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ABSTRACT

Silver ions have been shown to be highly toxic to aquatic life, while other species of silver(l)
are much less toxic. In the present work, we utilized flow injection analysis coupled with
electrochemical detector (FIA-ED) for analyzing of silver ions. The detection limit (3 S/N)
obtained were 20 nmol/dm’. After the optimizing step, we used FIA-ED to analyze waters of
different purity including and photographic emulsion, which naturally contained silver ions.
We found out that content of silver ions in the emulsion was 1.57 + 0.03 mmol/dm’.
Moreover, we investigated influence of silver ions on different organisms such as early
somatic embryos of Blue Spruce or BY-2 tobacco cells. The content of silver ions increased
with increasing treatment time and applied concentration in the organisms of interest.
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ABSTRAKT

Bylo prokazano, Ze stfibrné ionty jsou vysoce toxické pro vodni faunu a fléru, ptfic¢emz dalsi
organismy jsou mén¢ sensitivni. V predkladané praci jsme vyuzili pritokové injekéni analyzy
spojené s elektrochemickym detektorem (FIA-ED) pro analyzu stfibrnych iont. Detekéni
limit pro stéibrné ionty byl 20 nmol/dm’. Nasledn& po optimalizace jsem vyuzili FIA-ED pro
analyzu druhii vod o rGzné Cistoté véetné fotografické emulze, kterd pfirozen¢ obsahuje
stiibrné ionty. Zjistili jsme, Ze obsah stiibrnych iontl ve vzorku fotografické emulze byla 1.57
+ 0.03 mmol/dm’. Dale jsme studovali vliv stiibrnych iontdl na rizné organismy jako rana
somatickd embrya smrku pichlavého nebo tabidkové bunky BY-2. Obsah stfibrnych se
zvySoval ve studovaném organismu se vzrustajici Casem expozice a aplikovanou koncentraci.

Kli¢ova slova: elektrochemické techniky, stfibrné ionty, voda, biologické vzorky.



UvVOD

Studiu stfibra v zivotnim prostiedi je vénovdna zna¢nd pozornost, o ¢emz sveédci
vytvofreni nadnarodnich vyzkumnych aktivit, jako byla Silver Coalition (1991-1995) a The
Silver Council (od roku 1996 do soucasnosti; http://www.silvercouncil.org/html/default.htm).
Tato organizace, také zalozila platformu mezinarodni konference International Conference on
Transport, Fate and Effects of Silver in the Environment [1].

Do zivotniho prostfedi iontové formy stiibra vstupuji piedevsim z primyslové vyroby.
Nejvyssi vyuziti stiibra, a tedy i odpadu, je ve fotografickém primyslu vice jako 40 %,
v elektrotechnickém pramyslu 30 %, elektrochemickém platovani (pifi vyrobé Sperkl) asi 22
%, v chemickém primyslu 6 % a ve zdravotnictvi, pfedevsim jako zubni amalgamy, asi 2 %.
Jak se ukazuje, tak obsahy stfibrnych iontl v odpadnich vodach piredstavuji zavazny zdroj
vstupu do potravnich fetézcl [2] a o vyrazné toxicité stiibra pro vodni ekosystémy svéd¢i fada
publikovanych praci [2-10]. Je znamo, ze volné stiibrné ionty patii mezi jedny
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Ag"za 96 h uhyne 50 % jedinct [11].

V poslednich letech byla vypracovéna fada vyzkumnych studii zaméfend na vliv
stiibrnych iontd na kvalitu vody, sedimentt [12,13] a akutni toxicitu u vodnich organismu
[9,14,15]. Teprve nedavno (1998) The Silver Council vypracoval zakladni charakteristiky
environmentalnich standardi pro stfibrné ionty vstupujici do Zivotniho prostiedi
z prumyslu[ 1] a monitorovani pohybu stiibra nabylo na aktualnosti.

O vlivu sttibrnych iontl na rostliny je zndmo velmi malo. Z vysledkii nékterych autort
[16-18]vsak vyplyva, ze pfitomnost iontl zlepSuje organogenezi; proto bude velmi zajimavé
sledovat vliv stfibrnych iontl na rostlinné eukaryotické bunky (suspenzni buiky tabaku).
Navic se pokusime analyzovat obsah stfibra v zivo¢iSnych eukaryotickych buikéch, a to ve
vybranych orgénech (jatra, zabry, gonady) vodnich zivocicht, predevsim ryb.

