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STUDIUM SYSTÉMOVÝCH PORUCH V HPLC 
 KVĚTA KALÍKOVÁ, VLASTIMIL HRUŠKA,  
 BOHUSLAV GAŠ a EVA TESAŘOVÁ 


Univerzita Karlova v Praze, Přírodovědecká fakulta, Katedra 
 fyzikální a makromolekulární chemie, Albertov 2030, 


128 43 Praha 2  


Kveta.Kalikova@centrum.cz 


Během chromatografického separačního procesu se při 
 průtoku mobilní fáze systémem ustavuje rovnováha (mezi 
 stacionární a mobilní fází). Tato rovnováha je porušena náh-
 lou změnou mobilní fáze, např. po nadávkování vzorku. Po 
 narušení rovnováhy začne chromatografický systém ihned 
 směřovat k novému rovnovážnému stavu. Výsledkem je chro-
 matogram obsahující kromě píků analytů i píky složek mobil-
 ní fáze, tj. systémové píky1, které jsou často chybně interpre-
 továny a zaměňovány s píky měřených analytů2. Základní 
 vlastností systémových píků je nezávislost jejich retenčních 
 faktorů na charakteru dávkovaných analytů.  


Ke sledování tvorby systémových píků byl použit re-
 verzní separační systém s chromatografickou kolonou Disco-
 very® RP Amide C16. Mobilní fáze byly tvořené dvou- nebo 
 třísložkovými vodnými pufry, tj. pufry složenými z kyseliny 
 benzoové a hydroxidu litného nebo kyseliny benzoové, kyse-
 liny 3-hydroxy-2-fenylpropionové a hydroxidu litného o růz-
 ných koncentracích a pH. Dávkované poruchy obsahovaly 
 stejné složky jako používaná mobilní fáze, vždy se změněnou 
 koncentrací jedné z nich. V chromatogramech se vyskytovaly 
 2 nebo 3 systémové píky v závislosti na použitém pufru. Je-
 den pík byl vždy stacionární, zatímco ostatní měnily svou 
 polohu v závislosti na složení pufru.  


Tato práce vznikla za podpory grantu GA UK 305/2006 BCH 
 a za podpory dlouhodobého výzkumného záměru MŠMT 
 MSM0021620857. 
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ANALYSIS  OF CYTOKININ NUCLEOTIDES BY 
 HPLC-MS/MS  
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Formation of nucleotides is a first step in cytokinin bio-
 synthesis. The key part of this process is the addition of an 
 isopentenyl moiety from DMAPP to the N-6 of AMP. Kaki-
 moto1 suggested, that cytokinin nucleotides also occur in 


plants in form of di- and triphosphates, which, however, have 
 not been identified in plants yet. The main problem is that 
 nucleotides are extremely polar, retention and separation on 
 reverse phase is therefore crucial. Previous analytical methods 
 for cytokinin nucleotides were based on fractionation and 
 cleavage of phosphate moiety with alkaline phosphatase, fol-
 lowed by LC/MS analysis of the corresponding riboside 
 form2. Different approach, derivatization of intact nucleotides, 
 was used by Nordstrom3 to achieve retention and separation 
 of monophophates. Ge4 analyzed cytokinin nucleotides by 
 capillary zone electrophoresis with MS detection in coconut 
 milk, once again only monophosphates were identified.  


We have developed a method based on complete separa-
 tion of cytokinin phosphates by HPLC with tandem MS de-
 tection after SPE and imunoaffinity chromatography purifica-
 tion. This method is validated by accuracy, sensitivity, linear-
 ity and precision. Accurate determination of cytokinin nucleo-
 tides will help to elucidate their biosynthetic pathway and 
 physiological role in plants.     


It has been shown that leukemia cells convert ribosides 
 into nucleotides when treated with adenosine analogues. 


Phosphorylation is essential for triggering cell death. Some 
 cytokinin ribosides showed significant cytotoxicity on human 
 leukemia cell. Accurate quantification of the intracellular 
 levels is an important pharmacodynamic study and helps to 
 elucidate the molecular effect of adenosine derivatives.  


This work was supported by the Grant Agency of the Czech 
 Republic (GA 522/06/0108) and Czech Ministry of Education 
 (MSM 6198959216). 
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Cytokinins play a crucial role in regulation of prolifera-
tion and differentiation of plant cells. They also control vari-
ous processes in plant growth and development, such as delay 
of senescence, transduction of nutritional signal, control of 
shoot/root balance and increased crop productivity1. Virtually, 



(2)all naturally occurring cytokinins identified to date, are ade-
 nine species substituted at N6 with an isoprenoid or aromatic 
 side chain. An additional modification of a cytokinin molecule 
 can lead to a dramatic changes of action in a control of growth 
 and development. Olomoucine and its derivatives roscovitine 
 and bohemine, are a C2, N9-substituted 6-benzylaminopurine 
 derivatives, which specifically inhibit   Cdk-2 related kinases2.  
  Coulometric electrochemical (EC) flow cells are wide-
 spreadly used as high performance liquid chromatography 
 detectors (HPLC-ECD) for the study of various redox-active 
 compounds. Primary use of EC cells has been for quantitative 
 bioanalysis of these compounds and using the EC cells as 
 simple means of producing redox reactions, the products of 
 which may then be studied by mass spectrometry (MS)3. 


We present a validated HPLC/EC/MS method for quan-
 titative analysis of above mentioned Cdk-inhibitors and com-
 pare it to existing HPLC/MS and HPLC/MS-MS methods.  


The prediction of metabolism of these compounds is an 
 important task, considering the fact that for example, R-
 roscovitine (also labeled as CYC202) is now in Phase II clini-
 cal trials for breast and lung cancer4. Besides some estab-
 lished in-vitro and in-vivo methods using biological systems5, 
 we have developed a biomimetic model using the cell as an 
 electrochemical reactor for simulation of in situ oxidative 
 reactions, which occur in metabolism of mentioned Cdk-
 inhibitors, and identification of products by MS. This utiliza-
 tion of electrochemical cell also opens possibilities to prepare 
 various metabolites in a sufficient amount for further biologi-
 cal testing, thus bypassing the need to synthesize them. 
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 COMPOUNDS COMPOSITION IN UNIFLORAL  
 HONEYS WITH SPME-GC-MS  
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SPME in connection with chromatography coupled to 
 mass spectrometry was used to identify botanical origin of 
 uniifloral honeys. Several SPME parameters were optimized 
 (fibre polarity, sample matrix, sample volume, equilibration, 
 extraction times and temperatures). The temperature of water 
 bath in SPME extraction was set to 60 °C. The higher tem-
 perature caused the decomposition of thermo labile sub-
 stances and creation of novel thermal degradation products. 


