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1.  Úvod 
 

Metalothioneiny (MT) patří do skupiny proteinů, které 
regulují fyziologické koncentrace tě�kých a esenciálních ko-
vů. Objev MT je datován rokem 1957, kdy Margoshes a 
Vallee izolovali z koňských ledvin nízkomolekulární pro-
tein, který vykazoval vysokou afinitu k iontům kadmia1,2. 
Rostlinné peptidy, schopné vázat ionty kovů, popsal Grill, 
Winnacker a Zenk (1985) v pletivech Rauwolfia ser-
pentina3,4. Ve stejném roce také Winge a spolupracovníci5 
stanovili MT v prokaryotních organismech. MT byly pů-
vodně rozděleny do tří tříd s ohledem na jejich primární 
strukturu a organismus, z kterého byly izolovány6. Vybraní 
zástupci MT jsou popsáni v tabulce I. Třída MT-I zahrnuje 
savčí metalothioneiny tvořené obvykle z 61 aminokyselin 
s molekulovou hmotností 6�7 kDa (obr. 1a). V molekulách 
savčích MT-I nejsou přítomny aromatické aminokyseliny a 
20 cysteinů se v primární sekvenci vyskytuje obvykle 
v těchto repeticích: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-  
-X-Cys-Cys, kde X je označení pro jinou amonokyselinu 
ne� cystein (viz obr. 1c). Molekula MT je tvořena dvěma 

Obr. 1. a) Aminokyselinová sekvence, b) schéma vazebných 
domén (α, β) a c) zastoupení jednotlivých aminokyselin v mole-
kule lidského metalothioneinu MT1A (GenBank accession 
number K01383). U primární sekvence jsou cysteinové repetice 
podtr�eny a v schématickém zobrazení vazebných domén jsou 
ionty kovů vyznačeny (●).C: cystein, S: serin, K: lysin, G: glycin, 
A: alanin, T: threonin, N: asparagin, E: glutamová kyselina, M: 
methionin, P: prolin, D: asparagová kyselina, Q: glutamin, I: isole-
ucin 

Obr. 2. a) Strukturní  vzorec molekuly fytochelatinu (γ-Glu-Cys)n- 
-Gly (n=2�11), b) model struktury fytochelatinového komplexu 
kadmia Cd3(PC3)4. Struktura se skládá ze čtyř molekul (γ-Glu-Cys)
3-Gly, které prostřednictvím dvanácti �SH skupin vá�ou 3 atomy 
kovu (●), karboxylové skupiny jsou vyznačeny (○) 
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cit.12). PC obsahují podobně jako savčí MT-I a MT-II velké 
mno�ství cysteinů a jsou schopny vytvářet s ionty kovů 
komplexy (obr. 2b). Na rozdíl od MT-I a MT-II, které jsou 
přímo geneticky determinovány, jsou PC syntetizovány po-
sttranslačně a to transpeptidační reakcí glutathionu (GSH)  
katalyzovanou  enzymem fytochelatin-syntetasou (γ-Glu-     
-Cys dipeptidyltranspeptidasou, cit.11). 

Výzkum MT je nejvíce soustředěn na studium meta-
bolismu zinku, mědi, kadmia a rtuti13−15. Za hlavní biologic-
kou funkci MT je pova�ována detoxikace tě�kých kovů13. 
MT bývají nejčastěji studovány v orgánech s akumulační 
a metaloregulační schopností jako jsou játra, gonády, slezi-
na nebo nervová tkáň13−15. Často diskutovanou otázkou je 
schopnost MT transportovat atomy kovů k apoenzymům a 
jejich aktivní zapojení do homeostázy esenciálních prvků. 
MT vázající zinek je schopen jej transportovat do struktu-
ry tzv. zinkových prstů, co� jsou proteiny, které se vá�ou na 
molekulu DNA (cit.16). Schopnost MT transportovat kov do 
regulačních proteinů má význam v procesu karcinogeneze17. 
MT jsou také důle�ité látky z hlediska ochrany proti radiač-
nímu18 a oxidačnímu19 stresu. Poslední dobou jsou MT in-
tenzivně zkoumány v tkáních nervového systému savců20. U 
isoformy MT-3, která je také někdy nazývána růstový inhi-
biční faktor (Growth Inhibition Factor � GIF), je předpoklá-
dána její souvislost s Alzheimerovou chorobou8,9. V případě 

