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1. Uvod

PouZivanie pesticidov v modernom pol'nohospodar-
stve je bezna prax zabezpecujuca ochranu rastlin, Grody,
zvySovanie vynosnosti pol'nohospodérskej pody a kvality
pol'nohospodarskych produktov. Na druhej strane su zna-
me nepriaznivé ucinky pesticidov na Zivotné prostredie,
zivocichy a ¢loveka, ¢o vyustilo do potreby sledovania ich
pouzivania a kontroly rezidui pesticidov a ich metabolitov
v pol'nohospodarskych produktoch.

Zlozitost’ problematiky analyzy rezidui pesticidov
vyplyva zrdéznorodosti ich fyzikalno-chemickych vlast-
nosti, stopovej az ultrastopovej koncentracie a zrdzno-
rodosti potravinovych matric. V minulosti bolo publikova-
nych mnoho metéd na stanovenie rezidui pesticidov
a niektoré z nich su zavedené v normach (napr. Slovenska
technickd norma, ktord je totoznd s eurépskou normou
STN EN 12393 — Beztukové potraviny, Mulitrezidudlne
metody na stanovenie rezidui pesticidov plynovou chroma-

tografiou alebo STN EN 1528 — Tukové potraviny, Stano-
venie pesticidov a polychlorovanych bifenylov (PCB)).
Maximélne rezidudlne limity definované jednotlivymi
Statmi a medzinarodnymi organizaciami sa postupne spris-
fuja, napr. MRL (maximalny rezidudlny limit, maximal
residual limit) v detskej vyzive bol Eurdpskou tniou do-
gasne uréeny na hranici 0,01 mg.kg™". Tato koncentréacia je
z hladiska sucasnych pouzivanych metdd vel'mi nizka a je
potrebné prehodnotit’ analytické metddy na pripravu vzor-
ky a stanovenie rezidui pesticidov v réznych matriciach.
Postupom c¢asu pribudli aj environmentalne a hygienické
poziadavky na analytické metddy spocivajuce predovset-
kym v zniZzovani spotreby rozptstadiel a eliminacii chlo-
rovanych rozpust'adiel. Pribudli aj ekonomické poziadavky
znizovania ceny analyzy a potreba zvySovania poctu spra-
covanych vzoriek v kontrolnych laboratériach. StarSie
analytické postupy vsSak tymto poziadavkam nevyhovuju,
¢o spolu s dostupnostou novych materidlov a pristrojov
vedie k neustalemu vyvoju novych metdd stanovenia rezi-
dui pesticidov v potravinach.

Tento clanok si kladie za ciel’ poskytnut’ Citatel'ovi
prehlad o modernych metédach upravy vzorky v analyze
rezidui pesticidov publikovanych v poslednych rokoch
predovsetkym v ovocnych a zeleninovych matriciach.

2. Izola¢né techniky

Zakladom tuspeSnej analytickej metody stanovenia
rezidui pesticidov je selektivna izolané technika schopna
izolacie s vytaznostou rezidui pesticidov bliziacej sa
100 % a zarovenn minimalnym mnozstvom koextrahova-
nych latok z matrice. Pri uvazeni Sirokého rozpatia polarit
pesticidov a komplexnosti matric je logicka potreba kom-
promisu. V nasledujtcich kapitolach je zhodnoteny sucast-
ny stav izolacnych technik aich kombindacie s Cistiacimi
postupmi.

2.1. Extrakcia
kvapalina-kvapalina

V multirezidualnych metédach (MRM) na izolaciu
rezidui pesticidov z matric ovocia a zeleniny (ktoré sa liSia
obsahom vody, cukrov, tukov a inych latok) je potrebné
pouzit’ rozpustadlo schopné vyextrahovat' pesticidy Siro-
kého rozpitia polarit'. Najbeznejsie pouZivané rozpustadla
su aceton, acetonitril a etylacetat. Vsetky spomenuté roz-
pastadla si miesatel'né s vodou, takze extrakénym cCinid-
lom je ich zmes s vodou, o ulahcuje ich penetraciu do

Z dévodu absencie slovenskych nazvov niektorych pesticidov st v publikacii vSetky pesticidy nazvané anglicky.
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bunkovych §truktir a zvySuje ucinnost’ extrakcie. Zvycaj-
ne sa extrakcia rezidui pesticidov uskutocfiuje za rozruse-
nia matrice vzorky vo vysokorychlostnom homogenizatore
(napr. Ultra Turrax) v pritomnosti rozpustadla, pripadne
trepanim alebo pouzitim ultrazvuku. V niektorych pripa-
doch sa na zvySenie vytaznosti extrakcie alebo zlepSenie
stability pesticidov v roztokoch osvedcila uprava matrice
pridavkom tlmivého roztoku na pH 4,5 (cit.274).

