MERENI VYVOJE KYSLIKU VE FOTOSYNTEZE
POLAROGRAFICKOU METODOU

A. ZADANI

1. Seznamte se s konstrukci kyslikovych komirek, se zapojenim aparatury a s ovladanim
vyhodnocovaciho programu OxyWin. Proved’te kalibraci kyslikovych elektrod.

2. S pomoci kyslikové komirky DW1 zméite vyvoj kysliku na izolovanych (intaktnich a
teplem inaktivovanych) tylakoidnich membranéch chloroplastt.

3. S pomoci kyslikové komurky LD 2/3 porovnejte vyvoj Kysliku bez a za pfitomnosti umélého
zdroje COz. Diskutujte vysledky Vv absolutnich jednotkach v zavislosti na plose méfeného
vzorku.

B. SEZNAM POMUCEK

1. Pfistrojové vybaveni: kyslikova komtrka DW1 a LD 2/3, teflonova membrana, magneticka
michacka, Clarkova elektroda s ptislusenstvim, OxyLab Plus (f¥idi a zaznamenava napéti na
elektrod¢), zdroj svétla LH36 (firma Hansatech), termoblok.

2. Rostlinny material: podle dostupnosti (listy a tylakoidni membrany je¢mene, hrachu,
tabaku).

3. Chemikalie: polonasyceny roztok KCIl, 1M NaHCOsz, 70 mM PPBQ (2-fenyl-p-
benzochinon) v etanolu, resuspenda¢ni tlumivy roztok (pH 6.5) podle tabulky:

Chemikalie Koncentrace (mM) Mw (g mol™)
sachardza 400 342,3
MES 40 195,24
NaCl 15 58,44
MgCl; bezvody 5 95,22
C: TEORIE

Uvod

M¢fteni vyvoje kysliku v uzavieném systému je jednou z nejstarSich a nejlevnéjsich metod
demonstrace ¢i zkoumani fotosyntetickych procest v listu. Teoretické vysvétleni bylo podano
vpraci Roberta Hilla, ktery prokazal, Ze kyslik uvoliovany rostlinami pochazi

z fotochemického rozkladu vody, proto mluvime o tzv. Hillové reakci. Obecné 1ze Hillovu
reakci zapsat nasledujici rovnici, ve které A znaci elektronovy akceptor:

2 H20 + 2 4 + (svetlo, chloroplasty) — 2 AH> + O3

Z rovnice je patrné, ze vyvoj kysliku souvisi s pienosem elektronti ve fotosyntéze, takze na
zakladé zmén (pfirozenych ¢i uméle vyvolanych napfi. specifickymi inhibitory elektronového
transportu) lze sledovanim vyvoje kysliku nepfimo uréit aktivitu nékterych soucasti
fotosyntetického aparatu, zejména fotosystému | a Il.



Princip méfeni produkce kysliku

Existuji dvé metody méfeni produkce kysliku ve fotosyntéze, isotopova (sledujeme vyvoj
isotopu 80y) &i polarograficka metoda (viz niZe). ProtoZze pro isotopovou detekci kysliku je
ticba drahého hmotnostniho spektrometru, uziva se piedevS$im polarograficka metoda:
koncentrace kysliku v komtrce je méfena pomoci tzv. Clarkovy elektrody ze zmény proudu,
ktery vznika pii redukci kysliku na katod¢ (Pt). Polarizace vznika piipojenim vnéj$iho napéti
(0,7 - 0,8 V). Anoda (Ag) je s katodou vodive spojena pomoci elektrolytu (KCl) a cely tento
systém je od okoli odd€len pomoci teflonové membrany, jez propousti pouze kyslik a nikoli
vodu nebo dal$i ionty. Chemické reakce, které probihaji na anod¢ a katodé, lze
popsat nasledujicimi rovnicemi:

Anoda (Ag) 4Ag + ACI" — 4AQCI + 4e
Katoda (Pt) 2H,0 + 4e" + O, — 40H

Elektricky proud, ktery se generuje je pfimo umérny koncentraci kysliku a je konvertovany na
digitalni signal. Protoze polariza¢ni napéti zptisobi redukci kysliku na katod€, vznikd mezi
vzorkem a katodou gradient koncentrace kysliku. Tento gradient nasledné vyvola difuzi kysliku
ke katodé. Rychlost difuze ovliviiuje rychlost odezvy kyslikové elektrody (Obr. 1).
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Obr. 1 Ag/Cl elektroda a princip méfeni.
Piiprava elektrod

e Ustiihneme cigaretovy papirek o rozmérech cca 1,5 x 1,5 cm a teflonovou membranu o
rozmérech cca 2,5 x 2,5 cm.

