Méreni vyvoje kysliku ve fotosyntéze polarografickou metodou

Zadani

1. Seznamte se skonstrukci kyslikovych komdrek, se zapojenim aparatury a s ovladanim
vyhodnocovaciho programu OxyWin. Provedte kalibraci kyslikovych elektrod.

2. S pomoci kyslikové komirky DW1 zmérte vyvoj kysliku na izolovanych (intaktnich a teplem
inaktivovanych) tylakoidnich membranach chloroplast(.

3. S pomoci kyslikové komUrky LD 2/3 porovnejte vyvoj kysliku bez a za pfitomnosti umélého zdroje
CO,. Diskutujte vysledky v absolutnich jednotkach v zavislosti na ploSe méreného vzorku.

Seznam pomducek

1. Pristrojové vybaveni: kyslikova komdrka DW1 a LD 2/3, teflonovd membréana, magneticka michacka,
Clarkova elektroda s pfislusenstvim, OxyLab Plus (Fidi a zaznamenava napéti na elektrodé), zdroj
svétla LH36 (firma Hansatech), termoblok.

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

3. Chemikalie: polonasyceny roztok KCI, 1M NaHCOs, 70 mM PPBQ (2-fenyl-p-benzochinon) v etanolu,
resuspendacni 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

Teorie
Uvod

Méreni vyvoje kysliku v uzavieném systému je jednou z nejstarsich a nejlevnéjsich metod demonstrace
¢i zkoumani fotosyntetickych proces( v listu. Teoretické vysvétleni bylo podano v praci Roberta Hilla,
ktery prokazal, Ze kyslik uvolfiovany rostlinami pochazi z fotochemického rozkladu vody, proto
mluvime o tzv. Hillové reakci. Obecné lze Hillovu reakci zapsat nasledujici rovnici, ve které A znaci
elektronovy akceptor:

2 H,0 + 2 A + (svétlo, chloroplasty) > 2 AH; + O;

Z rovnice je patrné, Ze vyvoj kysliku souvisi s pfenosem elektronl ve fotosyntéze, takZe na zakladé
zmén (pfirozenych ¢i uméle vyvolanych napt. specifickymi inhibitory elektronového transportu) lze
sledovanim vyvoje kysliku nepfimo urcit aktivitu nékterych soucasti fotosyntetického aparatu, zejména
fotosystému | a Il.



Princip méreni produkce kysliku

Existuji dvé metody méFeni produkce kysliku ve fotosyntéze, isotopové (sledujeme vyvoj isotopu 20,)
¢i polarografickd metoda (viz niZze). ProtoZe pro isotopovou detekci kysliku je tfeba drahého
hmotnostniho spektrometru, uZivd se predevSim polarografickd metoda: koncentrace kysliku
v kom{Urce je mérena pomoci tzv. Clarkovy elektrody ze zmény proudu, ktery vznika pti redukci kysliku
na katodé (Pt). Polarizace vznika pfipojenim vnéjsiho napéti (0,7 - 0,8 V). Anoda (Ag) je s katodou
vodivé spojena pomoci elektrolytu (KCl) a cely tento systém je od okoli oddélen pomoci teflonové
membrany, jez propousti pouze kyslik a nikoli vodu nebo dalsi ionty. Chemické reakce, které probihaji
na anodé a katodé, Ize popsat nasledujicimi rovnicemi:

Anoda (Ag) 4Ag + 4Cl > 4AgCl + 4e

Katoda (Pt) 2H,0 +4e" + 0, > 40H

Elektricky proud, ktery se generuje je pfimo umérny koncentraci kysliku a je konvertovany na digitalni
signal. ProtoZe polarizacni napéti zplsobi redukci kysliku na katodé, 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.
Pfiprava elektrod

e ustfihneme 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 polovicné nasyceného KCl (elektrolyt; pfiprava,
pokud neni k dispozici: 17g KCl ve 100g H,0) (Obr. 2A).

e nakapku poloZzime nejdfive cigaretovy papirek a na néj pak pinzetou teflonovou membranu (Obr.
2B).

e oboji stdhneme doll (do drazky elektrody) pomoci O-krouzku a ,,membranového aplikatoru”
(Obr. 2C).

e do Zlabku Ag anody napipetujeme 200-300 pl poloviéné nasyceného KCl a kolem Zlabku umistime
velky O-krouzek (Obr. 2D).

e systém nechame 15 minut stabilizovat.
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Obr. 2. Postup pfi pripravée kyslikové elektrody

Poznamky k zachazeni s elektrodou

= otisky prstd na teflonové membrané snizuji citlivost elektrody.

