Laboratdrne cvicenie ¢. 2

Transport vody cez biomembrany

Teoreticka cast

Kazda bunka je obklopena bunkovou membranou, ktora udrzuje komponenty bunky izolo-
vané od vonkajsieho prostredia. Sluzi tiez ako komunikacné rozhranie medzi bunkou a jej
prostredim, podiela sa na regulacii toku latok z a do bunky. Transport latok moze byt
realizovany aktivne (prostrednictvom molekil alebo castic) a pasivne (diftzia, osméza).
Diftizia je samovolné prenikanie Castic jednej latky medzi castice druhej latky v smere kon-
centrac¢ného spadu, napr. transport iénov Nat, K*, Ca?* cez bielkovinovy kanal ulozeny
v membrane. Osméza je selektivny transport molekil rozptastadla cez péroviti (semiper-
meabilni) membréanu do roztoku s vysSou koncentraciou. Pocas tohto procesu dochédza k
zvySeniu tlaku na tej strane membrany, do ktorej preniké rozpustadlo. Vzniknuty tlak sa
nazyva osmoticky tlak a je definovany

m = cRT (2.1)

kde ¢ je koncentracia roztoku, R = 8,314 J/K . mol je univerzalna plynova konstanta a 7'
je termodynamicka teplota.
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Obr. 2.1: Transport molekdl pri a) diftzii a b) osméze.

Objem kvapaliny, ktory prejde cez membranu za casova jednotku cez jednotku plochy
sa nazyva objemovy tok materidlu Jy a je definovany

Jy = W+ V4 (2.2)

kde V; je parcidlny molarny objem rozpustadla, V; je parcidlny molédrny objem rozpustenej
latky, J) je tok rozpustadla a J; je tok rozpustenej latky. Rozdiel rychlosti pohybu latky v,
a rozpustadla vs sa nazyva vymenny alebo difizny tok Jp:

Js
JD = Vg — UV = — (23)

Cs
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pricom ¢ je aritmeticky priemer koncentracii oboch faz. Hydraulicky koeficient vodivosti
L, nazyvany aj mechanicky filtra¢ny koeficient, patri k délezitym charakteristikAm mem-
bran. Mozno ho vypocitat nasledujicim spésobom:

Jv

Lo —_ "V
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(2.4)
Ak sa meranie uskuto¢tiuje pri izobarickych podmienkach (Ap = 0) a na ziskanie rozdielu
osmotickych tlakov pouzijeme semipermeabilnii latku, rovnica sa zjednodusi:
Jy
L. == 2.5
Vo Ar (25)

Na zéklade rovnice (2.5) mozno hydraulicky koeficient vodivosti definovat ako pomer medzi
objemovym tokom Jy a rozdielom osmotickych tlakov Am.

V tomto laboratérnom cviceni sa na urcenie termodynamickych transportnych paramet-
rov membrany pouziva Specialne navrhnutd meracia aparatira s kapilarami. Pre objemovy
tok kvapaliny Jy, v kapilare a vzdialenost Al, ktort v nej kvapalina prejde, plati

_AIS
VT OALS,,

(2.6)

kde Sy je plocha vnutorného prierezu kapilary a Sy, je plocha membrany. Ak je rozpustad-
lom voda a st zachované izobarické podmienky, plati vztah

JV = 7T2LV (27)

kde 7 je osmoticky tlak roztoku urceny vztahom (2.1).

Zakladnou podmienkou prezitia buniek je udrzanie rovnovahy v organizme, tento stav
mozno udrzat pomocou reguldcie iénovej rovnovahy a prijmu a vydaju vody. V Tudskom
tele pomocou osmézy dochédza k odstraneniu skodlivych latok z krvi v oblickach, k vstre-
bavaniu vody zalidkom a tenkym ¢revom. Zmenou vonkajSich podmienok v okoli bunky
moze dojst k naruSeniu jej rovnovahy. Ak je bunka vystavenéd hypertonickym podmienkam
(napr. morska voda), bunka zvycajne odovzdava vodu a dochddza k jej scvrknutiu. Na-
opak, pri hypotonickych podmienkach (napr. rie¢na voda), bunka spravidla prijima vodu
z okolia a moze dojst k jej prasknutiu. V rastlindch je osméza Ciastoéne zodpovedna za
vstrebavanie podnej vody korenovou sustavou.

Experimentalna cast
Ulohy

Experimentélne urcenie transportnych parametrov membran.

Pristroje a pomocky

Meracia aparattra, membrana — platok zemiaka, jablka, cibule (¢ = 10 mm).
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Obr. 2.2: Meracia aparatura: 1 — skleneny kohutik, 2 — zasobny lievik, 3 — meracia kapilara,
4 — skleneny kohutik, 5 — upevnovacie skrutky, 6 a 7 — meracie komorky, 8 — membranova
vzorka.

Chemikalie

Destilovana voda, roztok sacharézy v koncentracnej oblasti 0,1 — 0,5 mol/1

Opis zariadenia a metéda merania

Meracia aparatira je na obr. 2.2. Membréana je umiestnena medzi meracimi komoérkami,
ktoré si spojené spojovacimi dielmi s horizontalnymi meracimi kapilarami a trojcestnymi
kohutikmi s rezervoarmi prislusnych roztokov.

Meranie vyuziva rozdiel osmotickych tlakov medzi meracimi komorkami. Aparatira
zviditelfiuje objemovy tok Jy, ktory moZno pozorovat prostrednictvom posunu menisku
v meracich kapilarach. Posun menisku (okraj kvapaliny) sa uréuje od¢itanim hodnoty
na pripojenom milimetrovom pravitku. Casti zariadenia st na oboch stranach symetrické
a upevnené v rovnakej vyske, aby bola splnena podmienka izobarického deja. V tomto
laboratérnom cvic¢eni st ako membrany pouzité platky zemiaka, jablka alebo cibule. Tieto
biologické objekty nepredstavuji membrany v pravom zmysle slova, ale ide o plosné tka-
nivové vzorky, ktoré maja sériovo zapojené membranové systémy.

Postup merania a vyhodnotenie

1. Membranu umiestnite na prislusné miesto meracej aparatury (obr. 2.2) a obe meracie
komérky napliite rovnakymi mnozstvami roztokov I (voda) a II (roztok sachardzy).

2. Komorky naplite prislusnymi roztokmi tak, aby roztoky v kapilarach dosiahli asi
1/3 az 1/2 dlzky meracich kapilar. Dbajte o to, aby sa tvorilo ¢o najmenej bubliniek
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a kontrolujte priblizni rovnost objemovych zmien v oboch kapilarach.

3. Zvolte si ¢asovy interval (napr. kazdd 1 min.), v ktorom zmeriate posun menisku
v kapilare.

4. Meranie opakujte 3-krat.
5. Okamzite po skonceni merania cellt meraciu aparatiru premyte destilovanou vodou.

6. Ziskant Gasovi zavislost znazornite graficky a vysledok zhodnotte. Udaje potrebné na
urcenie Jy, (rovnica 2.6): plocha vnttorného prierezu kapilary Sy, = 1 mm?, priemer
kruhovej membrany ¢,, = 10 mm, Al je smernica zavislosti [ = f().

7. Hydraulicky koeficient vodivosti L, kvantifikujte pomocou hodnoty objemového toku
Jy a osmotického tlaku 7 (rovnica 2.7).
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