Acetonova extrakcia je zakladom Lukeovej metody”.
Stan jej modifikdciu validoval pre viac ako 400
pesticidov®. Aceton mé uréité vyhody nad ostatnymi roz-
pustadlami, je netoxicky, neobmedzene mieSatelny
s vodou, da sa l'ahko precistit’ a je lacny. Avsak jeho pou-
zitim sa vyextrahuje zo vzorky aj velké mnoZstvo
koextraktantov® . Daldou nevyhodou je potreba naslednej
reextrakcie (liquid-liquid partitioning) do nepolarneho
rozpuitadla, ktorym byva toxicky dichlérmetan’, zmes
etylacetatu s cyklohexanom’®, alebo hexan’. Reextrakciou
sa vSak reextrahuji aj tuky a vosky a ziskany extrakt je
potrebné d’alej precistit’. Nasledntl reextrakciu eliminovali
niektori autori priamou extrakciou zmesou aceton-
dichlormetan'®, aceton-hexan''''> alebo aceton-dichlor-
metan-hexan™. Modifikaciou reextrakcie v oddelovacom
lieviku je pouzitie klasickej kolonovej kvapalinovej chro-
matografie so sorbentom kremelinou. Pesticidy sa eluuju
z kolony dichlormetanom, pripadne jeho zmesou s inym
nepolarnym rozpustadlom"’.

V pripade extrakcie acetonitrilom sa voda zo zmesi
oddeli jednoduchym vysolenim (NaCl, MgSO4)*"*®.
Acetonitril zo vzorky nevyextrahuje lipofilné latky ako
tuky a vosky, takZe ziskany extrakt je relativne Gisty'. Na
druhej strane nevyhodou acetonitrilu je jeho toxicita
a cena.

Etylacetatova extrakcia v pritomnosti bezvodého sira-
nu sodného je povazovand za menej pracnu a poskytuje
porovnatel'né vytaznosti rezidui ako acetonova extrak-
cia'”'®. Etylacetat je len obmedzene miesatelny s vodou
a preto nie je potrebna ziadna reextrakcia do nepolarneho
rozpustadla. Voda pritomnd v matrici sa jednoducho viaze
bezvodym siranom sodnym, ktory sa s matricou mieSa
v pomere 1:1. Obana'’?’ spesne pouzil na viazanie vody
zo vzorky polymér akrylovej kyseliny Aquapearl A3
a metodu overil pre 110 pesticidov s vytaznostou viac ako
80 %. Etylacetat vSak pre svoju nizku polaritu vyextrahuje
aj relativne velké mnozstvo tukov a voskov?', na druhej
strane je vSak kompatibilny s mobilnou fazou pouZzivanou
v gélovej permeacnej chromatografii (GPC) (zmes etylace-
tat-cyklohexan), ¢o zjednodusuje Cistiaci proces.

2.2. Superkritickd fluidnéa

extrakcia

Superkritickd fluidnd extrakcia (Supercritical Fluid
Extraction — SFE) je zaujimavou alternativou k rozpus-
tadlovym extrakciam. Jedinecné vlastnosti superkritickej
tekutiny (na rozhrani plynu a kvapaliny) ulahcuju jej difa-
ziu do matrice vzorky a umozituju rychlu extrakciu®. Pre
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svoje velké vyhody sa najcastejSie ako superkriticka teku-
tina pouziva CO, (pomerne nizke superkritické podmienky
teploty a tlaku, cena, Cistota, nehorlavost, netoxickost,
inertnost).

Vo vyvoji metddy SFE je potrebné optimalizovat
nasledujuce parametre: pridavok dehydratacného cinidla,
tlak a teplotu v extrakénej komorke, typ a mnozstvo modi-
fikatora, staticky a dynamicky Cas extrakcie, prietok super-
kritickej tekutiny, druh zachytavaca analytov a desorpéné
Cinidlo. Priebeh SFE je velmi ovplyviiovany obsahom
vody* a svojou povahou metdda nie je vhodna na priamu
extrakciu ,,mokrych® vzoriek®*, preto je potrebné matricu
ovocia a zeleniny lyofilizovat®, alebo jednoduchsie upra-
vovat’ dehydratacnym Ccinidlom. Bezne sa na tento ucel
pouZivaju: Hydromatrix®®, Extrelut’’, bezvody siran
sodny” a Celite, alebo ich zmesi*****. Vhodnost pouzitia
vybraného dehydratacného materidlu je vSak potrebné
overit, pretoze mdze zachytavat niektoré pesticidy™’. Vol-
ba hustoty superkritickej tekutiny ovplyvnitelnej tlakom
a teplotou urCuje selektivitu extrakcie. Avsak na ucinnu
extrakciu Sirokého spektra pesticidov a rozruSenie vézby
s matricou je potrebné zvolit’ dostatocne tvrdé podmienky,
¢o na druhej strane zvySuje mnoZzstvo koextrahovanych
interferujucich sucasti matrice. Kratky staticky ¢as extrak-
cie moéze zvysit vytaznost problematickych analytov
a dynamicky Cas je vlastne mierou mnozstva extrakénej
superkritickej tekutiny, ktord prejde cez vzorku. Vytaznos-
ti polarnych pesticidov (napr. acephate, omethoate, vami-
dothion)” sa zvy3uju pouzitim polarnych modifikatorov
superkritickej tekutiny, ako metanol, acetonitril*®?’,
dichlérmetan®®, aceton™ (¢o vyznamne znizuje selektivitu
extrakcie), alebo dvojstupiiovou extrakciou”. Superkritic-
ka tekutina pretekd z extrakénej komodrky cez restriktor,
v ktorom sa znizuje tlak a skupenstvo sa meni na plynné,
za restriktorom nasleduje zachytdvac, ktorého ulohou je
zachytit' analyty. Ako zachytava¢ sa moze pouzit’ prazdna
vialka, rozpustadlo alebo rurka naplnend tuhym materia-
lom (sklené¢ gulicky), alebo sorbentom. Lehotay
a Valverde-Garcia®™ skimali vyuzitie roznych sorbentov
arozpustadiel ako zachytdvacov a desorpénych cCinidiel.
Najvyhodnejsia kombinacia je oktadecylsilanovy (C18)
zachytavaC a aceton, ktory dokazal analyty desorbovat
objemom mensim ako 1 ml. PouZitie rozpustadla ako za-
chytavaca je problematickejSie, pretoze prudiaci plyn cez
rozpustadlo prebubldva asustavne ho odparuje,
¢im nastava aj ¢iastocna strata prchavejsich pesticidov.

