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Fytochelatiny (PCs) jsou post-translačně syntetizované po-
lythioly, hrající důležitou roli v detoxikaci těžkých kovů. Poprvé 
byly popsány v kvasince Schizosaccharomyces pombe a dále 
pak v rostlinách a řasách. Celá rodina fytochelatinů se skládá 
z dipeptidické repetice γ-Glu-Cys, která se může opakovat 2–11× 
(nejčastěji ale 2–5×) a je zakončena aminokyselinou Gly. Existují 
i strukturní analogy přítomné pouze v určitých organismech, 
které mají místo Gly jinou aminokyselinou (Ala, Ser a Glu), 
nebo nejsou terminovány třetí aminokyselinou vůbec. Takové 
látky se označují desglycin fytochelatiny (Des-Gly-PC). PCs jsou 
neribozomálně enzymaticky syntetizovány z glutathionu pomocí 
fytochelatin syntetázy (PCS). Cílem předkládané práce bylo opti-
malizovat snadnou přípravu vzorku s následnou detekcí pomocí 
vysoce účinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou 
detekcí (HPLC-ED) pro stanovení fytochelatinů v rostlinných 
pletivech jako nového ukazatele aktivity fytochelatin syntázy.

Materiál a metody

HPLC-ED systém se skládá ze dvou chromatografických 
pump a chromatografické kolony s reverzní fází Zorbax eclipse 
AAA C18 (150 × 4,6; velikost částic 3,5 µm, Agilent Technologies, 
USA). K detekci jsme použili elektrochemický dvanácti-kanálový 
detektor. Vzorek (20 µl) byl injektován automaticky pomocí au-
tosampleru. Kolona byla termostatována na 30 oC. Pro stanovení 
aktivity PCS bylo odebíráno 200 mg suspenze tabákových buněk 
BY-2. Buňky byly promyty 20 mM fosfátovým pufrem (pH 7,5) 
a ve stejném pufru a prostředí 1 mM dithiothreitolu homogeni-
zovány pomocí pístového homogenizátoru (10 min, na suchém 
ledu). Následně byly homogenáty centrifugovány při 14 000 g, 
15 min, 4 oC. Potom byl k 100 µl supernatantu přidán substrát 
enzymové reakce (100 mM redukovaný glutation – GSH) a kov 
pro aktivaci enzymu (50 µM Cd(NO3)2). Takto nachystané vzorky 
byly 15 minut inkubovány při teplotě 35 oC. Po přidání 20 µl 
30% 5-sulfosalycilové kyseliny byla enzymová reakce ukončena.

Výsledky a diskuse

Schopnost rostliny přežít v prostředí kontaminovaném těžký-
mi kovy zahrnuje spuštění řady biochemických procesů, od se-
lektivního příjmu anorganických látek z půdy až po intracelulární 
mechanismy obrany. Jedním z hlavních obranných mechanismů 
je syntéza na cystein bohatých rostlinných peptidů zvaných 
fytochelatiny. Pro jejich identifikaci a kvantifikaci jsou vyvíjeny 
a optimalizovány metody vysoce účinné kapalinové chromato-
grafie s různými typy detekce. Díky vysokému obsahu thiolové 
skupiny jsou velmi výhodné detektory elektrochemické. V naší 
práci jsme se zaměřili na aplikaci vysoce účinné kapalinové 