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

= hnédé zabarveni Ag elektrody (AgCl) neni zavadné.

= Cerné zabarveni Ag elektrody (oxidace) snizZuje signal a zvySuje Sum elektrody, proto nanos
oxidu odstranime navlhéenou bucinou nebo bavinou, popf., pokud je k dispozici, pouzijeme
lestici pastu od vyrobce elektrody (Hansatech Instruments).

= udélame-li dirku do cigaretového papirku nebo ho viibec nepouZijeme, rapidné vzroste
rychlost difuze kysliku pres teflonovou membranu; pfi zvySovani koncentrace kysliku ale
neporoste napéti linedrné a zhorsi se také podil signal/Sum.



Uloha I: Mé&feni wyvoje kysliku vsuspenzi intaktnich a teplem inaktivovanych tylakoidnich
membran.

Aparatura 1 (DW1) &

Komuirka DW1 (Obr. 3) se sklada ze tfi ¢asti: na spodni ¢ast se poklada pripravena E Y
AgCl elektroda, stfedni ¢ast predstavuje reakéni komdrku a posledni ¢ast slouZi na W
uzavreni reakéni komUrky. Stfedni ¢ast ma dva ventily pro pfipadnou temperaci m .
komurky protékajici vodou z termostatu (pfi pouZiti LED-diodového osvétleni neni /E\\
nutnd). Do reakéni komurky se vklada magnetické michadlo na dikladné promichani ‘:"’
suspenze. Pfi méreni se celd komurka umisti na magnetickou michacku, ktera znacné -

urychli pomalou difuzi kysliku k elektrodé. = ;

Obr. 3 Komdrka DW1

Kalibrace 1 (DW1)

Kyslikovou elektrodu je potfeba pred mérenim nakalibrovat. Prvni kalibraéni roztok je deionizovana
voda nasycena vzduchem pro ziskdni tzv. O,-line (max. mnoZstvi kysliku pfi dané teploté a tlaku). Pfi
zname teploté a tlaku deionizovand voda obsahuje zndmou koncentraci kysliku podle vztahu:

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

kde Cip je koncentrace kysliku (v ppm, 1 ppm = 31,25 nmol L ) a T je teplota v °C. P¥i jiném neZ
standartnim atmosférickém tlaku (101,32 kPa) se ziskana hodnota upravi podle vztahu:

Cuak = Ciep X (aktualni atmosféricky tlak / standartni atmosféricky tlak, 101,32 kPa)

Druhym kalibrac¢nim roztokem je deionizovana voda zbavena kysliku pomoci dithionicitanu sodného
(sodium dithionite, natrium dithionite), kterym zmérime signal pfi tzv. N;-line. Vypocitanému rozdilu
potenciall mezi O2- a Nx-line se pfifadi tabelovana hodnota pro koncentraci kysliku ve vodé nasycené
vzduchem pfti dané teploté a tlaku.

Méreni 1 (DW1)

Jednu ¢3st suspenze tylakoidnich membran inaktivujeme zahtfatim na 50 °C v termobloku, druhou ¢ast
nechame stat pfi pokojové teploté. PFipravime reakéni smés, vzniklou smichdanim 960 pl
resuspendacniho tlumivého roztoku (pH 6,5); 20 pl umélého akceptoru elektronti — 70 mM PPBQ (2-
fenyl-p-benzochinon, M,, 184,2 g mol?) v etanolu a 20 ul suspenze chloroplastl (tylakoidnich
membran). Reakéni smés pfiddme do reakéniho prostoru elektrody a sledujeme zménu napéti
(odrazejici zmény velikosti proudu v disledku produkce kysliku) nejdfive ve tmé (min. zména) a pak po
osvétleni. Pri osvétleni by napéti mélo vzristat diky O, vznikajicimu aktivitou PS Il. Porovnejte produkci
kysliku v intaktnich a teplem inaktivovanych tylakoidnich membranach. Berte do Uvahy rfedéni vzorku
(50 x).



