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Shrnuti

Do Zivotniho prostfedi je kazdodenné vpousténo velke mnoZzstvi cizorodych latek
tzv. xenobiotik, jejiz obsah se rok od roku o néco zvySuje. NejvétSimi znecistovately jsou
zdroje antropogenniho charakteru a mezi vyznamné zneCisStovatele Zivotniho prostredi

patfi i téZké kovy, které zfejmé zaujimaji nejveétsi obsah emisi.

Tézké kovy mohou ve vétsSim mnoZstvi negativné plsobit na rostlinu a ménit jak
jeji strukturu a sloZeni nejen na bunéfné Urovni, ale také jeji metabolické procesy.
Rostliny si proto vyvinuly ochranny metabolismus na odbouravani tézkych kovd, pfi
kterém jsou produkovany fytochelatiny (PCs). Tyto peptidy vaznou tézky kov a vytvafi s
nimi komplexy, které jsou pomoci prenasecl dopraveny z cytosolu buiiky do vakuoly a

tam jsou kumulovany.

V této studii se sledovalo plisobeni olova a kadmia na dvou rostlinnych druzich a
na tfech koncentranich Urovnich. Byla optimalizovana LC-MS metodika umoZziujici
citlivou detekci a spolehlivou identifikaci fytochelatind. Pomoci pfimého nastfiku byly
identifikovany dimery fytochelatin PC2-PC2 a PC3-PC3 a jednoduché komplexy

fytochelatind s jednim tézkym kovem.

V extraktech Hrachu setého sPb byla potvrzena pfitomnost PC2 na v3ech
koncentracnich Grovnich olova. Nicméné u Ovsa nahého byl vznik PC2 potvrzen aZz u
nejvyssi koncentrace olovnatych iontl. Ve vzorcich Ovsa nahého s kadmiem byl
potvrzen vznik PC2 a PC3 v oxidovane i redukované formé. PouZiti redukcniho Cinidla
(dithiothreitolu) umoznilo identifikaci fytochelatin(i PC2, PC3, PC4 i PC5.

Klicovéa slova: Fytochelatiny, PC, glutathion, olovo, kadmium, MS, QqTOF, ESI, LC,
UPLC.



Summary

The environment is daily exposed to large quantities of foreign substances known
as xenobiotics, whose content increases from year to year . The biggest polluters are the
sources of anthrophogenic character. Significant environmental pollutants are heavy

metals, which probably occupy the largest content of emissions.

Heavy metals in large quantities can negatively affects the plant and change its
structure and composition. This happens not only at the cellular level, butalso in
it"s metabolite processes. Plants have developed a protective metabolism for elimination
of heavy metals, which is based on production of phytochelatins (PCs). These peptides
bind heavy metals in complexes, which are transported from cytosol to vacuoles,where

the heavy metals are accumulated.

In this study, an effect of exposition of lead and cadmium to the two plant species at three
concetration leves was observed. Optimized LC-MS methodology allowed sensitive
detection and reliable identification of phytochelatins. Simple complexes of PCs with one
covalently bound atom of heavy metal and dimers PC2-PC2 and PC3-PC3 were

identified using direct injections in to mass spectrometer.

Presence of PC2 was confirmed for all concentration levels of lead in pisum
sativum extracts. However in case of Avena nuda, the presence of PC2 was confirmed
only at the highest concentration level. In samples of oat wit cadmium, a formation of
PC2 and PC3 in oxidized an reduced form was confirmed. Utilization of reducing angent
(dithiothreitol) allowed identification of following phytochelatins PC2, PC3, PC4 and
also PC5.

Keywords: Phytochelatins, PC, glutathione, lead, cadmium, MS, QqTOF, ESI, LC,
UPLC.
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1. Uvod

ZneCisténi Zivotniho prostiedi je dnes velky problém, kterym se zabyva cely
svét. Znazime se co nejvice eliminovat emise cizorodych latek do Zivotniho prostfedi
napf. nahradou olovnatych benzin( bezolovnatym benzinem.

Tézké kovy mohou byt toxické pro Zivé organismy na vSech koncentracnich
arovnich (rtut, olovo, kadmium) nebo az od urcité koncentrace (zinek, nikl, chrom). Tyto
kovy se snadno dostavaji do potravinového fetézce, ovliviuji vlastnosti a urodnost
biomasy, vynosy plodin a nakonec i zdravi lidi. Jejich pfitomnost v bufice se podili na
vzniku reaktivnich kyslikovych radikald (ROS), které mohou véazné poskodit
biomolekuly (lipidy, proteiny a nukleové kyseliny). Organismy si proti jejich G€inku
vytvorily ochranny mechanismus, ktery je zaloZzen na cinnosti rdiznych antioxidacnich
enzym0 ¢i nizkomolekularnich antioxidant(, jako je napf. askorbét a glutathion. Nékteré
rostliny jsou adaptované na vysoky obsah tézkych kovl v plidé (hyperakumulatory napf.
Thlaspi caerulescens)* a jsou schopny je ukladat ve velkém mnozstvi do list(i a kofend.

V praxi se této schopnosti rostlin vyuZiva pfi tzv. fytoremediaci Zivotniho prosttedi.”

Rostliny reguluji fytotoxicky ucinek tézkych kovl pomoci fytochelatinii (PC).
Tyto peptidy nejcastéji vznikaji spojovanim glutathionovych jednotek pfi soucasné
eliminaci molekuly glycinu. Vzniklé fytochelatiny nasledné vytvareji komplexy s ionty
téZkych kovl v zavislosti na jejich vaznosti a toxicité. V rostlinach tedy mlzZe vznikat
rozlicné mnozstvi volnych i véazanych fytochelatind v Siroké S$kale molekulovych
hmotnosti. Z toho ddvodu je jednou z nejlepSich metod pro jejich identifikaci spojeni

kapalinové chromatografie (LC) s hmotnostni spektrometrii (MS).>**



2. Teoreticka cast
2.1 Tézké kovy

V pribéhu evoluce si organismy vybraly fadu prvkl ze svého okoli, které jsou
potiebné pro jejich biologické funkce. Mezi né se fadi také nékolik prechodnych prvki,
které jsou klasifikovany jako stopové napf. Zelezo (Fe), zinek (Zn), méd' (Cu) a mangan
(Mn). Tyto prvky jsou ve stopovych koncentracich pro organismus esencialni, ve vyssich
pak plsobi toxicky.>® Rostliny véak mohou absorbovat i prechodné prvky, které jsou pro
né toxické uz i pfi malych koncentracich. Mezi né fadime napf. nékteré polokovy,
lanthanoidy a aktinoidy, zejména Pb, Cd, Hg. Existuje mnoho definic, které vyclenuji
téZké kovy (podle hustoty, protonového Cisla nebo atomove hmotnosti Ci podle toxicity).
Tézké kovy jsou cizorodé latky, které mohou obecné pfi vysSich koncentracich

znetistovat Zivotni prostredi.’

2.1.1 Olovo, plumbum (Pb)

Je nejrozsitengjsim kovem v pfirodé zejména vGCi 4 isotoplm (*°Pb, *'Pb,
2%pp ), které vznikaji jako stabilni produkt pfirozenych rozpadovych fad. V pfirodé se
olovo vyskytuje vdzané ve znamych a bézné nachazenych materialech (galenit PbS,
anglesit PbSO,, cerussit PbCOs3, pyromorfit Pbs(PO4)sCl a mimetesit Pbs(AsO,4)sCl).
Jeho hmotnostni zastoupeni v pfirodé Cini pfibizné 0,001 %. Z téchto sloucenin je olovo
snadno dostupné reduk&nimi procesy pfi zvySené teploté. V rudach byva doprovazeno

stribrem.®°

Olovo je mékky, malo pevny kov, je vak kujné a tazné. Radime ho mezi tzv.
neuSlechtilé kovy, které se rozpoustéji v kyselinach. V H,SO,4 se na ném vytvari vrstva
nerozpustného siranu a dal se uZ nerozpousti. Kovoveé olovo je pomérné inertni prvek a
na vihkém vzduchu nepodléhd velkym zméndm, pouze ztraci lesk a vyvari se na ném
Sedobila vrstva oxid(, hydroxidd a uhli¢itand.’® Jeho dalsi fyzikalni a chemické vlastnosti
jsou uvedeny v tabulce 1.

Ve slouceninach se olovo nejCastéji vyskytuje v oxidacnich stavech Il a IV.
Oxidacni stupen 1l je stabilnéjsi nez oxidacni stuperi IV. Olovo mize byt zabudovano do

kovalentnich organickych sloucenin, kde je potom nejCastéji Ctyfvazné. Ochotné tvori

2



slitiny, popf. slouCeniny s mnoha dalSimi kovy a metaloidy (coZ jsou nekovové prvky,
jez né&im kovy pFipominaji).2

Lidé vyuZivaji olovo odedavna. Jeho rudy jsou celkem dobre dostupné. Mlzeme
z nich snadno ziskat kovovou slitinu a oxidaCnim tavenim z ni pak oddélit stfibro. Neni
presné zndm plvod olova, ale v dobé bronzové bylo zndmo jako volny kov v Malé Asii
(3000 az 2000 pf. n. I.), kde bylo nalezeno ve formé olovénych kuliek. Ve starovékém
Egypté bylo Pb spojeno s padélanim zlatych predmétll, zejména prstend. Kromé toho

s olovem pracovali i alchymisté, ktef zjistili, Ze olovo je jedovaté.®#*

Tabulka I: Fyzikalni a chemické vlastnosti olova

Chemicks znatka Pb (plumbum)
Atomové Eislo 82

Atomovy polomér 175 pm

Poéet izotopl 4

Oxidaéni stupné II IV
FRelativni atomova hmotnost 2072
Elektronova konfigurace [Xe] 4f** 5d"° 65 6p”
Skupenstvi Pevné
Teplota tani 327 °C
Teplota varu 1751 °C
Elektronegativita 1.8

Hustota 1134 g-‘cm3

Olovo se mlze do ovzdusi dostavat jak pfirozeng, tak antropogenné. Pfirozené
emise olova jsou ve formé prachu, koufe a aerosolli moiské vody. Mimo to se Pb mizZe
také uvoliiovat pfi lesnich pozarech. Jeho prlimérna koncentrace v ovzdusi se odhaduje na
5.10” pg/m®. V dnesni dobé jsou antropogenni emise olova vyznamnéjsi a odhaduije se,
Ze jsou 17,5x vyssi nez zdroje pfirozené. Hlavnim antropogennim zdrojem jsou spalovaci
procesy (olovnatych benzind a odpadl). K lokalnimu znegisténi dochazi i pfi tézbé a
zpracovani olova. V soucasné dobé dochazi ke sniZzovani emisi olova vstupujiciho do
atmosféry néhradou olovnatého benzinu bezolovnatym.”** Zdrojem olova ve vodach
mohou byt jak odpadni vody ze zpracovani rud, tak i z barevné metalurgie, z vyroby
akumulatordl, ze sklafského priimyslu a z ddini vody.” Koncentrace olova v pitné a

podzemni vodé se pohybuiji v rozmezi od 1 — 60 ug/l.** V ddInich vodéch je obsah olova



pomérné maly, protoZe galenit PbS na rozdil od jinych sulfidickych rud nepodléha
biochemicke a chemické oxidaci. V pfipadg, Ze jsou pritomné jesté dalSi sulfidické rudy,
vznika jejich oxidaci kyselina sirova, ktera pohyb olova zvysuje. V domovnich vodach je
koncentrace olova pod 20 pg/l. Dalsim zdrojem kontaminace miZze byt koroze olovénych
Casti vodovodniho potrubi a pajené spoje médéného potrubi. Tento zdroj ale prestava byt
v naSich podminkach vyznamny. Voda mlZe byt zneCisténa také Uniky ze Spatné
zabezpedenych skladek a atmosférickou depozici. Olovo je v zemské kiife zastoupeno

fidce (prdmérny obsah 12 — 16 mg/kg), ale je nejrozsirenéjsi z tézkych kovd.

Mezi nejvyznamnéjSi antropogenni emise olova patfi:

* téZba a zpracovani olova;

» vyroba a zpracovani akumulator(;

»  spalovani odpad(;

» aplikace Cistirenskych kald a primyslovych kompostl do pldy

Olovo je v prirozenych podminkach pfitomno ve vSech rostlinach (bézny obsah je
2 - 3 mg/kg). Rostlina Pb pfijima pasivné a jeho pfijem je ovliviiovan pH a teplotou.
V rostling je olovo nepohyblivé a pevné vazané. V malych koncentracich plsobi
stimulacné, ve vyssich pak toxicky. Olovo miiZe narusovat napf. metabolismus vapniku,
inhibuje enzymatické systémy, sniZuje pfijem CO,, plsobi na bunééné déleni a omezuije
pfijem vody. Pro Clovéka a Zivocichy je olovo toxické. Po vniknuti do organismu se
kumuluje a ukldda zejména v kostech a v malém mnozstvi i v krvi a jeho vylouceni z téla
je obtizné. Expozice olovem vede k poskozeni vnitfnich organd (ledviny, jatra, nervovy

systém, Cervené krvinky, cévy a svalstvo). Olovo mlize mit i mutagenni G&inky." ™

2.1.2  Kadmium, cadmium (Cd)

V prirodé se kadmium vyskytuje ve formé sloucenin. Casto doprovazi zinek,
a?Cd (24,13 %). Nejddlezitéjsi mineral kadmia je greenockit p-CdS. Kadmium je
stfibroleskly mékky kov, ktery je za laboratorni teploty kfehky a nad 150 °C je kujny a
tazny.>'® Radi se mezi neuslechtilé kovy a je rozpustny ve zfedénych kyselinach, nenf

v8ak amfoterni a s hydroxidy nereaguje. Jeho fyzikalni a chemické vlastnosti jsou



uvedeny v tabulce Il. Kadmium se vyskytuje ve slouceninach v oxida¢nim stupni Il. Na
vzduchu podléha oxidaci a ztraci lesk. Kadmium je toxicky kov a jeho pouZziti je tim
omezené. Vyuziva se predevsim na pfipravu nizkotavitelnych slitin (Woodlv kov,

Rosetlv kov) a je soucasti alkalickych akumulatord.

Tabulka Il: Fyzikalni a chemické vlastnosti kadmia

Chemicka znatka Cd (cadmium)
Atomové Eislo 43

Atomovy polomér 161 pm
Poéet izotopl 3

Oxidaéni stupné II

Eelativni atomova hmotnost 112411
Elektronova konfizurace [Kr] 4d'° 557
Skupenstvi Pevné
Teplota tani 3217 °C
Teplota varu 767 °C
Elektronegativita 169
Hustota 8.65 kg/dm’

Pokadmiovani se pouziva v leteckém a automobilovém prdmyslu proti oxidaci
kovovych souCastek. Kadmium a jeho slitiny s borem dobfe pohlcuji neutrony a na
zakladé toho se vyrabgji regulacni tyce do jadernych reaktord. '

Z pfirozenych zdrojii kadmia zfejmé nejvic prevladaji sopecné vybuchy. Emise
kadmia do ovzdusi zplsobené Clovékem jsou cca 8 krat vys$i neZz prirozené emise.
DalSim vyznamnym zdrojem kadmia je jeho téZba, vyroba a zpracovani, spalovani
fosilnich paliv, komunalniho a nemocni¢niho odpadu.’

Kadmium ma relativné vysokou tenzi par a v ovzdusi jsou pary kadmia rychle
oxidovany na oxid kademnaty. VétSina jeho sloucenin je rozpustna ve vodé (napf. siran,
dusi¢nan kademnaty), ale sulfidy a oxidy se ve vodé nerozpousti. Ro¢ni prdmérné
koncentrace kadmia v ovzduSi dosahuji hodnot: ve venkovskych oblastech
od 1 - 5ng/m®, v méstskych 5 - 15 ng/m® a v priimyslovych oblastech 15 - 50 ng/m®.

