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ABSTRACT 
Silver ions have been shown to be highly toxic to aquatic life, while other species of silver(I) 
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/dm3. 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/dm3. 
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. 

Keywords: electrochemical techniques, silver ions, water, biological samples. 

ABSTRAKT 
Bylo prokázáno, že stříbrné ionty jsou vysoce toxické pro vodní faunu a flóru, přičemž další 
organismy jsou méně sensitivní. V předkládané práci jsme využili průtokové injekční analýzy 
spojené s elektrochemickým detektorem (FIA-ED) pro analýzu stříbrných iontů. Detekční 
limit pro stříbrné ionty byl 20 nmol/dm3. Následně po optimalizace jsem využili FIA-ED pro 
analýzu druhů vod o různé čistotě včetně fotografické emulze, která přirozeně obsahuje 
stříbrné ionty. Zjistili jsme, že obsah stříbrných iontů ve vzorku fotografické emulze byla 1.57 
± 0.03 mmol/dm3. Dále jsme studovali vliv stříbrných iontů na různé organismy jako raná 
somatická embrya smrku pichlavého nebo tabákové buňky BY-2. Obsah stříbrných se 
zvyšoval ve studovaném organismu se vzrůstající časem expozice a aplikovanou koncentrací. 

Klíčová slova: elektrochemické techniky, stříbrné ionty, voda, biologické vzorky. 



ÚVOD 

Studiu stříbra v životním prostředí je věnována značná pozornost, o čemž svědčí 
vytvoření nadnárodních výzkumných aktivit, jako byla Silver Coalition (1991-1995) a The 
Silver Council (od roku 1996 do současnosti; http://www.silvercouncil.org/html/default.htm). 
Tato organizace, také založila platformu mezinárodní konference International Conference on 
Transport, Fate and Effects of Silver in the Environment [1]. 

Do životního prostředí iontové formy stříbra vstupují především z průmyslové výroby. 
Nejvyšší využití stříbra, a tedy i odpadu, je ve fotografickém průmyslu více jako 40 %, 
v elektrotechnickém průmyslu 30 %, elektrochemickém plátování (při výrobě šperků) asi 22 
%, v chemickém průmyslu 6 % a ve zdravotnictví, především jako zubní amalgámy, asi 2 %. 
Jak se ukazuje, tak obsahy stříbrných iontů v odpadních vodách představují závažný zdroj 
vstupu do potravních řetězců [2] a o výrazné toxicitě stříbra pro vodní ekosystémy svědčí řada 
publikovaných prací [2-10]. Je známo, že volné stříbrné ionty patří mezi jedny 
z nejtoxičtějších prvků vyvolávající akutní toxicitu organismů, např. u ryb po expozici 10 µg/l 
Ag+ za 96 h uhyne 50 % jedinců [11].  

V posledních letech byla vypracována řada výzkumných studií zaměřená na vliv 
stříbrných iontů na kvalitu vody, sedimentů [12,13] a akutní toxicitu u vodních organismů 
[9,14,15]. Teprve nedávno (1998) The Silver Council vypracoval základní charakteristiky 
environmentálních standardů pro stříbrné ionty vstupující do životního prostředí 
z průmyslu[1] a monitorování pohybu stříbra nabylo na aktuálnosti. 

O vlivu stříbrných iontů na rostliny je známo velmi málo. Z výsledků některých autorů 
[16-18]však vyplývá, že přítomnost iontů zlepšuje organogenezi; proto  bude velmi  zajímavé  
sledovat vliv stříbrných iontů na rostlinné eukaryotické buňky (suspenzní buňky tabáku). 
Navíc se pokusíme analyzovat obsah stříbra v živočišných eukaryotických buňkách, a to ve 
vybraných orgánech (játra, žábry, gonády) vodních živočichů, především ryb.   

Je všeobecně známo, že se organismy (prokaryotické i eukaryotické) intenzivně brání 
před účinky těžkých kovů syntézou nízkomolekulárních peptidů a proteinů. U rostlin se jedná 
především o peptidy (fytochelatiny), u obratlovců o nízkomolekulární proteiny 
(metalothioneiny) [19]. Pro pochopení těchto obranných mechanismů je potřebné studovat 
interakce těžkých kovů a proteinů. Předpokládáme, že bude provedena in vitro analýza 
interakce fytochelatinů a metalothioneinu se stříbrnými ionty.  

