12. PROPUSTNOST BUNĚK PRO KYSELINY A ZÁSADY

Princip: Látky, pronikající do buněk, musí projít cytoplazmatickými membránami. Různé látky procházejí těmito membránami různou rychlostí. Rychlost pronikání je dána vlastnostmi membrán i vlastnostmi pronikajících látek. Existují látky, pronikající do buněk velmi pomalu, což znamená, že cytoplazmatické membrány jsou pro ně prakticky nepropustné (např. většina cukrů, silné elektrolyty aj.). Dále jsou sloučeniny pronikající do buněk průměrnou rychlostí (jsou to některé organické látky, slabé kyseliny a zásady, jejich soli apod.). Do třetí skupiny patří látky, pronikající do buněk velmi rychle (sem patří veškerá narkotika).

    Silné kyseliny a zásady jsou ve zředěných roztocích disociovány a do buněk pronikají jako ionty, a to prakticky až po poškození buňky. Slabé kyseliny a zásady jsou v roztoku jen málo disociovány a pronikají do živých buněk mnohem rychleji. Pro sledování pronikání kyselin a alkálií do buňky se velmi dobře hodí buňky, obsahující ve vakuole rozpuštěné barvivo-antokyan. Antokyanová barviva se vyznačují tím, že mění barvu podle pH buněčné šťávy (v kyselém prostředí mají barvu červenou, v neutrálním fialovou a v zásaditém modrou, zelenou případně až žlutohnědou). Podle změny barvy můžeme tedy stanovit rychlost pronikání zkoumaných látek do buňky.

Potřeby: Listy Rheo discolor (HANCE ex WALP.) nebo jiné rostliny, obsahující antokyany, 0,05 N roztok HCl, 0,05 N roztok kyseliny octové, 0,05 N roztok KOH, 0,05 N roztok NH4OH, 5 Petriho misek, 5 pipet,  žiletka, preparační jehla.

Provedení:  Petriho misky umístíme na bílý papír a odpipetujeme na ně následující roztoky: 1. destilovanou vodu, 2. roztok HCl, 3. kyselinu octovou, 4. roztok KOH, 5. roztok NH4OH. Potom zhotovíme 10 řezů listové pokožky abaxiální strany listu Rheo discolor a vložíme je do destilované vody. Z destilované vody přeneseme 4 řezy do připraveného roztoku KOH a 4 řezy do roztoku NH4OH. V destilované vodě ponecháme 2 řezy jako kontrolu. V roztoku NH4OH dojde okamžitě ke změně barvy antokyanů ve vakuolách. Řezy po změně barvy vyjmeme opláchneme destilovanou vodou a vložíme dva do kyseliny octové a dva do HCl. V kyselině octové řezy zčervenají (slabá kyselina proniká rychle do buňky), ve vakuole se mění pH a tato změna je provázena změnou barvy antokyanů. V roztoku HCl se mění barva řezů asi do 10 minut (silná kyselina proniká pomalu). V roztoku KOH ani po této době nejsou řezy zcela modré (silná zásada proniká do buněk velmi pomalu).

Výsledky: Nejrychleji (téměř okamžitě) proniká do buněk roztok NH4OH (dojde ke změně barvy z červené na modrou). Do 5 minut proniká roztok kyseliny octové (modrá barva se mění na červenou), do 10 minut roztok HCl a nejpomaleji roztok KOH. Do protokolu popíšeme průběh barevných změn a zjištěné časové údaje o změně barvy antokyanů.

Závěr: Změna barvy rostlinného pletiva je důkazem proniknutí sledovaných chemických látek do buňky a souvisí se změnou koncentrace vodíkových iontů ve vakuolách.

18. VITALITA BUNĚK JE PODMÍNKOU SEMIPERMEABILITY      PLAZMATICKÝCH MEMBRÁN

Princip: Protoplazma vytváří na svém povrchu plazmatické membrány. Na vnějším povrchu, přivráceném k buněčné stěně je to plazmalemma, na vnitřním povrchu, přivráceném k vakuole, je to tonoplast. Obě tyto membrány jsou semipermeabilní a jejich semipermeabilita je přísně vázána na životnost buněk. Dokud je buňka živá, brání semipermeabilita plazmalemmy a tonoplastu pronikání obsahu vakuol do prostředí. Jakmile však buňka odumře (např. působením vysoké teploty, narkotik, jedů a pod.) semipermeabilita membrán se ztrácí, což se projeví tím, že obsah vakuoly difunduje snadno z buňky ven. K důkazu závislosti semipermeability plazmatických membrán na vitalitě buněk lze použít pletivo bulvy červené řepy (Beta vulgaris var. rubra L.), jejíž buňky obsahují ve vakuolách ve vodě rozpustné červené barvivo betain - antokyan, které po usmrcení buněk difunduje do vnějšího prostředí.

Potřeby: bulva červené řepy  (Beta vulgaris var. rubra L.), 30% kyselina octová, 50% etanol,  destilovaná voda, 2 větší kádinky, stojan se zkumavkami, nůž, podložní prkénko na krájení.

Provedení: Z bulvy červené řepy vykrájíme pomocí korkovrtu a nože válečky o délce 15 mm, tyto promyjeme ve větší kádince studenou  vodou, aby se vymyl antokyan z poškozených buněk. O dokonalém promytí se přesvědčíme tak, že po 15 minutách stání zůstane voda v kádince nezbarvena. Potom válečky vložíme po 3 do 4 zkumavek. V první zkumavce je přelijeme 8 ml studené destilované vody, ve druhé horkou vodou a případně ještě povaříme, ve třetí zkumavce 50% etanolem a ve čtvrté zkumavce 30% kyselinou octovou. Zkumavky necháme asi hodinu stát a potom provedeme kontrolu. Do protokolu zaznamenáme stručně pracovní postup, výsledky barevně zakreslíme, popíšeme, zdůvodníme.

Výsledky: Horká voda, etanol a kyselina octová se zbarví červeně uvolněným antokyanem, studená voda zůstane nezbarvena.

Závěr: Vysoká teplota, působení některých chemických látek, stejně jako mechanické účinky (rozřezání) vedou k usmrcení buňky a současně dojde ke ztrátě semipermeability plazmatických membrán
