztokii umistéte po jednom vzorku svrchni epidermis suknic cibule
kuchynské (Alium cepa) a listek vodniho moru (Elodea canadensis). Nechte inkubovat asi 30
minut, pravidelné¢ promichavejte. Poté z jednotlivych vzorkl piipravte nativni preparaty.
Mikroskopujte, stanovte miru plazmolyzovanych bungk.

Koncentrace roztoku | Pocet pozorovanych | Pocet % plazmolyzovanych
sacharozy bunck plazmolyzovanych bun¢k
bun¢k

0,2 100

0,3 100

0,4 100

0,5 100

0,6 100

0,8 100

Zjisténé hodnoty vyneste do grafu (na ose x bude koncentrace sachardzy, na ose y %
plazmolyzovanych bunék). Z grafu odectéte, pii které koncentraci roztoku nastala hraniéni
plazmolyza u 50 % bunck.

Vypoctéte osmoticky tlak bunééné st'avy podle van't Hoffovy rovnice:

= R*T*c*i

kde m je osmoticky tlak (jednotka kPa); R je molarni plynova konstanta (R = 8,31447 J.mol
1.K™: T je teplota (jednotka K, Kelvin), pii které byl pokus provadén (teplotu laboratofe
pfevedete na Kelviny pfi¢tenim hodnoty 273); c je molarni koncentrace roztoku (jednotka M,
mol.dm®); i je konstanta zohledijici disociaci rozpuiténé latky, pro neelektrolity i = 1.
Vysledek uvedte v Mpa.