chromatografie s elektrochemickou detekcí pro stanovení fyto-
chelatinů (PC2, PC3, PC4 a PC5) a dvou dalších významných thiolo-
vých sloučenin, redukovaného (GSH) a oxidovaného glutationu 
(GSSG). Aktivita PCS byla sledována v homogenátu připraveném 
z buněk suspenzní kultury tabáku (Nicotiana tabacum cv. BY-2). 
Tabákové buňky byly kultivovány tři dny v Murashige-Skoog-
médiu, které obsahovalo 0, 5 a 10 µM Cd(NO3)2. Po ukončení 
kultivace bylo stanoveno množství fytochelatinu v homogenátu 
buněk (příprava homogenátu viz. sekce Materiál a metody). Dále 
jsme v těchto homogenátech aktivovali PCS. Je známo, že -SH 
skupinu obsahující peptidy mohou během přípravy a analýzy 
reálného vzorku oxidovat za vzniku disulfidických -S-S- skupin. 
Z redukovaných forem peptidů, jako je GSH, vznikají během 
přípravy vzorku konjugáty GSSG, čímž se snižuje koncentrace 
stanovovaných redukovaných peptidů. V případě, že peptid 
obsahuje více –SH skupin jako fytochelatin PC2, mohou navíc 
kromě PC-konjugátů vznikat intramolekulární disulfidické vazby. 
Chromatografický záznam homogenátu připraveného z buněk 
kultivovaných 3 dny v médiu obsahující 5 µM Cd(NO3)2 jasně 
ukazuje nárůst koncentrace detekovaných fytochelatinů. Aktivita 
enzymu byla určována jako ekvivalent syntetizovaného fyto-
chelatinu PC2 v aktivovaném homogenátu oproti homogenátu, 
který aktivován nebyl. Z analýzy buněk, které byly ovlivněny 
přídavkem Cd(NO3)2 vyplývá, že koncentrace fytochelatinu PC2 
narůstá v závislosti na zvyšující se koncentraci kovu v kultivač-
ním médiu a aktivita PCS zůstává bez ohledu na to, zda byl do 
média přidán Cd(NO3)2, přibližně na stejné úrovni, což svědčí 
o funkčnosti PCS enzymatického aparátu buňky i v přítomnosti 
toxických iontů kadmia v průběhu kultivace buněk.
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Phytochelatins are sulphur-rich peptides able to detoxify heavy 
metals. Their synthesis is catalyzed by the enzyme called phyto-
chelatin synthase. In this study, we used high performance liquid 
chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED) for 
sensitive determination of phytochelatins and phytochelatin synthase 
activity. Chromatographic conditions were optimized. Phytochelatin 
synthase activity was determined in homogenate prepared from 
cell suspension cultures of tobacco (Nicotiana tabacum cv. BY-2). 
The enzyme was induced by 50 µM Cd(NO3)2. As a substrate, 
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we used 100 mM reduced glutathione (GSH). Enzyme activity 
was determined as the equivalent of synthesized phytochelatins 
after an incubation lasting 15 minutes. Phytochaltins were detected 
in the reaction mixture by HPLC-ED. The results obtained show that 
the optimized HPLC-ED method is suitable not only for detection 
of low concentrations of phytochelatins, but also for determination 
the activity of phytochelatin synthase.
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formance liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED).
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Vyšší rostliny jsou schopné metabolizovat a degradovat 
mnohé znečišťující látky. Kromě toho mohou také některé rost-
liny v pletivech akumulovat toxické kovy v takovém množství, 
že se často hovoří o hyperakumulaci. Hyperakumulace prvků je 
vlastnost rostlin, která se vyskytuje u druhů, které často rostou 
v lokalitách, jenž jsou na kovy bohaté. Baker a Brooks navrhli pro 
hyperakumulátory hodnoty koncentrace kovů v listech a stoncích 
vyšší než 100 mg.kg–1 pro kademnaté ionty, 1 000 mg.kg–1 pro 
nikelnaté, měďnaté, kobaltnaté a olovnaté ionty, a 10 000 mg.kg–1 
pro ionty zinku a manganu a přitom tyto rostliny nejeví znám-
ky toxicity. Ačkoli byly tyto mezní hodnoty stanoveny bez 
obecné diskuze, jsou přibližně o jeden řád vyšší než ty, které 
se uvádí pro běžné druhy. Jedním z nejčastěji studovaných 
hyperakumulátorů Zn a Cd je Thlaspi caerulescens J. & C. Presl., 
který byl často zkoumán pro lepší pochopení mechanismů 
souvisejících s tolerancí k příjmu vysokých koncentrací kovů 
a pro studium byl geneticky manipulován. Hyperakumulátory 
jsou obecně minoritní složkou vegetace ve většině evropských 
a severoamerických oblastí. V současné době je známo více než 
400 druhů těchto rostlin, které patří do 45 různých botanických 
čeledí. Fytoakumulace je metoda založená na příjmu kontami-
nantu kořeny rostliny s následným transportem a akumulací 
v její nadzemní části, která je poté sklizena a zpracována jako 
odpad. Tato metoda je vhodná především pro remediace půdy 
kontaminované těžkými kovy. V několika posledních letech byl 
zkoumán fytoextrakční potenciál některých plodin. Zajímavé 
hodnoty akumulace olovnatých iontů ve výši 3,5 % sušiny 
byly nalezeny i u dalších druhů rodu Brassica (B. nigra (L.) 
Koch, B. carinata A. Braun, B. oleracea L., B. campestris L., 
B. napus L.). Z dalších plodin je využívána Helianthus annuus 
L., která má schopnost akumulovat Cd, Pb a Zn, a Zea mays L., 
jenž byla úspěšně experimentálně aplikována jako fytoextraktor 
kademnatých, nikelnatých, měďnatých, olovnatých a zineč-
natých iontů. Pro dosažení reálných výsledků se stále častěji 
využívají polní experimenty. U polních plodin pěstovaných 
na kontaminovaných půdách jsou zejména k dispozici údaje 
o koncentracích mědi, zinku, olova a kadmia. Méně informací 
je o arsenu, a jen několik experimentů se zabývá kobaltem, 
chrómem a niklem. Mezi nejčastěji studovanými kovy byly 
zjištěny zajímavé hodnoty pro akumulaci zinečnatých iontů (vyšší 
než 1 000 mg.kg–1) u druhů rodu Brassica, Phaseolus vulgaris L. 
a Zea mays L., a měďnatých (nad 500 mg.kg–1) u Zea mays L., 
Phaseolus vulgaris L. a Sorghum bicolor (L.) Moench. Zemědělské 