The effects of various equilibration and extraction times have 
 been also studied (10, 30, 60 min). The best results were ob-
 tained for 30 and 60 min absorption period. However, com-
 parison of chromatograms did not show significant differ-
 ences in terms of number of extracted compounds and their 
 areas, thus 30 min have been selected for further experiments. 


The best fibre stationary phase for extraction of honey vola-
 tiles was PDMS/DVB. The reproducibility of SPME proce-
 dure has been evaluated by 4 replicates injections of the 
 honey sample under identical experimental conditions. After 
 optimization of SPME conditions several unifloral honeys 
 (rape, sunflower, raspberry, chestnut and other) were analysed 
 to identify VOC by MS spectra and calculation their linear 
 retention indices. 


This work was supported by the Project VEGA no. 1/0827/08. 
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GC SEPARATION OF ALKYL ESTERS OF 2-CN  
 CARBOXYLIC ACID ENANTIOMERS  


ON PERMETHYLATED AND 2,6-DIMETHYL-3-
 PENTYL β- AND γ- CYCLODEXTRINS STATIONARY 
 PHASES 
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In this work, the separation of enantiomers of alkyl es-
ters of 2-CN carboxylic acid derivatives on the permethylated 
and 2,6-di-metyl-3-pentyl β- and γ-cyclodextrins stationary 
phases has been studied. The influence of structure in alkyl 
substituents bonded to the asymmetric carbon atom, as well as 
in the ester group of the selected 2-CN carboxylic acid deriva-
tives; and selectivity of modified  β- and γ-cyclodextrin 
phases was studied. A model set of 12 derivatives were sepa-
rated on four columns. The separation of enantiomers was 
evaluated in terms of the interactions of the alkyl substituents 
bonded to the stereogenic carbon (R1), as well as, to the ester 
group (R2) of studied derivatives. Similarly, the effect of 3-O-
alkyl chain length of 2,6-di-O-methyl-3-O-alkyl-β- and γ-
cyclodextrins was studied. It was proven that the variation of 
enantiomeric separation with temperature on a given cyclo-
dextrin capillary column depends both on the nature of alkyl 
groups bonded both to asymmetric carbon atom and in ester 
group. The temperature dependencies of retention factors, ln  
k versus 1/T,  was linear for both enantiomers of all studied 
derivatives on all considered cyclodextrin columns. However, 
the temperature dependencies of selectivity factors, ln α on 1/T, 
were non-linear. The thermodynamic data characterizing 
overall and enantioselective interactions and enthalpic-
entropic compensation were used to gain more insight into the 



(3)mechanistic aspects of enantioseparation on modified cyclo-
 dextrins. 


This work was supported by the Project VEGA no. 1/0827/08.
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Enantioselective chromatography still remains the most  
 important method for the chiral separation of pharmaceuticaly 
 and biologicaly important substances. Especially, chiral high-
 performance liquid chromatography (HPLC) with the variety 
 of columns and mobile phases can utilise a multitude of dif-
 ferent separation mechanisms. 


The macrocyclic glycopeptides belong to the preferred 
 group of chiral selectors that have been used as the efficient 
 chiral stationary phase in HPLC. The variety of their structure 
 and functionalities provide a unique range of interactions for 
 chiral recognition1. 


In the present study, teicoplanin-based chiral stationary 
 phase was used for the chiral analysis of cruciferous phy-
 toalexins. Phytoalexins are low molecular weight secondary 
 metabolites produced de novo by plants (family cruciferae) in 
 response to various types of stress, including microbial attack. 


These compounds are of great interest in their biological ac-
 tivity, including antimicrobial, antitumor and cancer chemo-
 protective properties2. Therefore it is important to investigate 
 synthesis of indole phytoalexins and their analogs as well as 
 the absolute configuration in connection with the biological 
 activity of the corresponding stereoisomers3. 


For direct chiral separation of some indole cruciferous 
 phytoalexins analogs a HPLC method with teicoplanin CSP 
 was developed. The normal phase mode proved to be most 
 effective for the chiral separation of the studied compounds. 


The conditions for the best resolution were found by selection 
 and variation of the mobile phase composition and the effect 
 of  analyte structure was observed. 


This work was supported by the Grant Agency of the Slovak 
 Republic, grant No. 1/4461/07 and by the Slovak Research 
 and Development Agency under the contract No. APVV-0514-
 06. 
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Po úspěšném zmapování celého lidského geonomu se 
 pozornost chemiků, biochemiků a biologů upřela směrem 
 k proteomu a proteomice. Celý lidský genom byl přečten 
 mnohem dříve, než se původě  předpokládalo, díky nesmírně 
 výkonné, separačně velmi účinné, snadno automatizovatelné 
 a dostatečně citlivé kapilární elektroforéze. Na základě těchto 
 zkušeností byly k charakterizaci a kompletnímu popisu prote-
 omu, a to nejen lidského, nasazeny též analytické separační 
 metody, jako je kapilární zónová (CZE) a kapilární gelová 
 elektroforéza (CGE), vhodné pro bílkoviny a peptidy. CZE je 
 účinná separační technika pro ionty lišící se dostatečně svými 
 elektroforetickými pohyblivostmi. Chceme-li však uspět 
 při separaci  směsí bílkovin či peptidů, které se mohou lišit 
 navzájem v rámci svých elektroforetických pohyblivostí zcela 
 nepatrně, je třeba postavit do cesty migrujícím iontům vhodné 
 separační prostředí, které bude diskriminovat ty větší, těžší 
 a nepravidelné, čímž je odliší od těch menších, lehčích a tva-
 rově pravidelných. Takovým vhodným separačním prostředím 
 pro bílkoviny a peptidy může být právě gel používaný v CGE. 


Kromě chemických gelů, jež jsou pevně zachyceny 
 v separační kapiláře a jež jsou velmi náchylné k nevratnému 
 poškození, lze s výhodou využít gelů fyzikálních, nazývaných 
 též propletenými polymery. Fyzikální gely lze jednoduše 
 připravit rozpouštěním pevného polymeru ve vhodném zá-
 kladním elektrolytu, lze je snadno naplnit do separační kapilá-
 ry a lze je velmi jednoduše vyměnit v separační kapiláře před 
 každou analýzou. Tato práce je zaměřena na porovnání CZE 
 a CGE s fyzikálními gely jako účinnými separačními nástroji 
 pro bílkoviny a peptidy, tedy klíčové látky v proteomice. 