vazebnými doménami (α, β), které jsou slo�eny z cysteino-
vých klastrů, přičem�  thiolové skupiny cysteinu tvoří kova-
lentní vazby s atomy kovů. N-terminální část peptidu byla 
označena jako β-doména a má tři vazebná místa. V případě 
α-domény (C-terminální části) byla potvrzena schopnost vy-
vázat čtyři ionty kovů2,7 (obr. 1a,b). Předpokládaná struktura 
vazebných domén molekuly MT je ilustrována na obrázku 
1b. Třída MT-I je dále členěna na čtyři isoformy (iso-MT). 
Isoformy MT-1 a MT-2 jsou bě�ně přítomné ve vět�ině or-
gánů, isoforma MT-3 byla izolována z neuronů a také glio-
vých buněk, které stabilizují a troficky zásobují neuronové 
buňky8,9. Isoforma MT-4 byla pozorována v dla�dico-
vém epitelu a je exprimována v keratinocytech9 (tabulka I). 
Třída MT-II zahrnuje metalothioneiny přítomné u některých 
prokaryot, kvasinek a ni��ích rostlin. Jde o peptidy podobné 
zástupcům z třídy MT-I. Rozdíl mezi peptidy třídy MT-I a 
MT-II je v počtu aminokyselin, přičem� vazebné domény 
jsou zachovány5,10 (tabulka I). Peptidy přítomné 
v rostlinných buňkách jsou označovány jako fytochelatiny 
(rostlinné metalothioneiny)6. Dříve byly řazeny do třídy 
MT-III, dnes ji� bývají spí�e pova�ovány za samostatnou 
skupinu peptidů. Fytochelatiny (PC) mají primární strukturu 
(γ-Glu-Cys)n-Gly (cit.4,11). γ-Glutamyl-cysteinová jednotka 
(γ-Glu-Cys)n se mů�e opakovat 2 a� 11krát (viz obr. 2a, 

Organismus Označení 
proteinu 

Počet aminoky-
selin 

Molekulová 
hmotnost (Da) 

Počet cys-
teinů 

pIa GenBankb Lit. 
  

třída MT-I  
Homo sapiens MT-1A 61 6133 20 8,38 K01383 101 

  MT-2 61 6042 20 8,23 V00594 102,103 
  MT-3 68 6927 20 4,79 M93311 8 
  MT-4 62 6419 20 8,38 U07807 104 

třída MT-II  
Candida glabrata MT-I 62 6243 18 7,53 J05133 105 

  MT-II 51 5454 16 5,53 J05134 105,106 
Callinectes sapidus MT-II 58 6287 18 7,80 P55949 107 

Tabulka I 
Přehled vybraných metalothioneinů  I. a II. třídy 

a Teoretické hodnoty izoelektrický bodů (pI) byly převzaty z databáze Swiss-Prot (ExPASy Molecular Biology 
Server, zdroj:  http://www.expasy.ch); b kód v bázi dat GenBank 

Tabulka II 
Přehled známých fytochelatinů 

Organismus Název Vzorec Lit. 
Rauwolfia serpentina fytochelatin (γ-Glu-Cys)n-Gly 4 
  homofytochelatin (β-Ala) (γ-Glu-Cys)n-β-Ala 108 
Zea mays (hydroxymethyl)fytochelatin (Ser) (γ-Glu-Cys)n-Ser 109 
  isofytochelatin (Glu) (γ-Glu-Cys)n-Glu 110 
  desglycin-fytochelatin (γ-Glu-Cys)n 111 
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oblasti studia vazby kovů s molekulami MT a vývoje citlivých 
potenciostatických a galvanostatických detektorů (biosenzorů), 
které by na�ly uplatnění při stanovení nízkých koncentrací pep-
tidů v biologickém materiálu40,41. 
 
3 . 1 . P o l a r o g r a f i c k é  a  v o l t a m e t r i c -

k é  t e c h n i k y  
 

Pro elektrochemické studium MT je významná pří-
tomnost sirných zbytků na molekulách cysteinu (R�SH) a 
cystinu (R�SS�R). Řada autorů studovala problematiku vaz-
by iontů vazebnými doménami molekul MT právě elek-
trochemickými metodami. Jako polarizovatelná elektroda je 
pou�ívána rtuťová kapková elektroda (Dropping Mercury 
Electrode � DME) nebo visící rtuťová kapková elektroda 
(Hanging Mercury Drop Electrode � HMDE). 