plodiny akumulují obecně nízké koncentrace kademnatých 
iontů a nezdají se tak být vhodné pro jeho fytoextrakci. U Zea 
mays L. byla pozorována akumulace 20 mg.kg–1 tohoto prvku 
a u Medicago sativa L. přibližně 50 mg.kg–1. V řadě případů není 
přirozená schopnost rostlin translokovat kovy do nadzemních 
částí dostatečná, a proto se do půdy přidávají chelatační činidla 
(např. kyselina ethylendiamintetraoctová) s cílem zlepšit příjem 
kovu, což umožňuje dosáhnout zvýšené akumulace prvků v ple-
tivech rostlin. Fytoremediace je definována jako využití zelených 
rostlin a s nimi asociovaných mikroorganismů, půdních doplňků 
a agronomických technik pro fixaci, akumulaci a degradaci kon-
taminantů nacházejících se v půdě, sedimentech, podzemní ane-
bo povrchové vodě a dokonce i v atmosféře. Při fytoremediacích 
se mohou uplatňovat čtyři různé procesy: extrakce kontaminantů 
z půdy a vody (hlavně těžkých kovů a radionuklidů), degradace 
organických sloučenin, volatilizace organických sloučenin (ale 
také některých anorganických sloučenin, např. rtuti a arsenu) 
a stimulace mikrobiálního metabolismu v rhizosféře. 
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An ideal plant for phytoremediation should meet several criteria: 
1. to grow rapidly and to produce large quantities of biomass, 
2. to deeply root and to have an easily harvested shoots, 
3. to accumulate high concentrations of contaminants in the shoots.
Presently known hyperaccumulators of metals, in other words plants 
capable of over-accumulation metals in their tissues, meet the third 
criterion of an ideal plant for phytoremediation. In contrast, crops 
meet the first two criteria of an ideal plant for phytoremediation. In 
this paper we discuss the advantages and potential use of agricultural 
crops in phytoremediation with a view to further development 
towards increasing their accumulation properties.
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