Je vSeobecné znamo, Ze se organismy (prokaryotické i eukaryotické) intenzivné brani
pted ucinky tézkych kovl syntézou nizkomolekularnich peptidi a proteint. U rostlin se jedna
pfedev§im o peptidy (fytochelatiny), u obratloved o nizkomolekularni proteiny
(metalothioneiny) [19]. Pro pochopeni téchto obrannych mechanismi je potfebné studovat
interakce tézkych kovl a proteind. Predpokladdme, Ze bude provedena in vitro analyza
interakce fytochelatind a metalothioneinu se stiibrnymi ionty.

Zjistilo se, ze vlastni analyticka kvantifikace stfibrnych iontl ve vodach je obtizna,
protoze vznika celd fada stiibrnych komplexii s anorganickymi a organickymi latkami, které
vSak zna¢n¢ snizuji akutni toxicitu stfibra [1,20,21]. Stanoveni stfibrnych iontl je provadéno
pfedevsim pomoci atomové absorpéni spektrometrie [22,23]. Pro senzitivni analyzu je tfeba
dale zajistit vhodnou prekoncentraci redlného vzorku, coz ptedstavuje prodlouzeni Casu a
zvyseni naklad na provedenou analyzu [22,24,25]. Alternativnimi analytickymi technikami
jsou metody elektrochemické umoziujici stanoveni stiibrnych iontd, pfedev§im na
uhlikovych elektrodach, v nM koncentracich [26-30].



V naSich experimentech byla pouzita vysoko-ucinna kapalinovd chromatografie ve
spojeni s Coulochem III amperometrickym detektorem pro detekci stiibrnych iontl v riznych
environmentalnich vzorcich. Navic byla tato techniky pouzita pro studium vlivu stéibrnych
iontl biologické modely (tabakové bunky BY-2 a rana somaticka embrya Smrku ztepilého).

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Dusi¢nan stfibrny a octan sodny byly dodany firmou Sigma Aldrich (USA). Kyselina
octova byla dodéna firmou Fluka chemie AG (USA). VSechny chemikalie byly ACS ¢istoty.
Standardni roztoky byly pfipraveny z ACS vody (Sigma Aldrich, USA). VSechny roztoky
byly filtrovany pies 0,45 pm teflonové membranové filtry (MetaChem, Torrance, CA, USA)
pted zapocetim HPLC analyzy.

Elektrochemické stanoveni v priitokovém systemu

Prito¢ny systém byl sloZzen zchromatografické pumpy (Model 583 ESA Inc.,
Chelmsford, MA, USA), Guard cely (Model 5020 ESA, USA), reak¢ni smycky (1 m) pro
prutokovou injek¢éni analyzu (FIA) a elektrochemického detektoru. Detektor je slozen
z pruto¢né amperometrické analytické cely (Model 5040, ESA, USA) obsahujici referentni
(hydrogen—palddiovd), pomocnou uhlikovou a pracovni elektrodu ze skelného uhliku a
kontrolniho modulu Coulochem III, ktery slouzi také k ovladani detektoru. Vzorek (5 ul) byl
injektovan manualné. Data z detektoru byla zpracovana pomoci software CSW 32.

Rostlinny materidl a kultivacni podminky

Byla vyuzita kultura ranych somatickych embryi smrku pichlavého (Picea pungens
Engelm.), klon PE 14. Klon PE 14 byl odvozen ze smrku pichlavého, byla pouZzita zrala
semena ze vzrostlého stromu Picea pungens Engelm. ’Argentea’ v aredlu Mendlovy
zemédé€lské a lesnické univerzity v Brné. Kultury jsou udrzovény za striktné sterilnich
podminek (flow box Galaire HF 36) tim zplGsobem, ze se vzdy po 14 dnech kultivace
pasazuji. Pti pasazi jsou z hornich partii shlukli ranych somatickych embryi (SRSE) odebirany
¢asti s vyvinutymi skupinami embryondlnich bunék o hmotnosti pfiblizné 2,5 — 5,0 mg a
pfenaSeny na novou Petriho misku s LP/2 médiem. SRSE jsou kultivovany ve tmé pfii teploté
23+2 °C. Pti experimentech byly SRSE kultivovany ve sterilnich plastovych Petriho miskach
(pramér 90 mm, 30 ml LP/2 média). Na jednu misku ptipadlo vzdy 10 SRSE. VSechny vyse
uvedené kultury jsou dlouhodobé kultivovany na kultivaénim médiu LP/2, které je
modifikovano 9 uM 2.4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou a 4,4 uM benzylaminopurinem. Pti
ptipravé kultivaéniho média byly anorganické i organické slozky rozpustény v deionizované
destilované vodé¢, pH bylo upraveno na hodnotu 5,7 — 5,8 pomoci KOH/HCI (pH metr Schott
CG 842). Nasledné byla anorganicka ¢ast média sterilizovana pfi teploté 121°C a tlaku 100
kPa po dobu 30 minut (Tuttnauer 3870 EA); organicka ¢ast byla sterilizovdna membranovou
filtraci (Whatman Puradisc 25 AS 0,2 um).