Najvicsou vyhodou SFE je moznost’ vysokej selekti-
vity extrakcie, ziskany extrakt je relativne Cisty a navyse je
aj zakoncentrovany. SFE pouziva len malé mnozstva orga-
nickych rozpustadiel a je plne automatizovana.

Napriek nespornym vyhodam je SFE len sporadicky
pouzivand v skiiSobnych laboratéridch na extrakciu rezidui
pesticidov?*. Tento stav je spdsobeny predovsetkym po-
merne vysokou zaobstardvacou cenou nevyhnutnej inStru-
mentacie, potrebou optimalizacie vel'kého poctu paramet-
rov pre kazdi matricu (Gc¢innost’ extrakcie je mimoriadne
zavisla na vlastnostiach matrice a polarite pesticidov)
anavySe extrakéné podmienky zistené optimalizdciou
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Tabulka I
Prehlad optimalizovanych parametrov superkritickej fluidnej extrakcie (SFE) pre skimané matrice a analyty
Pesticidy Matrice VysuSovacie Tlak, teplota Zachytavac Lit.
¢inidlo prietok CO, rozpustadlo
doba extrakcie
92 pesticidov jablka celite a Na,SOy, 189 bar, 40 °C c1g¢ 29
OCP?, OPP®, ONP® 2,5 ml.min™" hexan-aceton,
10 min
Fenpyroximate jablka hydromatrix 100 bar, 90 °C 100 ml acetonitril 31
2 ml.min™
15 min
Carbendazime, benomyl, citrusy, jablka, — 329 atm, 50 °C C18 32
thiophate methyl, 2,4-D°  §alat, mango, pa- 0,4 ml.min"" cyklohexan-etylacetat
paya, $ampiony, 25 min
jahody
10 chléracetanilidov jahody, japonska  celite a arasorb 300 kg,cm’z, 40 °C Bon Elut SAX! + PSA® 24
pyriminobac-methyl red’kovka, Spenat, S310 4.9 ml.min"! aceton-hexan
soja, kukurica, 40 min
hneda ryza
11 OCP a OPP jahody lyofilizacia alebo 0,86 g.ml™’ sklené gulicky 0 °C 25
Na,S0, 3 ml.min™! hexan
56 pesticidov pomarance, bataty, MgSO, a hydro- 350 bar, 50 °C C18 28
zelend fazulka matrix 2 ml.min™ aceton
20,3 min
58 pesticidov rajciny celul6za CF-1 350 bar, 50 °C C18 30
2 ml.min™' acetonitril
20,3 min
71 pesticidov jablka MgSO, a hydro- 320 bar, 50 °C C18 33
matrix methanol acetonitril
Carbofuran, atrazine, detska vyziva hydromatrix 2205 psi, 70 °C - 26
metolachlor, chlorpyrifos 1 ml.min™"
60 min

%0CP - organochlérované pesticidy, "OPP — organofosforové pesticidy, “ONP — organodusikové pesticidy, “C18 — oktade-
cylsilanovy sorbent, °2,4-D — (2,4-dichlorfenoxy) octové kyselina, 'SAX — silny meni¢ aniénov, PSA — priméarny a se-

kundarny amin

obohatenych (spikovanych) vzoriek st ¢asto nedostatocné
na izolaciu pesticidov zrealnych vzoriek (pesticidy su
v redlnych vzorkach viazané silnejsie)”. V tabulke I je
sumarizovany prehl'ad optimalizovanych pracovnych pod-
mienok SFE pre rdzne matrice.