Vzhledem k tomu, �e thiolové skupiny cysteinu jsou 
důle�ité pro elektrochemické stanovení MT, je podstatná 
znalost adsorpce a reakce samotné aminokyseliny na rtuťo-
vých elektrodách42−44. Kromě rtuťové elektrody bylo pro 
studium elektrochemie cysteinu vyu�ito  měděné tuhé amal-
gamové elektrody45.  

Často pou�ívanou elektrochemickou metodou pro studi-
um MT je cyklická voltametrie (Cyclic Voltammetry � CV, 
cit.46−48) a diferenční pulzní polarografie (Differential Pulse 
Polarography − DPP, cit.49). Metodou DPP byla studována 
interakce molekul MT s ionty zinku ve fosfátovém pufru. 
Vzhledem k tomu, �e vazebné domény MT obsahovaly kad-
mium a zinek, byl zaznamenán signál komplexu MT s ionty 
kadmia při Ep �0,78 V a komplexu MT obsahujícího ionty 
zinku při Ep �1,10 V (cit.50). Dobře vyvinuté signály je mo�-
né dosáhnout akumulací MT na HMDE, čeho� lze do-
sáhnout katodickou rozpou�těcí voltametrií (Cathodic Strip-
ping Voltammetry � CSV) a diferenční pulzní voltametrií 
(Differential Pulse Voltammetry � DPV, cit.52−54). Řada 
elektrochemických studií byla provedena na fragmentu Lys- 
-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala α-domény MT izolovaného z my-
�ích jater. Heptapeptid byl studován, kromě zmíněných 
elektrochemických metod, také square wave voltametrií 
(SWV), která umo�nila sledovat schopnost peptidu vytvářet 
komplex s ionty zinku55. �estáková a spol. pou�ili pro studi-
um komplexů fytochelatinů s Cd, Cu, Zn, u zelených řas ro-
du Chlorella, kromě HMDE také tuhou uhlíkovou a uhlíko-
vou pastovou elektrodu56−58. 

 
 

3 . 2 . K a t a l y t i c k é  r e a k c e  p r o t e i n ů  
n a  r t u ť o v é  e l e k t r o d ě  

 
Ve třicátých letech minulého století bylo zji�těno, �e 

proteiny poskytují na rtuťové elektrodě dva typy katalytic-
kých signálů, prenatriovou vlnu59 a Brdičkovu reakci60. 

 
3.2.1.  Prenatriová vlna 
 

Prenatriová vlna je katodická odezva proteinů za-
znamenaná na rtuťové elektrodě při negativních potenciá-
lech předcházejících redukci sodných iontů základního elek-

fytochelatinů byla doposud prokázána pouze funkce detoxi-
kační, jejich význam pro rostlinný metabolismus esenciál-
ních kovů není dostatečně znám. 
 
2. Biologický vzorek a jeho příprava pro stano-

vení metalothioneinů 
 

Postupy pro přípravu vzorků pro analýzu MT jsou opti-
malizovány pro studovaný biologický materiál a li�í se 
v závislosti na tom, zda jde o buňky, pletiva nebo tkáně. Po-
kud jsou studovány buňky nebo jiný materiál, u kterého 
předcházel kultivační proces s ionty kovů, je nutné provést 
promytí buněk pufrovaným roztokem ethylendiamintetra-
octové kyseliny (EDTA), čím� jsou odstraněny zbytky kul-
tivačního media a vyvázány kovy adsorbované na povrch 
buněk. Nejbě�něji se pou�ívá fosfátový pufr (NaH2PO4 + 
Na2HPO4) nebo Tris-HCl. Pou�itý pufr by měl být neutrální 
a mít optimální iontovou sílu, aby nedo�lo k předčasné lýze 
buněk následkem osmotického �oku. Tato procedura je dů-
le�itá pro zabránění kontaminace ionty kovů během homo-
genizace21. 

Vzorek buněčné kultury mů�e být homogenizován pří-
mo sonikací. Pokud není efekt mikrovln dostačující, jako je 
tomu např. u celistvých tkání nebo pletiv, pou�ívá se me-
chanická dezintegrace v mixéru. Je také mo�né pou�ít zmra-
�ení vzorku v kapalném dusíku. Během homogenizace vzor-
ku dochází k rozru�ení buněčných stěn a membrán. Di-
ferenciální centrifugací lze oddělit buněčné kompartmenty 
od cytoplazmy21. 