Priimérny obsah kadmia v pitné vodé je pomérné nizky, lezi mezi 0,1 - 2,0 pg/l.
Koncentrace 5 pg/l jsou monitorovany jen zfidka a velmi vzacné jsou zaznamenany i
hodnoty 10 pg/l. Studni¢ni vody v nékterych oblastech mohou vykazovat Vvé&tsi

koncentraci kadmia.*



V zemské kife je kadmium vzacnym prvkem a jeho prdmérny obsah je
mezi 0,1 - 0,5 mg/kg.

V pldé a horninovém prostiedi se kadmium vyskytuje ve velmi malém mnoZstvi.
Do pldy se dostava zejména atmosférickou depozici, hnojenim fosfatovymi hnojivy,
které jsou zneCistény kadmiem a zavazenim Cistirenskych kall na pole. Primérny obsah
kadmia v p(dé je cca 0,2 — 1,5 mg/kg. Za poslednich 150 let se obsah Cd v plidach zvysil
0 27 — 55 %. Kadmium se nejvice kumuluje ve vrstvé 0 - 5 cm. Pohyb Cd v piidé je dan
hodnotou pH, koncentraci CI” iontli, mnoZstvim a obsahem jilovitych minerald a kvalitou
humusovych latek aj.

Rostlina pfijima kadmium prevazné jako Cd** bud z atmosféry nebo z piidy.
Pfijem Cd z pldy prevlada pfi jeho vysokém obsahu a pfi kyselém pH pldy. Rlzné
rostliny jsou vici kadmiu rlizné citlivé. Toxicita kadmia se na rostlinich projevuje
omezenym rlistem, poskozenim kofenl a cCervenohnédym zbarvenim listll, které
pfedchazi tzv. chlordzu. Vegetativni Casti rostliny obsahuji vétsi mnozstvi kadmia nez je
v plodech nebo semenech. Pro Zivocichy je kadmium vysoce toxické. MlZe negativné
ovliviiovat Cinnosti ledvin, plic, jater a kardiovaskularniho systému. Podle klasifikace
EPA je zafazeno jako pravdépodobny lidsky karcinogen. Kumulace v organismu je velmi
vysoké a dochézi tak ke hromadéni kadmia v potravnich fetézcich.’



2.2 Prijem toxickeho kovu rostlinami

Toxické téZké kovy jsou rostlinami pfevazné pfijimany korenem, ale existuje i
mimokorenovy pfijem z atmosféry prostfednictvim znecisténého povrchu listu. PFijem
té7kého kovu zavisi na koncentraci volného iontu M?*. Diftize a hromadny pldni tok
umoZniuji transport kovu az ke kofenlim, v jejichZ bezprostfedni blizkosti pak dochazi
k chelataci. Chelatace je proces, pfi némz se nékteré organické slouceniny, vyluCované

rostlinou, vaZou na vicevazebné kationty, obvykle kovy.***3

Podstatou tolerance ktézkym kovlim, které se kumuluji v burikach, je jejich
inaktivace vazbou na nizkomolekularni bilkoviny, které maji vysoky obsah cysteinu.
Takové latky pak oznaCujeme jako fytochelatiny viz. kapitola 2.4 nebo metalotioneiny,
jejiz funkce je prozkoumana u Clovéka a u zvirat. Zminéné bilkoviny maji vyssi afinitu
k t8Zkym kovliim, zejména pak Cd, Pb a Cu. Agregaci bilkovin s téZkymi kovy pak
mohou vznikat komplexy o molekulové hmotnosti cca 1000 — 10 000. Rostliny se mohou
pred toxickymi kovy chrénit omezenim vstupu iontu do bunék, jejim hromadénim ve

14,15

vakuole a omezenim transportu do nadzemnich organd. Mechanismus pfijmu

toxického kovu a vzniku fytochelatin(i do rostliny je popsan v kapitole 2.4.2 na obr. 7.



2.3 Struktura rostliny

2.3.1 Podzemni ¢ast rostlin

Koren (radix)

Kofen predstavuje podzemni orgéan rostliny, zpravidla je symetricky a roste
geotropicky. Od stonku se odliSuje tim, Ze je neClankovany, nevznikaji na ném listy a je
zvenéi chranén &epickou (kalyptra).'®

Z&kladni funkce kofenu jsou mechanické — upeviovaci, absorpcni, vodivé, metabolické a
z4sobni.'® Dnes si véak miZeme predstavit kofen i jako centrum dusikatého mechanismu
rostliny a vzniku aminokyselin i alkaloid(l, dusikatych fytohormond cytokinind,
podnécujicich bunétna déleni.’” Mimo to slouZi i k vegetativnimu rozmnoZovani.
Z rostliny vyrlsta hlavni kofen a z néj pak kofeny postranni. Tento typ soustavy koren(
se nazyva alorhizie.®® Homorhizie (fecky homos — stejny, rhiza — kofen) je kofenovy
systém skladajici se jen z adventivnich kofenll. Nékdy byvaji oznadovany jako pridatné.
U kofene mlZeme rozliSovat tfi zakladni pletivové celky. Pokozku tzv. kryci pletivo,
primarni kdru (cortex) a stfedni valec. Tato pletiva z inicidlnich bunék vzrostného

vrcholu jsou chranéna korenovou &epickou.’
Stavba korene: (obr. 1)

1. Vzrostny vrchol (apikalni meristém): dochazi v ném k intenzivnimu déleni bunék a
je chranén kofenovou Cepickou.

2.  Pasmo prodluzovani: dochazi v ném k prodlouzovani jiz nedélicich se bunék a
vznika zde priméarni lyko (floém) a primarni dfevo (xylém).

3. Pasmo absorbéni: zde dochazi k nasavani roztokl z pldy a vytvari se
na pokoZce korenove vlasky.

4.  Pasmo vétveni: zde se kofen vétvi a pletiva jsou jiZ trvale vyvinuta.

Pod pokozkou se déale nachazi obvykle dosti silna vrstva primarni klry, skladajici
se ze tfi wvrstev, kterymi jsou vnéjsi exodermis (vngjsi wvrstva kdry), prostiedni
mezodermis (sloZzena z bunék s mezibunéénymi prostory) a vnitfni endodermis (obvykle
jedna vrstva bunék se ztlustlymi sténami oddélujicimi primarni kdru od stfedniho vélce).

Pod endodermis se nachazi pericykl a pod nim stfedni valec. Sekundarni stavba kofene



vznika €innosti kambia u vétSiny nahosemennych a dvoudéloznych rostlin, které timto

dlsledkem mohou druhotné tloustnout. U jednodéloZznych rostlin ke druhotnému

tloustnuti kofenl nedochazi (nevytvari se v nich kambium).

16,18

Podle tvaru kofene rozliSujeme:

N o a > w Ddh e

Nitkovity: tenky a pomérné dlouhy

Valcovity: v celé své délce pribliZzné stejné tlusty
KuZelovity: protahly a postupné se zuZuje
Srdcovity: kratky a tlusty

Repovity: je kratky a dole nahle zdzeny

Hliznaty

Chtdovité: pIni opornou funkci *°

Podle funkce je délime na:

© © N o g~ wWw DN

N
= o

Saci (kofenové vlasky): pro vstiebavani mineralnich latek z vody a pldy
Zasobni: slouzi k ukladani zasobnich latek

Koreny parazit( a poloparazit(i

Koreny vzdusné Floem Hylem

Kofenove viasky

Koreny dychaci (upeviovaci)
Endodermis

Koreny chidovité

Koreny stahovaci

Kofeny pficepivé

Kofeny sloupovité

Koreny Skrticd
o o, Apikalni meristém
Kofeny symbiotické

Kofenova Cepitka

Obrazek 1: Stavba korene



2.3.2 Nadzemni ¢ast rostlin

Stonek (caulom)

Stonek je nadzemni st rostliny, ktera nese listy, Uzlabni pupeny, kvéty a plody.

Jeho hlavni funkci je transport latek v rostliné (voda, minerdlni a organicke latky) a

umozfiuje réist rostliny.*

Povrch stonku je pokryty pokoZkou tzv. epidermis. Pod ni se nachézi primarni

kira — exodermis (cortex), kterd ma ochrannou, mechanickou, zéasobni a nékdy i

asimilacni funkci. Vnitfni vrstva primarni klry je sloZena z bunék, které obsahuji

Skorobova zrna a nazyva se Skorobova pochva. Tato pochva ohraniCuje stfedni vélec a

dfen vodivymi pletivy, u dvoudéloznich rostlin jsou vodiva pletiva usporadané v kruhu, u

jednodéloznych rostlin jsou roztrousené viz obr.2 *%° Nadzemni ¢ast rostliny se nazyva

pryt. Rostliny s mékkymi Stavnatymi stonky, které vznikaji a zanikaji v jednom roce, se

nazyvaji byliny a jsou tvofeny lodyhou, stvolem a stéblem. Rostliny, které maji

zdfevnatélé stonky, oznaCujeme jako dfeviny. Déli se na kefe, polokere a stromy.

jednodéloZné rosthiny

Pro dvoudélozné rostliny®

1 — pokozka

2 — primarni kdra

3 — Skrobové pochva
4 — floem (lyko)

5 —dren

6 — xylem (dfevo)

7 — kambium

8 — stfedni valec

Pro jednodélozné rostliny

1 — pokozka

2 — parenchym nebo sklerenchym
3 — zakladni parenchym

4 — svazek cévni floem (lyko)

5 — svazek cévni xylem (dfevo)

Obrazek 2: PFicny fez stonkem

16,17,21
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Podle tvaru na pficném fezu rozliSujeme stonek - valcovity, hranaty, ryhovany, Zebernaty,

kridlaty, Zebrovity a dvoufizny.

Podle orientace v prostoru délime stonky na pfimé, vystoupavé, plazivé, poléhave,

ovijivé a popinavé.*®

List (fylom)

List je postranni organ a vyrista ze stonku, je vétSinou plochy, rozélenény na
plochou ¢epel a stopkovity fapik. MdZze byt i bezfapikaty tzv. prisedly. Nékdy mizZe jeho
spodni Cast vytvaret pochvu (vétSinou u trav). Prvnimi listy, které jsou vyvinuty uz v
semenu, jsou délohy. Listy vyristaji v uzlindch a jsou na stonku charakteristicky
usporadany. Pokud je v uzliné jeden list, nazyvame usporadani jako stfidavé, jsou-li
v uzlinach listy po dvou, pak je oznacujeme jako vstficné. Jestlize z uzliny vyrlsta vice
listd, jedna se o postaveni preslenité. Hlavni fukci listl je fotosyntéza. Podileji se ale také
na transpiraci vody a vyméné plyng.t’ 2122
PFicny ez listem a jeho vnitfni stavba je popsana na obr. 3.

kutikula

harni
epidermis

palisadovy =
parenchym

- Xylem vodivy
svazek
céuni

houbovy __|
parenchym

spodni
epldermis

priduch svéraci bunky

Obrézek 3: Vnitni stavba listu - pricny fez
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2.4 Fytochelatiny (phytochelatins) PCs

V roce 1985 byly rostlinné latky o sloZeni iont téZzkého kovu-peptidy izolovany
z bunéCné suspenze vysSich rostlin pfi expozici kadmiem a byly oznaCeny jako
fytochelatiny PCs. Plvodni nazev pro fytochelatiny mél byt ale cadystin, jak uvedl ve své
studii (Kondo et al., 1985)* a mél vyjadfovat jak pritomnost kadmia, tak cysteinu.
Nicméné nakonec se od toho nazvu ustoupilo, protoZe vznik téchto latek neni omezen
pouze na jeden tézky kov. Poprvé byly nalezeny v kvasince Schizosaccharomyces

pombe,?*% dale potom i v nékterych Ffasach a houbéch.

Vyzkum Casem dokazal, Ze fytochelatiny jsou latky, které hraji dilezitou roli
pri detoxikaci téZkych kovi at’ uz toxickych, esencialnich nebo neesencialnich napf. (Cu,
Pb, Zn, Cd, Ni, Hg, atd.). Kazdy mdZe vytvaret rizné PCs v rozdilném mnoZstvi, to je
dano toxicitou kovu a druhem rostliny.?*?*?” Ve své studii Grill et al. 1985 seskupil
ionty tézkych kovl podle jejich sily k vytvoreni fytochelatind, coz bylo prokdzano na
R. serpetina bunéénych kulturach: Cd?*> Pb*" > Zn®* > Sb** > Ag* > Hg** > As®* > Cu* >

vvvvv

e

neaktivuji.?® Kinetika vzniku fytochelatind byla sledovéna na experimentu s buné¢nou
suspenzi Rauvolfiie. Bylo zjisténo, Ze po pfidavku Cd(NO3), se rapidné snizil obsah
glutathionu, coZ souvisti se strukturou fytochelatinl, ktera je popsana nize. Obvykle

vznik fytochelatindl nastava s jistym zpozdénim cca 1-3 hodiny. 2°

2.4.1  Struktura fytochelatin( PCs

Chemicka struktura fytochelatind naznaCuje Uzkou podobnost ke glutathionu
(GSH), ktery je popsan v kapitole 2.4.1.1. PCs se skladaji z y-(Glu-Cys),, kterd se
opakuje n = 2-11x, nejCastéji vSak 2-5x (obr. 4). Tato repetice byva zakoncena jednou
molekulou aminokyseliny nejcastéji Gly, mlze byt vSak zakonena i jinymi
aminokyselinami: B-Alanin (homofytochelatin), Serin (hydroxymethyl-fytochelatin),
Glutamova kyselina (iso-fytochelatin) anebo nemusi byt zakoncena vibec (desglycin-
fytochelatiny).?42
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¥-Glu

Obrazek 4: Chemicka struktura fytochelatinu, kde n je 2-11x, (cela tato struktura bez

opakovani je potom glutathion)®*

Fytochelatiny jsou neribozomalné enzymaticky syntetizovany z GSH, v pfitomnosti
iontu  t&7kého kovu® za vzniku komplexu fytochelatin-ion kovu (PC-M)
(obr. 5), které jsou vzajemné vazany pres -NH- skupinu, a proto fytochelatiny mizeme

fadit mezi peptidy.’

a—{
—
a—
®
»—
,._

Obréazek 5: Znazorfiuje strukturni vzorec komplexu [Cds(PCs)s]®

Struktura komplexu se sklada ze ctyf molekul (y-Glu-Cys)s-Gly, které
prostfednictvim dvanacti SH skupin se vazou na tfi atomy kadmia (¢ znaci karboxylové

skupiny).?

24.1.1 Glutathion

Glutathion (GSH) je zé&kladni stavebni jednotka tzv. substrat pro vznik PCs. Jeho
zakladem je tripeptid sloZzeny z glutamatu, cysteinu a glycinu (y-Glu-Cys-Gly) viz obr. 6,
ktery obsahuje y-peptidické vazby mezi glutamatem a cysteinem. GSH je malo nachylny
na oxidaci oproti cysteinu a y-glutamylcysteinu. GSH mizeme najit u vétsiny savci a ve
vétSiné prokaryotickych bunék. Intracelularné se GSH miZe nachazet v redukované
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formé nebo v oxidované jako disulfid glutathionu GSSG. Obé formy glutathionu byvaji
ve zajemném poméru, jehoZ naruseni mdze indikovat stres vyvolany rliznymi stresovymi
faktory, jako je nap¥. opadavani listd, zakrnélost rostliny, rostlina neplodi apod. *?*%
GSH slouZi jako koenzym pro pfenos aminokyselin. GSH obecné chréni organismus pred
oxida¢nim poskozenim, zplsobenym reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS),*! které
jsou produkovany v souvislosti s biotickym abiotickym stresem.?* GSH je obnovovan

reakci katalyzovanou glutathion reduktasou.

Syntéza GSH je katalyzovana dvéma ATP zavislych na enzymu y-glutamylcystein
syntetazy (GSH1) a glutathion syntetdzy (GSH2). GSH je substrdtem pro vznik

fytochelatin syntetdzy a ma taktéZ? zasadni vliv na detoxikaci t&zkych kov(.*

Za pritomnosti téZzkého kovu je aktivovan enzym fytochelatin synthetdza PCS,
26,33

ktery se sklada z y-glutamyl-cystein-dipeptidyl transpeptidazy.

Sl R
R
% .

i
v,
L7

a) struktura GSH b) strukturni model GSH c) struktura GSSG d) strukturni model GSSG

Obrazek 6 : Struktura glutathionu®*

2.4.2  Biosytéza fytochelatin(

Biosyntéza fytochelatind byla nejlépe prostudovana na rostliné Arabidopsis
thaliana, ktera byla vystavena Cd** iontlim.>* Dale také v hrachu®, rajéatech®, fazolich®’
a dalsich. V pfitomnosti iontd toxickych kovi se zacnou vytvéaret komplexy ion
kovu-fytochelatin M-PC. Biosyntéza fytochelatin( je katalyzovana fytochelatin syntazou

(dipeptidyltranspepdidasa), cozZ je enzym, ktery potfebuje ke své aktivaci tézké kovy jako

14



vyvolavajici stresové faktory. V této studii bylo prokdzédno, Ze kadmium je

v

nejvyznamngjSi induktor tohoto enzymu, zatim co ostatni kovy indukuji syntézu

fytochelatindl méné.?

. H
PI: + Cd™ —

degradation

Obréazek 7: Mechanismus vzniku fytochelatinf®

Na obr. &. 7 je znazornéno schéma detoxikaéniho mechanismu iontl tézkého kovu
v rostlinné burice. lonty jsou do buriky preneseny pomoci membranovych transportérd.
V cytosolu jsou ionty kovl chelatovany ligandem GSH, kdy vznikd komplex GS,-M
(bisglutathionato — M komplex). GS,-M pak aktivuje enzym fytochelatin syntetazu (PCS)
atim se zahajuje syntéza fytochelatinli (PCs), které tvofi s kovem nizkomolekularni
komplexy (LMW). Ty jsou za spotfeby energie ziskané z ATP preneseny pomoci
prenasece do vakuoly. Ve vakuole dochazi ke shlukovani jednotlivych LMW komplex
inkorporaci s redukovanou sirou  (S*) dovétsiho celku, ktery se nazyva
vysokomolekularni komplex (HMW). Dosavadni vysledky upozorfiuji na to, Ze se kov

dostava z vakuoly zpét do cytosolu, ale tento mechanismus nebyl dosud objasnén.®%+2®

2.4.3  Extrakce a analyza fytochelatin(

Fytochelatiny mohou byt stanoveny rlznymi modernimi instrumentalnimi
metodami. Stanoveni jednoduchych fytochelatini se mlZe provadét napf. pomoci

elektrochemickych metod. Konkrétné pro stanoveni synteticky pfipravenych PC2 a PC3
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byly vyuZito voltametrické metody. Jednotlivé fytochelatiny byly zkouméany pomoci
nového typu médéné pevné amalgadmové elektrody. Identifikace se provadéla na zakladé
vzniku komplexu s médi v pufru o pH 8,1 a vhodna koncentrace fytochelatind byla
v rozmezi 10 — 100 nmol/l. Reprodukovatelnost pouZitého elektrochemického Cisténi
povrchu elektrody byla statisticky hodnocena. Analyzou bylo dosaZzeno limitu detekce
(2,1 - 2,6 . 10 mol/l pro DCV méFeni), na zékladé ného? byla tato metoda doporugena
pro stanoveni fytochelatinl v realnych vzorcich.*® Fytochelatiny byly analyzovéany také
v tabaku, ktery byl vystaven kadmiu. Extrakce se provadéla pomoci roztoku slozeného ze
smési NaCl, KCI, Na,PO; spH okolo 7,4; néasledovala homogenizace smési a
centrifugace. Detekce vzniklych PCs se provadéla pomoci rtutové elektrody.* V této
studii se autofi také zabyvali voltametrickou analyzou glutathionu, fytochelatin( a jejich

komplexd v pfitomnosti kadmia.**

DalSi metodou pro analyzu PCs v mofskych fasach z jihozapadni Asie je spojeni
LC/MS. Vzorky kontaminovanych cerstvych morskych fas byly ocCistény ultra-Cistou
vodou, zmrazeny pfi T -20 °C a lyofilizovany po dobu 24 hod. ZmrazZené lyofilizované
vzorky (Cerstvé hmotnosti) byly zpracovany v mikrovinné troubé s konc. HNO3 po dobu
30 minut a poté byly zfedény ultra-Cistou vodou. Po expozici téZkym kovem byly velké
proteiny v extraktu fas identifikovany a kvantifikovany pomoci HPLC a molekularni
struktury z PCs byly potvrzeny pomoci LC/ESI-MS. Koncentrace tézkého kovu
nashromazdéného v morskych fasach byla stanovena pomoci ICP-MS. Nejvyssi
koncentrace kovu v hnédych a Cervenych morskych fasach byla mezi 5,6 — 7,1 umol/g,
fytochelatin(i 200 — 400 nmol/g a GSH 1550 — 3960 nmol/g. Nejdelsi délka fetézce byla
PC2 - 4 na nejvice kontaminovaném misté. Porovnanim vysledk(d realnych vzorkd
a experimentalnich vysledk kontaminovanych Fas v laboratornich podminkach se
dokéazalo, Ze wvysledky fas vystavenych expozi tézkému kovu v laboratornich
podminkach v porovnani s fasami v prirodnich podminkach jsou riizné. V tomto zplsobu

identifikace byla vyuZita jiZ uvedena separa&ni technika.*?

Pro analyzu fytochelatind, tézkych kovl a jejich komplext byly pouZity kofeny a
vyhonky brukvovitych rostlin. Tyto rostlinné Casti byly nejprve zmrazeny v kapalném
dusiku a nasledné lyofilizovany a pak zhomogenizovany v tfeci misce, aby se rozbily
bunécné stény. Vzorky byly postupné extrahovany v roztoku octanu amonného a

nasledné centrifugovany. Vznily supernatant se oddélil, pfefiltroval se pfes mikrofiltr a
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zfedil se s mobilni fazi v poméru 1:15 (v/v). Extrakty rostlin byly analyzovany pomoci
gelové kapalinové chromatografie a ion-parové chromatografie ve spojeni sUV a
ICP-MS pro monitorovani siry a tézkeho kovu. Identifikace jednotlivych separovanych
druhli byla sledovana pomoci MALDI-TOF. V rostlinnych materialech, exponovanych
téZkému kovu, byl zaznamenéan vznik fytochelatinové formy PC3 a na zé&kladé tohoto
byly analyzované rostliny doporuceny pro studium fytoremediace. Po expozici rostlin
té7kym kovem (Pb*) o koncentraci 1 mM byla zjisténa hodnota 0,20 + 0,09 mg Pb/g
susiny. Pfi analyze byla pouzita vinova delka o velikosti 254 nm, znacné zvy3eni piku, pfi
kontaktu s 1 mM Pb bylo pozorovano okolo dvacaté minuty. Vzniklé komplexy PC-kov
byly aniontové povahy (silné hydrofilni). Pracovalo se v reverzni fazi a mobilni faze byla
okyselena trifluoroctovou kyselinou nebo kyselinou mravenci, které patfi mezi typické
kyseliny pouZzivané v mobilni fazi pro separaci nareverznich fazich. Je znamo, ze
komplexy PC-kov jsou pfi niz$im pH nestabilni a rozpadaji se.*®

Pro stanoveni glutathionu a fytochelatinli v semenech V. Faba byla pouZzita
metoda HPLC-ESI-MS. V této studii byly rostlinne Casti (listy, kofeny) zamrazeny
v tekutém dusiku a zhomogenizovany v tfeci misce s vodnym roztokem dithiothretolu
DTT. Nésledné byla suspenze sonifikovana, centrifugovana, po dekantaci bylo rostlinné
pletivo resuspendovano do studeného roztoku DTT. Potom se oba supernatanty spojily a
byly lyofilizovany. Suché vzorky byly skladovany pfi -80 °C a pfimo pfed analyzou se
rozpustily ve vodném roztoku NaOH. Pro sraZeni balastnich bilovin se pfidala HCI
(inkubace se provadéla na ledu) a supernatan byl zfiltrovan. Pfi optimalizaci jejich
pracovnich podminek byl zjistén limit kvantifikace 0,2 pmol/kg pro glutathion i
fytochelatin. Mimo to bylo dokéazano, Ze po pridani DTT, jako reduk¢niho Cinidla, se da
odhalit podstatné vice volnych PCs a GSH neZ bez pfetpravy DTT, protoZe vétSina jich
je vazana v komplexu s t&zkymi kovy.**

Vznik fytochelatin(l také identifikovan pomoci HPLC-ESI-MS, konkrétné hPCs
(homo-fytochelatind) a PC2 a PC3 v sdji (Glycin max) a lupiné bilé (Lupus albus)
exponované Cd a As. Ke kontaminaci byl pouZit roztok kadmia a arsenu a testované
Casti rostlin byly kofinky, stonek a listy. Pro kvantifikaci GSH, hGSH, PCs a hPCs
pomoci HPLC byly rostlinné tkdné zhomogenizovany s HCI (1 ml/1 g tké&né). Po
homogenizaci se nechal vzorek nainkubovat na ledu. VysraZzené makromolekuly byly
odstranény odstfedénim v centrifuze. Do extraktu byl pfidan N-acetyl-Cys a smés se

zfiltrovala pres mikrofiltr. Po filtraci nésledovala analyza pomoci HPLC s pouZitim
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derivatizaniho Elldmanova Cinidla (DTNB; 5-5"-dithio-bis-(2-nitrobenzoova kyselina).
Ve vysledku klicky séji kontaminovane kadmiem ukazovaly vétsi vznik homo-
glutathionu v porovnani s lupinou bilou. Vyssi Grovné homo-fytochelatin(l byly vidét u
s0ji s Cd, ve srovnani PCs s lupinou bilou. Mimo to detoxikacni metabolismus vzniku
hPCs u rostlin exponovanych arsenem byl jasnéjsi a vykazoval vysSi obsah thiolovych
slougenin u s6ji nez u lupiny.*®

Dalsi vyzkum fytochelatind byl proveden na Hrachu setém (pisum sativum), ktery
byl vystaven expozici kademnatym a olovnatym iontdm a smési Pb+Cd. Zmrazeny
vzorek byl zhomogenizovan s5 % kyselinou sulfosalycilovou. Homogenat se dvakréat
odstredil. Oddélil se supernatant a prefiltroval se pfes mikrofiltr. K udrZzeni podminek,
aby nedo$lo k oxidaci -SH skupiny a rozkladu komplexu tézkych kovi s fytochelatiny,
byla kolona pokazdé pred davkovanim vzorku promyta merkaptoethanolem. Vlastni
analyza byla provadéna pomoci ICP-MS pro stanoveni tézkych kov(i a HPLC/ESI-MS
bylo pouzito k identifikaci fytochelatinll pomoci sériové fragmentace. Ve vysledném
spektru byly identifikovany kromé PC2, PC3 a PC4 také hPC2, hPC3, PC2-Glu a PC3-
Glu. Pficemz u rostlin vystavenych Cd byly pozorovany intenzivejsi signaly pro PC3 a

PC4, zatim co u rostlin s olovem jen PC2.%
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2.5 Hrach sety (pisum sativum)

Jako mnoho vikvovitych rostlin je hrach prastarou kulturni rostlinou. Nejstarsi
zaznamy pochazeji zevropskych a stfedozemnich vykopavek v obdobi kolem
7000 let p. n. I.. Rimané a Rekové péstovali a jedli hrach a pravé o Rimanech se tvrdi, Ze

ho pfinesli do Britanie.

U nés se hrach prechodné vyskytuje a zplafuje kromé poli a zahradek i rumisté a
skladky. Hrach je jednoleta bylina s pfimou a vystoupavou €i popinavou lodyhou,
s vySkou 30-120 cm, je duta, siva nebo Zlutozelena. Listy maji 1-3 pary listkd a jsou
zakoncené vétvenou uponkou, palisty byvaji velké, srdCité a objimaveé, dlouhé cca 3-7
cm, nékdy s Cervenymi skvrnami. VejcCité listky jsou prisedlé Ci kratce Fapickate, dlouhé
1,5-6 cm a Siroké 1-3,5 cm. Kvéty jsou bilé namodralé nebo nardiZzovélé bez ving, kalich
je zvonkovity a lysy. Plodem jsou lusky se 3—10 semeny. Doba vegetace je mezi Cervnem
a srpnem.

Odridy hrachu se rozdéluji podle doby zralosti na rané, polorané a hlavni. Ranéjsi
odrlidy jsou nizsi nez pozdni, které diky vysSimu vzrlstu poskytuji vétsi vynosy. Nezralé
lusky se vyuZzivaji jako zelenina a zrald semena jsou oblibenou a hojné vyuzivanou
lusténinou. Hrach se miZe vyuZivat i na kompostovani jako zelené hnojeni. Semena
hrachu se vysévaji 5 cm od sebe do jednotlivych fadkd 2,5-5 cm hlubokych. Hrach je
chladnomilna rostlina, ktera nejlépe roste pfi teploté mezi 13-18 °C. Rostliny nemaji rady
sucho, prilis vysoké teploty a podmaceni. Péstuje se na pldach spH okolo
5,5_7’0'47, 48
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2.6 Oves nahy (avena nuda)

Oves je jednou z nejmladSich obilnin. VVédomé se péstuje asi 300 let a zahrnuje
asi 70 druhl rozsifenych po celém svété. NejrozsifenéjSim druhem je oves sety, ktery
zabira 90 % osevnich ploch na svété, druhy je oves nahy. Oves, jako takovy, ma
mohutnou kofenovou soustavu s velkou osvojovaci schopnosti. Kvétenstvi je formé laty,
ktera je sloZend z vétévek vyrdstajicich ve 4-6 preslenech a nese 2-4 kvété klasky, které
jsou bezosinné nebo maji jen jednu osinu. Stéblo ovsa roste do vysky 60-150 cm.
Tato obilnina je méné naroCna na teplo, je odolna proti chladu, avsak je narocna na

vlahu.**°

Obilky ovsa maji vysokou nutricni hodnotu, kterd je dand vysokym obsahem
bilkovin a tuku, pfevySujici ostatni obilné druhy. Oves je vhodnym krmivem pro mlada,
nemocna Ci vysoce vykonna zvifata. Znacny vyznam ma i pro lidskou vyZivu, protoze
velmi pfiznivé pdsobi na télesnou kondici i nervovou soustavu. Jeho pouZiti v
potravinafstvi vzhledem k jeho vlastnostem neustéale stoupa.”* Oves se k néam dostal
z izemi mezi Cernym a Kaspickym mofem a k nam se plvodné dostal jako plevelna
rostlina. V soucasné dobé je péstovan na severni polokouli v mirné vihkém a chladnéjSim

podnebf stfedni a severni Evropy, stfedni a severni Asie a v Severni Americe.*

2.7 Principy pouzitych analytickych metod
2.7.1  Kapalinova chromatografie

Chromatografie je analyticka metoda, ktera se fadi mezi separa€ni techniky. Jako
takova byla objevena jiz v roce 1903 ruskym botanikem M.S. Cvetem v usporadani
kapalina-sorbent. Ten jako prvni rozdélil na sloupci sorbentu listova barviva. Mimo
klasickou rozdélovaci chromatografii se poCatkem 40. let zaCala rozvijet i kolonova
kapalinova chromatografie a v roce 1952 byla udélena Nobelova cena autorlim Synge a

Martin za préci v oboru chromatografie.

Separacni proces spocCiva v déleni latek mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze
mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) na zakladé chemickych interakci napf.
rozpousténi, adsorpce, iontova vyména apod. SloZzky smési, unaSené mobilni fazi, se

pohybuji po stacionarni fazi s rliznou rychlosti, protoZe jsou vzajemnymi interakcemi se
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stacionarni fazi meéné Ci vice zpomalovany, coZz zavisi na jejich hodnoté distribucni
(rozdélovaci) konstanty. Latky, které interaguji se stacionarni fazi silngji, se pohybuji
pomaleji oproti latkdm, jejichZ interakce jsou slab$i. Pokud je dréha, kterou slozky urazi
dostatetné dlouhd a hodnoty distribucni konstanty dostatené rozdilné, dochazi

k rozdéleni smési latek na jednotlivé zény, na zékladé kterych je mzeme detekovat.>*>

Stacionarni faze mdze byt umisténa plosné nebo ve sloupci. Plosné usporadani
byva pouzivano pro papirovou chromatografii (PC), tenkovrstevnou chromatografii
(TLC) nebo vysokoucinnou TLC (HP-TLC). Tenkovrstevna chromatografie a HP-TLC se
liSi zrnénim (velikosti Castic) stacionarni faze, u HP-TLC se pouZiva sorbent s mensim
primérem Castic, coz vede k lepsimu rozliseni. V kolonovém uspofadani byva stacionarni
faze umisténa v trubici z inertniho materidlu o urcitém prlrezu. Toto usporadani
predstavuje zaklad klasické kolonove chromatografie, ktera se pouziva pro analytické a

preparativni Ggely. >*

2.7.1.1 Vysokoucinna a ultratCinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) se vyvinula z plynové
chromatografie pocatkem 70. Let. Radi se mezi moderni separaini techniky a je
pouZivdna pro kvalitativni i kvantitativni analyzu zejména organickych sloucenin.
Pomoci ni miZeme analyzovat ionty, latky polarniho a nepolarniho charakteru, tékavé a
tepelné labilni latky a vysokomolekularni latky v rdiznych matricich. V tomto systému
byvaji latky rozdéleny na zékladé ustanovovani urCitych typl rovnovah a opoustéji
separacni loZe v riznych tzv. retencnich ¢asech, které jsou charakteristické pro dany typ

latky a umozZiuji tak jejich detekci.*

HPLC je chromatografie svelmi malymi cCasticemi sorbentu o velikosti
az 3 - 15 pum, ktera odolava tlakiim od 30 - 60 MPa. Postupem vyvoje mliZzeme ve spojeni
sHPLC pouzit mnoha univerzalnich a novych selektivnich detektorli, napf. ze
spektralnich UV-Vis, DAD, fluorescencni, refraktometricky, elektrochemicke detektory

(polarografie) hmotnostni spektrometrie atd.>

Mezi nejmodernéjsi kapalinové separacni techniky v souCasnosti patfi UPLC
ultraucinnd kapalinova chromatografie s velmi malymi ¢asticemi pod 2 um, pracujici za
vysokych tlak( (15000 PSI, 1000 bar, 100 MPa). Tato separacni technika byla zaloZena
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v roce 1997 Jorgensonem et al..>” Zachovavé praktiénost a zasady HPLC a zarovei
zvysuje vzajemné atributy rychlosti, citlivosti, selektivity a Gucinnosti. Rychlost umoZziuje
VEtsi pocet analyz v kratkém &ase a nizsi spotfebu pouzitého rozpoustédla.®® Tato metoda
vyuzivd mimo jiné specifické sorbenty pfipravené patentovanou technologii ,,bridged
hybrid particle”, které jsou velmi uCinné a mechanicky odolné diky ethylenovym

mistkdim v silikagelu® *’

2.7.2  SoucCasti chromatografu

Moderni kapalinovy chromatograf se pomérné liSi od ,jednoduchého®
chromatografického  zafizeni  pouzivaného v klasické  kapalinové  kolonové

chromatografii.

Chromatograf (obr. 8) byva sloZen ze zasobniku kapalné faze tzv. mobilni faze
MF (pohybliva). Zasobnik mlze byt jen jeden nebo mdZe byt sloZen z nékolika
zasobnikl MF. Zasobnik je nadoba nejcastéji ze skla.

Za zasobnikem MF je vysokotlaké Cerpadlo, které mlzZe byt sestaveno bud pro
nizkotlaky gradient anebo vysokotlaky gradient. Déle Cidlo pro méfeni pracovniho tlaku,
filtr, tlumiC pulsu, mixér (prostor pro sméSovani mobilnich fazi), odplynovac, zafizeni
pro davkovéani vzorku (Ctyfcestny nebo Sesticestny ventil), chromatograficka kolona,
termostatovana skfif (pro lepSi reprodukovatelnost a selektivitu), detektor, zapisovaC a
zafizeni pro zpracovani dat. Mimo to se mohou pouzit i dalSi doplfikova zafizeni napf.
ochranné filtry, pfedkolonky, ventily pro prepojovani nékolika kolon za sebou béhem

separace. Déle se da pouZit sériového spojenf dvou &i vice detektord.>*>*

Vysokotlaka Cerpadla MF jsou v HPLC nutnou soucasti, protoze kolona miize
plsobit odporovym tlakem az 400 bar. Na zékladé nich si mizeme podstatné zkratit dobu
analyzy vhodné zvolenym prdtokem MF a usnadnit si tak celé méreni. RozliSujeme
nékolik Cerpadel na zékladé hnaci sily. Zdrojem hnaci sily u pneumatickych Cerpadel
byva stlaceny plyn (N,), ktery se zavadi nad hladinu stlatované kapaliny nebo nepfimo
pfes pist. Moderni mechanicka Cerpadla pracuji na principu elektronicky Fizeného pistu.
RozliSujeme dva typy: velkoobjemova injekéni stfikaCka s velkym objemem Cinné Casti a

mechanicka pistova Cerpadla s malym objemem cinné Casti. Vyhodou velkoobjemového
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Cerpadla je napf. bezpulzni pritok kapaliny s konstatnim tlakem, vyhodou
maloobjemového je pak kompatibilita s nizkotlakym gradientem.>*>>°’

V HPLC rozliSujeme tfi typy davkovaciho zafizeni: primy nastfik injek¢ni
stfikackou na vrstvu sorbentu v koloné, davkovani vzorku davkovacim ventilem se
smyckou, davkovani vzork( automatickymi davkovaci, které umozni automaticky
davkovat sérii vzork( bez obsluhy pristroje. Toto davkovani je vhodné predevsim pro

rutinni sériové analyzy fady vzorkd.>*

Chromatograficka kolona je misto, kde dochazi k vlastnimu separacnimu procesu.
Kolona jez inertniho materialu o urCittm prdméru (50 - 0,005 mm), délky
(500 — 10 000 mm) a byva naplnéna ¢asticemi riizné velikosti (3 — 100 pm) a materialu.
Dnes se v3ak pro analytické aplikace nejcastéji pouZiva kolona s ¢asticemi o velikosti
3 —10 um s délkou 5 — 30 cm a vnitfim primérem 2 — 4 mm. Rozlisujeme nékolik typ(
Castic: klasicky typ porovité naplné, pelikularni napli s filmem polymérni stacionarni
faze, népln s kontrolovovanou povrchovou porovitosti a mikropartikularni porovita napln.
Parametry kolony ovliviiuje i typ separace. Nejcastéji pouZivame analytické separace, ale
i semipreparativni a preparativni separace.>* Z kolony je pak eluat veden do detektoru.
Signal detektoru je sledovan pocitatem nebo nékterym jinym vyhodnocovacim zafizenim

(integrétor, zapisovac).>®
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Obrézek 8: Z&kladni Casti kapalinového chromatografu a separace latek na koloné
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2.7.3  Volba separacniho systému

Jednim ze zakladnich kritérii pro volbu separaniho systému je zejména
molekulova hmotnost analyzovanych latek. DilezZita je rozpustnost analytd ve vodé nebo
organickém rozpoustédle. Na zakladé toho volime kombinaci materialu stacionarni faze
(SF) a rozpoustédla v mobilni fazi (MF).

Nejjednodussim systémem je separace na tzv. normélnich fazich (NP), kdy
stacionarni faze je polarniho charakteru a mobilni faze je nepolarni. Jako SF volime
v tomto systému nejCastéji silikagel a jako MF napf. hexan nebo heptan s polarnim
modifikatorem (napf. isopropyl alkohol, propanol). VVzhledem k tomu, Ze principem této
separace je adsorpce analytu na povrch staciondrni faze, kterd je polarni, retence
analyzovanych latek vzristd v poradi od nepolarnich k polarnim. Polarni latky se
tak zadrZi na koloné délsi dobu a pozdéji z ni vychazeji. Definovana vzajemna poloha
adsorpénich center umozZiiuje i déleni polohovych izomerd. V takovéto kombinaci
chromatografického systému je nutna nepfitomnost vody v mobilni fazi. Jiz stopova
mnozstvi vody mohou interagovat s povrchem stacionarni faze a zkreslovat tak vysledky
analyzy. 52,53,60

DalSim a asi nejpouzivanéjSim systémem je systém na tzv. reverznich fazich (RF),
kdy stacionarni faze je tvorena z nepolarniho materialu a mobilni faze z polarniho
rozpoustédla. RF je podrobnéji popséna v kapitole 2.7.4.

Princip iontové vyménné chromatografie (EIC) je interakce analyzovanych latek
s ménici iontl, pfi niZ rozhodujici Glohu ma naboj a velikost iontu, jeho koncentrace,
iontova sila, relativni permitivita prostfedi, disociacni konstanta ionogennich skupin
ménice a analytu a pH rozpoustédla mobilni faze. Mimo to se uplatiiuje i difuze méni¢em
iontli, mohou se uplatriovat i adsorpéni sily ¢i hydrofdbni interakce. Separacni proces si
mliZeme predstavit jako vyménu iontll analogicky, jak v ni dochazi v krystalové mrizce,
kdy se uvolni ion ze SF do mobilni faze a jeho misto je obsazeno iontem jinym,
pritomnym v MF. Povrch stacionarni faze je pokryt chemicky vazanymi ménici iont( tzv.
ionexy. Pokud mame analyt kationtové povahy, pouZiva se katex napf. SOs skupiny
(silny katex) nebo COO" skupiny (slaby katex) a analogicky, pokud je analyt aniontove
povahy, pouZijeme anex napf. NRs" soli (silny anex) nebo NHs" soli (slabé anexy).*

Afinitni chromatografie vyuZiva vysoce specifickych interakci (interakce

v bilogickych systémech enzym-substrat) a bilologickych schopnosti latek specificky a
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reverzibilné vazat latky jiné. Jako stacionarni faze se pouZivaji nosiCe s kovalentné
navazanym ligandem tzv. afinantem. Do kolony, ktera obsahuje stacionarni fazi
s pfislusnym ligandem se nastfikne vzorek, z néhoZ se pouze latky s komplementarni
vazbou navazou na ligand a zbytek projde kolonou a eluuje se v mrtvém Case. Nasledné
zménou pH, teploty, koncentrace soli ¢i disociacnimi Cinidly, se uvolni navizané analyty
z vazby na ligand.>*

Gelovad permealni chromatografie (GPC) je specialnim druhem kolonoveé
kapalinové chromatografie a je aplikovana predevSim ke stanoveni molekulovych
hmotnosti a k analyze oligomernich slouCenin. Separace je zavisla na velikosti molekul
analyzovanych latek a témér vibec neni zavisla na jejich chemické povaze. Jako
stacionarni faze je v tomto systému pouZzit gel o definované velikosti a distribuci pord.
Velké Céastice tedy kolonou projdou rychleji nez ¢astice mensi. Malé Castice se dele zadrZi
v pérech SF, velké se do poru nevlezou, proto podstatné rychleji vyeluuji ven. GPC mlize
byt vyuZita v oblasti separace proteind a dal$ich makromolekul.**

V HILIC hydrofilni interakéni chromatorgrafii je kolona naplnéna
nemodifikovanym silikagelem a jako mobilni faze je pouzita voda:acetonitril v poméru
(60:40 — 95:5). V tomto sepapracnim sloZeni se cilené do mobilni faze pfidava voda v
radu jednotek aZ desitek procent. Voda zplsobi, Ze se pfi separaci na povrchu polarni
stacionarni faze vytvori vrstva reprodukovatelného vodného filmu a analyt se rozdéli
mezi mobilni fazi (organické rozpoustédlo a voda) a vodni film na povrchu. Rozpoustédla
pouZivand v HILIC jsou stejnd jako v systému RP-HPLC. Latky polarniho charakteru

jsou v tomto médu zadrzovany silnéji nez latky nepolarni.>*>>>°

2.7.4  Chromatografie na reverznich fazich

Chromatografii na reverznich fazich lze charakterizovat jako systém slozeny
z nepolarni stacionarni faze a polarni mobilni faze. Nepolarni stacionarni faze je silikagel
s chemicky vazanymi alkylovymi Fetézci napf. oktylové fetézce C8, oktadecylové C18,
cyklohexyl nebo fenylové fetézce. Fenylové skupiny byvaji vice polarni nez alkylové
fetézce. Jako mobilni faze byva nejCastéji smés organického rozpoustédla a vody napf.
H,O:ACN nebo CHs;OH:H,O, miZou byt vsak pouzita i jina (tetrahydrofuran nebo

propanol).
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Voda mdze silné ovliviiovat aktivni centra na silikagelu (SiO) nebo na aluming
(Al,03). V reverznich fazich je to tak, Ze voda vytésni molekuly vzorku z mobilni do
stacionarni faze tzv. hydrofébni (solvofobni efekt). Latky jsou tim vice zadrZzovany, ¢im
retence. V tomto pfipadé molekuly stacionarni faze interaguji s analytem a solvatujici
slozky MF jsou uvolnény. Tim dochazi ke zvyseni entropie (neuspofadanosti) systemu. A

v

z kolony. Molekuly MF musi analyt solvatovat a uspofradat se kolem néj (dochazi

k poklesu entropie systému).>> >4

2.7.5 Detektory v HPLC

Ve vysokoUcinné kapalinové chromatografii mizZeme pouZit detektory
spektrofotometrické, refraktometrickeé, detektrory rozptylu svétla, fluorimetrické a
radiometrické detektory. Zvlastni misto z hlediska identifikaCnich moznosti ma potom
spojeni chromatografie s hmotnostni spektrometrii, infraervenou spektrometrii a
nuklearni magnetickou rezonanci.

Nejvice pouzivanym detektorem ve spojeni HPLC je UV-VIS (ultraviolet
absorption detector) a DAD (detektor diodového pole, diode array detector). PFi spojeni
s UV-VIS se méri absorbance eluatu v pritokové detekéni cele pfi jedné vinové délce. Ve
spojeni s DAD se méfi eluat se vzorkem pfi nékolika vinovych délkach soucasneé.

V souCasné dobé je nejvice pouzivano spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii jak pro kvantitativni, tak pro kvalitativni
analyzu (je to jedna z nejlepSich moZnosti stanoveni struktury latky v online spojeni se
separaéni technikou).>>®*%2 podrobn&jsi charakterizace hmotnostniho spektrometru je

popsana v nasledujici kapitole.
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2.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektroskopie MS je analyticka spektralni metoda, ktera stanovuje
relativni Cetnost iontll v zavislosti na poméru hmotnosti k naboji iontu (m/z). MS je
metoda destruk¢ni, avSak spotfeba latky k analyze je velmi mala. Historicky prvni
separace pozitivnich iontl se podafila J. J. Thomsonovi (1913) pfi studiu chovani
kanalovych paprskl v elektrickém a magnetickém poli. Abychom ziskali hmotnostni
spektrum, je potfeba, aby probéhly tfi procesy: tvorba iontl, separace a registrace iontd.
Procesy v hmotnostnim spektrometru probihaji ve vakuu.®

Principem této metody je tedy separace vytvorenych iontd podle hodnoty m/z a
jejich detekce. Vznik iontl nastava v tzv. iontovém zdroji a separace v hmotnostnim
analyzatoru (obr. 9). Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrum, proto se MS fadi mezi
metody spektralni. Pfitomnost dal$ich molekul, vétSinou v prostoru analyzatoru, mdze
vést ke kolizi s ionizovanym analytem, ktera mliZze nasledné vést k produkci fragmentd.
Tohoto jevu se cilené vyuZiva pfi tzv. kolizi indukované disociaci (CID), kdy Stépime ion

ktery nas zajima a zkoumanim vzniklych fragment usuzujeme strukturu plvodniho

H 64
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plynné vzorky
(GC/MS)
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poiitaé, vyhodnocovaci zafizeni

Obrazek 9: Blokove schéma hmotnostniho spektrometru
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2.8.1 lontové zdroje

Ukolem iontového zdroje hmotnostniho spektrometru je analyzované latky
ionizovat, aby je hmotnostni analyzator mohl separovat na zakladé hodnot m/z, jejichz
prostfednictvim jsou detekovany. Rozlisujeme nékolik iontovych zdrojl, které jsou
voleny na zékladé analyzovaného materidlu a jednim z kritériii, které rozeznavame je
mnoZzstvi dodané energie analytu. Podle velikosti dodané energie je délime na mékké a
tvrdé ionizacni techniky. PFi tvrdé ionizacni technice je dodana energie dostate¢né velka a
dochéazi tak ke tvorbé fragmentl z primarniho iontu. Mékka ionizacni technika je
technika, pfi které je dodand energie mensi a pravdépodobnost fragmantace primarné

vzniklého iontu je mala. ®3%>%

vvvvv

Tvrdé ionizacni techniky

 lonizaci elektronem (El) — dfive zndm jako electron impact ionization, ionizace
zplynéného vzorku emitujicimi elektrony ze Zhaveného vldkna, je Siroce uZivan
v organické hmotnostni spektrometrii, nej¢astéji byva spojen plynovou chromatografiii
(GC).68

lonizace s indukéné vazanym plazmatem (ICP) — zejména pro prvkovou analyzu,
vyuziva elekromagnetické indukce, kdy elektrony vznikaji ve vysoce teplotnim
plasmatu.®®

Meékké ionizacni techniky

» Chemicka ionizace (Cl) — je komplementarni ionizaci elektronem, pfi Cl dochazi
k interakci iontl reakéniho plynu s neutralnimi molekulami analytu, které jsou nasledné
ionizovany.”

* lonizace laserem za ucCasti matrice (MALDI) — smeés analytu a matrice je
aplikovana na desticku z inertniho materidlu a nasledné je ozafena laserem. Dojde
k ionizaci, ktera odevzda sv{j naboj analytu.”®™

» Nano- assisted laser desorption ionization (NALDI) — podobnd MALDI, ionizace
vzorku také laserem, ale na podloZce z nanomaterialu, ktery umozni prenos energie laseru
ve formé naboje na analyt. "

» Fast atom bombarment (FAB) — smés analytu a matrice je bombardovana

urychlenymi neutralnimi atomy Ar.”
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* Fast ionization bombardment (FIB) — nebo je také oznaCovan jako SIMS
(secondary ions mass spectrometry), analyt je bombardovan ionty napf. Cs*, Ar, Ga.
PouZiva se zejména pro analyzu stopovych prvk{ v pevnych materialech.”™

* lonizace polem (FI) — ionizace zplynéného vzorku GCinkem elektrického pole o
vysokém potencialovem gradientu, elektricke pole se generuje v blizkosti dratku nebo
kovového osti, které se udrzuje na potencialu 5 — 10 kV."

» Desorpce polem (FD) — vhodna pro zisk&ni molekulovych hmotnosti tepelné
labilnich a netékavych sloucenin. VVzorek v rozpoustédle se nanasi na anodu (wolframoveé
vlakno), rozpoustédlo se odpafi a na povrchu zlstava analyt, ktery je nésledné
ionizovan.”

Meékké ionizacni techniky pracujici za atmosférického tlaku

e Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) - ionizace vznika
protfednictvim vyboje na jehle, ionizovano je rospoustédlo, které preda naboj
analytu. >

» Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) — analyt s pfidavkem dopantu je
sprejovan, dopant je pomocna latka, ktera je cilené ionizovana zarenim. Analyt pak ziska
naboj, ktery pfijme od dopantu.®®®

* TSP (thermospray) — ionizace analytu na zakladé odparovani rozpoustédla z
rozpradovanych kapek pfi vysoké teploté.®*

» ESI (elektrospray ionization), ktery je vice charakterizovan v kapitole 2.8.1.1

2.8.1.1 lonizace elektrosprejem (ESI)

Princip ionizace elektrosprejem (obr. 10) spoCivd ve vzniku kladné nebo zaporné
nabitych iontll, v zavisloti na napéti, které je vloZeno na sprejovaci kapilaru. Pokud
budeme pracovat v kladném maédu, bude vloZeno na kapilaru kladné napéti. V disledku
odpudivych sil a kumulace kladného naboje na konci sprejovaci kapilary dojde ke vzniku
kénického tvaru povrchu kapaliny s Uhlem 49,3 ° tzv. TaylorQv kuZzel (viz obr. 10).
Kapky vznikajici na Spi¢ce Taylorova kuZele se za pomoci ohfatého zmlZenéného plynu
(N2) rychle odparuji. Tento proces méa za nasledek zvySovani hustoty jejich povrchového
naboje az do okamziku uvolnéni kvazimolekularnich iontl z povrchu kapky nebo Uplné
desolvatace nabité molekuly.”” Vzniklé ionty jsou pak vedeny pomoci iontové optiky do

hmotnostniho analyzatoru a tam jsou separovany na zakladé poméru jejich hmoty a

29



naboje. ProtoZe elektrosprej predstavuje mékkou ionizacni techniku, fragmenty iontd

byvaji &asto malo intenzivni nebo zcela chybi.®®°""

_ Anoda
Sprejovaci  Taylorav
kapildra kuzel
® +8® ®
> @
D
— 9P
- e
® o ..
+—@
Ic:m',,'
Molekuly Mensi nabita analytu
analytu kapicka

MNapajeni

Obrazek 10: Princip ionizace elektrosprejem (ESI)

2.8.2  Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator se nachazi mezi iontovym zdrojem a detektorem . Ukolem
hmotnostniho analyzatoru je rozdélit vzniklé ionty podle hodnot m/z, pfiCemZ kvalita
rozdé&leni iont(i zavisi na rozlisovaci schopnosti.”

» Sektorové pfistroje:

- sjednoduchou fokusaci: po prlichodu magnetickym polem jsou ionty fokusovany a
dochazi k zakfiveni jejich drahy podle jejich hodnoty m/z (malé ionty se odkloni vice nez
ionty Vvétsi)

- sdvojtou fokusaci: pokud ionty vstoupi do elektrického pole, dochazi k zakfiveni
drahy podle kinetické energie iontli Ex (bez ohledu na hodnotu m/z) a teprve poté jsou
fokusovany magnetickym polem. Tento typ hmotnostniho analyzatoru ma vyssi
rozliSovaci schopnost nez analyzator s jednoduchou fokusaci.”

» Do lontoveé pasti jsou ionty pulzné pfivedeny a nasledné jsou podle hodnoty m/z
postupné vypuzovany zménou napéti. lontova past je v podstaté trojrozmérny kvadrupol,
ktery je sloZzen ze vstupni a vystupni elektrody a prstencové stfedove elektrody. Méfi se
ampliduda radiofrekvenéniho napéti.%°

« Vorbitrap dochazi k zachyceni iontli ve statickém elektrickém poli, zde neni

pouZit Zadny magnet. lonty obihaji stfedovou elektrodu a osciluji podél ni s frekvenci
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umérnou (m/z). V disledku oscilace iontll je indukovan proud | a prostrednictvim
Fourierovy trasformace je signal preveden na spektrum.®

 lontova cyklotronova rezonance je ultracitliva a nedestruktivni metoda prinédSejici
spektra v nejlepSim rozliSeni. Princip iontové cyklotronové rezonance je zaloZen na
pohybu iontd, které obihaji po kruhovych drahach pdsobenim silného magnetického pole
(supravodivy magnet). Néasledné jsou frakce s vybranym m/z excitovany napétovym
pulzem a detekovany elektrodami, signal byva zpracovan Fourierovou trasformaci na
spektrum.®

* V kvadrupdlovém analyzatoru je ion pfiveden do stfedu osy kvadrupdlu, ktery je
sloZzen ze Ctyfech kovovych tyCi, na které je vloZeno stejnosmérné a stfidavé napéti.
Jejich kombinaci miZe projit kvadrupélem ion s uritou hodnotou m/z a dostat se az
k detektoru. VSechny ostatni ionty jsou zachyceny na ty€ich kvadrup6lu. Zménou hodnot
stejnosmérného napéti U a amplitudy V jsou postupné poustény na detektor vSechny
ionty.>>%3 Podrobnéji popis je v kapitole 2.8.2.1

» Analyzator doby letu separuje ionty podle jejich kinetické energie, malé ionty
proleti k detektoru rychleji nez velké ionty (viz. kapitola 2.8.2.2)
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2.8.2.1  Kvadrupolovy analyzator

Casto oznaCovany jako kvadrup6lovy filtr byva soucasti hmotnostnich
spektrometrl s nizkym rozlisenim, které jsou vhodné i pro spojeni s HPLC. Idealni
kvadrupolova geometrie (obr. 11) je tvofena Ctyfmi kovovymi elektrodami
hyperbolického nebo kruhového prdrezu se dvéma kolmymi rovinami s nulovym
potencidlem, které jsou umisténe mezi elektrodami a protinaji se podél osy z. Elektrody
jsou pfipojeny ke zdroji stejnosmérného a stfidavého (radiofrekvencniho) napéti. lonty
vlétnou do prostoru mezi elektrodami, dostanou se do stfidavého elektrického pole a
zacnou oscilovat. Pfi vhodném poméru stejnosmérné a stfidavé slozky napéti a dané
hodnoté téchto napéti projdou pfes kvadrupdl pouze ionty o ur€ittm poméru m/z.
Pozitivni potencial je aplikovan na dva pdly v horizontdlnim sméru x a negativni
potencial je aplikovan na dva poly ve vertikalnim sméru y. Zafizeni se chova v podstaté
jako filtr nastaveny na urcitou hodnotu m/z a zménou vkladanych napéti je mozné nechat

projit filtrem postupné ionty v celém rozsahu hodnot m/z.%*%

cesta
vybraného iontu

D l,;»

/ detektor
urychlovaci
elektrody \ i
Wy

vzorek

cesta
ostatnich iontu

%zdrcu iontu

Obrazek 11: Schéma kvadrupolového analyzatoru
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2.8.2.2  Priletovy analyzator, time of flight (TOF)

Jedna se o tzv. pulzni analyzator. Princip priletového analyzatoru je zaloZen na
faktu, Ze ionty liSici se molekulovou hmotnosti, avSak urychlené stejnou kinetickou
energii, maji rtzné doby letu. Malé ionty poleti rychleji (mala hmotnost), velké poleti

pomaleji (vétSi hmotnost).

Doba letu je velmi kratkd a umozZiuje opakovat méfeni s velkou frekvenci
(az 10* spekter za 1s). Casovy interval béhem kterého dopadaji ionty na detektor je az v
Fadu ns.®> Na obrazku 12 je zobrazen TOF s reflektronem. Reflektron pracuje jako
elektrostatické zdrcadlo, jehoZ UcCelem je vyrovnat poCatecni rozdéleni Kinetickych
energii analyzovanych iontl. Bez této fokusace by mél TOF nedostate¢né rozliseni
(Fadové pouze stovky, tzv. linearni méd). Analyzator doby letu vybaveny reflektronem je
v soucasnosti velmi rozSifeny typ hmotnostniho analyzatoru pravé diky vysokému
rozliSeni a rychlosti sbéru dat. Mimo to maji TOF analyzatory fadu dalSich vyhod, které
jsou uzite€né obzvlasté pro analyzu biomolekul. Za prveé, jejich m/z rozsah je temér
neomezeny, az na problém tvorby iontd a jejich detekci v takovém rozsahu. Za druhé,
TOF neobsahuje Zadné uzké Stérbiny nebo podobné omezujici prvky, které snizuji

85,86 i

citlivost. ZvySeni rozliSeni TOF lze dosahnout kromé elektrostatického reflektronu
s vyuzitim zpozdéné extrakce iontl. Nékteré nevyhody TOF jsou kompenzovany
spojenim s jinymi analyzatory, které tyto nedostatky doplni, abychom ziskali optimalni
kombinaci citlivosti, rozliSeni a rychlé odezvy v ramci podminek, ve kterych MS pracuje.

Na zékladé toho byly vyvinuty hybridni analyzatory jako alternativni zafizeni pro

MS méFeni. Jedna z nejznaméjsich kombinaci je QqTOF®®®, viz. kapitola 2.8.3.3.

urychleni reflektron

selekce iontu linearni mod

Obrazek 12: Prlletovy analyzator
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2.8.2.3  Quadrupole — Time of flight (QqTOF)

QQTOF (obr. 13) se fadi mezi hybridni hmotnostni spektrometry vyuZivajici
dvou hmotnostnich analyzatordl. "® Prvnim hmotnostnim analyzatorem tohoto instrumentu
je kvadrupolovy analyzator. Jedna se o skenovaci analyzator, ktery umoziuje izolaci
vybraného iontu o daném poméru m/z. Nasleduje kolizni cela, kde lze provadét
fragmentace zvolenych iontdl a poté nasleduje analyzator doby letu — TOF.%* Toto spojeni
je charakteristické svym vysokym rozliSenim a presnym urCenim poméru m/z
poskytujicim informaci o elementarnim sloZzeni iontl. Kombinace s kvadrupdlem
umoziuje MS/MS analyzu, pfipadné ve spojeni s kolizi indukovanou disociaci ve zdroji i
pseudo-MS®. Spojeni kvadrupélového analyzatoru a TOF analyzatoru tak predstavuje

mimoradné presny a spolehlivy nastroj pro identifikaci a strukturni analyzu.”

LOCKSPRAY LOCK MASS

BAFFLE REFEREMCE SPRAY
&1 Jv FWAVE™ DRE LENS TRAMSFER
L, IO GUIDE OPTICS
e e RESOIVING TAAVE™
/'/, | < / GUADRUPCLE COWISIOM CELL
AMALYTE SPRAY

DETECTOR

ISCHATION VAIVE
AND REMOVABLE
SAMPLE COME
) ¥ A £}
OIL-FREE
SCROLL PUMP

AIR-COOLED TURBOMOLECULAR PUMPS ¢

REFLECTROM

Obrézek 13: QqTOF
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3 Experimentalni Cast
3.1 Pouzité chemikalie

Fytochelatiny 2 a 3 (AnaSpec, Inc. San Jose 34801 Campus Drive, Fremont, CA
94 555, USA HPLC Cdistota > 95%); glutathion oxidovany (Sigma-Aldrich, USA, p.a),
glutathion redukovany (Sigma-Aldrich, Japan, Cistota 98 - 100 %); dusi¢nan olovnaty
(Penta, Praha, p.a.); chlorid kademnaty dihydrat (Lachema, Brno p.a.); kyselina mravenci
(Sigma-Aldrich, Némecko, p.a); kyselina metafosforeCnd (Sigma-Aldrich, Germany,
Cistota 100 %); chelaton Il (Lachema, Brno, p.a.); acetonitril (J. T. Baker, pro HPLC,
Nizozemi), dithiothreitol (Fluka, Canada, purity = 99 % RT), methanol (Fisher Scientific,
pro HPLC, Nizozemi), kapalny dusik, redestilovana voda (deionizacni stanice Milipore,

Molsheim, Francie), leucin-enkefalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, p.a.)

3.2 Pfiprava standardnich roztoki a vzorkl k analyze

Studium vlivu kolizni energie na fragmentaci fytochelatin(i v hmotnostnim spektrometru

bylo provedeno s vyuZitim vodnych roztokd o koncentraci 10 mg/l.

3.21 Expozice rostlinnych vzorkd tézkym kovem

Vzorky, v naSem pfipadé Hrach sety nebo-li (pisum sativum) a Oves nahy (avena
nuda) byly pouzity v tomto experimentu. Nechalo se nakliCit jedenact SarZi (Ctyfi Sarze
Hrachu setého a ¢ytfi Ovsa nahého) na vaté po dobu 10 - 21 dnd. Po objeveni klickd se
ke tfem SarZim hrachu pfidaly roztoky olova o tfech koncentracnich drovnich 10 uM, 100
UM a 1 mM. Do dalSich tfi a tfi SarZi ovsa se pridaly roztoky olova a kadmia o stejnych
koncentraCnich urovnich. Po 24 hodinove expozici byly rostliny zhomogenizovany,

extrahovany a analyzovany pomoci UPLC/ESI-MS.

3.2.2 Extrakéni €inidlo

Pouzité extrakéni Cinidlo bylo pfipraveno smichdnim 5 % Kkyseliny
metafosforecné a 1mM chelatonu 11l (EDTA) v 0,1 % kyseliné mravenci nasledujicim
zplisobem: 1,25 g kyseliny metafosfore¢né a 9,306 mg EDTA a 25 pl 99 % HCOOH bylo

rozpusténo v 25 ml odmérne barce a dopInéno po rysku.
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3.23 Postup extrakce a pripravy vzork(

Do navéZené kadinky byly nastfihany Casti rostliny (kofinky a nat)), nasledné byly
omyty redestilovanou vodou a rychle vysuSeny pod proudem vzduchu. Kadinky
s rostlinnym materdlem a tfeci miskou s tlouckem byly dany do hluboko mraziciho boxu
o teploté -74 °C minimalné na dobu 20 minut. Poté byla provedena homogenizace
zmrazeného materialu.

Do tfeci misky byly umistény zmrazené vzorky a pod kapalnym dusikem byly
homogenizovany po dobu 5 minut. Pfidavek kapalného dusiku se provadél cca tfikrat.
Néasledné byl zhomogenizovany vzorek preveden eppendorfky, pak byl zvaZzen
(cca 0,5 g) a nakonec k nému bylo pfidano 300 - 500 ul extrak¢niho Cinidla a celd smés
byla promichéna v michacce po dobu 1 minuty.

Vzorky v eppendorfkach byly umistény do predchlazené centrifugy (4 °C,
2000 r.p.m, 15 min.) a poté byla provedena vlastni centrifugace (4 °C, 19 000 r.p.m, 10
min.).

Supernatant byl odebran a zfiltrovan pfes nylonovy mikrofiltr (0,45 um), ktery byl
pfedem smoceny v methanolu a poté byl analyzovan pomoci LC/ESI-MS.

Analyzy byly rovnéz zopakovany s pfidavkem dithiothretolu (DTT) o koncentraci
50 mM (do 0,45 ml supernatantu se pfidalo 50 pl DTT). Doba plisobéni DTT byla 24
hodin. DTT ma charakter silného reduk¢niho Cinidla, které se vyuZiva pro rozruSeni

disulfidickych vazeb v peptidech a proteinech.*

3.2.4 Priprava mobilnich fazi

PouZzité mobilni faze:

1) A: 0,1 % HCOOH v redestilované vodé a B: 0,1 % HCOOH v ACN. Slozka A
MF byla pfipravena zrédénim 1ml 99 % HCOOH redestilovanou vodou do 100 ml
odmérné banky. Slozka B byla pfipravena analogicky ziedénim 250 ul 99 % HCOOH
acetonitrilem do 250 ml odmérné barky. Obé slozky mobilni faze byly odplynény
v ultrazvuku po dobu 10 minut.

2) A 0,05 % HCOOH v redestilované vodé a B 0,05 % HCOOH v ACN

3) A 0,5 % HCOOH v redestilované vodé a B 0,5 % HCOOH v ACN

4) A5 % HCOOH v redestilované vodé a B 5 % HCOOH v ACN
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3.3 Instrumentalni vybaveni
Hmotnostni spektrometr typu QqTOF (Q-TOF Premier, Waters, Milford, MA,

USA) s ionizaci elektrosprejem, ultraucinny kapalinovy chromatograf- Aquity UPLC
system (Waters, Milford, MA, USA) s PDA detektorem. Centrifuga (MR23i, JOUAN,
France), ultrazvuk Elma S40 (MERCI s.r.0., Germany), hamiltonka, nylonovy mikrofiltr
0,45 pum, stfikacka, michaCka, pipety, hmozdiF, vialky, ependorfky, Spicky, sklicko a

Spachtle.

Podminky iontového zdroje:

Parametry elektrospreje: napéti na kapilare 2,1 kV (pozitivni mod), teplota zdroje
100 °C, desolvataéni teplota 250 °C, priitok zmlZovaciho plynu 250 L.h, priitok
pomocného plynu 38 L.h™. Pro zjisténi presné hmoty byl pouZit jako standard
leucin-enkefalin (m/z 556,2771). Vysledna data byla pofizena s vyuzitim simultanniho
skenu s niZ8i (5 eV) a vysSi (10 - 50 eV) kolizni energii v hmotnostnim rozsahu
50 - 1500 Da, doba skenu 0,2 s (inter scan time 0,02 s).

Podminky UPLC:

Chromatografické kolony: Kinetex C18, (100 mm x 2,1 mm, 2,6 ym) Phenomenex,
Torrerance CA, USA; Acquity BEH C18 (100 mm x 1,75 mm, 1,7 um) Waters, Milford,
MA, USA.

Parametry gradientové eluce: (%, v/v): 0 — 90 s (100:0 % B), 0,9 - 1,20 min (95:5 % B),
1,20 — 4 min (70:30 % B), 4 - 6 min (10:90 % B), 6 - 7 min (100:0 % B),
7 - 10 min (100:0 % B).

Priitok mobilni faze: 0.4 ml.min™* a kolona byla temperovana na 30°C.

Nastfik: plnd smycka - 10 pL.
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4, Vysledky a diskuse

4.1 Hmotnostni spektrometrie fytochelatind

41.1 ESI-MS/MS  experimenty s vyuzitim pfimé

standardd

Pro optimalizaci parametrd hmotnostniho spektrometru a studium chovani
fytochelatin pfi ESI-MS/MS experimentech bylo provedeno predbézné testovani,
zalozené na primé infuzi roztoku standard(i do hmotnostniho spektrometru. Pro kazdy
analyt bylo ziskano co nejvice informaci, které by usnadnily identifikaci fytochelatind
v reélnych vzorcich (pfesna hmota kvazimolekularniho iontu, pfesna hmota fragmentd po
kolizi indukované disociaci). Pfedpokladané fragmence peptidickych vazeb PC3 a PC2

jsou uvedeny v tabulkach Il a IV. Ukazkové fragmentacni spektrum standard( PC3 a

PC2 je potom uvedeno na obrazku 14.

infuze roztokd

Tabulka I11: Modelova fragmentace PC3, a) série yi-Y a b) série iontl b;-be

b) série ionti by-by

a) série iontd v1-v;

m'z chemiclcy vzorec
76.0393 CHeNO;
179,0485 CsH;1N;058™
308,0911 C1oH; gN3068™
411,1003 C13H;3N40,8;"
540,1429 C1sH3oN50108;
643,152 C11HasNg01,85”

m'z chemiclcy vzorec
130,0499 CsHgNO;5~
233,0591 CgH13N;0,5™
362.1016 C13H;pN;0,8”
465,1108 C16Hy5N4058,"
594.1534 C21H3oN501,8;
697.1626 C14Ha7Ng01285"

Tabulka IV: Modelova fragmentace PC2, a) série y1-Ys a b) série iont(l by-by4

b} série ionhl by-by

a) serie ionhl v1-va
m'z chemicloy vzorec
76.0393 C,HgNO,”
1790485 CsH 1 N,05587
308.0911 C1oH;gN:0g8"
411.1003 C13H25N,058,7

m'z chemicley vzorec
1300499 CsHgNO;™
233,0591 CgH; 3N, 048
362.1016 C13HyN:0,587
4651108 C1gHo 5N, 058,7
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Obrézek 14: Strukturni vzorec PC3 snaznaenou fragmentaci a reprezentativni
fragmentacni spektrum standardu a) PC3 a b) PC2, Stépeni od C (X, y, z) a N (a, b, ¢)

konce

39



Na fragmentaCnim spektru standardu PC3 a PC2 (obr. 14 a, b) je vidét vznik
fragmenty peptidické vazby, které patfi do série y a b. Stejné jako je v pfipadé modelové
fragmentace uvedené v tabulce Ill a 1V, Ize ve spektru PC3 a PC2 pozorovat eliminaci
jednotlivych aminokyselinovych jednotek. Fragmentim PC3 , které se $tépi od C konce,
odpovidaji tyto hodnoty: pro x (439, 568, 669), y (76, 179, 308, 411, 540, 643)
az (162, 291, 394, 523, 626). P¥i Stépeni od N konce vznikaji nasledujici fragmenty: pro
a (205), b (130, 233, 362, 465, 594, 697) a ¢ (147, 250). Intenzita fragment( vznikajicich

ve spektru, zavisi primarné na struktufe molekuly a vlozené kolizni energii.

15_3_2012, LC-MS, kolona BEH C18, 100 mm, mf 0.1% HCOOH
smes_GLUT_OX_RED_PC2_PC3_03 124 (2.373) Cm (122:133-{136:152+106:121

_GLUT_OX_RED_PC2_ 5:121)) OF MS ES+
538 1271 . iy

100+
< [M2H+HJ
[M+H]*
;-'-U 1417
# [M+Na]+ [M+K] Dimer
PC2-PC2
1075
B41.1454
5760676503 0635

643.1416
-

107
644.1301 850.3563 !
L 692 2260 804.0235.818.1706 i 9091430 961.9726 9994147
759 3935 571.0662 1021.0812
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Obrazek 15: Reprezentativni MS spektrum PC2

Na obrazku 15 je MS spektrum PC2, ve kterém mlZeme pozorovat kromé
kvazimolekularniho iontu i vznik aduktl se sodikem a draslikem (v oxidované i
redukované formé) s intenzitou mensi jak 5 %. Mimo to byla u vy3Sich hmot pozorovana
i tvorba dimeru fytochelatinl (< 2 %) viz tabulka VIII. VSechny tyto latky byly

pozorovany jak v oxidované, tak redukované forme.
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4.1.2 Vliv kolizni energie na fragmentaci fytochelatind

fragmentace, ruzne kol E

PC2_fragmentace_01 45 (6.757) Cm (34:60) 5 TOF MSMS 540 00ES+
100 LTE027 172
) T . T
130, pugp 142 1045 40 eV
| o 167,05
# 1153193 1":”]2"},-3 EAELm“y? -
5 | . ] L[ mem P R e
Lol il T bk il il bk T’ Rk’ ek i’ bl bl bk il ik’ bk Sl U bk i Rk’ i il b | Lkl | L k' i | Uil i kb
PC2_fragmentace_01 45 (6.740) Cm (3460 4: TOF MSMS 540.00ES+
2230579 (4
100 T6.0230 30 e‘:’
| H203 162 023 179.0507
¥ Fam 1l [2M 0503
’ . 404 117901, 0334 35,0482 35 5114
| L L Lol ¥ 2910430103347 5 368093 44 0089 47 nase sz 11 1M
D T T T T e ‘nink iy’ ahil ik | Lot kel it bk’ mi b b | T (il § T T Lk |
PC2_tragmentace_01 45 (6.722) Cm (34.61 0 k5 5
100- 2330584 . 338 0647 20 e‘?
179,044 308.0ma7
#02n BIME —_— 11,9026
/ 130.0506 62.0226 | 2450570 291 a2 b Us% . i LT VBT con an
0 T Treey T L| (k) - ll- L T eabars |H”2 M-:'E: i} T T - I.;‘lﬂl - |l|‘:irz L0
PC2_tragmentace_01 36 (5.338) Cm (3461 2 TOF MSMS 540.00E5+
i Bl 44
‘00 10 eV 540, 1401
" 3 10472 5411437
T8 031 N 3 ML 7
. O e messw 230608 TUUN O OWA gogn 42004 e sl sous
§ y mr MWL

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 30 380 400 420 440 460 480 500 520 40 %60

Obrézek 16: Fragmentacni spektrum PC2 pfi rliznych koliznich energiich: 10 eV, 20 eV,
30eVadleV

Na obr. 16 si mlZeme vSimnout, jak se méni intenzita jednotlivych fragmentl pfi
postupném narustu kolizni energie. Méfila se fragmentace PC2 pfi 5 koliznich energiich
2. TOF MS/MS je méfeno pfi 10 eV, 3. TOF MS/MS pfi 20 eV a 4. TOF MS/MS pfi 30
eV, 5., 6. a 7. TOF MS/MS byly méfeny pfi 40, 50, 60 eV. Tyto enegie byly vSak prili$

vysoke a proto doslo k rozstépeni molekuly na velmi malé fragmenty o nizké intenzité.

Jak vyplyva z uvedenych MS spekter, se zménou kolizni energie se méni pomeéry
jednotlivych fragmetl, pficemz intenzita kvazimolekularniho iontu PC2 se pfi vysSich
koliznich energiich sniZuje a postupné mizi GplIné. Velky pokles Ize vidét uz pfi nardstu
z 10 eV na 20 eV a pfi 30 eV je intenzita iontu m/z 540 ve spektru nizsi nez 2 %.
Ze ziskanych spekter je patrné, Ze optimalni kolizni energie pro fytochelatin PC2 naleZi
hodnotam okolo 20 eV.
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Tabulka V:

Intenzita wvzniklych fragmentd

PC2 pro

rizné kolizni

energie

a) kolizni energie 10 eV, b) kolizni energie 20 eV, c) kolizni energie 30 eV,

d) kolizni energie 40 eV

a)
Veniklé fragmenty pfi zméné kolizni
energie (10 eV)
m'z % BPI % TIC
540,1392 100 3342
411.0969 2821 043
08,0879 107 236
233,029 295 0,99
179,0493 1,39 0,46
162 0228 024 0,08
c)

Vzniklé fragmenty pfi zméné kolizni

energie (30 eV)

m'z % BPI % TIC
233,059 100 6,72
1790493 42,15 286
1620228 46,8 3,18
147.0751 1,12 0,52
1300495 3115 347

16,023 17.96 529

b)

Veniklé fragmenty pfi zméné kolizni

energie (20 eV)

m'z % BPI % TIC

40,1328 5,52 0,1

411.1 26.6 1.98
3080799 844 0,63
2330581 100 145
1790493 64,96 4 84
162 0222 20,87 1,35

76,023 21,64 164
d)

Vzniklé fragmenty pfi zméné kolizni

energie (40 eV)

m'z % BPI % TIC
233,066 2433 213
162,023 2987 2.61
1300493 57,7 5,05
76,0229 100 8,74
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fragmentace, nuzne kol E
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Obréazek 17: Fragmentacni spektrum PC3 pfi rdiznych koliznich energiich: 10 eV, 20 eV,
30eV, 40 eV

PFi pofizeni fragmentaCnich spekter PC3 (obr. 17) bylo také vyuZito 5 koliznich
energii, 2. TOF MS/MS bylo méfeno pfi 10 eV, 3. TOF MS/MS bylo pfi 20 eV, 4. TOF
MS/MS pfi 30 eV a 5. TOF MS/MS bylo pofizeno pfi 40 eV. Nejvhodnéjsi kolizni
energie nalezi hodnotam mezi 20 eV a 30 eV, kdy Ize pozorovat jeSté kvazimolekularni
ion a vétsinu vyssich fragment(. Hodnoty 40 eV a vyssi se jiZz nachazeji mimo optimalni
rozmezi pro fytochelatin PC3, jelikoZ vznikaji pouze malé fragmenty o nizké intenzité.
Pouzité rozsahy koliznich energii jsou sice pomérné Siroké, nicméné dobrfe naznacCuji

pribliznou optimalni oblast koliznich energii pro tento typ analytd.
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Tabulka VI: Intenzity vzniklych fragmentd u PC3 pro rizné kolizni energie a) kolizni

energie 20 eV, b) kolizni energie 30 eV, c) kolizni energie 40 eV

a)

Weniklé fragmenty pii zméné kolizni

energie (10 eV)

m'z % BPI % TIC
1721845 100 6,85
643,1201 3937 347
40,1285 21,88 1.28
465,069 18,75 1.1
308.0884 37.5 2,19
2330616 15,63 0,91

c)
Vzniklé fragmenty pfi zméné kolizni
energie (30 V)

m'z % BPI %o TIC
308,0371 2143 0,93
2330624 100 435
1790507 57.14 248
76,0216 35.71 1,35

b)

Vezniklé fragmenty pii zméné kolizni

energie (20 eV)

m'z % BPI % TIC
643,1387 125 049
3401306 18,75 0,74
3080883 375 1.47
2330645 100 3,92
1790501 50 1.26
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16_3_2012,LC-M5,C18, 0,1% HCOOH
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Obrazek 18: Reprezentativni fragmentacni spektrum PC2 pfi rampé 10 - 50 eV bez
izolace

Bylo zjisténo, Ze pouziti koliznich energii v rozsahu 20 — 30 eV pro PC3 a
vrozsahu 15 — 20 eV pro PC2 ionty lze ziskat kvalitni MS/MS spektra poskytujici
informaci o hlavnich fragmentacnich procesech (ionty série y a b). Z divodu vysokych
narokl na kratkou dobu skenu pfi praci s UPLC, kde vyssi pocet skenovacich udalosti by
mohl zplsobit nepatfi¢nou ztratu dat ¢i nedostatecny pocet skend pres chromatograficky
pik, byl zvolen kompromis umoziujici ziskat strukturni informace pro vSechny analyty
od glutathionu aZz po PC4. Tento kompromis predstavuje rozsah koliznich energii od 10 —
50 eV (obr. 18).
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4.1.3 Studium tvorby komplexd fytochelatind s tézkymi kovy

Pomoci pfimého nastfiku do hmotnostniho spektrometru jsem zkoumala tvorbu
komplex( tézkych kovi s fytochelatiny v ekvimolarni smési na koncentracnich Grovnich
10 uM, 20 pM a 100 pM. Teprve od koncentragni hladiny 100 uM byl pozorovén vznik
komplext [PC-M+H]" a [PC-2H+M+H]".

V této préci jsem se zamérfila na dva tézké kovy Pb a Cd, jejichZ prostfednictvim

byla provadéna i inkubace rostlin.

Zjisténé vysledky:

V pripravené smési fytochelatin(i a tézkych kov( byl pozorovan vznik dimeru
fytochelatind PC2 - PC2 a PC3 - PC3 v oxidované a redukované formé (obr. 19 b,
tabulka VIII), pficemZ oxidovana forma fytochelatinu je zfejmé stabilnéjsi, protoze ve
spektru maji analyzované latky v oxidované formé vyssi intenzitu. Pfi porovnani tvorby
dimeru PC2 - PC2 a PC3 - PC3 v roztoku standardu s téZkymi kovy a bez nich se zjistilo,
Ze jejich intenzita v Cistém standardu je dvakrat niZsi oproti roztoku standardu PC2 a PC3
stézkymi kovy, coz plati pro oxidovanou i redukovanou formu. Kromé dimeru
fytochelatind PC2 a PC3 byly z MS spekter (obr. 19 a, b) identifikovany i jednoduché
komplexy fytochelatint PC2 a PC3 s jednim tézkym kovem: [PC2+Pb+H]*, [PC2-
2H+Pb+H]*, [PC2+Cd+H]*, [PC2-2H+Cd+H]*, [PC3+Pb+H]*, [PC3-2H+Pb+H]",
[PC3+Cd+H]" a [PC3-2H+Cd+H]". Jejich struktura je znazornéna v tabulce VII. Jako
v pripadé dimerl je intenzivngj$i oxidovana forma komplexd oproti redukované.
Redukovana forma fytochelatind je vysvétlena vznikem koordinacné kovalentni vazby na
kov a oxidovand forma by mohla byt charakterizovina jako elektrostaticka asociace
té7kého kovu k naprotonizovanému oxidovanému PC2%° nebo jako tvorba jiného typu
komplexu, jestlize je sira blokovana disulfidickou vazbou (pf. analogie chelatonu, vazba

pfes N nebo O).
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Na nasledujicich MS spektrech jsou vyznatené komplexy [PC-M+H]", [PC-2H+M+H]"a

PC,-PC,, identifikované na zakladé presné hmoty a fragmentace.

100 uM smes, komplexy, uzsiizolace 4.6 LM

smes_PC_?_PC_3 _Ph_Cd_frag_039 (7 A78) om (127) 1 TOF MS FS+
1004 FTa793 4 2Ted
7724040 ﬂ)
[PC2-2H+PL-HT* (
3
\ BC2+Pb+H|™
=
e \
[PCL-2H+Cd+H] 784.1866
6300247 \
786.2065
\ |PC3-2H+Ce-Hf*
641,135 v
31406 7440852
o — 742 1067 072101
N TR3 2085 | 75 1470
' 16?1 004t BIZSY 7231083 47.1023. 8559865 002 0739 0961047 950.0591
o ¥ | T I . Lol Jil el 9201004 | e iz
54D 660 BBD | 70O 720 74D = 7E0 73D  &00 = 520 &40 88D 880 @ OO 920 = 940 960 = G0

100 uM smes, komplexy, uzsiizolace 4.5LM
smes PC 2 PC_ 3 Pb Cd frag 03 9 (2.578) Cm (1:27) 1: TOF MS 25+
976 1279 *——— [PC3-2H+Pb-H]" 31623

1204
/ [PC3 1 PbIII]"
/ oxidovani forma )
// PC2-PCZ
/ redukovena forma
9s0 0591 |373.1585 075 21 o PCI-PC2
f/
ES ‘/
oxidovana forma
5 PC3-PCZ
990.1581 1_058.333?
g2 1091
9921783 10912753 °
’ 1183.1325
1024 1265 10922323 1198 o0ge 12812722 K
' ]‘BU'ZIEZII 12929330 1393 1447 14874909 1539 3102
ol ° iiatbiiaiie i R 3} C
L R L e L L L L L e ey e 1A
€50 1000 1000 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1400 1500 1550

Obrézek 19 a,b: MS spektra dimerd fytochelatinG a jejich komplexu s tézkymi kovy
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Tabulka VII: Identifikované komplexy [PC-M+H]" v MS

pozn. komplexy byly pozorovéany jak v uvedené redukované, tak i oxidovane formé

Vzniklé komplexy PC2 aPC3sPba Cd

o HO =0 HO.__O
H
9 o H
652,0306 S HN MM J\EN “/\ZNH;
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S E’\\ s
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Tabulka VI1II: Identifikované dimery PC,-PC, v MS

pozn. dimery vznikaji jak v redukovang, tak i oxidované formé

Vzniklé dimery PC2-PC2 a PC3-PC3

e HNJUJ
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4.2 Chromatografickd separace fytochelatind a glutathionu — vyvoj
metody UPLC

421 Vliv slozeni mobilni faze na retenci analyt(

PFi optimalizaci separace byl testovan vliv pH mobilni fze na retencni ¢as GSH,
GSSG, PC2 a PC3. Byly vyzkouseny ¢tyfi rlizné mobilni faze s vyuzitim stejného profilu
gradientove eluce pro 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % a 5 % HCOOH ve vodé (A slozka) a

v acetonitrilu (B sloZka).
Tabulka 1X: VIiv pH mobilnich fazi na retencni ¢as a) GSH, b) GSSG, c) PC2 ad) PC3

a) b)

Vliv pH na retencni Cas Vliv pH na retencni Cas
GSH GSSG

HCOOH v % | retencni Cas tg HCOOH v % | retencni Cas tr
0,05% 1,29 + 0,038 0,05% 2,26 +0,1485
0,10% 1,290 0,10% 2,26 £0,1461
0,50% 1,290 0,50% 2,25+0,1414

5% 1,05 £ 0,005 5% 1,47 £0,0235
c) d)

Vliv pH na retenc¢ni ¢as PC2 Vliv pH na retencni ¢as PC3

HCOOH v % | retencni Cas tg HCOOH v % | retencni Cas tg
0,05% 2,46 £ 0,061 0,05% 2,73 £0,045
0,10% 2,46 + 0,061 0,10% 2,73 £ 0,045
0,50% 2,45+0,071 0,50% 2,73 +0,024

5% 2,26 + 0,066 5% 2,51 + 0,057

V tabulkdch IX jsou zaznamenany retencni Casy pfi Ctyfech mobilnich fazich
(0,05 %, 0,1% ,0,5 % a 5% HCOOH vodé a acetonitrilu), pficemz vysledky uvedené

v tab. IX predstavuji primérné hodnoty tfech méreni. Pro vSechny Ctyfi testované mobilni

50



faze bylo zachovéano nasledujici eluéni poradi: GSH, GSSG, PC2 a PC3. Vliv zmény
konecentrace kyseliny mravenci na retencni Casy eluovanych latek je zanedbatelny
v rozmezi od 0,05 %, 0,1 % a 0,5 % HCOOH. V pfipadé koncentrovanéjsi kyseliny (5 %
HCOOH) dochazi ke zkraceni reten¢nich ¢asd analytll. PouZiti nejkyselejsi MF z dlivodu
urychleni separace by ale zpUsobilo ztratu rozliseni a navic pri dlouhodobé préci s takto
kyselou mobilni fazi se sniZuje Zivotnost kolony. Z toho divodu byla pro nasledujici
experimenty zvolena mobilni faze s obsahem 0,1 % HCOOH v H,0 a ACN. Divod, pro¢
se pracovalo kyselém prostiedi je ten, Ze se tvori nadbytkek protonil a dochézi ke zvyseni

citlivosti detekce v pozitivnim médu elektrospreje.
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4.2.2 Vliv teploty na retenci analyt(

Dalsim ze zkoumanych parametrli bylo testovani pfi rdznych teplotach.
Sledovala jsem, jak se méni retencni Casy jednotlivych sloZek, popfipadé jejich stabilita
pfi vysSich teplotach. Standardy GSH, GSSG, PC2 a PC3 o koncentraci 100 mM byly
proméfeny pfi Ctyfech teplotach 20, 30, 40, 50 °C ve tfech opakovanich.

Zavislost retencniho ¢asu na teploté

pro GSH
1,80
1,60
2 1,420
I; 1,40 1,300
< 1,170
% 1,20 1,057
1,00

teplota °C

Obréazek 20: Zavislost retencniho ¢asu na zméné T pro redukovany glutathion

Zavislost retencniho Casu na teploté pro
GSSG

3,00

250 2,323 2,283 2130
S 2,00 1,723
5 1,50
% 1,00

0,50

0,00

20 30
teplota °C

Obréazek 21: Zavislost retencniho €asu na zméné T pro oxidovany glutathion
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¢éni ¢as

reten

Zavislost retencniho Casu na teploté
pro PC2

2,347
2,280

teplota °C

Obrazek 22: Zavislost retencniho ¢asu na zméné T pro fytochelatin 2

2,90

2,80

2,70

éni ¢as

2,60

reten

2,50

2,40

2,30

Zavislost retencniho ¢asu na teploté pro
PC3

2,583

2,490

teplota °C

Obréazek 23: Zavislost retencniho €asu na zméné T pro fytochelatin 3
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Na zéakladé dat uvedenych na obrazku 20 - 23 Ize tvrdit, Ze s roustouci teplotou
klesa reten¢ni Gas, nicméné nardst ucinnosti kompenzuje ztratu rozliseni (obr. 24, tabulka
X). PFi nardstu teploty kolony dochazi ke zméné selektivity. Tato zména vyrazné

v v

postihuje obé formy glutathionu ve srovnéni s fytochelatiny. Prace za vysSich teplot je
vyhodna z ddvodu rychlosti analyzy a nizsi viskozity mobilni faze, kterd umoZiuje
pracovat i za vysSich pritok(, nicméné je zapotiebi brat v potaz i tepelnou stabilitu
analytd a Zivotnost kolony. Ztéchto ddvodi byla nakonec zvolena pracovni

teplota 30 °C.

17_3_2012, LC-MS, kolona BEH C18 , 100 mm, mf0,1% HCOOH
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Obrazek 24: Chromatogramy ukazuji separaci pfi 30 °C a druhy pfi 50 °C

Rovnice 1: RozliSeni

< (tpz — tr1)

R=2
(wy +wy)

Tabulka X: Rozliseni pfi 30 °C a 50 °C, (vypocet podle rovnice 1a)

30=C 50°C

R, 5,56 34
R, 1.8 2.86
R: 29 227
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4.2.3 Vliv typu stacionarni faze na retenéni charakteristiky analytd

Hlavni podstatou chromatografie je dosahnout spolehlivé separace dvou nebo vice
slozek, at’ uz se jedna o analytickou nebo preparativni chromatografii. Rozdéleni mdze
byt dokonalé nebo neuplné a proto je vhodné jej kvantitativné vyjadfit pomoci
R (rozlideni), které je definované rovnici 1. RozliSeni souvisi se selektivitou, kapacitou a
acinnosti kolony, proto Ize lepSiho rozliseni dosadhnout zvy3Senim selektivity (zména MF
nebo SF), kapacitniho poméru (zména MF, SF a zména teploty) nebo Gc¢innosti (velikosti

Castic, délka kolony, rychlost pritoku MF apod.).

Kapacita chromatografické kolony (rovnice 1b a 2b) je vyjadfena jako
maximalni mnozstvi vzorku, které mlze dana kolona jesté separovat (kolona pracuje
v linearni oblasti absorpcni isotermy). Kapacita kolony je pro kazdy vzorek
charakteristicka a zavisi napf. na sloZzeni mobilni faze a charakteru vzorku. Kapacitu lIze
vyjadfit pomoci kapacitniho poméru, ktery je definovan jako mnoZzstvi separované latky
ve stacionarni a mobilni fazi. Vysoké hodnoty kapacitniho pomeéru jsou méné vhodné,
protoZe doch&zi ke vétsSi spotfebé rozpoustédla a ke zvySeni doby analyzy, coZ vede

obzvI4sté pfi izokratické eluci k rozmytym pikdim.>*#

PFi vybéru vhodné stacionarni faze pro separaci PCs a glutathionu byla testovana
standardni UPLC kolona BEH C18 a kolona Kinetex, kter4 vyuZiva tzv. core-shell
technologii. Zde je pevné jadro Castice stacionarni faze pokryto tenkou porézni vrstvou
stacionarni faze, do které mohou vstupovat molekuly rozpoustédla a analytu. Toto feSeni
umoziuje pracovat i za vysokych tlak(. Tento systém predstavuje zajimavou alternativu
pro standardni UPLC kolonu, ktera je naplnéné Casticemi modifikovaného silikagelu o
priméru mensim nez 2 um. UPLC systém je charakteristicky velmi vysokou separaéni
acinnosti, avsak rovnéz i vysokymi tlaky na koloné. Z vysledki testovani obou kolon
vyplyva, Ze jak kolona BEH C18 tak i Kinetex jsou vhodné v daném systému
po optimalizaci sloZeni mobilni faze a teploty pro separaci obou forem glutathionu a
fytochelatind, pficemz kolona Kinetex poskytovala mirné lepsi hodnoty rozliseni a

kapacity (obr. 25) pro sledovany typ latek (viz vypoCty na strané 56 a 57).

55



40mglL gl. ox.+20mg/Lred +40mg/LPC2+40mg/L3

smes_GLUox+GLUred+PC2+PC3_08 1: TOF M3 ES+
112 19 308.0014613.159+540.143+772.195 0.0502
1004 l./\ h 114
| || ‘ PC3
| PC2
GSSG | |
GSH | ‘ 2.122
|
/ | "
| )
#4 | | |
0.68 . ‘
! | | R R: |

Obrazek 25: Retenéni Casy standard(l GSH, GSSG, PC2 a PC3 o koncentraci 40 mg/l na
koloné Kinetex

pozn. mrtvy €as byl zaznamenan pomoci PDA okolo 0,46 minuty
RozliSeni a kapacita kolony Kinetex:

Rovnice 2: a) Rozliseni, b) Kapacita

Rozlifeni R Kapacita k
t:l - t'n
— F=—"
Wo + W
(2 v) . 0,68 — 0,46
. —2 (1.32-068) 3962 SR D46
1= 4% 02431+ 0,1492)

kom=047

B — 2 x (191-132) _ 3,142 kosse = 1.87
2 (0,1324 + 0,2431)

kpez=3,1

2,22-191

Ry=2x = 2,739 kpe:=3,82
: (0,0939 + 0,1324) P
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16_3_2012,LC-M5,C18, 0,1% HCOOH

Kalibracka_smes_GLUT_OX_RED PC2_PC3_30mg_L_02

100- 2|15 308.00 g 43+
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GSH /
|
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| |
| | i
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Obrézek 26: Retenéni asy standardd GSH, GSSG, PC2 a PC3 o koncentraci 15 mg/I
pozn. mrtvy €as byl zaznamenan pomoci PDA okolo 0,71 minuty
Rozliseni a kapacita kolony Acquity:

Rovnice 3: a) Rozliseni, b) Kapacita

Rozliseni R Kapacita k
t, —t
(wy +wy)
1,31-0,71
Kooy = ——— =
(2,15 - 1,31) GsH 071
R, =2x =473 .
* (0,1754 + 0,2156)
kosy=0284
R, =2x— 22T 2) o000 kosse =203
2T 270517+ 0,1754) FRE <
kpea=23
R,—2x— 22728 g
T "7 (0,0687+0517) kpc:=288

Z vysledkl optimalizace vyplyv4, Ze ultrai¢inna kaplinova chromatografie, resp.
chromatografie na Casticich vyuZivajicich core-shell technologii v systému reverznich
fazi, je pIné pouzitelnd pro separaci sledovanych latek v Sirokém rozsahu teplot a

koncentraci kyseliny v mobilni fazi. Pro analyzu realnych vzork( byl tedy zvolen
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nasledujici systém sestaveny z: mobilni faze (slozka A 0,1 % HCOOH v H,0 a slozka B
0,1 % HCOOH v ACN) a z kolony BEH C18, ktera byla temperovana na teplotu 30 ° C.

Tento systém umoziuje separaci viech sledovanych analyt( na zakladni linii.

4.3 Realné vzorky

4.3.1 Identifikace GSH, GSSG a PCs v realnych vzorcich

Jak jiz bylo zminéno v predchozich kapitolach, identifikace fytochelatind byla

provedena ve vzorcich rostlin (Hrach sety a Oves nahy), které byly vystaveny Gcinku
téZkého kovu (Pb a Cd o koncentraci 10 uM, 100 uM a 1mM) po dobu 24 hodin. V této

kapitole jsou diskutovany ziskané vysledky.
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Obrazek 27: Chromatogramy blanku pro Hrach sety
0,1% HCOOH vH20a v ACN
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Obrazek 28: MS spektrum blanku pro Hrach sety
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Obrézek 27 a 28 zobrazuji chromatogramy a MS spektra pro GSH, GSSG a PC2.
Pouzité vzorky (blanku) Hrachu setého byly ziejmé v priibéhu sklizné kontaminovany
téZkym kovem a proto vzorek po nakli¢eni na vaté bez dalSi expozice obsahoval i stopoveé
mnozstvi fytochelatinu 2 s pfesnosti 2,1 ppm. Signal iontu PC2 nebyl dostatecny pro
ziskani kvalitniho MS/MS spektra.

Ph10mg_L, extrakce 5 min

Hrasex’™@: 7 11 Kb 1mM U2 1 1Ok M8 ES+
19 540,143 0.C504
0 145
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. 201 5
. L poe J0 am amll
L e e e e e T
100 202 300 40z =00 .00 7.00 acn .00
Hiasek 22 T_11_Fh_tinv_03 1. TOF 145 ES+
- 611159 0 050a
Uty 129 P
“ \
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Obrazek 29: Chromatogramy Hrachu setého s 1 mM Pb

Pb 10mg_L, ewakce 5 min

rasek_22 7 b_100uM_03 77 (1.989) Cm (74:.77-(81:87+80:71))
0o B 0579
PC2
127.0406 11,0743 538.1266
1660884
2
| 5301332
312.0814 485 1362
N ml- 200 o007 737.3598 1077 2644
ol T .[ 1 L SN 2205 803 1348 10222596 ) J164.3043 13503702 “”33559143%298
A A o] b e
100 200 300 -IUCI 600 TOO SUCI 900 1000 1100 1200 1300 1400 1 500

Obrazek 30: MS spektrum PC2 u Hrachu setého
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Pb 10mg_L, extrakce 5 min
Hrasek_22_7_11_Pb_1mM_01 74 (1.924) Cm (T4 77-(T9100+58.72)

100 Wi 334.0543

}’3

¥4

306.0587 PC2

Va
‘ 2310457 409.0840 ‘/

538.131
336.0703

#1000801
233.0588
1770342 i 520.1286
% [(539.0%47
|.| 2630095 AU P | ! T16.2016 7702134796 1162 858 6663

Obrézek 31: Reprezentativni MS/MS spektrum PC2 u Hrachu setého s 1 mM Pb?*

Na obrazku 29 jsou zobrazeny chromatogramy GSH, GSSG a PC2 ziskané
z extraktl hrachu, ktery byl vystaven G¢ink(m olovnatych iontl (10 pM, 100 pM
a1 mM) podobu 24 hodin. Ve srovnani s blankem je patrny nérdst intenzity signalu PC2.
Na obr. 30 je MS spektrum PC2, ze ktereho je zfejmy vznik fytochelatinu jak
v redukovang, tak v intenzivnéjsi oxidované formé s presnosti -2,2 ppm. Z toho plyne, Ze
fytochelatiny jsou latky, které jsou na vzduchu nestalé a podléhaji oxidaci vzdusnym
kyslikem. Vznik PC2 u Hrachu setého byl pozorovan uz pfi expozici 10 uM roztokem
olova.

Obrézek 31 predstavuje fragmentalni spektrum fytochelatinu 2 s pfesnou
hmotou 538,1371 v oxidované formé s intenzitou (BPI 22,3 %, TIC 4,85 %). Mezi jeho
hlavni fragmenty, které byly identifikovany patfi nasledujici ionty:y, (409,084), vy
(306,059); b, (231,045); y, (177,034). VSechny tyto fragmenty poukazuji na tvorbu
disulfidické vazhy, respektive na souvisejici deficienci vodikid zplisobenou touto vazbou,

ktera pak ovlivnila tvorbu fragmentd v kolizni cele.
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14_3_2012,LC-M3
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Obrazek 32: Chromatogramy blanku Ovsa nahého

14_3_2012, LC-MS
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Obrazek 33: MS spektrum blanku Ovsa nahého

Problém kontaminace blanku se kromé Hrachu setého tykd i vzorku Ovsa
nahého. Jelikoz byla vyloucena moZnost kontaminace v laboratofi, je pravdépodobné, Ze
jiz samotné plodiny obsahovaly vyznamné mnozZstvi tézkych kov(, které indukuji

fytochelatin syntazu.
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Na obrazku 32 a 33 je zobrazena separace a MS spektrum GSH, GSSG a PC2.
V MS/MS spektru PC2 byly pozorovany fragmenty vy,(411,09), x; (336,06) a
y3(308,08), které jednoznacné prokazuji pfitomnost PC2 v extraktu blanku.
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16_3_2012,LC- I-'IS C1B %HCOOH

Oves_Pb_100uM 125 {2.30 23:130-(132:138+117:122)) OF MS ES#
100 zss 1383 W10 8 6563
1200798
1660664
325.1120
#] PC2
410.1652 5122438
495 2192
2481123 M
3y 172122
126,174 [413.1898
1u3u:‘».1g " 5401432
79.0534 Lol o
Sl ‘ i Lo b ||l..]’8“616 §74 2439 753.3506 50,3747 10064589 19330103 1256.0767  1362.6051 14841487
Ol ettt Bt e e T R PR e T e VE
0 100 200 300 400 500 600 700 800 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Obrazek 35: Reprezentativni MS spektrum PC2 u Ovsa nahého se 100 uM Pb

Na obrazku 34 jsou znazornény chromatogramy GSH, GSSG a PC2.
V uvedeném MS spektru (obr. 35) byla intenzita PC2 na tolik nizka, Ze v MS/MS spektru
nebyly fragmenty PC2 pozorovany. Nepfitomnost vyznamného mnoZstvi volnych
fytochelatind, ani pfi nejvyssi koncentraci (1 mM) Pb, vedlo k predpokladu, Ze olovo je
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v pfipadé Ovsa nahého velmi slaby induktor fytochelatin syntazy, obzvl&sté v porovnani

vvvvvv
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Obrazek 36: Chromatogramy Ovsa nahého s 1mM Cd pro GSH, GSSG a PC2

22_3_2012LC-MS,C18,0,1% HCOOH
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Obrazek 37: Reprezentativni MS spektrum PC2 v Ovsi nahém s 1mM Cd

Vzhledem ktomu, Ze olovo je kov, ktery v pfipadé ovsa méné aktivuje
fytochelatin syntadzu, rozhodla jsem se pro dalSi experimenty vystavit oves toxickym
adinklm kadmia. Ze ziskanych chromatogrami (obr. 36) a MS spekter (obr. 37) byl
identifikovan PC2 spiesnosti 0,9 ppm. Z fragmentatniho spektra PC2 byly
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identifikovany fragmenty b, (233,09), b; (362,08) a y, (411,1) a intezita PC3 byla o néco

vysSi nez u PC2, fragmenty vSak nebyly pozorovany.
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Obrazek 38: Chromatogram GSH, PC2, PC3 a PC4 Ovsi nahém s 1ImM Cd“" a DTT
22_3_2012,LC-MS,C18, 0,1% HCOOH, po12 hod
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Obrézek 39: Reprezentativni MS spektrum PC2, PC3 a PC4 u Ovsa nahého s
1mM Cd* aDTT
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Jak uz bylo v pfipadé Hrachu setého s Pb, také Oves nahy vykazoval vyznamné
mnozstvi peptidu PC2 v oxidované formé a kromé toho i PC3. Vzhledem k velkému
obsahu oxidovanych forem PCs bylo pouZito redukcni Cinidlo dithiothreitol k rozruseni
disulfidické vazby v oxidovanych formach a ke zvy3eni citlivosti detekce analyzovanych
latek. Roztok dithiothreitolu byl pfidan do extraktu ovsa s Cd na vyslednou koncentraci
5 mM a nechal se plisobit po dobu 24 hodin. Poté byl extrakt analyzovan. Timto
zplisobem byly u Ovsa nahého s Cd®* a pridavkem DTT identifikovany fytochelatiny
PC2, PC3 a PC4, dokonce i PC5 s m/z 1236,2982. Intenzita fytochelatinu 5 byla vSak
velmi slabd. Na obrazku 38 lze vidét, Ze nejvyssi obsah zaujima vznik PC2 s plochou
piku 14,5 a s pfesnou hmotou 540,1447 (2,6 ppm), nasledné PC3 s plochou piku 6,5 a
s pfesnou hmotou 772,1992 a nejménsi obsah zaujimala PC4 s plochou piku 0,7 a
s pfesnou hmotou 1004,2368. Identifikace téchto fytochelatin(i byla potvrzena MS/MS
experimenty a byly pozorovany fragmenty ys (540,164); b, (465,117); y4 (411,1) a b,
(233,056).

Z uvedenych MS a MS/MS spekter se usoudilo, Ze hrach je rostlina, kterd
produkuje vétsi mnozstvi PC2 uz pfi vystaveni G¢inku méné toxickych olovnatych iontd.
PFi expozici 10 uM roztokem Pb?* byl pozorovan nariist odezvy PC2 ve srovnani s
blankem. Na druhou stranu oves pfFi kontaktu s nejvyssi koncentraci olova (1mM)
fytochelatin  PC2 témér neprodukuje. Nicméné pokud byl oves exponovan
acinklm kadmia, vykazoval vyznamnou produkci fytochelatinG PC2 uz na koncentracni
arovni 10 uM. Po pfidavku redukéniho Cinidla DTT byly identifikovany i PC3, PC4 a
PC5.
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5. Zaver

Bylo zjisténo, Ze extrakcni Cinidlo skladajici se ze smési 0,1 % HCOOH,
5 % kyseliny metafosfore¢né, 1ImM EDTA, je vhodné pro extrakci analyzovanych latek.
Pro analyzu obou forem glutathionu a zejména fytochelatinli bylo pouzito spojeni
UPLC/ESI-MS. Na zakladé ziskanych vysledkd se zjistilo, Ze toto spojeni je spolehlivé k
identifikaci téchto rostlinnych latek (oxidovany a redukovany glutathion, PC2 a PC3).

Pomoci pfimého nastiku smési roztokl standard( a tézkych kov(i do hmotnostniho
spektrometru byla potvrzena tvorba komplexti PC2 a PC3 s olovnatymi a kademnatymi
ionty. Kromé zakladnich fytochelatinli s kovalentné navazanym jednim atomem kovu byly
ve smési identifikovany i dimery fytochelatind PC2-PC2 a PC3-PC3 v oxidované a
redukované formé.

Déle se sledoval vliv koliznich energii pfi optimalizaci podminek MS pro PC2 a
PC3. Nejvhodnéjsi kolizni energie pro zisk kvalitnich MS byla 5 eV. Mimoto bylo
zjisténo, Ze pro kolizni spektra fytochelatini a glutathionu predstavuje optimalni
kompromis rozsah koliznich energii od 10 do 50 eV, pfi kterém byla MS/MS spektra vSech
studovanych analytd bohata na fragmenty.

PFi optimalizaci separace byl prozkouman vliv mobilnich fazi, teploty kolony a vliv
stacionarnich fazi (chromatografickd kolona BEH C18 a Kinetex) na separaci danych
standardd. Z vysledkd vyplyva, Ze tyto kolony jsou pouzitelné pro separaci sledovaného
typu analytd na zakladni linii v Sirokém rozmezi teplot a koncentraci kyseliny mravenci
v mobilni fazi.

Ziskana metodika byla Uspésné aplikovana na extrakty vzorkd Hrachu setého a
Ovsa nahého.

Ze zjisténych vysledk( lze usoudit, Ze Hrach sety je vétSim induktorem
fytochelatin syntazy oproti Ovsu nahému. Dale se predpoklada, Ze kadmium plsobi
Z experimentl s DTT lze potvrdit, Ze dithiothreitol je vhodné redukéni cinidlo
pro rozrudeni disulfidickych vazeb a tim i zvy3eni citlivosti metody, coZ je dano pfevodem
vice forem (oxidované a redukované) do jedné (redukované).

Komplexy fytochelatin(i s olovem a kadmiem nebyly v extraktu Hrachu setého ani

Ovsa naheho identifikovany.
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