Zjistilo se, že vlastní analytická kvantifikace stříbrných iontů ve vodách je obtížná, 
protože vzniká celá řada stříbrných komplexů s anorganickými a organickými látkami, které 
však značně snižují akutní toxicitu stříbra [1,20,21]. Stanovení stříbrných iontů je prováděno 
především pomocí atomové absorpční spektrometrie [22,23]. Pro senzitivní analýzu je třeba 
dále zajistit vhodnou prekoncentraci reálného vzorku, což představuje prodloužení času a 
zvýšení nákladů na provedenou analýzu [22,24,25]. Alternativními analytickými technikami 
jsou metody elektrochemické umožňující stanovení stříbrných iontů, především na 
uhlíkových elektrodách, v nM koncentracích [26-30]. 



V našich experimentech byla použita vysoko-účinná kapalinová chromatografie ve 
spojení s Coulochem III amperometrickým detektorem pro detekci stříbrných iontů v různých 
environmentálních vzorcích. Navíc byla tato techniky použita pro studium vlivu stříbrných 
iontů biologické modely (tabákové buňky BY-2 a raná somatická embrya Smrku ztepilého). 

MATERIÁL A METODIKA 

Chemikálie 
Dusičnan stříbrný a octan sodný byly dodány firmou Sigma Aldrich (USA). Kyselina 

octová byla dodána firmou Fluka chemie AG (USA). Všechny chemikálie byly ACS čistoty. 
Standardní roztoky byly připraveny z ACS vody (Sigma Aldrich, USA). Všechny roztoky 
byly filtrovány přes 0,45 µm teflonové membránové filtry (MetaChem, Torrance, CA, USA) 
před započetím HPLC analýzy. 

Elektrochemické stanovení v průtokovém systému 
Průtočný systém byl složen z chromatografické pumpy (Model 583 ESA Inc., 

Chelmsford, MA, USA), Guard cely (Model 5020 ESA, USA), reakční smyčky (1 m) pro 
průtokovou injekční analýzu (FIA) a elektrochemického detektoru. Detektor je složen 
z průtočné amperometrické analytické cely (Model 5040, ESA, USA) obsahující referentní 
(hydrogen–paládiová), pomocnou uhlíkovou a pracovní elektrodu ze skelného uhlíku a 
kontrolního modulu Coulochem III, který slouží také k ovládání detektoru. Vzorek (5 µl) byl 
injektován manuálně. Data z detektoru byla zpracována pomocí software CSW 32. 

Rostlinný materiál a kultivační podmínky  
Byla využita kultura raných somatických embryí smrku pichlavého (Picea pungens 

Engelm.), klon PE 14. Klon PE 14 byl odvozen ze smrku pichlavého, byla použita zralá 
semena ze vzrostlého stromu Picea pungens Engelm. ’Argentea’ v areálu Mendlovy 
zemědělské a lesnické univerzity v Brně. Kultury jsou udržovány za striktně sterilních 
podmínek (flow box Galaire HF 36) tím způsobem, že se vždy po 14 dnech kultivace 
pasážují. Při pasáži jsou z horních partií shluků raných somatických embryí (SRSE) odebírány 
části s vyvinutými skupinami embryonálních buněk o hmotnosti přibližně 2,5 – 5,0 mg a 
přenášeny na novou Petriho misku s LP/2 médiem. SRSE jsou kultivovány ve tmě při teplotě 
23±2 °C. Při experimentech byly SRSE kultivovány ve sterilních plastových Petriho miskách 
(průměr 90 mm, 30 ml LP/2 média). Na jednu misku připadlo vždy 10 SRSE. Všechny výše 
uvedené kultury jsou dlouhodobě kultivovány na kultivačním médiu LP/2, které je 
modifikováno 9 µM 2,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou a 4,4 µM benzylaminopurinem. Při 
přípravě kultivačního média byly anorganické i organické složky rozpuštěny v deionizované 
destilované vodě, pH bylo upraveno na hodnotu 5,7 – 5,8 pomocí KOH/HCl (pH metr Schott 
CG 842). Následně byla anorganická část média sterilizována při teplotě 121°C a tlaku 100 
kPa po dobu 30 minut (Tuttnauer 3870 EA); organická část byla sterilizována membránovou 
filtrací (Whatman Puradisc 25 AS 0,2 µm). 



