Oxigén polarogréfia

Oxigénfejlodés volt az els6 fotoszintetikus reakcid, amit tobb mint 200 éve felfedeztek
¢s aminek mérésére azdta szamos modszert dolgoztak ki. Egyszerlisége és széleskori
alkalmazhatésaga miatt leginkabb a poarogréfias modszer terjedt € a fotoszintetikus oxigén
produkcid mérésére. A rutinmérésekben alkalmazott oxigén pdarogréf, az un. Clark elektréd,
ami egy bipdaris elektrokémiai oxigén szenzor. A rendszer két elektrédbd, Pt katdd és
Ag/AgCl anod illetve az Oket Osszekotd KCI elektrolitbol all. A két elektrod kozotti
polarizadés feszlltség 0.6 - 0.7 V. A folyadék vagy gaz fézisi mintdbd a Pt katédhaz
diffunddlé O, redukaddik. Az anédonaz ezlist oxidalodik és AgCl valik ki. Az elektrod
folymatok soran keletkez0 aram egyenes ardnyos a katddon redukalt oxigén mennyiségével
(1. &ora).
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1. &bra. Az oxigén polarograf elekrdd folyamatai

A fotoszintézisben alkalmazott oxigén elektrodokrek két tipusa van, a Clark és a Joiot
elektrod. A Clark elektrod esetén az elektrédokat egy olyan membran fedi le, ami permedili s
az oxigén szédmara, de nem ereszti & a vizet és az ionokat. A Pt elektrod kisméretii és a
membran aatt tdmény KCl elektrolit kéti 6ssze & Ag andéddal (2. dora).



2. abra. A Clark-tipusu oxigén elektrod szrkezete.

A kicsiny katédfellilet, a zart mintatartd és a minta keverése biztositja, hogy a minta
térfogataban az oxigén koncentracid allando, amit a katdodon torténd oxigénfogyasztas nem
befolyasol. igy az elektrod &ltal mért oxigén mennyisége amintéban taldlhaté axigén percidlis
nyomasaval aranyos. Az elektrodbd kapatt jel konnyen kalibrdhatd mintat nem tartalmazo,
levegdvel-telitett oldatban mért jellel Osszehasonlitva, ami lehetové teszi az oxigén
koncentraci6 (parcidis nyomas) kvantitativ maghatarozasét. Mivel az oxigén folyadékokban
valé oldhatosaga erdsen fligg a homérséklettdl, kvantitativ mérésekhez elengedhetetlen az
elektrod termosztélasa, és a kalibralas orén az oxigén oldékonysag homérséklet fiiggésének
korrekcioba vétele. A membrannal fedett elektrod nagy eldnye, hogy a mintdhoz lehet
kiilonbozd kemikalidkat, elsdsorban a folyamatos oxigénfejlesztéshez sziikséges akceptorokat
adni anélkull, hogy azok az elektrodfol yamatokat befol yasol nak.

Egy tipikus oxigénmérési kisérletnél a fotoszintetizal6 mintat (alga, izoldt tilakoid
membran) a sziikséges akceptorral egyiitt a mintatartoba helyezziik. Ezt kdvetéen néhany
percig sotétadaptdlj uk, és mérjik az Un. aapvonaat. Intakt fotoszintetikus rendszerek esetén

az alapvonal meredeksége negativ, ami a sotétben lejatszodd respirdcid sordn torténd



oxigénfelvételt tikrozi. 1zoldt tilakoid membranokban, respirécié hidnyaban, az alapvorel
meredeksége elvben nulla (ettdl eltérést a hdmérséklet valtozasa vagy az elektrod instabilitasa
okozhat). Az alapvoral felvétele utdn a mintédt megvil &gitjuk és az egyensulyi al apot bedl asa
utan meghatarozzuk a fényinduldlt és a sotétben mért jel meredekségének kilonhbségét (3.
abra). Ez az érték megfeleld kalibralas utan a minta oxigén fejlesztésének sebességét adja.

Ennek tradiciondli san hasznalt mértékegysége apuM O,/ mg Chl / h.
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3.dbra. Oxigén fejlédési sebesség mérése Clark-tipusu elektroddal.