MT se v organismu vyskytují, podobně jako vět�ina 
proteinů, v redukovaném stavu. Aby se zabránilo oxidaci a 
degradaci vzorku, pou�ívají se antioxidanty 2-sulfanyl-
ethanol22,23, dithiothreitol (DTT, cit.24,25) nebo tris(2-karbo-
xyethyl)fosfin (TCEP, cit.26). Pokud je nebezpečí mikro-
biální infekce, hlavně je-li vzorek skladován po del�í dobu, 
pou�ívá se antibaktericidní 0,02% NaN3 (cit.27). Své uplat-
nění nachází také inhibitory proteas, jako je fenyl-
methansulfonylfluorid27,28. V případě elektrochemické ana-
lýzy se pou�ívání antioxidantů a jiných látek nedoporučuje 
z důvodu jejich interference a ne�ádoucí kompetice se stu-
dovanou látkou a povrchem elektrody. Redukční stav pro-
teinu lze zabezpečit udr�ováním vzorku v inertním prostředí 
(dusík, argon)29. 

Při stanovení MT v biologickém materiálu lze vyu�ít 
odolnost MT proti termokoagulaci a precipitaci v kyselém 
prostředí. V tepelně upraveném (60 °C, 15 min) buněčném 
extraktu lze vysrá�et vět�inu proteinů. Získaný supernatant 
obsahuje pouze termostabilní peptidy jako jsou MT30−32. Ně-
kteří autoři navrhli vy��í teploty denaturace (95 °C, 15 min, 
cit.33), přičem� MT jako termostabilní peptid zůstává nede-
naturován (podrobnosti viz cit.34). 
 
 
3. Elektrochemie metalothioneinů 
 

Ke stanovení a charakterizaci kovy vázajících peptidů a 
proteinů je pou�ívána řada metod; jejich přehled viz cit.21,35−39. 
Uplatnění elektrochemie metalothioneinů spadá přednostně do 
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fer Stripping Technique � AdTS) je mo�né detegovat a� 
femtomolární mno�ství MT ve velmi malých (5 µl) obje-
mech vzorku (obr. 5, cit.69,70), při uplatnění postupu podle 
obr. 3. Bylo zji�těno, �e jak vý�ka, tak poloha píku H jsou 
závislé na pH základního elektrolytu, co� má pravděpodob-
ně souvislost s izoelektrickou pohyblivostí (pI) proteinu. 
Hodnoty pI se u různých MT li�í (uvedeno v tabulce I). Ka-
talytický proces MT je také značně ovlivněn koncentrací 
kyslíku v základním elektrolytu68. Ukázalo se, �e ne-
přítomnost kyslíku dramaticky sni�uje vý�ku píku H a nao-
pak přítomnost kyslíku je pro katalytický proces příznivá68. 
Metoda AdTS CPSA byla pou�ita pro studium produkce 
metalothioneinu u buněk kvasinky Yarrowia lipolytica, kte-
ré byly vystaveny různým koncentracím Zn, Co, Ni a Cd  
(cit.71). Předbě�né výsledky ukazují, �e AdTS CPSA by 
mohla nalézt uplatnění i pro stanovení fytochelatinů72. 

Elektrodové procesy, které odpovídají za pík H, nebyly 
doposud detailně objasněny ani přesto, �e vylučování vo-
díku je jedním z nejdéle studovaných elektrochemických 
dějů. Proces vylučování vodíku na rtuťové elektrodě je cha-
rakteristický a je popsán Heyrovského reakcí: H(ads) + 

trolytu. Typ tohoto signálu byl poprvé pozorován Heyrov-
ským a Babičkou59. Měření bílkovin v přítomnosti amon-
ných iontů ukázalo, �e katodické proudy odpovídající za 
prenatriovou vlnu souvisí s vylučováním vodíku. Celý elek-
trodový proces je katalyzován proteiny. Bylo navr�eno, �e 
by tento signál mohl slou�it k jejich kvantitativní analýze. 
Později se také ukázalo, �e původně pou�itý chlorid sodný 
nebo amonný pufr, který se mimo jiné zúčastňuje protonace 
proteinu, mů�e být zaměněn za jiný základní elektrolyt 
s podobnou aciditou. Prenatriovou vlnu lze pozorovat při-
bli�ně o 100 a� 250 mV pozitivněji, ne�-li je potenciál vylu-
čování základního elektrolytu. Za katalytickou reakci jsou 
pravděpodobně odpovědné �SH a �NH2 skupiny proteinu. 
Původní pokusy byly prováděny s proteiny krevního séra61−63 a 
později i s mnoha dal�ími látkami, jako jsou alkaloidy, pyrimidiny 
a jiné64. 