Uloha II: Mé&Feni wvoje kysliku v plynné fize na segmentu listu.

Aparatura 2 (LD 2/3)

Samotna komurka LD 2/3 (Obr. 4) se sklada ze t¥i ¢asti, na spodni ¢ast se poklada elektroda, stfedni
Cast (s trojcestnymi ventily) slouzi pro ukladani pomocnych méfticich diskd (podpérna funkce pro list a
nosné medium pro umeély zdroj CO,) a horni pro pfivod svétla. Horni a spodni ¢ast ma jesté bilé ventily
pro pripadnou temperaci komurky protékajici vodou z termostatu. Do stfedni ¢asti komory se vkladaji
disky v tomto poradi od spodu: 1. Kovovy plny disk, 2. PIstény disk, 3. Mtizkovy kovovy disk, 4. PIstény
disk, 5. Mfizkovy disk s plnym stfedem. Na tento posledni disk se pokladaji listové segmenty vykrojené
pfilozenym kruhovym kraje¢em nebo utriené listy mensi neZ je méf¥ici listova plocha (10 cm?). Kolem
diskl uprostied stfedni ¢asti komurky se umistuje jako tésnéni O-krouzek.

Obr. 4 Komarka LD2/3
Kalibrace 2

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

Ciep = 9,37 X [273/(273+T°C)].

Pti teploté 25 °C pak 1 mL vzduchu obsahuje 8,58 umol O,. V pfipadé znamého atmosférického tlaku
mozno provést korekci i na atmosféricky tlak podle vzorce:

Cuak = Ciep X (aktualni atmosféricky tlak / standartni atmosféricky tlak, 101,32 kPa)

Do komarky LD 2/3 vloZime disky (poradi viz ¢ast Aparatura 2) a ujistime se, Ze modry trojcestny ventil
je otevreny. Komlrku zapecetime a peclivé zkontrolujeme-dotdhneme vSechna tésnéni, uzavieme
modry trojcestny ventil. Spustime méreni, pockame, aZ se signal ustali a odec¢teme hodnotu R; (mV).
Do stfikacky natdhneme 1 ml vzduchu a stfikacku utésnime do modrého trojcestného ventilu,
otevieme modry ventil, vstiikneme 1 ml vzduchu do komUrky a drzime stéle pist stfikacky, dokud
neuzavieme trojcestny ventil. Pockame, aZ se ustdli hodnota napéti a odeéteme hodnotu R (mV).
Rozdil napéti odpovida mnozstvi kysliku v 1 mL, pfi dané teploté a tlaku. Po otevieni ventilu se uvolni
vzduch z komUrky a signal se vrati na hodnotu Rj.



Méfeni 2

Jedno méreni provedeme bez a druhé s dodanim CO; v souladu s rovnici fotosyntézy: hv + CO, + H,0
=> CH;0 + 0,. CO; do systému uméle dodame formou bikarbonatu sodného (jeho disociace probiha
samovolné dle rovnice: NaHCO3; => NaOH + CO;) tak, ze na plstény disk napipetujeme 400 ul 1M
NaHCOs. Pomoci krajece vykrojime z listu kruhovy segment (tabak) nebo, pokud je list mensi nez méfici
plocha kom(rky (10 cm?), méfime na celém listu (napf. hrachu). Po stabilizaci signdlu komdrku
osvétlime zdrojem svétla LH36 a sledujeme vyvoj kysliku. Po ukonceni méreni zmérime velikost listové
plochy. Ziskané hodnoty pfepocitdme na standartni velikost listové plochy (vyvin kysliku na m2za 1s).
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