Analyza obrazu SRSE

Pro zjisténi plochy jednotlivych SRSE byla nutnd digitalizace obrazu kazdé Petriho
misky. Digitalizace byla provadéna pomoci kamery CCD Sony (UPV-GDS 8 000) a
programu GRAB-IT. Pro vyhodnoceni jednotlivych ploch byl vyuzit program IMAGE —
PRO. Plochy byly zjiitovany na zaéatku a poté v pribéhu experimentu. Udaje byly dale
zpracovany v programu Microsoft Excel; vysledkem byl primérny pfiriistek SRSE.

VYSLEDKY A DISKUZE

Analyza stiibrnych iontit na elektrodé ze skelného uhliku v pritokovem systému

Nejdiive byl studovan vliv aplikovaného potencidlu na signal stfibrnych iontd v
prostiedi acetatového pufru (pH 6.0). Coulochem III umoziuje aplikovat rozdilny proud na
detektor. Ze ziskané¢ho zaznamu je ziejma strméd zavislost mezi aplikovanym proudem a
odezvou stfibrnych ionti. Ze ziskanych experimentalnich dat byl vybran proud 1 pA jako
nejvhodnéjsi z diivodu maximalni odezvy a velmi dobré reprodukovatelnosti. Pied detektorem
je umisténa dalsi elektrochemicka cela (Guard cela), kterd ma upravovat mobilni fazi.
Sledovali jsme vliv rozdilného aplikovaného potencialu (-200 az +200 mV) na zmény signalu
sttibrnych iontl. Pfi aplikovaném potencialu (-200 az -50 mV) byly signdly stfibrnych iont
vyssi asi 0 30 — 40% v porovnani s potencialem 0 V. V pfipadé, Ze byl nastaven pozitivni
potencidl (+50 az +200 mV), tak zmény signalu stiibrnych kolisaly kolem 10%. Potencial
vloZzeny na guard celu mél pozitivni efekt na pozorovany signél stiibrnych iontl, avSak
mechanismus tohoto efektu je nejasny. A proto jsme se rozhodli, Ze na guard celu nastavime
na nulovy potencidl. Priitok mobilni faze je vyznamnym parametrem, ktery je potiebné pro
navrzeni spravné analyzy experimentalné ovétit. Sledovali jsme vliv pratoku (0,1 az 1,6
ml/min) na proudovou odpovéd’ stiibrnych iontd na GCE. Sledovany signal linearn¢ vzrusta
do pritoku asi 0,5 ml/min, po té jiz signal nariista nepatrn€. V ptipadé, ze byla data upravena
casovym filtrem, tak nejvhodné&j$im je filtr 2 s.V dalSi ¢asti prace jsme studovali vliv
rozdilného slozeni mobilni faze (Britton-Robinsontiv, acetatovy a boratovy pufr). Nejvyssi
signal byl pozorovan v piitomnosti acetatového pufru. Maximalni proudova odezva byla
pozorovana pii pH kolem 4, avSak s nartistajicim pH signdl velmi intenzivné klesa (o vice
jako 40%). Pro zajisténi vhodnych podminek pro zatazeni chromatografické kolony bylo
potiebné zjistit vliv methanolu na elektrochemickou odpovéd’ stiibrnych iontd. Mnozstvi
methanolu v mobilni fazi do 10% vyslednou elektrochemickou odpovéd’ ovliviiuje velmi
malo, av§ak mnozstvi nad 10% jiz elektrochemickou odpoveéd vyrazné snizuje. Pfi nastaveni
vSech optimalnich parametra byla studovana zavislost na koncentraci stfibrnych iontd (0-1000
uM). Ziskana zavislost je do koncentrace asi 100 uM je linearni (y = 19,986x + 20,9, R* =
0.996). Limit detekce stiibrnych iontd se pohyboval pod 500 nM (n = 3, R.S.D. kolem 7 %).