Annak ellenére, hogy a Clark elektrod kvantitativ oxigénmérést tesz lehetoveé, két
hatranyos tulajdonsaga is van. Az elektrodot fedd membran miatt a rendszer csak lassan tudja
kovetni az oxigénkoncentracid iddbeli valtozasat, tipikusan néhanyszor tiz masodperces
feloldassal. Emellett, a Pt elektrod kicsi felllete miatt az érzékenység is kicsi. Ezen hétranyok
kikiiszobolésére fejlesztettek a gyors és nagyérzékenységli, in. impulzus elektrodokat. Ennek
els6 formajat Pierre Joliot konstrudlta a70-es évek elgjén. A Joliot elektrdd esetén a Pt katdd
feliilete nagy (kb. 1 cm. atmérdjii korlap) az Ag andd pedig egy 2-3 cm atmérdji gytirii. A
minta kdzvetlenll a Pt katodon relyezkedik €, igy az oxigénnek nem kell a membranon
adiffundani (4. &ora).
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4. &bra. A Joliot-tipust axigén elelktrd fel épitése.

Ezen elrendezés lehetdvé teszi kis térfogata (50-100 pl) mintabol torténd
oxigénfejlodés kinetikajanak néhany ps-os felbortasi kowetését. llletve, folyamatos fény
helyett révid (1-2 ps) fényimpulzus akalmazasat. A Joliot elektrod eredeti elrendezésében
szintén tartalmaz membrant, ami a Pt katodra rétegzett mintat vdlasztja é a KCI-t tartalmazo
puffertdl, illetve az ezzel kontaktusban levé Ag andddl. A Joliot elektrod érzékenysége
tovabb novelhetd a membran elhagyasaval, amikor is az Ag andd a Pt katoéddal egy sikban
van, és azt gylrli formdban veszi koriil. Ennél az elrendezésnél a minta mindkét elektrodot
lefedi és a KCI-t kdzvetlenll a mintét higito puffer tartalmazza. A Joliot elektrdéd alkamazésa
tette lehetdvé annak felfedezését, hogy fényimpulzusokkal torténd megvilagitas esetén az
oxigénfejlodés 4-es periodusu csillapitott oszcillaciot mutat (5. abra). Ezen mérések vezettek
e a 4 paitiv toltés szekvencidlis téroldséra szolgalé vizbornté rendszer ma dfogadott
modellj ének kifejl esztéséhez (6. abra).

A flash-induldlt oxigénfejlesztés oszcill addjanak leirdsara bevezetett Un. Joliot-Kok
modell a vizbonté komplex 5 kiilonb6z6 oxidacios allapotat, S allapotok, posztuldja. Ezek
kozll az S, S1, S5, és S stabil alapotok, amelyek kozotti amenetek (S — Si1)
fényindukdltak. Az S,dllapat az S; -~ S étaakulas rovid éettartami atmeneti dl apota.
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5. abra. Flash-indukalt oxigén jel és oszill acios sekvencia, Joliot-tipustl elekréddd mérve
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6. &bra. Az oxigén feleszés Joliot-Kok moddlje. S,...,.S jeldlik a vizbontd rendszr
oxidécits dlapaait.



Mivel az O, molekula & S;— S;— Sy &menet sorén szabadul fel és a maximdlis
oxigén fejlddés a 3. flash utan figyelhetd meg, ezért sotétadaptalt mintak esetén a centrumok
tulnyomo része (75%) az S, dlapatban van. Az 1. ill etve 2. flash utan mérhet6 zéro, illetve
kismennyiségli oxigén azt mutatja, hogy az S, és S; dlapotok sotétadaptalt mintakban
nincsenek jelen. Mivel a fejlesztett oxigén mennyisége a 4. flash uédn is magas, ezért
sotétadaptdlt mintékban S; dlapat is jelen van (25%). Az oszcilladés mintézat
csill apodésanak értelmezéséhez harom fajta &menetet kell figyelembe venni az S all apotok
kozott (7. abra).
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7. dlra. Az oxigén szkvencia csill apod& paraméterei: single hit (SH, doule hit (Dh) és
Miss

Ezek:
. az egyszeres taldat ( single hit, B ), amikor egy foton elnyelését kovetden a rendszer
eggyel magasabb oxidados dl apotbakerll (S — S +1). Tipikus értéke 80-85%.



. a kétszeres taldat ( double hit, y), amikor egy foton elnyelését kovetéen a rendszer
kettGvel magasabb allapotba keriil (S - S +2). Tipikus értéke 2-3%.

. a tévesztés ( miss o ), amikor a foton elnyelését kovetden nem torténik oxidacios
dlapot vllozas (S - S ). Tipikus értéke 10-15%.