2.3. Urychlend rozpustadlova
extrakcia

Urychlend rozpustadlova extrakcia (Accelerated Sol-
vent Extraction — ASE alebo Pressurized Liquid Extraction
— PLE) je zalozena na extrakcii rozpustadlom pri zvyse-
nych teplotach (asi do 200 °C na urychlenie extrakcie) a
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vysokych tlakoch (do 20 MPa na udrzanie rozpustadla
v kvapalnom stave). Vyhodou ASE je kratky ¢as extrakcie,
dostato¢nu vytaznost mozno dosiahnut’ do 10 min, moz-
nost automatizacie a vyznamné zniZenie potrebného
mnozstva rozpustadla®>’. Na druhej strane obstaravacia
cena inStrumentécie je vysoka a ziskany extrakt obsahuje
vysoké mnozstvo koextrahovanych latok a je potrebné ho
intenzivne preéistit?’*%*’ &o zrejme obmedzi rozsirenie
tejto techniky v multirezidudlnych metoédach analyzy pes-
ticidov v potravinach. Prehl'ad parametrov ASE a skima-
nych kombinacii matrica/analyt z publikovanych prac je
uvedeny v tabulke II.
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Tabul’ka IT
Metody izolécie pesticidov metdédou ASE
Pesticidy Matrice Susiace Extrahovadlo Cistenie Separacia/ LOD? Lit.
¢inidlo  tlak extraktu detektor [mgkg ']
teplota vytaznost
(konc.
hladina)
Chlérbenzény,  jahody, jablka, rajCiny, celuléoza  voda-aceton  centri- GC* 0,0005 az 34
DDX® kalerab, Salat 90:10 (v/v)  fugacia, MS™-SIME 0,005
10 MPa SBSE®
120 °C SPME’
N-Metyl- banany, citrusy, zelena extrelut acetonitril vysolenie, HPLC' 35
karbamaty fazul’ka, brokolica, 1,74 MPa kolénova fluorescenéna > 85 %
mel6n, mrkva 100 °C LC" (pokolonova 5 mgkg™
derivatizacia)
19 OPP grapefruit, brokolica  extrelut cyklohexan-  reextrakcia =~ GC° 36
aceton hexdnom, FPD’ > 84 %
2,1 MPa GPC 0,1 mgkg'
100 °C
Chlorpyrifos, detska vyziva, broko-  extrelut,  acetonitril SPE GCB* GC® 27
malathion, lica, mrkva, zelena Na,SO,, 1,74 MPa MSf >95%
3 DDX" fazulka, syr piesok 80 °C 0,005 mg.kg™'

’LOD — medza detekcie, °DDX — 1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)etan, ‘SBSE — miesadielkova sorpéna extrakcia, {SPME
— miktroextrakcia tuhou fazou, ‘GC — plynova chromatografia, 'MS — hmotnostné spektrometria, 8SIM — selektivne monito-
rovanie i6nov, "LC — kvapalinova chromatografia, 'HPLC — vysoko u¢inna kvapalinova chromatografia, 'FPD — plamefio-
vo fotometricky detektor, *SPE GCB extrakcia tuhou fizou s pouzitim grafitizovaného uhlika, ostatné skratky ako v tab. I

2.4. Disperzia matrice

na tuhej féaze

Disperzia matrice na tuhej faze (Matrix Solid Phase
Disperzion — MSPD) je novsia izolacna technika publiko-
vana vroku 1989 Barkerom®®. Rozmixovana vzorka sa
v sklenej alebo achatovej trecej miske jemne roztiera so
sorbentom (priblizne 1-5 min), matrica sa rozrusi
a disperguje sa na povrchu sorbentu, ¢im sa ziska sypka
zmes. Nasledne sa zmes naplni do prazdnej kolonky, sfor-
muje sa chromatograficky stipec a analyty sa eluuju roz-
pustadlom. Takato zmes ma jedine¢né chromatografické
vlastnosti zabezpecené komplexnost'ou interakcii v stistave
analyt — sorbent — matrica — eluéné ¢inidlo™.

Na izolaciu rezidui pesticidov z ovocnych a zeleni-
novych matric sa skiimali r6zne sorbenty a najlepsie vy-
sledky boli dosiahnuté pouzitim SPE sorbentov CS8,
C18 (cit.**) a adsorbentu Florisil* (kremi¢itan hore&na-
ty). Barker’® odport¢a pomer vzorka : sorbent = 1:4, aviak
mnohi autori pracuji s pomerom 1:1 (napr. 0,5 g vzorky
a 0,5 g sorbentu). Pesticidy sa eluuju relativne malym ob-
jemom rozpustadla (10—15 ml), najCastejSie sa pouZziva
etylacetat*"* alebo dichlormetan*®**. Ziskany extrakt je
zvyCajne dostatocne Cisty astaci ho zahustit' na objem
priblizne 0,5 ml (cit.***).
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MSPD je jednoduchéd technika spdjajuca izolaciu
a Cistenie v jednom kroku, pouziva maly objem organické-
ho rozpustadla a je nendrocnd na inStrumentaciu. Dosiah-
nuté medze detekcie a stanovenia su na vel'mi dobrej tirov-
ni. AvSak pri izolacii pesticidov Sirokého spektra polarit
mozu nastat’ problémy s vytaznostou najnepolarnejSich,
alebo najpolarnejsich latok, o sa d4 odstranit’ pouzitim
viacerych rozpustadiel®’. Prehlad niektorych publikova-
nych MSPD metdd je uvedeny v tabul’ke III.

