
Měření rychlosti fotosyntézy 
oxymetricky a fluorometricky

– srovnání metod



• general equation:
» nCO2 + nH2O + light (CH2O)n + nO2

• light dependent reactions
• light interception, l. energy transfer
• excitation, charge separation
• ETR

» linear
» cyclic

• O2 evolution
• 4NADP+ + 2H2O + 4ADP + 4Pi 4NADPH + 4ATP + O2

• light independent reactions
• CBB – Calvin Benson Bassham Cycle
• RuBisCO
• CA

Photosynthetic reactions

Chl a

8 photons + 4e-















Energy transfers & regulations

• excitation energy (excess) dissipation pathways
– photosynthesis
– state stransitions
– heat production (Xanthophyll cycle)
– fluorescence

• photoaclimation
– light dependent motions; state transitions; non-photochemical processes

• photoinhibition
– photomodification
– photodamage

• photorespiration & chlororespiration
• RuBisCo – generation of glycolate
• enigma; PQ pool reducion
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https://www.researchgate.net/publication/5436368_Fitting_light_saturation_curves_measured_using_PAM_fluorometry [accessed Apr 18, 2017]



Oxygen measurement

• Clarc- type electrode
– Cathode reaction:

O2 + 2 H2O + 4e- --> 4 OH-

– Anode reaction:

4 Ag + 4 Cl-  4 AgCl + 4e-

• Joliot – type electrode

• Fluorescence oxygen probe



Clark type oxygen electrode



Oxygen optode



Světelná křivka rychlosti vývinu 
kyslíku a kvantového výtěžku 
fotochemických reakcí v PS II

Metoda:
Souběžné měření rychlosti vývinu kyslíku (OER) a kvantového výtěžku (FII) za postupně se zvyšujícího 
toku fotosynteticky aktivní radiace (PPFD).

OER
Měření koncentrace kyslíku probíhá pomocí kyslíkové elektrody ve stanovených intervalech.
Okamžitou rychlost OER stanovíme z rozdílů koncentrací v čase a vyjádříme v mmol O2 za jednotku času 
(h) a množství chlorofylu a (mg)

𝑂𝐸𝑅 =
𝛿 𝑐𝑂2 [𝜇𝑚𝑜𝑙. 𝑙−1]

𝛿 𝑡 ℎ ∗ 𝑐𝑐ℎ𝑙 a [𝑚𝑔. 𝑙−1]
[μ𝑚𝑜𝑙(𝑂2).𝑚𝑔 𝑐ℎ𝑙 𝑎 −1. ℎ−1]

FII

• kvantový výtěžek fotochemických procesů v PS II stanovíme fluorometricky metodou saturačních 
pulsů

• výsledky prezentujeme graficky vůči ozářenosti



Chlorofyly stanovíme v průběhu cvičení spektrofotometricky extrakci 

v DMSO dle Welburn (1994)

oOdebereme známé množství kultury (2ml), centrifugujeme při 

5000rpm 5 min., odsajeme supernatant a extrahujeme s DMSO 

(1min vortex) hodinu při 70°C 

oCentrifugujeme při 5000rpm 5min. supernatant měříme 

pomocí spektrofotometru (A=665, 649, 750), v případě potřeby 

naředíme pro OD=0,2-0,8

oChlorofyl a stanovíme dle rovnice 

Cchl a=12,19*A665 – 3,45*A649



Závěr

• Naměřená data prezentujte formou grafů závislosti 
OER a FII na PPFD (světelná křivka OER a FII); zjištěné 
závislosti popište

• Ze světelné křivky OER zjištěte
• Temnostní respiraci RD

• Kompenzační ozářenost Ic

• Maximální rychlost evoluce kyslíku OERmax

• Saturační ozářenost Is

• Graficky prezentujte a popište vzájemný vztah OER 
na FII za jednotlivých ozářeností