e na Pt katodu pipetou naneseme vétsi kapku poloviéné nasyceného KCl1 (elektrolyt;
ptiprava, pokud neni k dispozici: 17g KCI ve 100g H20) (Obr. 2A).

e na kapku polozime nejdiive cigaretovy papirek a na n& pak pinzetou teflonovou
membranu (Obr. 2B).

e 0boji stahneme dold (do drazky elektrody) pomoci O-krouzku a ,,membranového
aplikatoru® (Obr. 2C).

e do zlabku Ag anody napipetujeme 200-300 ul polovi¢né nasyceného KCl1 a kolem Zlabku
umistime velky O-krouzek (Obr. 2D).

e systém nechame 15 minut stabilizovat.
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Poznamky k zachdzeni s elektrodou

= otisky prsti na teflonové membrané snizuji citlivost elektrody.

= elektrodu po skonceni méfeni oplachneme od elektrolytu a skladujeme v desikatoru.

= hnédé¢ zabarveni Ag elektrody (AgCl) neni zavadné.

= ¢erné zabarveni Ag elektrody (oxidace) snizuje signal a zvysSuje Sum elektrody, proto
nanos oxidu odstranime navlhéenou bué¢inou nebo bavlnou, popt., pokud je k dispozici,
pouzijeme lestici pastu od vyrobce elektrody (Hansatech Instruments).

= udéldme-li dirku do cigaretového papirku nebo ho viibec nepouzijeme, rapidné vzroste
rychlost difuze kysliku ptes teflonovou membranu; pfi zvySovani koncentrace kysliku
ale neporoste napéti linedrn€ a zhorsi se také podil signdl/Sum.

D. POSTUP

Uloha I: MéFeni vyvoje kysliku vsuspenzi intaktnich a teplem inaktivovanych
tylakoidnich membran. i
Aparatura 1 (DW1) =u I

Komtirka DW1 (Obr. 3) se sklada ze tii Casti: na spodni ¢ast se poklada »——’
pfipravend AgCl elektroda, stfedni ¢éast ptedstavuje reakéni komirku a Iy
posledni ¢ast slouZi na uzavieni reak¢éni komurky. Stéedni ¢ast ma dva ventily "&
pro ptipadnou temperaci komurky protékajici vodou z termostatu (pii pouziti ~———
LED-diodového osvétleni neni nutna). Do reakéni komurky se vklada .

magnetické michadlo na dikladné promichani suspenze. P¥i méfeni se celda & -
komurka umisti na magnetickou michacku, kterd znacné urychli pomalou
difuzi kysliku k elektrodé. Obr. 3 Komtrka DW1

Kalibrace 1 (DW1)

Kyslikovou elektrodu je potfeba pifed méfenim nakalibrovat. Prvni kalibraéni roztok je
deionizovana voda nasycena vzduchem pro ziskéani tzv. Oz-line (max. mnoZstvi kysliku pfi dané
teploté a tlaku). Pfi zname teploté a tlaku deionizovana voda obsahuje znamou koncentraci
kysliku podle vztahu:

2 3
Ciep =14.16 - (0.394 * T) + (0.007714 * T ) - (0.0000646 * T )

kde Ciep je koncentrace kysliku (v ppm, 1 ppm = 31,25 nmol L) a T je teplota v °C. Pfi jiném
jako standartnim atmosférickém tlaku (101,32 kPa) se ziskana hodnota upravi podle vztahu:
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Cuak = Crep X (aktualni atmosféricky tlak / standartni atmosféricky tlak, 101,32 kPa)

Druhym kalibra¢nim roztokem je deionizovana voda zbavena kysliku pomoci dithioni¢itanu
sodné¢ho (sodium dithionite, natrium dithionite), kterym zméfime signal pti tzv. N-line.
Vypoéitanému rozdilu potenciald mezi Oz- a No-line se pfifadi tabelovana hodnota pro
koncentraci kysliku ve vodé nasycené vzduchem pii dané teplot¢ a tlaku.

Méreni 1 (DW1)

Jednu ¢ast suspenze tylakoidnich membran inaktivujeme zahiatim na 50 °C v termobloku,
druhou ¢ast nechame stat pii pokojové teploté. Piipravime reakéni smes, vzniklou smichanim
960 pl resuspendacniho tlumivého roztoku (pH 6,5); 20 pl umélého akceptoru elektrond — 70
mM PPBQ (2-fenyl-p-benzochinon, My, 184,2 g mol™?) v etanolu a 20 ul suspenze chloroplastii
(tylakoidnich membran). Reakéni smés pridame do reakéniho prostoru elektrody a sledujeme
zménu napéti (odrazejici zmeény velikosti proudu v disledku produkce kysliku) nejdiive ve tmé
(min. zména) a pak po osvétleni. Pti osvétleni by napéti melo vzristat diky Oz vznikajicimu
aktivitou PS II. Porovnejte produkci kysliku v intaktnich a teplem inaktivovanych tylakoidnich
membranach. Berte do tivahy fedéni vzorku (50 X).