3. Cistiace techniky

Pouzitim ktorejkol'vek extrakcnej techniky sa z mat-
rice vyextrahuje ré6zne mnozstvo latok, ktoré rusia stano-
venie analytov tym, Ze spOsobuju interferencie s analytmi
alebo znecist'uju a opotrebovavaju analytickl inStrumenta-
ciu, ¢o zvySuje naklady na jej Gdrzbu*™*’. V pripade chro-
matografickych metdd su to latky eluujuce z kolony aj
v rovnakom Case ako analyty. Pouzitim selektivnych de-
tektorov (NPD, ECD) mé6zu poskytovat’ signal zdanlivo
prishichajuci analytu®. Tento jav sa da eliminovat’ pouZi-
tim selektivnejSicho detektora ako napr. tandemovy MS/
MS (cit.**7%%), pulzny plamenovo-fotometricky detektor®*>*
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Metddy izolacie pesticidov technikou MSPD? z ovocnych a zeleninovych matric

Pesticidy Matrica Sorbent /hmotnost’ Separacia LOD/ LOQ" Lit.
hmotnost’ elu¢né ¢inidlo/objem  detektor [mgkg ']
Dichloran, flutriafol, 2-phenyl- pomarance, citrony, C80,5¢g HPLC 0,01-0,10 43
phenol, prochloraz, tolclofos methyl banany, paprika, cibula  dichlormetan 10 ml ~ MS-APCI*
0,5¢g
Bitertanol, carbendazime, fenthion, pomarance C80,5¢g HPLC 45
flusilazole, hexythiazox, imidaclo- 0,5 g dichlérmetan 10 ml  MS-APCI® 0,008-0,30
prid, methidathion, methiocarb,
pyriproxyphen, trichlorfon
10 OPP, permethrin pomarance, jablka, C825 mg GC 0,004-0,09 42
hrusky, hrozno etylacetat 100 pl MS-SIM
25 mg
12 OPP citrusy C180,5¢g GC 0,05-0,10 41
0,5¢g etylacetat 10 ml MS-SIM
13 fungicidov a insekticidov jablka, pomarance, C180,5¢g GC 0,01-0,05 46
hrusky, raj¢iny, salat, dichlérmetan-metanol MS-SIM
paprika 80:20 (v/v) GC
05g ECD* 0,02-0,2
Benfuracarb, diflubenzuron, citrusy C80,5¢g HPLC 40
flufenoxuron, hexaflumoron, 0,5¢g dichlérmetan 15 ml uUve 0,15-0,25
hexythiazox
Chlorfenvinvos, chlorpyrifos, articoky, zelend fazul’ka, florisil 10g+8 g GC 0,007-0,04 38
fenarimol, iprodione, procymidone, $alat, rajéiny piesok MS-SIM

propiconazole, tetradifon, triadime-
fon, vinclozolin

5¢g

dichlormetan 100 ml

*MSPD - disperzia matrice na tuhej faze, bLOQ — medza stanovenia, “APCI — ioniz4cia pri atmosferickom tlaku, YECD —
detektor elektronového zachytu, ‘UV — absorpény detektor v ultrafialovej oblasti, ostatné skratky ako v tabulke I

— PFPD alebo viacrozmerného separaéneho systému,
v poslednom case predovsetkym 1plnd dvojrozmerna
GCXGC (cit.>®) (comprehensive two-dimensional gas
chromatography). Problémom je vel'mi vysokéd nadobuda-
cia cena takychto zariadeni, ale aj potreba vysoko odborne
vzdelaného personalu. V plynovej chromatografii vyextra-
hované vysokomolekulové neprchavé latky (tuky, vosky,
zivice, pigmenty, sacharidy a in¢) znecistuju priestor dav-
kovacej komorky, znehodnocuji chromatografickd kolénu
a sposobuju matricové efekty zvySovania odozvy analytov.

Je doélezité poznamenat, Ze Cistiaci proces nesmie
vyznamnou mierou prispievat’ k stratim uZz izolovanych
rezidui a celkova vytaznost' izolacnej a precistovacej me-
tody by mala byt vysSia ako 80 %. Vécsina publikovanych
metod spifia toto kritérium, aviak celkové porovnanie vy-
taznosti jednotlivych metdd je obtiazne, pretoze vytaznos-
ti pesticidov st uzko spojené sich fyzikalnochemickymi
vlastnost’ami.

Vsetky uvedené faktory implikuji potrebu Cistenia
extraktov realnych vzoriek za ucelom zvySovania sprav-
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nosti analytickych vysledkov, znizovania medzi detekcie
a stanovenia a v neposlednom rade aj predlzovania zivot-
nosti analytickej inStrumentécie. V nasledujicom texte su
zhrnuté¢ precistovacie techniky pouzivané v multi-
rezidudlnych metodach stanovenia rezidui pesticidov.
3.1. Extrakcia tuhou fadzou

Princip extrakcie tuhou fazou (Solid Phase Extraction
— SPE) vychadza z kvapalinovej chromatografie, funkéné
skupiny sorbentu a rozpustadlo vytvéaraju interakcie so
sucastami roztoku a selektivne zadrziavaju analyty, alebo
koextraktanty, alebo oboje. Nasledne sa eluuji analyty
a necistoty zostavaju v kolonke, alebo sa najskor odstrania
necistoty a potom sa vyeluuji analyty. Jednoduchost’, ne-
narocnost, niz§ia spotreba rozpustadiel, moznost’ automa-
tizdcie a pouzivanie jednorazovych koloniek robia SPE
vel'mi popularnou.

Historicky najstarSie, ale stile pouZivané, s adsor-
benty Florisil, silikagél a menej alumina (oxid hlinity).
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NajcastejSie sa na preCistovanie extraktov pouziva
Florisil”'**>*7% 7 extraktov odstrafiuje polarne koextrak-
tanty a tuky. Nepolarne a malo polarne pesticidy sa takmer
kvantitativne eluuji nepoldrnym rozpustadlom a ziskané
extrakty su dostatoéne &isté'. Pang a spol.” pouzili na elu-
ciu pyretroidov 6% roztok dietyléteru v hexane a Morelli-
Cardoso a spol.™ pouzili na eluciu organochlérovanych
pesticidov 10% éter v hexane. Problémy suvisiace
s pouzitim Florisilu st spojené hlavne sjeho spravnou
deaktivaciou vodou. Pri priliSnej deaktivacii nenastava
dostato¢né precistenie a pri nedostatocnej deaktivacii na-
stava zase silnejSia retencia pesticidov. Pri precisteni orga-
nochlérovanych pesticidov sa ukazala ako optimalna 4 %
deaktivacia Florisilu vodou.

Silikagél je menej efektivny na odstranenie koextra-
hovanych sugasti matrice ako Florisil alebo alumina'. Pou-
ziva sa hlavne na frakcionaciu skupin pesticidov podla
polarit, ale aj na oddelenie chlérovanych pesticidov
a polychlorovanych bifenylov, ¢o je vSak pri sucasnej se-
paracnej ucinnosti kapilarnych kolon vo vysokorozliSova-
cej GC (cit.’) (HRGC — High Resolution Gas Chromatog-
raphy) a pouzitim vysokoselektivnych detektorov®’ nepo-
trebné.

Alumina je odporucana predovsetkym na precistova-
nie extraktov zo vzoriek s vysokym obsahom tukov. Alu-
mina rozkladd niektoré organofosforové pesticidy
apolarne pesticidy znej nie je mozné kvantitativne
vyeluovat’.

Novsimi materialmi v SPE st rozne typy uhlikovych
sorbentov®™'. Na pregistovanie extraktov pesticidov
z ovocnych a zeleninovych matric sa pouzivaji predovset-
kym sorbenty na baze grafitizovaného uh111<a16’19’2°’49’5 162764
ale st publikované aj metody s aktivnym uhlikom®, mem-
bréanami z aktivneho uhlika® a drevenym uhlim'*. Na elu-
ciu pesticidov je potrebné pouzit’ organické rozpustadlo
s pridavkom toluénu (25-30 %). Z extraktov ucinne od-
strafiujii  predovietkym rastlinné pigmenty'>'%204-6266
Ako v8ak ukazali posledné vyskumy, uhlikové sorbenty
neodstraniuju takmer Ziadne latky chromatograficky inter-
ferujuce s pesticidmi® a ani vyznamne neredukuju injekto-
rové matricové efekty v GC (cit.®). Navyse grafitizovany
uhlik vykazuje siln( afinitu k pesticidom s planarnou
Struktarou a elektron-donornymi vlastnostami (benzéno-
vymi kruhmi bez objemnejSich substituentov, napr. folpet,
hexachlorbenzén, quintozen, chlorbensid, nitrofen, des-
ethylatrazin), ¢o vedie kich vyznamnym stratam pocas
gistiaceho kroku®.

Ako alternativa ku kvapalinovej reextrakeii pri aceto-
novej extrakcii boli pouzité zmesné sorbenty, (C18 — okta-
decylsilanovy, CN — kyanopropylovy sorbent). Na efektiv-
ne zachytenie pesticidov Sirokého spektra polarit na zmes-
nom sorbente C18 a CN je potrebné ziskany aceténovy
extrakt zriedit’ vodou (tak aby sa ziskal pomer aceton : voda
3:7 (v/v)) apouzit vysolovanie. Pesticidy je nasledne
mozné eluovat’ z kolonky 20 ml etylacetatu®. V dvoch
podobnych semiautomatizovanych metddach stanovenia
organochlorovanych fungicidov a insekticidov v rastlin-
nom materiali®® a v ovoci'? pouzili autori odparenie petro-
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léterového alebo hexanového extraktu v skimavke s vodou
a ziskany vodny roztok podrobili ¢isteniu na miniaturizo-
vanej kolonke naplnenej C18 sorbentom. Na eltciu pesti-
cidov pouZili v oboch pripadoch 150 pl etylacetatu. Nepo-
larne koextraktanty je mozné odstranit’ z extraktov
v acetonitrile jednoduchym presatim extraktu cez C18
kolonku'® *7. Pri stanoveni karbamatov bol na precistenie
metanolického extraktu pouzity C18 sorbent a pesticidy
bolo potrebné eluovat’ acetonitrilom®®.

V poslednych rokoch preslo vyraznym vyvojom pou-
zitie SPE sorbentov s chemicky viazanymi stacionarnymi
fazami ako aminopropyl (-NH,), primarny a sekundarny
amin (PSA) a silny meni¢ aniénov (Strong Anion Exchan-
ger — SAX). Schenck a spol.*’ skumali G¢innost’ predisto-
vania acetobnového a acetonitrilového extraktu pesticidov
z ovocia a zeleniny na réznych sorbentoch (GCB, CI18,
SAX, NH, a PSA). Na obr. 1 st uvedené chromatogramy
ziskané analyzou surového extraktu zo zelenej papriky
a extraktov preCistenych réznymi sorbentami. Vizualne
najucinnejsie precistenie bolo vidite'né pri GCB sorbente,
odstranené boli rastlinné pigmenty, avSsak GCB neodstranil

Bez GCB
sorbentu
~
0 200 20
C-18 ‘b\d J\ SAX
\ \
0 200 20
PSA -NH,
B
0 20 0 20

t, min

Obr. 1. GC/ECD chromatogram pred a po SPE precisteni
slepého extraktu z papriky na roznych sorbentoch; extrakcia
bola vykonana acetonitrilom, GCB — Graphitized Carbon Black —
grafitizovany uhlik®’; SAX — silny anex, PSA — priméarny a se-
kundarny amin
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z extraktu interferujuce latky. S ohl'adom na eliminaciu
interferujucich pikov s pikmi organofosforovych pestici-
dov v extrakte z kapusty bolo najucinnejSie precistenie na
sérii sorbentov C18, GCB a SAX, avSak priblizne rovnaky
vysledok bol dosiahnuty aj pouzitim samotného sorbentu
PSA. Vinej praci skumali Schenck a Lehotay® pouzitie
roznych sorbentov na eliminéciu injektorovych matrico-
vych efektov pri analyze organofosforovych pesticidov, na
¢o bola najucinnejsia séria koloniek s GCB, SAX a PSA
sorbentami. Pouzivanie troch rdznych koloniek je vSak
neekonomické a dobré vysledky sa daji dosiahnut’ pouZi-
tim GCB a PSA (alebo NH,), ako aj len samotného sor-
bentu PSA (cit.%).

Velmi zaujimavy spdsob vyuzitia sorbentov SPE
na odstranenie koextraktantov pouzili vo svojej praci
Anastassiades  a spoluautori’, sorbent PSA (25 mg)
a bezvody siran horecnaty dispergovali priamo v surovom
extrakte (1 ml) trepanim a nasledne ho oddelili centrifuga-
ciou. Tento pristup nazvali disperzna extrakcia tuhou fa-
zou (Disperzive Solid Phase Extraction). Je to vel'mi jed-
noduchd a mimoriadne ekonomicka alternativa ku klasic-
kej SPE pre pesticidy Sirokého spektra polarit*.

Moznost’ kombinacie jednotlivych efektov precistenia
extraktov dosahovanych réznymi sorbentami vedie k Cas-
tému pouzivaniu sérii viacerych SPE faz, ¢omu vyznamne
napomaha existencia jednorazovych koloniek, ktoré sa
dajti jednoducho spéjat’ adaptérmi.

3.

2. Gélova permeacna

chromatografia

Gélova permeacna chromatografia je najuniverzalnej-
Sie pouziteI'nd Cistiaca metdda v analyze rezidui pesticidov
vo vSetkych typoch matric. Principom GPC je retencia latok
na zéklade velkosti ich molekul a nie na z4klade ich polari-
ty. Tento fakt umoznuje izolaciu latok s tzkym rozsahom
molekulovych hmotnosti (pesticidy priblizne 200-400
g.mol™), ale roznych fyzikdlnochemickych vlastnosti, &o
sa vyuziva na oddelenie vyextrahovanych pesticidov od
koextrahovanych latok s véa¢Sou molekulovou hmotnost'ou
(napr. tuky 600—1500 g.mol™")".

Na tento ucel sa pouziva styrén-divinylbenzénovy
kopolymérny gél BioBeads SX-3 alebo efektivnejSie gél
PL (cit*?®) (styrén-divinylbenzénovy kopolymérny gél
vyrabany firmou PI Laboratories, UK). Ako mobilna faza
sa v minulosti pouzivala zmes dichlormetan : cyklohexan
(30:70)*%, v stiGasnosti sa viak pouziva ekologickejsia
mobilna fiza etylacetat : cyklohexan (1:1) (cit.>). Miniatu-
rizacia GPC znizila spotrebu mobilnej fazy na 1 ml.min”'
pri vnutornom priemere kolony okolo 8 mm oproti pévod-
nym 5 ml.min~ pri vnitornom priemere kolony 2,5 cm.
Precistenie jednej vzorky trva priblizne 40 min, pricom sa
spotrebuje priblizne 40 ml rozptstadla a odobera sa frak-
cia s eluénym ¢asom 16 az 30 min (Co je vSak pre kazdu
kolonu potrebné individualne overit’). Niektoré pesticidy
s velkymi molekulami (napr. pyretroidy) sa nemusia dos-
tatocne separovat’ od Sirokych eluénych pasov koextrak-
tantov, ¢im sa znizuje ich vytaznost. GPC taktieZ nie je
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schopna oddelit’ nizkomolekulové latky, ktoré mozu inter-
ferovat’ s analytmi v chromatograme.