Prenatriové vlny bylo Tomschikem a spolupracovníky 
vyu�ito pro stanovení vasopresinu a angiotensinu65−67. 
K měření byla pou�ita derivační chronopotenciometrie 
s konstantním proudem (Chrono-Potentiometric Stripping 
Analysis � CPSA). Metodu CPSA řadíme mezi galvanosta-
tické metody, kde se vychází z  derivace napětí podle času 
(dE/dt)−1 a elektrochemický záznam obsahuje závislost této 
derivace na polarizačním potenciálu. Chronopotenciomet-
rický signál ekvivalentní polarografické prenatriové vlně byl 
autory pracovně označen jako �pík H� (cit.65). Píku H bylo 
pou�ito pro stanovení MT izolovaného z králičích jater 
v prostředí borátového pufru (pH 8), který je pravděpodob-
ně protonován podle rovnice68: 

 
MT + H�O�H + B(OH)3 → MT�H+ + B(OH)4

�         (1) 
 
Redukce je iniciována při počátečním potenciálu 0 V a 
ukončena při konečném potenciálu −1,9 V. Pík H metalo-
thioneinu byl pozorován v oblasti negativních potenciálů 
kolem �1,7 V (cit.69). Metodou CPSA v kombinaci s adsor-
pční přenosovou rozpou�těcí technikou (Adsorptive Trans-

Obr. 3. Postup adsorpční rozpou�těcí přenosové techniky 
(AdTS) pou�ívaný k nahromadění MT na visící rtuťovou kap-
kovou elektrodou (w: pracovní elektroda HMDE); A) rtuťová 
kapka je ponořena do kapky analytu (k), která je nanesena na po-
vrch parafilmu (p); B) po uplynutí času akumulace (tA) je elektroda 
omyta v pufru (b) a C) stanovení MT metodou chronopotenciomet-
rické rozpou�těcí analýzy s konstantním proudem (CPSA) v tří-
elektrodovém zapojení HMDE s platinovou pomocnou (a) a refe-
renční Ag/AgCl elektrodou (r) v  pufru (g � elektrochemická ná-
dobka) Obr. 4. Prenatriové signály 100 ng.ml�1 metalothioneinu 

(MT1A), izolovaného z králičích jater s obsahem 5,9 % kadmia 
a 0,5 % zinku (Sigma Aldrich), zaznamenané metodou deri-
vační chronopotenciometrie s konstantním proudem v kom-
binaci s technikou adsorpčního přenosu v prostředí a) sa-
motného elektrolytu (borátový pufr: 0,05 mol.dm�3 Na2B4O7 + 
0,2 mol.dm�3 H3BO3; pH 8, b) s přídavkem 3 mmol.dm�3 [Co
(NH3)6]Cl3 a c) závislost vý�ky AdTS CPSA signálu na koncen-
traci [Co(NH3)6]Cl3 v pufru. 100 % odpovídá vý�ce signálu bez 
přídavku kobaltitého komplexu. Experimentální podmínky: roz-
pou�těcí proud �1 µA, doba akumulace 120 s,  potenciál při před-
úpravě  �0,1 V. Měření byla prováděna na přístroji AUTOLAB 
Electrochemical Instrument (Ecochemie, Utrecht, Nizozemí) v za-
pojení s  VA-Stand 663 (Metrohm, Zurich, �výcarsko) v tříelektro-
dovém systému:  pracovní elektroda − HMDE, referenční Ag/
AgCl/3M KCl a pomocná platinová elektroda. Získaná data byla 
upravena jednak matematickou korekcí křivek (GPES software), 
jednak vyhlazením (Savitzky � Golay, level 4) a opravou na zá-
kladní linii (baseline correction). Experimenty byly prováděny při 
laboratorní teplotě. 
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rozsahu od 0 V do �1,6 V. Na obrázku 5a (vlevo) je ukázán 
DP voltamogram Brdičkova roztoku bez přídavku proteinu. 
První redukce komplexu Co(I) probíhá kolem �0,2 V a dru-
hý redukční pík Co(II) je zaznamenán kolem �1,0 V. Celý 
redukční proces na povrchu rtuťové elektrody je katalyzo-
ván vylučováním vodíku. V případě samotné redukce kom-
plexů kobaltu se předpokládá difuzí řízený proces85. Reakč-
ní mechanismus je ovlivněn přítomnosti �SH skupin protei-
nu a nestabilní [Co(H2O)6]2+ komplex je zapojen do reakce 
typu:  
 
[Co(H2O)6]2+ + R(SH)2 → RS2Co + 2H+  a   
RS2Co + 2e� → Co0 + R(S�)2             (5) 
 
Bílkoviny a peptidy stanovované v prostředí Brdičkova 
roztoku způsobují potlačení proudového maxima komplexu 
Co(II) (díky povrchové aktivitě stanovovaných bílkovin nebo 
peptidů) a vznik jedné nebo dvou polarografických vln 
(nebo voltametrických píků) proteinu v oblasti potenciálů Ep 

H3O+ + e� → H2 + H2O,  dále Tafelovou empirickou rovnicí 
a rovnicí podle Volmera73,74. Vzhledem ke slo�itosti kataly-
tického procesu, který zasahuje do vylučování vodíku, je 
kromě katalyzujícího proteinu velmi důle�itá jeho koncen-
trace, slo�ení, pH a teplota základního elektrolytu62,75. 

Nové poznatky dosa�ené v derivační chronopotencio-
metrii s konstantním proudem naznačují mo�nost  jejího �ir-
�ího vyu�ití, s tím, �e jde o nejcitlivěj�í elektrochemickou 
metodu pro stanovení proteinů68,69,71,72. Nejnověj�í výsledky 
ukazují, �e detekční limit metody lze sní�it přidáním chlori-
du hexaamminkobaltitého [Co(NH3)6]Cl3, který je pou�íván 
při Brdičkově reakci, do základního elektrolytu29,66. Touto 
modifikací lze dosáhnout zvý�ení prenatriového signálu a� o 
30 %, přičem� pravděpodobně dochází k vytvoření slou-
čeniny komplexu [Co(NH3)6]Cl3 s molekulami MT ve pro-
spěch katalytické reakce (obr. 4). Přítomnost komplexu po-
souvá potenciál katalytického píku (Ep) do pozitivněj�ích 
potenciálů přibli�ně o 30 mV (obr. 4a,b). Optimální kon-
centrace komplexu  pro dosa�ení maximální odezvy 
(3 mmol.dm−3) byla stanovena titrací, co� je ukázáno na 
obr. 4c. 
 
3.2.2.  Brdičkova reakce 
 

Metodu pro polarografické stanovení proteinů obsa-
hujících �SH skupiny na rtuťové elektrodě publikoval Br-
dička60,76 a dále ji rozvíjel Paleček a spol.77 Jde o kataly-
tické reakce proteinů v Brdičkově roztoku, který se skládá 
z amoniakálního pufru (NH4OH + NH4Cl) a komplexu [Co
(NH3)6]Cl3 (cit.60,62,76,78). Brdičkův postup byl původně na-
vr�en pro analýzu sirných látek jako jsou organické thio-
sloučeniny (2-sulfanylpropanová kyselina, 2-(diethylamino)-
ethan-1-thiol-hydrochlorid),aminokyseliny (cystein, cystin) 
a proteiny (nejčastěji albuminy) (cit.75,79,80). Za poznámku 
bezesporu také stojí mo�nost vyu�ití Brdičkou navr�eného 
postupu jako diagnostické metody v klinické medicíně a far-
makologii81−83. Mo�nosti stanovení MT prostřednictvím Br-
dičkových proudů publikoval Olafson (shrnuto v cit.33). By-
lo zji�těno, �e za katalytický signál proteinu v Brdičkově 
roztoku jsou odpovědny limitní proudy (Ilim). Autoři popi-
sují ireverzibilní redukci amonného komplexu Co3+ podle 
reakce84:  
 
[Co(NH3)6]3+ + e� → [Co(NH3)6]2+           (2) 
 
Vzniklý amonný komplex je nestabilní a podléhá reakci (viz 
pík Co(I) na obr. 5a): 
 
[Co(NH3)6]3+ + e� + 6H2O→ [Co(H2O)6]2+ + 6NH3         (3) 
 
Pravděpodobně po redukci Co3+ na Co2+ pokračuje reakční 
mechanismus redukcí komplexu [Co(H2O)6]2+ na Co0 (viz 
pík Co(II) na obr. 5a):  
 
[Co(H2O)6]2+ + 2e� → Co0 + 6H2O           (4) 
 
Samotné stanovení MT se obvykle realizuje při negativních 
potenciálech a měření se vět�inou provádí v potenciálovém 

Obr. 5. A) Voltamogramy a B) reakční mechanismus redukce 1 
µg.ml�1  metalothioneinu na rtuťové elektrodě v přítomnosti 
Brdičkova roztoku (0,1 mol.dm�3 NH4OH + NH4Cl + 0,001 
mol.dm�3 [Co(NH3)6]Cl3). Elektrochemické signály redukce kobal-
tu v Brdičkově roztoku (signály vlevo); Co(I) a Co(II) vyznačuje 
první a druhou redukci Co-komplexů, a katalytické signály MT 
(signály a, b vpravo) získané v Brdičkově roztoku. Dal�í podrob-
nosti viz. obr. 4. Schéma elektrodových procesů navrhla B. Raspo-
rová86. 
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�1,2 a� �1,5 V (obr. 5a, vpravo). Bylo prokázáno, �e tuto re-
akci způsobují sulfidové skupiny (proteinů, peptidů i jedno-
du��ích látek) ve spojení s komplexy iontů kobaltu (viz 
cit.78). Jak popisuje rovnice (5), preferuje [Co(H2O)6]2+ 
komplex vazbu s �SH skupinou. Za první katalytický sig-
nál (obr. 5a, pík a) je pravděpodobně odpovědná redukce 
R(SH)2 komplexu, která probíhá kolem �1,35 V. Proudová 
odezva se mění v závislosti na teplotě, proto se předpokládá, 
�e jde o difuzí řízený proces85,86. Vý�ka katalytických signá-
lů odpovídá za koncentraci MT v analytu. Koncentrace [Co
(NH3)6]3+ musí být dostatečná vůči analyzovanému MT, aby 
signál redukovaného komplexu RS2Co (obr. 5a, pík a) mohl 
narůstat úměrně s koncentrací proteinu. Dal�í pík (obr. 5a, 
pík b) je závislý na katalytickém vylučování vodíku. Pokles 
tohoto píku s rostoucí teplotou indikuje povrchovou reak-
ci87.  
 Mechanismus elektrodového procesu Brdičkovy reakce 
není dodnes detailně znám, předpokládá se, �e v kataly-
tickém procesu hraje významnou roli komplex Co(II) s pro-
teinem. Schéma redukce MT na rtuťové elektrodě 
v Brdičkově roztoku je ilustrováno na obrázku 5b. 

Při stanovení MT  Brdičkovou reakcí se nejčastěji vyu-
�ívá metody DPP či DPV. Brdičkova reakce byla pou�ita ke 
studiu fyziologických koncentrací MT u celé řady organis-
mů, např. Mytilus galloprovincialis88,89, Asterias rubens90, 
Pachygrapsus marmoratus91, Macoma balthica92, Mus 
musculus93, Scylla serrate94 a dal�í. �iroké uplatnění nalezla 
Brdičkova reakce pro stanovení MT u řady mořských a 
sladkovodních �ivočichů (viz Olafson a spol.47,95−98). Expe-
rimentální podmínky detekce MT Brdičkovou reakcí byly 
modifikovány, autoři se li�í předev�ím v koncentracích slo-
�ek Brdičkova roztoku. Rasporová a spol. pou�ili k přípravě 
Brdičkova roztoku 2 mol.dm�3 NH4Cl + NH4OH, s 1,2 
mmol.dm�3 [Co(NH3)6]Cl3 a redukci prováděli v rozmezí po-
tenciálů od �0,9 V do �1,9 V (cit.85). Olafson a dal�í na-
vrhují pou�ít pro stanovení MT roztok o slo�ení 1 
mol.dm�3 NH4Cl + NH4OH, s 0,6 mmol.dm�3 [Co(NH3)6]Cl3 
(cit.33,99). Stanovení proteinů Brdičkovou reakcí má �iroké 
spektrum pou�ití, např. nedávno byla publikována práce po-
jednávající o stanovení čistoty separovaného supresorového 
proteinu p53 (cit.100). Byly vypracovány metody stanovení 
proteinů nejen na rtuťových, ale i na tuhých elektrodách. 
Např. Tomschik a spol. se zabývali rozpou�těcí chronopo-
tenciometrií vasopresinu a angiotensinu za konstantního 
proudu  na uhlíkové pastové elektrodě (CPE, cit.65). 
  