Separační možnosti a účinnost CZE a CGE s fyzikálními gely 
byly hodnoceny na základě výsledků získaných s bílkovinami 
lišícími se svými Mr a pI, peptidy lišícími se svojí délkou 
a zastoupením jednotlivých aminokyselin, a peptidy pocháze-
jícími z hydrolytického štěpení bílkovin trypsinem. Získané 
výsledky ukázaly, že CGE skýtá větší separační možnosti 
a účinnosti pro biolátky v porovnání s prostou CZE, avšak 
nemusí být vždy tou lepší alternativou z hlediska citlivosti, 
účinnosti, reprodukovatelnosti a jednoduchosti provedení. Na 
CZE a CGE lze tedy pohlížet jako na komplementární vyso-
koúčinné separační nástroje, které mají nezastupitelné místo 



(4)v dnešní proteomice.  


  


TK a PC děkují za finanční podporu grantovému projektu 
 GA ČR 203/07/0392, ZB a JS děkují výzkumnému záměru 
 MŠMT MSM0021620857 a ET děkuje projektu Kontakt 
 ME895. 
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Kapilární elektroforéza (CE) patří k vysoce účinným 
 separačním technikám používaných v moderní chemii. Tato 
 technika je využívána jak pro separaci malých anorganických 
 iontů, tak pro separaci složitějších molekul jako jsou sachari-
 dy, proteiny, fragmenty nukleových kyselin a dokonce i pro 
 separace nanočástic, virů, bakterií a eukaryotických buněk. 


Poměrně netradiční využití CE bylo ukázáno v roce 
 2003, kdy skupina prof. D. W. Armstronga publikovala studii 
 životnosti býčích spermií pro inseminační účely právě pomocí 
 CE s LIF detekcí1. Cílem naší práce bylo studium podmínek 
 pro CE analýzu lidských spermií především pro účely forenz-
 ní analytiky, která se v této oblasti zabývá problémem odděle-
 ní mužských pohlavních buněk od poševního sekretu 
 v případě sexuálních zločinů pro získání DNA pachatele. CE 
 přináší do této oblasti nové možnosti, vyvinutou metodou za 
 použití elektrolytu obsahujícím Tris, citrát a fruktosu bylo 
 možné analyzovat spermie a zároveň je oddělit od ostatních 
 složek dávkovaného vzorku. 


Autoři děkují Ministerstvu školství, mládeže a tělovýchovy 
 (Výzkumný záměr číslo MSM6198959216 a Program Kontakt 
 ME 895) za finanční podporu práce. OR a JP děkují projektu 
 Badatel (STM-Morava 2E06029) za poskytnutou podporu. 
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CHKO Litovelské Pomoraví patří k nejvýznamnějším 
 chráněným územím Olomouckého kraje. Jádro CHKO 
 a současně hlavní přírodovědný fenomén oblasti tvoří vnitro-
 zemská říční delta, vytvářená přirozeným meandrováním toku 
 řeky Moravy a větvením do mnoha ramen a tůní. Jedná se 
 o unikátní lokalitu s mnoha zajímavými živočichy a rostlina-
 mi. 


V této studii byl sledován obsah polycykliclých aroma-
 tických uhlovodíků (16 PAU dle US EPA 610) jednak 
 v sedimentech samotné řeky Moravy na vstupu a výstupu 
 z jižní části CHKO mezi Litovlí a Olomoucí a také v sedi-
 mentech významných přítoků v samotné jiižní části CHKO. 


Pro izolaci a prekoncentraci PAU byla použita soxhleto-
 va extrakce a vysokotlaká extrakce rozpouštědlem (PSE). 


Analýza analytů byla provedena plynovou chromatografií 
 s hmotnostním detektorem v SIM modu z důvodu zvýšení 
 citlivosti metody. 


Limity detekce (LOD) se pohybovaly v rozmezí 0,02 až 
 0,2 ppm  a limity kvantifikace (LOQ) byly 0,1–0,4 ppm. 


Byl stanoven obsah vybraných 16 PAU a zhodnocen vliv 
 řeky Moravy na celkovou akumulaci těchto sloučenin 
 v sedimentech řeky Moravy v CHKO Litovelské Pomoraví. 


Tato práce vznikla za podpory MŠMT ČR (grant MSM 
 6198959216) a Národního programu výzkumu II (projekt 
 č. 2B060101). 
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Iontové kapaliny jsou perspektivními látkami pro základ-
 ní i aplikovaný výzkum díky svým výborným vlastnostem: 


nulová tenze par, vysoká tepelná stabilita (až do 400 °C) 
a nízká  toxicita1. Také jejich výborné elektrochemické vlast-
nosti umožňují jejich použití nejen v lithno-iontových bateri-
ích2,3, ale také v elektrochemických senzorech plynů. Součas-
ný výzkum je zaměřen na vývoj nových kompozitních materi-
álů polymer-iontová kapalina pro elektrochemický senzor 
NO2. Zde bude tento materiál sloužit jako elektrolyt a zároveň 



(5)jako matrice pro dispergované částice indikační elektrody 
 (Au, Pt, retikulovaný skelný uhlík).  


Vzhledem ke značně odlišné polaritě polymeru a iontové 
 kapaliny byly použity více polární monomery s -OH nebo 
 (CH2CH2O)n skupinou v molekule a hydrofobní iontové kapa-
 liny na bázi 1-methylimidazolu. Příslušné polymerní elektro-
 lyty byly připraveny přímou, tepelně iniciovanou radikálovou 
 polymerizací výchozí směsi monomeru, iontové kapaliny 
 a iniciátoru polymerizace (2,2’-azobis(isobutyro-nitril). Elek-
 trochemická charakterizace připravených elektro-lytů byla 
 provedena na potenciostatu PGSTAT 30 (Eco Chemie, Ho-
 landsko). 


Jako nejvhodnější pro další výzkum byl vybrán elektro-
 lyt polyethylenglykol methylether methakrylát (PEGMEMA) 


− hexafluorofosforečnan 1-butyl-3-methylimidazolia (BMIPF6), 
 u kterých vzorky vykazují dobré mechanické vlastnosti. Impe-
 danční měření ukázalo přijatelnou iontovou vodivost 2,4⋅10−4
 S cm−1 při 20 °C u vzorku PEGMEMA-BMIPF6


43 : 57 mol.%.  Voltametrická  měření na platinové elektrodě 
 ukázala široké potenciálové okno od −2,3 do 2,5 V vs. Cd-
 Cd2+. Výše popsané elektrolyty budou nyní testovány ve 
 vlastním elektrochemickém senzoru vyvinutém během před-
 chozího výzkumu4,5. 


Tato práce vznikla za podpory Akademie věd ČR 


(AV0Z40320502), MŠMT ČR (LC523 a MSM0021620857) 
 a Grantové agentury AV ČR (B400320701). 
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Součástí hledání a rozšiřování možností studia, diagnos-
 tiky a analýzy eko- a bioaktivních látek1,2 je i užití nově navr-
 žených3−7 konstrukcí, pracovních režimů či funkčních módů 
 elektrod zejména na bázi rtuti, amalgam, past, inkoustů, gelů 
 a dalších pevných nebo rheologicky vhodných materiálů. 


Příkladem toho jsou elektrody se širokým rozsahem funkč-
 ních parametrů ve formě kapek, menisků, disků, válečku, 


vrstviček apod., ve velikostech obvyklých, mini-, semimikro-, 
 mikro- až nanoobjemů, zahrnujících kapilární, skleněná či 
 plastová podle potřeby i vyměnitelná ústí na bázi rtuti, amal-
 gam kompozitů  či kompozitních amalgam, past apod., 
 v módech jako jsou HMDE, SMDE, DME, menisky, po stup-
 ních rostoucí, kompresně-expanzní a jiné průběhy, s orientací 
 ústí dolů nebo nahoru, s využitím specifické elektrochemické 
 předúpravy či jiné modifikace atp. Jde o dostupné elektrody 
 (senzory, přinášející v oblasti měření i diagnostiky stávající 
 i nové možnosti. 


Tato práce vznikla za podpory grantu MŠMT ČR (VZ 
 0021627502-UPa a LC06035). 
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Opakované užívání elektrod pro citlivá elektrochemická 
(zejm. elektroanalytická) měření si žádá průběžné obnovování 
jejich povrchu1−3. U rtuťových kapkových elektrod se dosud 
osvědčilo např. mechanické obnovení kapky4,5. Snaha mini-
malizovat spotřebu rtuti, miniaturizovat rozměry elektrody 
a dále automatizovat měření vedla k pokusu alespoň do znač-
Obr. 1. Příklady pracovních schémat 



(6)né míry nahradit mechanické obnovení povrchu jeho elektro-
 chemickým čištěním či obnovováním. Využívá se při tom 
 poznatku, že lze při vhodně zvolených (nalezených) potenciá-
 lech, polarizačních režimech a dalších experimentálních pod-
 mínkách posílit žádané elektrochemické procesy a potlačit 
 děje nežádoucí. Tak např. platí, že bez přítomnosti povrchově 
 aktivní látky PAL v roztoku a v přítomnosti PAL lze pro po-
 vrchové napětí elektrody psát: 


kde γ, q, E, Γ a µ značí povrchové napětí, hustotu náboje, 
 potenciál, povrchovou koncentraci a chemický potenciál. 


Změny E, q nebo dalších veličin vyvolávají tedy žádoucí změ-
 ny ΓPAL. Experimenty provedené zatím s vybranými anorga-
 nickými a více méně reverzibilně adsorptivními organickými 
 depolarizátory či látkami ukázaly, že kombinace občasného 
 mechanického a pravidelného elektrochemického obnovování 
 uvedených elektrod může být v praxi dobře využitelná. 


V rámci dalšího studia možností využití popsaných experi-
 mentálních režimů probíhají nebo budou provedena měření 
 i v systémech  obsahujících  silně adsorptivní, katalyticky, 
 chemisorpčně či jinak aktivní látky. 


Tato práce vznikla za podpory grantu MŠMT ČR (VZ 
 0021627502-UPa a LC06035). 
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Uhlíkové nanotrubičky objevené v roce 1991 (cit.1)před-
 stavují nový typ uhlíkového materiálu s jedinečnými struktur-
 ními, geometrickými, mechanickými i chemickými vlastnost-
 mi2. Jde o grafitový list stočený do trubičky. Podle počtu sto-
 čených listů se nanotrubičky dělí do dvou skupin. SWNT 
 (z ang. single-wall nanotube) tvořené jedním listem a MWNT 
 (z angl. multi-wall nanotube), které obsahují několik listů 
 o různém průměru, z nichž nejmenší je 2,2 nm (cit.1). Pro 


schopnost chovat se jako kovy či polovodiče jsou nanotrubič-
 ky využívány jako biosenzory2, např. ve formě uhlíkových 
 pastových eletkrod3−6.  


Uhlíková pastová elektroda modifikovaná 10, 20 nebo 
 30 % (m/m) SWNT byla použita pro voltametrické stanovení 
 adrenalinu a získané výsledky byly porovnány s čistou uhlíko-
 vou pastovou elektrodou. Nanotrubičky byly přečištěny pro-
 mýváním v 2,2 M kyselině dusičné podle dříve popsaného 
 postupu7. Pro přípravu pasty byly nejprve nanotrubičky pro-
 míchány s uhlíkovým práškem a ke směsi byl přidán minerál-
 ní olej. Měřeno bylo technikou DPV v prostředí Brittonova-
 Robinsonova pufru. Nejprve byl studován vliv pH na volta-
 metrické chování adrenalinu a ve vybraném prostředí pH 6 
 byly měřeny kalibrační závislosti adrenalinu. Metodou AdS 
 DPV byla testována také schopnost nanotrubiček ovlivnit 
 akumulaci adrenalinu na uhlíkovou pastovou elektrodu.  


Přidávání nanotrubiček do uhlíkové pasty vedlo ke zvý-
 šení citlivosti metody pro stanovení adrenalinu a k akumulaci 
 adrenalinu na povrch uhlíkové pastové elektrody. Na čistou 
 uhlíkovou pastovou elektrodu se adrenalin neakumuluje.  


Práce byla finančně podporována Grantovou agenturou Uni-
 verzity Karlovy (projekt 34607/2007/B) a Ministerstvem škol-
 ství, mládeže a tělovýchovy ČR (projekty LC 06035 a MSM 
 0021620857). 
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V současné době roste poptávka po citlivých 
 a spolehlivých metodách stanovení stopových množství látek, 
 které znečišťují životní prostředí. Jednou z důležitých cest 
 pronikání biologicky aktivních organických látek do prostředí 
 je chemická ochrana užívaná v zemědělství. Z milionů tun 
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(7)chemických přípravků, které jsou v zemědělství ročně apliko-
 vány, se méně než 5 % dostane do kontaktu s cílovými orga-
 nismy1.  


Jednou z látek využívaných v zemědělství je Dinoseb 
 (2-(1-methylpropyl)-4,6-dinitro-fenol), herbicid používaný při 
 pěstování zeleniny, ovoce a citrusových plodů pro selektivní 
 kontrolu trav a širokolistých plevelů. Je také používán jako 
 insekticid při pěstování vína a jako sušící činidlo obilnin.


Dinoseb má ve své struktuře dvě snadno redukovatelné nit-
 roskupiny na aromatickém jádře a také hydroxy skupinu, 
 kterou je možné elektrochemicky oxidovat, tudíž lze k jeho 
 stanovení s výhodou využít moderní polarografické2
 a voltametrické techniky3.  


Při sledování redukčních dějů se nejčastěji používá rtu-
 ťová kapková elektroda, ale manipulace se rtutí vyžaduje 
 zvýšené nároky na bezpečnost práce vzhledem k její toxicitě. 


Slibnou alternativou se jeví netoxické tuhé stříbrné amalgá-
 mové elektrody, připravené ze směsi stříbrného prášku a rtuti. 


Při hledání optimální podmínek byl sledován vliv pH 
 a složení základního roztoku. Pro stanovení stopových kon-
 centrací Dinosebu byla využita i adsorpční rozpouštěcí volta-
 metrie. Pro sledování oxidačních dějů byla použita uhlíková 
 pastová elektroda připravená ze směsi uhlíkového prášku 
 a minerálního  oleje.  Sledování koncentrace Dinosebu 
 v oxidační části potenciálového okna je možné i v přítomnosti 
 kyslíku, který neruší stanovení.  


Další zajímavou novinkou pro sledování oxidačních 
 i redukčních dějů jsou elektrody na bázi bórem dopovaného 
 diamantového filmu. Potenciálové okno u tohoto typu elek-
 trod je relativně velké (až 3,5 V) a umožnilo stanovit Dinoseb 
 na základě jeho oxidace i redukce na jediném elektrodovém 
 povrchu. 


Tento výzkum byl finančně podporován MŠMT ČR (projekty 
 LC 06035 a MSM 0021620857). 


LITERATURA 


  1.   Kazda  J.: Chemická ochrana rostlin a předpisy. ČZU, 
 Praha 2005. 


  2.   Polák J.: Chem. Listy 77, 306 (1983). 


  3.  Pedrero M., de Villena F. J. M., Pingarron J. M., Polo L. 


M.: Electroanalysis 3, 419 (1991). 


3P-15 


MOŽNOSTI VYUŽITÍ AMALGÁMOVÝCH  
 ELEKTROD PRO STANOVENÍ  


PROTINÁDOROVÝCH LÉČIV ZE SKUPINY  
 N-NITROSOMOČOVIN 


KAROLINA PECKOVÁa*, LUCIE VRZALOVÁa,  
 VLADIMÍR BENCKOb a JIŘÍ BAREKa  


a Univerzita Karlova v Praze, Přírodovědecká fakulta, Kated-
 ra analytické chemie, UNESCO Laboratoř elektrochemie 
 životního prostředí, Albertov 2030, 128 43 Praha 2, b 1. LF 
 UK & VFN, Ústav hygieny a epidemilogie, Studničkova 7, 
 128 00 Praha 2 


kpeckova@natur.cuni.cz 


Protinádorová léčiva ze skupiny N-nitrosomočovin se 
 využívají při léčbě mozkových a jiných nádorů1. Analytické 


metody stanovení těchto látek jsou používány při farmakoki-
 netických studiích, dále při stanovení těchto látek ve farma-
 ceutických přípravcích a testování jejich stability či při moni-
 torování jejich obsahu v klinických odpadních materiálech2.  


Elektroanalýza těchto látek je založena na elektroche-
 mické redukci N-nitroso skupiny, jak bylo v minulosti proká-
 záno pro rtuťové elektrody3. V této studii jsme se zaměřili na 
 využití stříbrné tuhé amalgámové elektrody jako stále rozšíře-
 nější netoxické alternativy ke rtuťovým elektrodám4 pro sta-
 novení carmustinu (BCNU) a lomustinu (CCNU), které patří 
 v klinické praxi mezi stále používané       N-nitrosomočoviny. 


K voltametrickému stanovení látek byla použita metoda DC 
 voltametrie a diferenční pulsní voltametrie, jednostupňová 
 redukce obou látek ve smíšeném vodně-methanolickém (9:1) 
 či vodném prostředí (Ph 2,0−10,0) probíhá při zápornějších 
 potenciálech (∆ ~300 mV) než na rtuťových elektrodách. 


Kalibrační závislosti BCNU naměřené v Brittonově-
 Robinsonově pufru (pH 7,0) a CCNU naměřené v 0,05 mol l–1
 octanovém pufru (pH 4,0) jsou lineární v rozsahu (2−100)⋅10–6 
 mol l–1, dosažené meze stanovitelnosti se pro oba analyty 
 a zmíněné voltametrické techniky pohybují v rozmezí (2−6)⋅


10–6 mol l–1. 


Dále byla pro stanovení modelových analytů ověřena 
 možnost použít indikační stříbrnou tuhou amalgámovou elek-
 trodu v ampérometrické detekční cele ve „wall-jet“ uspořádá-
 ní pro průtokovou injekční analýzu. 


K. P. děkuje za finanční podporu Grantové agentuře České 
 republiky (grant 203/07/P261), výzkum byl dále podporován 
 MŠMT ČR (projekty LC 06035 a MSM 0021620857). 
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Emise benzínových a dieselových motorů  přispívají 
 velkou měrou ke stálému znečišťování životního prostředí. 


Jistá část výfukových plynů je tvořena nitrovanými polycyk-



(8)lickými aromatickými uhlovodíky, které patří mezi látky při-
 spívající ke zvýšenému výskytu onemocnění rakovinou1. 
 Proto neustále roste potřeba mimořádně citlivých 
 a selektivních metod stanovení těchto látek. 


Studovaná látka 2-nitro-9-fluorenon (2-NFN), známá 
 jako prokázaná mutagenní složka výfukových plynů1, byla 
 stanovována na meniskem modifikované stříbrné pevné amal-
 gamové elektrodě2 (m-AgSAE) – netoxické alternativě 
 k tradičním rtuťovým elektrodám. Optimální podmínky pro 
 stanovení 2-NFN byly zkoumány ve vodně-methanolickém 
 prostředí pufrovaném Brittonovým-Robinsonovým pufrem. 


Pro stanovení co nejnižších koncentrací 2-NFN byly zvoleny 
 voltametrické techniky DC voltametrie (DCV) na m-AgSAE 
 a diferenční pulsní voltametrie (DPV) na m-AgSAE. Promě-
 řena byla závislost elektrochemického chování 2-NFN na pH 
 a při optimálních podmínkách byly proměřeny kalibrační 
 závislosti; mez stanovitelnosti je řádově 10−6 mol L−1 pro 
 metodu DCV na m-AgSAE a 10−7 mol L−1 pro metodu DPV 
 na m-AgSAE. Získané výsledky byly porovnány s výsledky 
 předchozích stanovení 2-NFN na rtuťových elektrodách3. 
 Dále byl učiněn pokus o zvýšení citlivosti stanovení 2-NFN 
 použitím techniky adsorpční rozpouštěcí voltametrie na m-
 AgSAE. Za pomoci cyklické voltametrie byl zkoumán cha-
 rakter elektrochemických přeměn studované látky při redukč-
 ních procesech na m-AgSAE. 


Tato práce byla finančně podpořena MŠMT ČR (projekty 
 LC 06035 a MSM 0021620857) a GA UK (projekt 6107/2007/


B-Ch/PrF). 
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5-Nitrobenzimidazol (5-NBIA) je genotoxický derivát 
 nitrovaných heterocyklických aromatických sloučenin, jejichž 
 přítomnost  může mít negativní dopad na zdravý vývoj orga-
 nismů. Výskyt této láky lze očekávat v úzkém spojení 
 s chemickými procesy probíhajícími při spalování fosilních 
 paliv1. 5-NBIA, látka v minulosti užívaná a polarograficky 
 stanovovaná jako součást roztoku ustalovače pro barevné 
 fotografie2, je dnes prokázaným karcinogenem a mutagenem3. 


Ke stanovení látky bylo využito metod DC voltametrie 
 (DCV) a DP voltametrie (DPV) na visící rtuťové kapkové 
 elektrodě (HMDE) a uhlíkové pastové elektrodě (CPE) 
 v prostředí Brittonova-Robinsonova pufru. 


Jako další metoda byla použita cyklická voltametrie 
 (CV), která sloužila především k objasnění mechanismu elek-
 trodové reakce a její reversibility či irreversibility. Pro stano-
 vení počtu vyměněných elektronů byla také použita coulomat-
 rie na rtuťovém dně, která potvrdila výsledky z CV. 


Optimální podmínky a mechanismus zjištěných lineár-
 ních kalibračních závislostí jsou uvedeny v tabulce I. 


Tato práce vznikla za podpory  grantu MŠMT ČR 62808 
 (projekty LC 06035 a MSM 0021620857) a GA UK (projekt 
 6107/2007/B-Ch/PrF). 


LITERATURA 


  1.  Barek  J.,  Cvačka J., Muck A., Quaiserová V., Zima J.: 


Electroanalysis 13, 779 (2001). 


  2.  Canterford D. R.: J. Photogr. Sci. 26, 65 (1978).  


  3.  Rosenkranz H. S., Karol M. H.: Mutat. Res. 431, 81 
 (1999). 


Elektroda / 
 technika 


medium 
 BR pufr 


koncentrační 
 rozmezí 
 [mol L-1] 


směrnice 
 [nA mol-1 L] 


úsek 
 [nA] 


korelační 
 koeficient 


limit  quantifikace
 [mol L-1] 


DCV / HMDmE  pH 4.0  (2 – 10)×10-7 1.69×107 -0.2 0.9977 3.5×10-7


DPV / HMDmE  pH 5.0  (2 – 10)×10-8 6.57×107 -4.1 0.9858 2.7×10-8


DCV / CPE  pH 3.0  (2 – 10)×10-5 4.07×107 -114.2 0.9981 3.0×10-5 


DPV / CPE  pH 3.0  (2 – 10)×10-6 5.40×107 +1.3 0.9979 3.5×10-6


Tabulka I 


Parametry kalibračních závislostí pro voltametrická stanovení 5-nitrobenzimidazolu  
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V posledních letech roste uplatnění borem dopovaného 
 diamantového (BDD) filmu jako elektrodového materiálu. 


Mezi jeho výhodné vlastnosti patří mechanická i chemická 
 stabilita, široké potenciálové okno, malá náchylnost 
 k pasivaci, nízký zbytkový proud a nízká adsorpce látek na 
 jeho povrchu1. BDD filmové elektrody jsou vhodným elektro-
 chemickým detektorem pro HPLC2.  


Zdrojem nitrofenolů v životním prostředí jsou produkty 
 degradace pesticidů, zplodiny automobilů a průmyslové od-
 padní vody z výroby herbicidů, pesticidů, barviv 
 a rozpouštědel. Podle US Environmental Protection Agency 
 (US EPA) patří nitrofenoly mezi přední polutanty a je u nich 
 prokázána či předpokládána karcinogenita a mutagenita3. 
 Směs tří nitrofenolů (2-nitrofenol, 4-nitrofenol a 2,4-di-
 nitrofenol) je v zemědělství používána jako stimulátor růstu4. 
 Nitrofenoly jsou vhodnými modelovými látkami při studiu 
 nitrovaných výbušnin5. 


Příspěvek se zabývá nalezením vhodných podmínek pro 
 stanovení nitrofenolů pomocí HPLC s elektrochemickou de-
 tekcí na BDD elektrodě a jejich stanovením v porovnání se 
 vsádkovými metodami. 


Tato práce byla finančně podporována Ministerstvem škol-
 ství, mládeže a tělovýchovy (projekt LC 06035 a MSM 
 0021620857), grantem NATO (CBP.EAP.CLG.982972) 
 a Grantovou agenturou Univerzity Karlovy (GA UK 
 6107/2007/B-Ch/PrF). 
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Ťažké kovy patria medzi základné skupiny znečisťujú-
 cich látok, ktoré veľmi závažne poškodzujú ľudské zdravie 
 a životné prostredie. Preto je potrebné stále vyvíjať rôzne 
 analytické metódy na ich stanovenie s čo najnižšími hranica-
 mi detekcie.  


Voltampérometrické techniky ako diferenčná pulzná 
 voltampérometria, anodická alebo katodická stripping voltam-
 pérometria umožňujú presné a súčasné stanovenie prvkov 
 v stopových množstvách. Diferenčnou pulznou voltampéro-
 metroiu je možné pomerne jednoduché a citlivé súčasné sta-
 novenie olova, kadmia a medi použitím octanového tlmivého 
 roztoku1. 


Uhlíkové nanorúrky sa použili na modifikáciu rôznych 
 konvenčných elektródových povrchov, z ktorých bola zatiaľ 
 najviac opísaná elektróda zo sklovitého uhlíka2. 


Elektródy modifikované uhlíkovými nanorúrkami boli 
 úspešne použité pri voltampérometrickom stanovení napr. 


Sudánu I – azofarbiva pužívaného v chilli alebo kari prášku3. 
 Hranica detekcie bola po optimalizácii podmienok 2⋅10−7 
 mol dm−3.  


Modifikácia elektródy zo sklovitého uhlíka kompozit-
 ným materiálom Nafionu a uhlíkových nanorúrok bola použi-
 tá pri elektrochemickom stanovení Pb2+ vo vzorkách vody4.  


Cieľom tejto práce je porovnanie možnosti stanovenia 
 vybraných analytov klasickými voltampérometrickými metó-
 dami použitím ortuťovej kvapkovej elektródy a elektród mo-
 difikovaných uhlíkovými nanorúrkami.        


Príspevok vznikol s podporou agentúry APVV- grant č. 20-
 009404 a grantovej úlohy VEGA 1/0459/08. 
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Hmotnostná spektrometria sekundárnych iónov 
 (Secondary Ion Mass Spectrometry, SIMS) je metóda na ana-
 lýzu chemického zloženia rôznych typov povrchov, s vysokou 
 citlivosťou s hodnotou až do ppb1.  


Metóda SIMS je založená na bombardovaní povrchu 
 vzorky iónmi s energiou 25 keV. Výsledkom je emisia ató-
 mov, molekúl a klastrov z povrchu. Pre SIMS analýzu sú 
 dôležité ionizované častice − sekundárne ióny, ktoré sú analy-
 zované na základe doby letu (Time of Flight,ToF). Množstvo 
 sekundárnych iónov, ktoré je vyrazené z povrchu − iónový 
 výťažok, závisí na chemickom prostredí − matrici. Tento 
 matricový efekt predstavuje množstvo prekážok pri kvantifi-
 kácii SIMS analýz, ale vytvára aj možnosť zvyšovania ióno-
 vých výťažkov prostredníctvom modifikácie chemického 
 prostredia2.  


Výskum matricového efektu bol zameraný na aplikáciu 
 a možné využitie vysoko stabilnej zlúčeniny fulerénu 
 a uhlíkových nanorúrok, ako vrstiev efektívne transportujú-
 cich energiu v procese tvorby kolíznej kaskády pri SIMS 
 analýze vysokohmotnostného oligosacharidu β-cyklodextrínu. 


Prítomnosť vrstiev fulerénu zabezpečila pozitívnu modifiká-
 ciu chemického prostredia, došlo k výraznénu zvýšeniu ióno-
 vého výťažku analyzovaného β-cyklodextrínu, bolo pozoro-
 vané aj značné zníženie fragmentácie emitovaných častíc. 


Teóriu funkčných vrstiev podporili aj merania SEM a AFM, 
 kde sa potvrdilo štruktúrne usporiadanie molekúl na povrchu, 
 čo je jeden z faktorov, ktoré zodpovedajú za spôsob transpor-
 tu energie v bulku vzorky. 


Moderné prístupy k riešeniu problémov matricového 
 efektu v SIMS formou modifikácie chemického prostredia 
 predstavujú nový pohľad na uplatnenie SIMS ako nového 
 snímacieho nástroja, predovšetkým v oblasti biológie 
 a medicíny, kde možno pozorovať vzrastajúci záujem 
 o skúmanie priestorového usporiadania biomolekúl priamo na 
 biologických tkanivách. 


Táto práca vznikla za podpory grantov VEGA 1/2447/05, 
 APVT-20-029804 a APVV-0491-07. 
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Study of uranyl speciation in the presence of humic acid 
 (HA) by TRLFS has been based on extremely short fluores-
 cence lifetime of uranyl-HA complex, which cannot be ob-
 served by ordinary TRLFS systems.This enables to determine 
 the degree of complexation of U(VI) by the apparently nonlu-
 minescent ligand using the static quenching effect, i.e., forma-
 tion of the UO2-HA complex causes a decrease in the fluores-
 cence emission signal without change in its lifetime1,2.  


Using TRLFS,U(VI) fluorescence in slightly acidic solu-
 tion in the presence of HA Aldrich was measured in the de-
 pendence on uranium concentration. For the experiment 
 evaluation,a calibration curve constructed from the depend-
 ence of UO22+ fluorescence intensity on its concentration in 
 solution without HA was used similarly to Czerwinski et al.2. 
 The extent of interaction of U(VI) with HA was determined 
 from the emission signal of uncomplexed UO22+   in the depend-
 ence     on the total uranium concentration (10−6–10−5 mol l−1) at 
 a constant HA concentration (20 mg l−1) and pH (3,2±0,15). 


The system containing no other complexing agent be-
 sides HA is relatively simple. The only  luminiscent uranyl 
 forms in the solution are OU22+ and products of its hydrolysis, 
 restricted to UO2 OH+ in the sufficiently acidic medium 
 (pH<4). Evaluation of the uranyl fluorescence decay curves 
 within pH range of about 1−4 revealed two species with sig-
 nificantly different lifetimes of 1.4 µs (UO22+) and 66 µs 
 (UO2OH+). Deconvolution of the fluorescence spektra pro-
 vided as well two species with the emission bands at 471, 
 488, 509,533, 559 nm (UO2OH+ ). Although UO2  OH+     rep-
 resent minor species in the slighly acidit solution, its intensive 
 fluorescence is observed from pH>1, and at pH>3 represents 
 a major component in the spektrum. 


   


This research has been supported by MŠMT grant No.MSM 
 6840770020 and by RAWRA. 
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Europium je často využíváno jako model štěpných pro-
 duktů ze skupiny lanthanoidů a zároveň minoritních aktinoidů 
 (Am, Cm). Kyselina glykolová je součástí moderních dekon-
 taminačních roztoků a je rovněž navrhována jako komplexo-
 tvorné činidlo při přepracování vyhořelého jaderného paliva. 


Protože komplexy Eu s kyselinou glykolovou vykazují dobré 
 fluorescenční vlastnosti, byla pro jejich studium zvolena me-
 toda TRLFS (Time-resolved Laser Fluorescence Spectrospy). 


Byly provedeny dvě série experimentů. V 1. sérii byla měřena 
 fluorescenční spektra komplexů v roztocích s různou koncent-
 rací kyseliny glykolové, která se pohybovala v rozsahu od 
 0,01 do 0,5 mol l–1,      v prostředí 10−3 M Eu + 0,1 M NaClO4
 při pH 3. Ve druhé sérii byl studován vliv pH na tvorbu kom-
 plexů v rozsahu pH 2–12 v prostředí 10−3 M Eu + 
 2 M NaClO4 + 1 M kyselina glykolová. Byla zaznamenávána 
 fluorescenční spektra jednotlivých vzorků a doba fluorescence 
 vzniklých komplexů. Z naměřených dat byly stanoveny rov-
 novážné konstanty stability komplexů a získané výsledky 
 byly porovnány s publikovanými údaji1.  


Tato práce vznikla za podpory grantu MSM 6840770020. 
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Currently, we understand coal to be also a source of 
 valuable carbochemical compounds. Some authors have sug-
 gested the options of „a direct transformation“of coal to some 
 suitable form of carbon. We can put forward investigations of 
 Prof Marsh, especially his publications1, as well as his princi-
 pal works. Another reason is represented by the fact that coal 
 tar, as an aromatic raw product, contains not only hydrocar-
 bons but also a remarkable amount of oxygen, nitrogen, and 
 sulphurous compounds2. It also contains substances produced 
 by processing of distillation fractions and tars. These are often 


subject of thermal and atmosphere oxygen exposure; at which 
 point a kind of a polycondensation reaction of particular com-
 pounds takes place. This represents another reason for the 
 investigation of transformation processes at tempering of tar 
 products3.  


This project investigated effect of final temperature on 
 coal tar mesophase properties. A precursor coal tar pitch was 
 brought into a temperature range of 450−490 °C with heating 
 rate  0,7 °C min−1  inside of aluminium calottes. Obtained 
 mesophase was investigated by microscopy, thermal analysis 
 and infrared spectroscopy.  


Microscopy analysis indicated different rate in anisot-
 ropy as well as different anisotropic texture occurrence. Ther-
 mal analysis implied that best structure had appeared at sam-
 ples with the highest temperatures of oxidation velocity. In-
 frared spectra of more or less heated samples show apprecia-
 ble differences in the CH stretching region. IR spectra of the 
 samples heated at lower temperature displey more intensive 
 bands in the 3000–2800 cm−1 region, where the CH stretching 
 vibrations of aliphatic hydrocarbons occur.In contrast, the 
 higher intensities of absorption bands at 3400–3000 cm−1, 
 corresponding to C-H stretching vibrations of aromatic hydro-
 carbons, were observed in IR spectra of samples heated at 
 higher temperature.   


The resultant data from microscopy analysis, thermal 
 analysis and infrared spectroscopy well corresponded to-
 gether. A more detailed evaluation including screening and 
 RTG analysis will be subject of further investigation. 


This project has been supported by CEZ: AV0Z30860518. 
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Due to the increasing demand for polysaccharide materi-
als of new and/or improved functional properties, tailored 
chemical modification has been the most investigated. FTIR 
spectroscopy is a very useful tool for monitoring the modifi-
cation process. In the recent years it became of importance 
also in direct quantification of various functional groups in 



(12)polysaccharides, such as of carboxyl, acetyl, acyl and amide 
 groups1−4. The techniques are usually based on calibration 
 curves, constructed either with low molar mass standards 
 containing the corresponding functional groups studied or by 
 mixing of unmodified polysaccharide with well defined de-
 rivatives of the same polysaccharide. Calibration can be also 
 achieved with the help of other techniques, such as chemical 
 methods or the time-consuming NMR spectroscopy. Problems 
 occur at very low degrees of substitution or in cases, when 
 similar functional groups are native to the parent polysaccha-
 ride or different functional groups are simultaneously intro-
 duced.  


The aim of the present study was to evaluate the applica-
 bility of FT-IR spectroscopy in characterization fatty acid 
 esters of various polysaccharide types from the viewpoint of 
 qualitative and semi-quantitative analysis. For this purposes, 
 series of:  


(i) fatty acid derivatives of hydroxyethylcellulose (HEC) and 
 carboxymethylstarch (CMS),  


(ii) octenyl succinates of  CMS and  


(iii) C4- and C12-alkyl amides of citrus pectate and methoxy-
 lated citrus pectin (DE 89 and 60%) were characterized by 
 changes in the regions of ester carbonyl, carboxylate, OH 
 stretching, and amide vibrations, and the FT-IR results were 
 discussed in terms of their mutual relations. 
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Humic acids are known as compounds which bind heavy 
 metals and besides fulvic acids as the next class of humic 
 substances they can positively influence the quality of humus. 


The aim of present work was to investigate differences in 
 fluorescence spectral characteristics between lignite humic 
 substances. 


Fluorescence spectroscopy (Total luminescence spectra 


= TLS, excitation spectra, emission spectra and synchronous 
 fluorescence spectra = SFS) can be used for characterization 
 of humic substances. These mixtures (humic acids = HA, 
 fulvic acids = FA) contain aromatic moieties like phenolic 
 groups, coumarins etc. Total luminescence spectra (1,2,3) can 


be displayed in two ways: 3D spectra or contour plot dia-
 grams.   


Lignite humic acids were isolated from lignite (locality 
 of Mikulčice, South Moravia of Czech Republic) by alkaline 
 extraction. Lignite sodium humate (HU) was prepared from 
 lignite humic acid solution by titration with HCl solution        
 to  pH 7, dialyzed and freeze-dried. Sample of humic acid was 
 prepared by dissolving HA in 0,5 M-NaOH at pH 13 and 
 sodium humate solution by dissolving HU in MiliQ water at 
 pH 7. Concentration of the samples was 50 mg l−1. Fluores-
 cence measurements were done on spectrofluorimeter Aminco 
 Bowman, Series2 at temperature 20 ºC.  


TLS spectra were corrected at 900 V. Range of excita-
 tion was set to 300−500 nm,  430−525 nm and for emission 
 from 300 to 600 nm, 370−470. Slits of both monochromators 
 were 4 nm. Step of scanning was set to 1 nm. Contour plots 
 were generated using Origin 6.1. software. 


Fluorescence spectra of lignite humic acid and sodium 
 humate are different. TLS-contour plot of lignite HA exhib-
 ited three peaks at λex./λem.=448/506, 395/490 nm, 
 355/458 nm. TLS of lignite humate contains three peaks at 
 450/504, 420/491 and 359/470 nm. From examining the peak 
 positions we can tell that spectra of humate have higher rela-
 tive intensity of fluorescence and third peak is shifted to the 
 longer wavelength. In accordance with literature, fluorophores 
 of lignite samples emit at wavelengths that Leonardite humic 
 acid standard (IHSS).  


This project was supported with help of GA ČR 103/05/D135. 
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The specificity of extractive separation, preconcentration 
and spectrophotometric determination of platinum in the form 
of ion associate (IA) with tiokyanate ions and the basic poly-
methine dye Astra Phloxine FF from aqueous and aqueous-
organic media was studied. An introduction of the water-
soluble donor-active organic solution, DAS substantially in-
creases the extraction of IA and suppresses simultaneously 
that of the ordinary dye salts. Toluene (amyl acetate) was 
used as extractant for further experiments due to its lower 
toxicity. The concentration of DAS necessary for reaction the 
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