Uloha I1: Mé&Feni vyvoje kysliku v plynné faze na segmentu listu.
Aparatura 2 (LD 2/3)

Samotna komurka LD 2/3 (Obr. 4) se
sklada ze tii ¢asti, na spodni Cast se
poklada elektroda, stfedni Cast
(s trojcestnymi ventily) slouzi pro
uklddani pomocnych méficich diskt
(podpérna funkce pro list a nosné
medium pro umély zdroj CO7) a
horni pro ptivod svétla. Horni a
spodni ¢ast ma jesté bilé ventily pro
pfipadnou  temperaci  komirky
protékajici vodou z termostatu. Do
stfedni ¢asti komory se vkladaji disky
Vv tomto potadi od spodu: 1. Kovovy
plny disk, 2. Plstény disk, 3.
Mrizkovy kovovy disk, 4. Plstény
disk, 5. Mitizkovy disk s plnym
sttedem. Na tento posledni disk se
pokladaji listové segmenty
vykrojené pftilozenym kruhovym
krajeCem nebo utrzené listy mensi
nez je méfici listova plocha (10 cm?).
Kolem diska uprostred stiedni casti
komiirky se umist’uje jako tésnéni O-
krouzek.

Obr. 4 Komurka LD2/3



Kalibrace 2

Pro vyhodnoceni v absolutnich jednotkach je opét nutné provést kalibraci elektrody. Za teploty
0 °C atlaku 101,32 kPa obsahuje 1 ml vzduchu cca 210 pl O2 (21%). 1 umol plynu ma objem
22,414 ul, tedy, 1 ml vzduchu obsahuje 9,37 umol O, (210/22,414). Pti laboratorni teploté
koncentraci prepocitame podle vzorce:

Ciep = 9,37 x [273/(273+T°C)].

Pti teplote 25°C pak 1 mL vzduchu obsahuje 8,58 umol Oz. V ptipad¢ znamého atmosférického
tlaku mozno provést korekci 1 na atmosféricky tlak podle vzorce:

Cuak = Crep X (aktudlni atmosféricky tlak / standartni atmosféricky tlak, 101,32 kPa)

Do komurky LD 2/3 vlozime disky (pofadi viz ¢ast Aparatura 2) a ujistime se, ze modry
trojcestny ventil je otevieny. Komurku zapecetime a peclivé zkontrolujeme-dotdhneme vSechna
tésnéni, uzavieme modry trojcestny ventil. Spustime méfeni, pockame, az se signal ustali a
ode¢teme hodnotu R1 (mV). Do stiikacky natahneme 1 ml vzduchu a stiikacku utésnime do
modrého trojcestného ventilu, otevieme modry ventil, vstiikneme 1 ml vzduchu do komtrky a
drzime stale pist stiikacky, dokud neuzavieme trojcestny ventil. Po¢kame, az se ustali hodnota
napéti a odecteme hodnotu Rz (mV). Rozdil napéti odpovida mnozstvi kysliku v 1 mL, pii dané
teploté a tlaku. Po otevieni ventilu se uvolni vzduch z komiirky a signal se vrati na hodnotu R3.

Méreni 2

Jedno méteni provedeme bez a druhé s dodanim CO; v souladu s rovnici fotosyntézy: hv + CO2
+ H20 => CH20 + O2. CO2 do systému uméle dodame formou bikarbonatu sodného (jeho
disociace probiha samovolné dle rovnice: NaHCOs; => NaOH + CO3) tak, ze na plstény disk
napipetujeme 400 pl 1M NaHCOz3. Pomoci krajece vykrojime z listu kruhovy segment (tabak)
nebo, pokud je list mensi nez méfici plocha komtirky (10 cm?), mé¥ime na celém listu (napf.
hrachu). Po stabilizaci signalu komtrku osvétlime zdrojem svétla LH36 a sledujeme vyvoj
kysliku. Po ukon€eni méteni zméefime velikost listové plochy. Ziskané hodnoty pfepocitame na
standartni velikost listové plochy (vyvin kysliku na m?za 18).

Literatura

Walker D. 1987. The use of the oxygen electrode and fluorescence probes in simple
measurements of photosynthesis. University of Sheffield, Pp. 212.