Anorganické interferenty

V dalsich experimentech jsme sledovali vliv rozdilnych potencidlnich interferentl
(aniontil a kationtll) na signal stfibrnych iontl. Nejznamé;jsi interakce je mezi stiibrnymi a



chloridovymi ionty. K 250 puM stfibrnych iontt jsme ptidavali rozdilné koncentrace
chloridovych iont, roztok se 2 min. tfepal a po té byl analyzovan pomoci HPLC-ED. Jiz pfi
ptidavku chloridid pod 1 uM byl pozorovan pokles signalu o 15 — 20 %, po té¢ byl pokles
signalu jiz mén¢ strmy. Dale nas zajimalo jak ovliviiuji signal stiibrnych ionti dalsi ionty.
Zjistili jsme, ze interference dalSich iontl ptidanych do roztoku pozorovany signal ovliviuji
maximalné do 10%. Je zajimavé, ze kombinace nékterych iontii v roztoku signal stiibrnych
iontd ovliviiuje rozdilng. Napt. kationt K snizuje signal o 7 procent v kombinaci s aniontem
SO42' (K»S04) respektive aniontem MnO4 (KMnQy), avSak v kombinaci s aniontem Cr2072'
(K,Cr,0-) snizuje signal pouze o 1 procento. Aviak aniont SO4> snizuje signal o 7 procent
v kombinaci s kationtem K" (K,SOy) respektive s kationty NH;" a Fe*" (NH4)2Fe(SO4),), 0 2
procenta v kombinaci s kationtem AI’" (Al,(SO4); a pouze o méné nez 1 procento
v kombinaci s kationtem Zn>* (ZnSOy). Ze ziskanych experimentalnich vysledki je ziejmé, ze
rozdilna kombinace iontdl ovliviiuje vysledny signal stfibrnych iontl rozdiln¢ a bude nezbytné
tyto interakce dale studovat.

Analyza obsahu stiibrnych iontit ve voddch

Navic jsme detekovali obsahy stfibrnych ionti ve vodéach rizné kvality (ACS, Mili-Q,
destilovana voda, kaluz, potok Ponavka, vodovodni voda). Nejdiive byl ke vzorkiim vod
pridavali rizna mnozstvi AgNOs. Pozorované odezvy AgNO3 v ACS vodé¢ byly vybrany jako
referencni (R.S.D. 0.5 %). Zjistili jsme, Ze dalSi pouzité matrice vody sniZzuji pozorovany
signdl stfibrnych iontll v rozsahu maximalné do 15-25% referenéniho signalu. Pozorovana
zména je zpusobena sloZzenim studované vody. Do Zivotniho prostiedi vSak stiibrné ionty
vstupuji predevsim z fotografického priimyslu. Z tohoto diivodu jsme dale studovali moznosti
stanoveni stfibrnych iontl v fotografické emulzi. Pfed vlastni analyzou byla fotograficka
emulze vhodné nafedéna (minimalné vSak 500 X). Pomoci nasi HPLC-ED metody bylo
urc¢eno mnozstvi sttibrnych iont ve fotografické emulzi 1,57+0,03 mM. Studovali jsme také
vliv matrice (pfidavek 3 uM stiibrnych iontl) na ziskany signal stiibrnych ionti, ktery byl
negativné€ snizovan asi o 10%.

Vliv stiibrnych iontit na kulturu somatickych embryi smrku

Navic byla navrZzend metodika studia aplikovana na detekci stfibrnych iontl
v explantatové kultufe smrku klonu PE 14. Somatické embryo smrku je slozeno ze tfi riiznych
typti bunék a) embryonalni skupiny, b) tubuldrnich bun¢k a c¢) suspenzorovych bunck.
Jednotlivd embrya na kultivatnim médiu vytvaii shluky. Stiibrné ionty v médiu vedly
k ristovému zpomaleni SRSE u vSech aplikovanych koncentraci stfibrnych iontli. V SRSE
bylo pomoci navrzeného postupu za vyuziti HPLC-ED mozné detekovat koncentraci
stiibrnych iont. Obsah stiibrnych iontl v SRSE s délkou expozice a aplikovanou koncentraci
postupné vzrustal (Obr. 1). Navic je zndmo, Ze rostlinné buiiky se brani téZzkym kovim
syntézou thiolovych sloucenin, tak jak jsme ukéazali v n€kolika naSich pracich. K analyze
obsahu thiolll byla vyuzita elektroanalytickd technika (Brdickova reakce). Ze ziskanych
experimentalnich dat je zfejmy strmy narust thiolovych slouc¢enin po druhém dni kultivace.



Obr. 1 Viiv 0 250, 500 a 1000 uM AgNOj na rast SRSE (A) a intracelularni obsah stfibrnych
iontd (B).
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ZAVER
Ptinosem piredkladané prace je vyvoj jednoduché, rychlé, senzitivni a levné analyzy
sttibrnych iontli ve vodach, které je mozné aplikovat pro analyzu realnych vzorka vod.
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