A fenti model aapjdn a flash-indukdlt oxigén szekvencia a Joliot-Kok-féle

matrixformalizmussal irhato le:
S = kgl

Ahd S az i-edik fényimpulzus utan kialakult S &llapot elosztas, K pedig a miss (a), single

hit (B) és doulde hit (y) tartalmaz6 ameneti matrix.
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Ez a modell feltételezi, hogy az atmeneti valoszinliségek értékei az egyes S atmenetre

azonosak.

A flash-oxigén mérések alkalmazasi lehetdségei:

. Az S dllapotok kezdeti elosztasanak és az dtmeneti valosziniiségek meghatarozasa.
Ebben az esetben megmérjik az adott minta oxigén-fglesztésének oszcill ados
mintazatat. Ezt koveten egy legkisebb négyzetek elvén miikodé minimalizadds
elj &rassal megkeresdik a mérési eredmeényeket legkisebb eltéréssel leird Sy, Si, S5, Ss,
a, B, y paramétereket.

. Az S dlapaok stabilit &sanak vizgdata.

Sotétben Az S, és S; dl apatok szekvencidlisan visszadakulnak a stabil S1 dlapotba (
S; — Sy —S1). Az S; lecsengési kinetikgjanak vizsgdlatara a sotétadaptalt mintat 1



flash-el eldvilagitjuk, ami a centrumok nagy részét az S, dlapotba konvertdlja. Ezt
kovetéen a mintat kiilonb6z0 hosszusagh sotétadaptalasnak vetjiik ald, majd
megmeérjuk a flash-indulkdlt oszcillados mintazatot. Ennek a fentiekben leirt
analizisébdl meghatarozzuk az S 4allapotok eloszlasat, amibdl adodik az adott
sOtétperiodus aatt az S,-bél Si-be konvertdddat centrumok mennyisége. A mérést
kiilonboz6 sotét periddusokkal elvégezve felvehetd az S, élapat lecsengési gorbée.
Az Széllapot lecsengésének vizsgalata esetén az el6z6h6z hasonlé mddon jarunk el, de

nem egy, hanem két eléflash-et alkalmazunk az S3 dl apat kialakitésara.

° Mutaciok kémiai, biokémiai kezelések &ltal az S &menetekre gyakorolt hatasok
vizgdéata.
Az oszcill adés mintézat fentebb leirt analizisével fontos informaddkat kaphatunk a
vizbontd komplex miikddését befolyasold tényezOk hatasmechanizmusarol.
Legjelentésebb alkalmazasi teriiletek egyes protein alegységeinek biokémiai
kezelésekkel vagy genetikai moédszerekkel vald etavolitdsanak, a Mn komplex
kornyezetében  taldhatd  aminGsavak  iranyitott = mutagenezissel  torténd
megvaltoztatasanak, ill . kémiai agensek altal kifejtett gétlé hatasok mecdhanizmusanak
vizsgdata.

Tovébbi oxigén-meghatar ozas modszerek:

ESR oximetria

Ez atechnika aon alapul, hogy a molekularis oxigén paraméagneses. Ennek kodvetkeztében az
0O, és egy megfelel6en valasztott spinproba kolcsonhatasdnak eredményeként megvaltozik a
spinpréba vonalszélesge, és ESR jelének intenzitdsa. Alacsony mikrohuldm intenzitédsok
esetén (nem-telitési koriilmények) a savszélesség megnd, és igy az elsd derivaltként detektalt
jel intenzitdsa sOkken. Az ESR oximetria igen érzékeny, és megfelelé spinproba esetén
adkalmas sjteken bellli oxigén korcentracié mérésére. Hatranya ugyanakkor az, hogy igen
koltséges ESR mérémiiszert igényel. A leggyakrabban hasznalt spinprobék szénszarmazékok
(pl. korom, spedadlis tustinta), ill etve litiumftalocianin kristdyok. Ezen szilard részecskék az

oxigén parcialis nyoméasat mérik.



Tomegspektogr afia

180 izotoppel jelolt viz alkamazésa esetén a fejl esztett oxigén detektdl hatd tdmegspektogréfia
akamazasaval. Ebben az esetben a fotoszintetikus mintat egy oxigént atereszté membran
véllasztja d a tomegspektrométer vakum alatt tartott detektald részétél. A modszer elénye,
hogy alkalmazasaval egyértelmiien elkiilonithetd a vizbdl és H20,-bol fejlédo oxigén, ami az

oxigén elektrodokkal nem trivialis. Hatranya az igen draga és komplikalt miiszerigény.

Irodalmak:



