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⁄vod

Cytokininy tvo¯Ì jednu z pÏti skupin rostlinn˝ch hormon˘
(fytohormon˘), jejichû charakteristickou vlastnostÌ je schop-
nost napom·hat dÏlenÌ bunÏk a stimulovat metabolismus rost-
lin, zejmÈna syntÈzu RNA a protein˘. Z praktick˝ch aplikacÌ
cytokinin˘ (spolu s auxiny) je nejv˝znamnÏjöÌ jejich vyuûitÌ
v rostlinn˝ch biotechnologiÌch jako sloûek kultivaËnÌch mÈdiÌ
p¯i mnoûenÌ zemÏdÏlsky strategick˝ch a okrasn˝ch rostlin
a d·le p¯i regeneraci rostlin in vitro. Cytokininy se takÈ pouûÌ-
vajÌ ke stimulaci vÏtvenÌ okrasn˝ch rostlin a v kombinaci
s gibereliny ke tvarov·nÌ plod˘ nÏkter˝ch odr˘d jablonÌ. Exo-
gennÌ aplikace cytokinin˘ u obilovin v dobÏ kvetenÌ vyvol·v·
zv˝öenÌ poËtu zrn v klasech.

NÏkterÈ deriv·ty cytokinin˘ vykazujÌ specifick˝ inhibiËnÌ
˙Ëinek na r˘st urËit˝ch savËÌch tumor˘1-3. UmÏle p¯ipravenÈ
deriv·ty p¯ÌrodnÌch cytokinin˘ byly v poslednÌch deseti letech
studov·ny pro jejich schopnost inhibovat bunÏËnÈ dÏlenÌ pro-
st¯ednictvÌm specifickÈ interakce s ned·vno objeven˝mi z·-
kladnÌmi regul·tory bunÏËnÈho cyklu tzv. cyklin-dependent-
nÌmi kinasami4 (CDK). Klinick· onkologie spojuje svÈ nadÏje
pr·vÏ s v˝vojem nov˝ch prepar·t˘, jak˝mi jsou umÏlÈ inhibi-
tory CDK potenci·lnÏ pouûitelnÈ jako cytostatika.

Ke stanovenÌ fytohormon˘ se pouûÌvajÌ biotesty zaloûenÈ
na zjiötÏnÌ r˘stovÈ nebo metabolickÈ odezvy na dan˝ hormon.
Mnohem ËastÏji se vöak vyuûÌv· chromatografick˝ch a imu-
nochemick˝ch technik. Ke stanovenÌ a identifikaci lze vyuûÌt
i mÈnÏ pouûÌvanÈ, avöak snadno dostupnÈ a rychlÈ voltamet-
rickÈ techniky. ElektrochemickÈ chov·nÌ tÏchto l·tek na rtuùo-
vÈ elektrodÏ m˘ûe do jistÈ mÌry osvÏtlit dÌlËÌ kroky sloûitÈho

metabolickÈho procesu cytokinin˘ a jejich p˘sobenÌ v rostli-
n·ch. ZatÌmco elektrochemickÈ chov·nÌ adeninu (6-aminopu-
rinu) a jeho nÏkter˝ch deriv·t˘ jiû bylo zkoum·no5-8, skupinÏ
biologicky d˘leûit˝ch cytokinin˘ byla vÏnov·na doposud ma-
l· pozornost9.

V tÈto pr·ci je tedy s vyuûitÌm klasickÈ dc-polarografie,
diferenËnÏ pulznÌ voltametrie s rychl˝m n·r˘stem potenci·lu
(FSDPV), potenciostatickÈ coulometrie a adsorptivnÌ stripp-
ing voltametrie (AdSV) sledov·no chov·nÌ dvou z·stupc˘
aromatick˝ch cytokinin˘: N6-(furfurylamino)purinu (kineti-
nu) a N6-(benzylamino)purin (BAP). CÌlem bylo zÌskat dalöÌ
poznatky o mechanismu redukce uveden˝ch cytokinin˘ na
rtuùovÈ elektrodÏ a vypracovat postup pro stanovenÌ v modelo-
v˝ch vzorcÌch a v mÈdiÌch pro kultivaci rostlin.

Experiment·lnÌ Ë·st

Kinetin a BAP jako standardnÌ l·tky byly zÌsk·ny jednak
od firmy Fluka Chemie AG, jednak z Laborato¯e r˘stov˝ch
regul·tor˘ (⁄stav experiment·lnÌ botaniky AV »R, Olo-
mouc). Z·sobnÌ roztoky byly p¯ipraveny o koncentraci 1.10-3

mol.l-1 v methanolu p.a. (Lachema, Neratovice). Roztoky niû-
öÌch koncentracÌ  byly  zÌsk·ny ¯edÏnÌm  z·sobnÌch  roztok˘
methanolem.

Klasick· dc-polarografie byla prov·dÏna na polarografu
OH 102 (Radelkis, Budapest) v t¯ÌelektrodovÈm zapojenÌ.
PracovnÌ elektrodou byla rtuùov· kapkov· elektroda s para-
metry: t = 3,6 s, m = 1,98 mg.s-1 p¯i v˝öce rezervo·ru 90 cm.
Nasycen· kalomelov· elektroda (SCE) tvo¯ila elektrodu refe-
renËnÌ, pomocnou elektroda platinov· (obÏ Radelkis, Buda-
pest).Technika diferenËnÏ pulznÌ voltametrie s rychl˝m n·r˘s-
tem potenci·lu (FSDPV) byla prov·dÏna na polarografickÈm
analyz·toru PA-4  v  kombinaci se zapisovaËem  XY 4106
a statickou rtuùovou elektrodou SMDE (vöe LaboratornÌ p¯Ì-
stroje, Praha) s dobou n·r˘stu kapky 160 ms. MÏ¯enÌ k¯ivek
cyklickÈ voltametrie, adsorpËnÌ stripping voltametrie a sta-
novenÌ kinetinu metodou FSDPV bylo prov·dÏno na p¯Ìstroji
Eko-Tribo-Polarograf se rtuùovou tuûkovou minielektrodou
(Polaro-Sensors, Praha), referentnÌ argentchloridovou a po-
mocnou platinovou elektrodou. Elektrokapil·rnÌ k¯ivky byly
mÏ¯eny na analyz·toru PA-4 v t¯ÌelektrodovÈm zapojenÌ, p¯i-
Ëemû pracovnÌ elektrodu tvo¯ila NovotnÈho v¯etenov· elek-
troda (öÌ¯ka v¯etene d = 160 µm, vnit¯nÌ pr˘mÏr kapil·ry d =

* Tato pr·ce zÌskala 1. mÌsto v soutÏûi o cenu firmy Merck za nejlepöÌ studentskou vÏdeckou pr·ci v oboru analytickÈ chemie 2.2.2000 v BrnÏ
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43 µm). Coulometrick· mÏ¯enÌ byla uskuteËnÏna na analyz·-
toru OH 404/A (Radelkis, Budapest) s velkoploönou rtuùovou
katodou (A = 26,4 cm2). SCE slouûila jako elektroda referen-
tnÌ, v anodovÈm prostoru oddÏlenÈm fritou byla umÌstÏna
pomocn· Pt-elektroda. Elektrolytem v obou prostorech byl
acet·tov˝ pufr danÈho pH. Produkty coulometrickÈ redukce
byly identifikov·ny hmotnostnÌ spektrometriÌ na p¯Ìstroji LCQ
(Finnigan Mat, San Jose, CA, USA) vybavenÈm ionizaËnÌ
technikou ESI (+ modus, teplota kapil·ry 250 ∞C, napÏtÌ zdroje
4,5 kV, pr˘tok dusÌku 30, napÏtÌ na kapil·¯e 21 V). Parametry
spektrometru byly ladÏny na roztok BAP. Roztoky standardu
(2.10-4 mol.l-1) a vzorky tÈûe slouËeniny (1.10-4 mol.l-1, 10 %
v/v methanol, 0,02 mol·rnÌ acet·tov˝ pufr) po coulometrickÈ
redukci byly d·vkov·ny p¯Ìmo do ionizaËnÌho zdroje pr˘to-
kem 5 µl.min-1. Spektrofotometrick· mÏ¯enÌ disociaËnÌch kon-
stant byla prov·dÏna v k¯emenn˝ch kyvet·ch mÏrnÈ tlouöùky
1,0 cm, p¯i λ = 287 nm (kinetin), λ = 269 nm (BAP) na p¯Ìstroji
PU 8750 (Philips, Cambridge). Hodnoty pH byly mÏ¯eny na
pH-metru MV 870 (Pr‰citronic, Dresden).

V˝sledky a diskuse

Cytokininy ñ kinetin a BAP ñ podlÈhajÌ na rtuùovÈ kapkovÈ
elektrodÏ ireverzibilnÌ redukci. ProbÌh· pouze v kyselÈm pro-
st¯edÌ a je reprezentov·na jednou difuznÌ dc vlnou resp. jednÌm
dp-pÌkem. S rostoucÌm pH se hodnoty proud˘ u obou slou-
Ëenin sniûujÌ a p¯i pH » 6,6 jiû neposkytujÌ û·dnou odezvu
(obr. 1). Z·vislosti E1/2 = f (pH) resp. Ep = f (pH) p¯i hodnotÏ
iontovÈ sÌly I = 0,1 jsou tvo¯eny dvÏma p¯Ìmkov˝mi ˙seky,
jejichû pr˘seËÌk odpovÌd· disociaËnÌ konstantÏ oxidovanÈ for-
my (obr. 2). Tato disociaËnÌ konstanta je v dobrÈ shodÏ s hod-
notou zjiötÏnou pomocÌ UV-spektrometrie (tabulka I).

V roztocÌch o pH < pKa proud dosahuje nejvyööÌch hodnot
a z toho vypl˝v·, ûe redukci na rtuùovÈ elektrodÏ podlÈh· pro-
tonizovan· forma. NasvÏdËujÌ tomu i z·vislosti E1/2 = f (pH)
resp. Ep = f (pH). V mÌrnÏ kyselÈ oblasti (pH > pKa), kde

Tabulka I
Hodnoty disociaËnÌch konstant pKa

Metoda Kinetin BAP

dc-Polarografie 3,9 4,1
FSDPV 3,8 4,2
UV-spektroskopie 3,73 4,16

Tabulka II
Hodnoty proud˘ dc-vln srovn·vacÌch anal˝z

1. Srovn·vacÌ anal˝za 2. srovn·vacÌ anal˝za

L·tka I [µA] l·tka I [µA]
(5.10-5 mol.l-1) (10-4 mol.l-1)

m-Nitrobenzoov· k. 0,528 m-nitrobenzoov· k. 1,152
Adenin 0,72 adenin 1,728
BAP 0,78 kinetin 1,692

elektrochemick· reakce ust·v·, redukce vyûaduje vÏtöÌ energii
v d˘sledku nezbytnÈ prioritnÌ protonizace molekuly, tzn. ûe
∆E = f (∆pH) je vÏtöÌ neûli v oblasti pH < pKa. Protonizovan·
forma je stabilizov·na bohatou mezomeriÌ a tautomeriÌ (schÈ-
ma 1). Rozhodnout o pravdÏpodobnÈ struktu¯e, kter· podlÈh·
na rtuùovÈ elektrodÏ redukci, je obtÌûnÈ. Podle Elvinga7 je
nejvÏtöÌ elektronov· hustota na atomu dusÌku N1 pyrimidino-
vÈho j·dra a tudÌû na tomto mÌstÏ by mÏla nastat protonizace
molekuly a vstup prvnÌho elektronu p¯i redukci.

K urËenÌ poËtu elektron˘ pot¯ebn˝ch na redukci cytokini-
n˘ byla pouûita jako z·kladnÌ metoda potenciostatick· coulo-
metrie na velkoploönÈ rtuùovÈ elektrodÏ. ZjiötÏno bylo öest
elektron˘. äest elektron˘ bylo zjiötÏno takÈ srovn·vacÌ anal˝-
zou dc polarografick˝ch vln. Jako srovn·vacÌ l·tky byly po-
uûity benzil a m-nitrobenzoov· kyselina. SouËasnÏ byla pro
srovn·nÌ zaznamen·na i vlna adeninu. Vlny kinetinu, BAP
a rovnÏû tak vlna adeninu jsou p¯ibliûnÏ 1,5kr·t vyööÌ neû
Ëty¯elektronov· vlna m-nitrobenzoovÈ kyseliny (tabulka II),
a tedy odpovÌdajÌ öestielektronovÈ redukci. Ve srovn·nÌ s vl-
nou benzilu vykazujÌ cytokininy proud trojn·sobn˝. NenÌ bez
zajÌmavosti ˙sudek Elvinga7, ûe adenin, oproti öestielektrono-
vÈ coulometrickÈ redukci, je polarograficky redukov·n na

Obr. 1. Z·vislost limitnÌho proudu kinetinu na pH v HCl a n·-
slednÏ v Brittonov˝ch-Robinsonov˝ch pufrech, c = 10-4 mol.l-1,
10 % (v/v) methanolu, dc-polarografie

Obr. 2. Z·vislost E1/2 kinetinu na pH, I = 0,1
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rtuùovÈ kapce pouze Ëty¯mi elektrony. V tomto p¯ÌpadÏ by
vöak vlna adeninu musela b˝t srovnateln· s Ëty¯elektronovou
vlnou m-nitrobenzoovÈ kyseliny. UvedenÈ v˝sledky vöak uka-
zujÌ, ûe i v p¯ÌpadÏ polarografickÈ redukce adeninu je elektro-
dov˝ dÏj öestielektronov˝.

V souladu s  navrûen˝m mechanismem elektroredukce
adeninu7 lze u cytokinin˘ p¯edpokl·dat redukci dvojn˝ch va-
zeb N(1)=C(6) a C(2)=N(3) a odötÏpenÌ benzylaminu a fur-
furylaminu v poloze 6. Benzylamin (m/z = 108,1), jeho ötÏpnÈ
produkty a purin (m/z = 121,1) jako meziprodukt coulomet-
rickÈ redukce roztoku BAP byly identifikov·ny hmotnostnÌ
spektrometriÌ. ProblÈmem z˘st·v·, v kterÈ f·zi redukce doch·-
zÌ k odötÏpenÌ aminoderiv·tu. Mohou nastat dvÏ varianty
(schÈma 2):
a) odötÏpenÌ aminoderiv·tu m˘ûe nastat v prvnÌ t¯etinÏ reduk-

ce, tedy po vzniku 1,6- dihydroderiv·tu (I),
b) nebo aû po dalöÌ dvouelektronovÈ redukci, tzn. po vzniku

1,2,3,6-tetrahydroderiv·tu (III).
Jako prvnÌ by mÏla podlÈhat redukci dvojn· vazba C(6)=

N(1), neboù zde je p¯edpokl·dan· protonizace, a tedy i vstup
prvnÌho elektronu. V p¯ÌpadÏ varianty (a) vznik· po dvouelek-
tronovÈ redukci ˙tvar energeticky labilnÌ v d˘sledku zv˝öenÈ
elektronovÈ hustoty v oblasti vazby 1,6. OdötÏpenÌm substi-

tuentu v poloze 6 dojde ke stabilizaci molekuly a k obnovÏ
dvojnÈ vazby C(6)=N(1) za vzniku purinu (II). Vznikl˝ purin
nenÌ od elektrody odstraÚov·n a podlÈh· elektrochemickÈ
p¯emÏnÏ. Jelikoû elektrochemick· reakce probÌh· u potenci·lu
druhÈ vlny purinu, musÌ se jeho redukce uskuteËnit v jedinÈm
kroku a bude Ëty¯elektronov·. U varianty (b) se p¯edpokl·d·
odötÏpenÌ aminoderiv·tu aû po vzniku 1,2,3,6-tetrahydroderi-
v·tu. V tomto p¯ÌpadÏ by bylo moûnÈ oËek·vat vznik dvou vln,
jako je tomu u purinu Ëi methylpurinu7. Tyto vlny vöak nale-
zeny nebyly.

Sledov·na byla takÈ adsorpce cytokinin˘ na rtuùovÈ kap-
kovÈ elektrodÏ s cÌlem zv˝öenÌ citlivosti voltametrickÈho sta-
novenÌ. Elektrokapil·rnÌ k¯ivky, mÏ¯enÈ v McIlvainovÏ (pH
4,54) a acet·tovÈm pufru (pH 4,4), v kyselinÏ chlorovodÌkovÈ
(0,01 mol.l-1) a kyselinÏ citronovÈ (0,01 mol.l-1) vykazujÌ jen
velmi malÈ rozdÌly v povrchovÈm napÏtÌ u roztok˘ bez a s cy-
tokininem. Vypl˝v· z toho, ûe adsorpce sledovan˝ch l·tek na
rtuùovÈ elektrodÏ je mal·. Tent˝û v˝sledek poskytujÌ i k¯ivky
cyklickÈ voltametrie pro r˘znÈ rychlosti polarizace elektrody.
Z·vislosti log ip = f (log v) cytokinin˘, kde v je rychlost
polarizace elektrody v rozmezÌ 20ñ2500 mV.s-1, v roztocÌch
McIlvainov˝ch pufr˘ jsou sice p¯ÌmkovÈ, avöak smÏrnice jsou
vzd·leny hodnot·m odpovÌdajÌcÌm zlogaritmovanÈmu vztahu

SchÈma 1. P¯edpokl·danÈ mezomernÌ a tautomernÌ struktury kinetinu a BAP
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(1) pro adsorpËnÌ dÏj10 p¯i maxim·lnÌm pokrytÌ Γo elektrody
analytem.

ip = (1)

Tabulka III
Z·vislosti logaritmu proudu CV-pÌk˘ na logaritmu rychlosti
polarizace elektrody (c = 10-4 mol.l-1, 10 % v/v methanol, v =
20ñ2500 mV.s-1)

L·tka pH Rovnice p¯Ìmky PodÌl adsorpce
[%]

Kinetin 2,6 y = 0,5672x + 1,8735 13,4
4,84 y = 0,6709x + 1,2495 34,2

BAP 2,6 y = 0,5794x + 2,1294 15,9
4,45 y = 0,6574x + 1,8569 31,5

SmÏrnice se pohybuje kolem hodnoty 0,6. Pouze v alka-
liËtÏjöÌm prost¯edÌ, kde p¯evaûuje neprotonizovan· forma cy-
tokinin˘, je adsorpce ponÏkud v˝raznÏjöÌ (tabulka III). Avöak

z d˘vod˘ nÌzkÈ proudovÈ odezvy v mÌrnÏ kyselÈm prost¯edÌ
nenÌ adsorpce ani v tomto p¯ÌpadÏ analyticky vyuûiteln·.

Pro kvantitativnÌ anal˝zu tedy byla pouûita metoda FSDPV.
KalibraËnÌ p¯Ìmky zÌskanÈ v r˘zn˝ch elektrolytech jsou p¯Ìm-
kovÈ v öirokÈ koncentraËnÌ oblasti. Jako nejvhodnÏjöÌ elektro-
lyt byla vybr·na 0,05 M-kyselina citronov· (pH 2,3), kde
oba cytokininy poskytujÌ ˙zkÈ, vysokÈ pÌky a nejniûöÌ detek-
ËnÌ limity d.l. =  2,3 ng.ml-1 (1,1.10-8 mol.l-1) u kinetinu
a 7,88 ng.ml-1 (3,5.10-8 mol.l-1) u BAP. Kyselina citronov·,
jako z·kladnÌ elektrolyt, byla takÈ pouûita ke stanovenÌ kine-
tinu a BAP v modelov˝ch vzorcÌch a v re·ln˝ch vzorcÌch
mÈdia pro kultivaci rostlin in vitro. U voltametrickÈho stano-
venÌ bylo dosaûeno relativnÌ smÏrodatnÈ odchylky sr < 10 %.
Jelikoû mÈdia obsahujÌ r˘znÈ organickÈ a anorganickÈ l·tky
nezbytnÈ pro r˘st a v˝voj rostlin, bylo nutnÈ vzorky mÈdiÌ p¯ed
voltametrick˝m stanovenÌm p¯eËistit a stanovovan˝ analyt
zakoncentrovat. K tomuto ˙Ëelu byly pouûity chromatografic-
kÈ metody (iontovÏ v˝mÏnn·, gelov·, adsorpËnÌ a afinitnÌ) ñ
schÈma 3.

Z·vÏr

Redukce kinetinu a BAP na rtuùovÈ elektrodÏ probÌh·
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SchÈma 2. MoûnÈ varianty elektrochemickÈ redukce kinetinu a BAP
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v kyselÈm prost¯edÌ, je öestielektronov· a ireverzibilnÌ. MÌsta
redukce jsou vazby N(1)-C(6) a C(2)-N(3) pyrimidinovÈho
j·dra. V d˘sledku odötÏpenÌ aminu z vedlejöÌho ¯etÏzce se
obnovÌ jedna z p˘vodnÌch aktivnÌch vazeb a n·sleduje posled-
nÌ dvouelektronov˝ krok. Na mechanismu elektrodovÈ reakce
se uplatÚuje protolytick· rovnov·ha. Redukce je reprezento-
v·na jednou difuznÌ dc vlnou, resp. jednÌm dp-pÌkem. Ad-
sorpce studovan˝ch cytokinin˘ je na rtuùovÈ elektrodÏ mal·
a nenÌ vhodn· pro analytickÈ vyuûitÌ. KvantitativnÌ anal˝za
byla tedy provedena technikou FSDPV. Kinetin a BAP byly
stanoveny v modelov˝ch vzorcÌch a takÈ v re·ln˝ch vzorcÌch
mÈdia pouûÌvan˝ch pro kultivaci rostlin in vitro. Porovn·nÌm
smÏrodatnÈ odchylky voltametrickÈho stanovenÌ fytohormo-
n˘ s pouûÌvan˝mi biotesty vyplynulo, ûe voltametrickÈ sta-
novenÌ je p¯esnÏjöÌ (sr < 10 %u voltametrickÈho stanovenÌ, sr »

40 % u biotest˘).

Auto¯i dÏkujÌ GrantovÈ agentu¯e »R (grant Ë. 203/99/
1511) za finanËnÌ podporu.
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SchÈma 3. Postup ËiötÏnÌ mÈdia a izolace cytokininu
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R. Huökov·a, D. PÏchov·b, M. KotouËeka, and K. Lemra

(aDepartment of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Palack˝ University, bLaboratory of Growth Regulators, Fa-
culty of Science, Palack˝ University and Institute of Experi-
mental Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Olomouc): Voltammetric Behaviour and Determination of
Some Cytokinines on Mercury Electrode

Electrochemical behaviour of 6-(furfurylamino)purine (ki-
netin) and 6-(benzylamino)purine (BAP) on a mercury elec-
trode was studied using classic DC polarography, cyclic voltam-

metry and fast-scan differential pulse voltammetry (FSDPV).
The six-electron reduction of the mentioned cytokinines is
irreversible and proceeds only in the protonated form. The
electrode process starts with four-electron reduction of the
pyrimidine skeleton. As a result of elimination of the amine
from the side chain, one of the electrochemically active bond
is re-established and the last two-electron step follows. The
dissociation constants of the oxidized forms determined using
UV spectrometry are: pKa = 3.73±0.16 (kinetin) and pKa =
4.16±0.19 (BAP). Kinetin and BAP were determined using
FSDPV in model samples as well as in real samples of the me-
dium used for cultivation of plants in vitro. The analyte was
concentrated by ion exchange, gel permeation, adsorption or
affinity chromatography. The voltammetric determination is
more precise in comparison with the used biotests.
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