Analýza obrazu SRSE 
Pro zjištění plochy jednotlivých SRSE byla nutná digitalizace obrazu každé Petriho 

misky. Digitalizace byla prováděna pomocí kamery CCD Sony (UPV-GDS 8 000) a 
programu GRAB-IT. Pro vyhodnocení jednotlivých ploch byl využit program IMAGE – 
PRO. Plochy byly zjišťovány na začátku a poté v průběhu experimentu. Údaje byly dále 
zpracovány v programu Microsoft Excel; výsledkem byl průměrný přírůstek SRSE. 

VÝSLEDKY A DISKUZE 

Analýza stříbrných iontů na elektrodě ze skelného uhlíku v průtokovém systému 
Nejdříve byl studován vliv aplikovaného potenciálu na signál stříbrných iontů v 

prostředí acetátového pufru (pH 6.0). Coulochem III umožňuje aplikovat rozdílný proud na 
detektor. Ze získaného záznamu je zřejmá strmá závislost mezi aplikovaným proudem a 
odezvou stříbrných iontů. Ze získaných experimentálních dat byl vybrán proud 1 µA jako 
nejvhodnější z důvodu maximální odezvy a velmi dobré reprodukovatelnosti. Před detektorem 
je umístěna další elektrochemická cela (Guard cela), která má upravovat mobilní fázi. 
Sledovali jsme vliv rozdílného aplikovaného potenciálu (-200 až +200 mV) na změny signálu 
stříbrných iontů. Při aplikovaném potenciálu (-200 až -50 mV) byly signály stříbrných iontů 
vyšší asi o 30 – 40% v porovnání s potenciálem 0 V. V případě, že byl nastaven pozitivní 
potenciál (+50 až +200 mV), tak změny signálu stříbrných kolísaly kolem 10%. Potenciál 
vložený na guard celu měl pozitivní efekt na pozorovaný signál stříbrných iontů, avšak 
mechanismus tohoto efektu je nejasný. A proto jsme se rozhodli, že na guard celu nastavíme 
na nulový potenciál. Průtok mobilní fáze je významným parametrem, který je potřebné pro 
navržení správné analýzy experimentálně ověřit. Sledovali jsme vliv průtoku (0,1 až 1,6 
ml/min) na proudovou odpověď stříbrných iontů na GCE. Sledovaný signál lineárně vzrůstá 
do průtoku asi 0,5 ml/min, po té již signál narůstá nepatrně. V případě, že byla data upravena 
časovým filtrem, tak  nejvhodnějším je filtr 2 s.V další části práce jsme studovali vliv 
rozdílného složení mobilní fáze (Britton-Robinsonův, acetátový a borátový pufr). Nejvyšší 
signál byl pozorován v přítomnosti acetátového pufru. Maximální proudová odezva byla 
pozorována při pH kolem 4, avšak s narůstajícím pH signál velmi intenzivně klesá (o více 
jako 40%). Pro zajištění vhodných podmínek pro zařazení chromatografické kolony bylo 
potřebné zjistit vliv methanolu na elektrochemickou odpověď stříbrných iontů. Množství 
methanolu v mobilní fázi do 10% výslednou elektrochemickou odpověď ovlivňuje velmi 
málo, avšak množství nad 10% již elektrochemickou odpověď výrazně snižuje. Při nastavení 
všech optimálních parametrů byla studována závislost na koncentraci stříbrných iontů (0-1000 
µM). Získaná závislost je do koncentrace asi 100 µM je lineární (y = 19,986x + 20,9, R2 = 
0.996). Limit detekce stříbrných iontů se pohyboval pod 500 nM (n = 3, R.S.D. kolem 7 %). 

Anorganické interferenty 
V dalších experimentech jsme sledovali vliv rozdílných potenciálních interferentů 

(aniontů a kationtů) na signál stříbrných iontů. Nejznámější interakce je mezi stříbrnými  a 



chloridovými ionty. K 250 µM stříbrných iontů jsme přidávali rozdílné koncentrace 
chloridových iontů, roztok se 2 min. třepal a po té byl analyzován pomocí HPLC-ED. Již při 
přídavku chloridů pod 1 µM byl pozorován pokles signálu o 15 – 20 %, po té byl pokles 
signálu již méně strmý.  Dále nás zajímalo jak ovlivňují signál stříbrných iontů další ionty. 
Zjistili jsme, že interference dalších iontů přidaných do roztoku pozorovaný signál ovlivňují 
maximálně do 10%. Je zajímavé, že kombinace některých iontů v roztoku signál stříbrných 
iontů ovlivňuje rozdílně. Např. kationt K+ snižuje signál o 7 procent v kombinaci s aniontem 
SO4

2- (K2SO4) respektive aniontem MnO4
- (KMnO4), avšak v kombinaci s aniontem Cr2O7

2- 
(K2Cr2O7) snižuje signál pouze o 1 procento. Avšak aniont SO4

2- snižuje signál o 7 procent 
v kombinaci s kationtem K+

 (K2SO4) respektive s kationty NH4
+ a Fe2+ ((NH4)2Fe(SO4)2), o 2 

procenta v kombinaci s kationtem Al3+ (Al2(SO4)3 a pouze o méně než 1 procento 
v kombinaci s kationtem Zn2+ (ZnSO4). Ze získaných experimentálních výsledků je zřejmé, že 
rozdílná kombinace iontů ovlivňuje výsledný signál stříbrných iontů rozdílně a bude nezbytné 
tyto interakce dále studovat. 

Analýza obsahu stříbrných iontů ve vodách 
Navíc jsme detekovali obsahy stříbrných iontů ve vodách různé kvality (ACS, Mili-Q,  

destilovaná voda, kaluž, potok Ponávka, vodovodní voda). Nejdříve byl ke vzorkům vod 
přidávali různá množství AgNO3. Pozorované odezvy AgNO3 v ACS vodě byly vybrány jako 
referenční (R.S.D. 0.5 %). Zjistili jsme, že další použité matrice vody snižují pozorovaný 
signál stříbrných iontů v rozsahu maximálně do 15-25% referenčního signálu. Pozorovaná 
změna je způsobena složením studované vody. Do životního prostředí však stříbrné ionty 
vstupují především z fotografického průmyslu. Z tohoto důvodu jsme dále studovali možnosti 
stanovení stříbrných iontů v fotografické emulzi. Před vlastní analýzou byla fotografická 
emulze vhodně naředěna (minimálně však 500 ×). Pomocí naší HPLC-ED metody bylo 
určeno množství stříbrných iontů ve fotografické emulzi 1,57±0,03 mM. Studovali jsme také 
vliv matrice (přídavek 3 µM stříbrných iontů) na získaný signál stříbrných iontů, který byl 
negativně snižován asi o 10%. 

Vliv stříbrných iontů na kulturu somatických embryí smrku  
Navíc byla navržená metodika studia aplikována na detekci stříbrných iontů 

v explantátové kultuře smrku klonu PE 14. Somatické embryo smrku je složeno ze tří různých 
typů buněk a) embryonální skupiny, b) tubulárních buněk a c) suspenzorových buněk. 
Jednotlivá embrya na kultivačním médiu vytváří shluky. Stříbrné ionty v médiu vedly 
k růstovému zpomalení SRSE u všech aplikovaných koncentrací stříbrných iontů. V SRSE 
bylo pomocí navrženého postupu za využití HPLC-ED možné detekovat koncentraci 
stříbrných iontů. Obsah stříbrných iontů v SRSE s délkou expozice a aplikovanou koncentrací 
postupně vzrůstal (Obr. 1). Navíc je známo, že rostlinné buňky se brání těžkým kovům 
syntézou thiolových sloučenin, tak jak jsme ukázali v několika našich pracích. K analýze 
obsahu thiolů byla využita elektroanalytická technika (Brdičkova reakce). Ze získaných 
experimentálních dat je zřejmý strmý nárůst thiolových sloučenin po druhém dni kultivace. 



Obr. 1 Vliv 0 250, 500 a 1000 µM AgNO3 na růst SRSE (A) a intracelulární obsah stříbrných 
iontů (B). 
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