 
4. Závěr 
 

Elektrochemické metody, jako jsou DPV nebo CPSA, 
umo�ňují stanovení velmi nízké koncentrace MT. Vzhledem 
k výhodám, které elektrochemické metody přiná�ejí, se 
elektroanalýza stala bě�ně pou�ívanou metodou pro studium 
fyziologických koncentrací MT. Jednou z předností je časo-
vá nenáročnost stanovení MT a snadná příprava vzorku, na 
rozdíl od imunologických technik nebo metod zalo�ených 
na radioaktivním značení. Aplikací adsorpční přenosové 
rozpou�těcí techniky (obr. 3) je mo�né provádět analýzu ve 

vzorcích o objemu 5 µl, co� �ádná dosavadní metoda neu-
mo�ňuje. Ka�dá analytická metoda má nejen své klady, ale i 
ne�ádoucí vlastnosti. Jedním z omezení elektrochemie je 
fakt, �e není mo�né ve vzorku tkáně stanovit jednotlivé iso-
formy a �e při stanovení mů�e docházet k intereferencím 
se sloučeninami obsa�enými ve vzorku (např. povrchově ak-
tivní látky, slo�ky pufrů atd.). Jednou z výhod elektroanalý-
zy MT je mo�nost stanovení vzorku opakovat, proto�e ne-
dochází k jeho degradaci, jako je tomu např. u atomové ab-
sorpční spektrometrie, co� umo�ňuje studium kinetiky vaz-
by iontů do vazebných domén MT. Budoucnost vývoje 
elektroanalytických metod pro stanovení MT v biologickém 
vzorku je v pou�ití elektrochemie v  multidimenzionální 
analýze a v technologii biosenzorů. 
 

Tato práce byla financována z dlouhodobého záměru 
Agronomické fakulty MZLU 4321 00001, z grantů: GA ČR 
203/02/0422, 525/04/P132 a GA AV ČR  A 1163201, IGA 
MZLU 3/2004. 
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versity of Agriculture and Forestry, c Department of Physi-
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Catalytic Reactions on a Mercury Electrode for Electro-
chemical Detection of Metallothioneins 

 
Metallothioneins (MTs) belong to a group of peptides 

and proteins which play an important role in the metabolism 
of metals in animals, plants and microorganisms. The meta-
bolic function of MTs consists not only in detoxication of an 
organism but also in the homeostasis of essential metals. 
This paper reports a novel approach to electroanalysis of 
MTs. The electrochemical determination of MTs is based on 
catalytic processes which proceed at very negative potenti-
als on mercury electrodes (from �1.7 V to �1.9 V vs. Ag/
AgCl/KCl). These processes accompanied by evolution of 
hydrogen from supporting electrolyte components, include 
the presodium wave and/or the Brdička reaction. It was 
found that SH groups present in MTs are responsible for ca-
talytic processes. The catalytic signal of a MT at nanomolar 
concentrations can be detected on mercury electrodes using 
potentiostatic electrochemical methods. The highest sensiti-
vity in the determination of MTs was observed with a galva-
nostatic method such as differential chronopotentiometric 
stripping analysis (CPSA), which produces the peak  H. 
The coupling of CPSA with the adsorptive transfer 
stripping technique (AdTS) allows the determination of 
MTs at femtomol level in a low amount of sample 
(5 µL). Our recent results obtained by the AdTS-CPSA 
show that detection limits for particular MTs can be im-
proved by adding [Co(NH3)6]Cl3 to the analyzed sam-
ple. This is probably due to the formation of a complex 
between [Co(NH3)6]Cl3 and MT. We assume that the peak 
H  can be used in physiological studies of metal metabo-
lism.  