3.3. Mikroextrakcia tuhou fadzou
a sorpéna extrakcia

na mieSadielkach

Mikroextrakcia tuhou fazou (Solid Phase MicroEx-
traction — SPME) je jednoducha jednokrokova predsepa-
racna a obohacovacia metdda zalozend na sorpcii analytov
z roztoku alebo z ,,headspace na kremenné vlakno pokry-
té filmom stacionarnej fazy’. Po sorpcii sa vlikno prene-
sie do injektora GC bez delica, alebo do Specialneho dav-
kovacieho zariadenia pre HPLC. V injektore nastane de-
sorpcia latok, transport do chromatografickej kolony
aseparacia. Komeréne st dostupné SPME vldkna
s roznymi stacionarnymi fazami (PDMS — poly(dimetyl-
siloxdn), PDMS-DVB - poly(dimetylsiloxan)-divinyl-
benzén, CW-DVB — Carbowax-divinylbenzén, PA — poly-
akrylat a iné) liSiacimi sa svojou polaritou a hrabkou fil-
mu. SPME je rovnovazna metoda alatky sa na vlakno
sorbujii podla rozdelovacieho koeficienta latok medzi
stacionarnou fazou vldkna a roztokom alebo ,,headspace®.
Pre pripad poly(dimetylsiloxanového) vlakna sa rozdel'o-
vacie koeficienty pre systém vldkno/vodny roztok dajii
aproximovat’ rozdel'ovacimi koeficientmi systému oktanol/
voda. Opisom matematického modelu SPME, ako aj jej
aplikdciami sa zaober4 viacero publikéacii™® "%

Na izolaciu rezidui pesticidov z matrice sa pouZiva
extrakcia vodou, pripadne vodnym roztokom polarneho
organického rozptstadla, ato mixovanim™ ™, ASE’*"®
alebo MAE™ (Microwave Assisted Extraction — extrakcia
podporend mikrovinym Zziarenim). Po extrakcii je potrebné
oddelenie tuhych zvyskov matrice filtrovanim alebo cen-
trifugaciou. Cast’ ziskaného supernatantu sa prenesie do
vialky a analyty sa sorbuju na vlakno SPME pocas urcené-
ho sorpcného Casu (zvycajne 20-60 min) za definovaného
mieSania roztoku. Na extrakciu pesticidov sa najCastejSie
pouziva PDMS a PDMS-DVB vlakno.

K vyhodam SPME patri velka citlivost, jednodu-
chost’, rychlost’, financnd nendrocnost’, nepouziva ziadne
rozpustadla aje uplne automatizovatelna. Nevyhodou
SPME je, ze mnozstvo vyextrahovaného pesticidu vel'mi
vyrazne zavisi od rozdel'ovacej konstanty pre dany systém,
ako aj od zloZenia matrice. SPME je vhodné na semikvan-
titativne stanovenie predovSetkym menej polarnych
pesticidov’*™.

Miesadielkova sorpéna extrakcia (Stir Bar Sorptive
Extraction — SBSE) je nova predseparacnd a obohacovacia
metdda zalozena na rovnakom principe ako SPME. Vrstva
PDMS je nanesena na sklenom miesadielku (dizka 1 cm),
ktorym sa zaroven roztok aj mie$a. V porovnani s SPME
vykazuje predovsetkym lepSie medze detekcie a stanovenia
v dosledku podstatne vécsieho objemu PDMS vyuzivaného
na sorpciu analytov’’. Aviak rovnako ako SPME v analyze
pesticidov je vhodna predovSetkym na izol4ciu menej polar-
nych rezidui. SBSE bola pouzita napr. na stanovenie orga-
nochlérovanych pesticidov a chlérbenzénov v jahodach.
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Medza detekcie 1,1-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)eténu
(DDE) a 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)etanu (DDT)
bola pre SBSE 2 a 5 pg.kg ™, zatial’ ¢o pre SPME bola 40
ug.kg ™" pri pouziti ASE (cit.”"”"®).
3.4. Priame zavedenie vzorky

DSI (Direct Sample Introduction) je metoda zalozena
na termalnej extrakcii. Mala Cast’ surového extraktu (do
40 ul)*"** sa umiestni do mikrovialky, ktora sa pomocou
$pecidlneho zariadenia vlozi do injektora GC s programo-
vatelnou teplotou. Pri nizsej teplote sa odpari pritomna
voda, alebo rozpustadlo, po uzatvoreni deliaceho ventilu
sa prudko zvysi teplota, rezidud pesticidov sa termalne
vyextrahujui z matrice a pradom nosného plynu sa prenest
do kolony. Neprchavé zvysSky matrice zostanu v jedno-
razovej mikrovialke. Najvaésou prednost'ou DSI je mimo-
riadna jednoduchost' a rychlost’ postupu. Nevyhodou je
potreba pouzit' vysokoselektivne detekéné systémy (pre
pritomnost’ interferujucich latok podobnej prchavosti ako
analyty). Tandemovym MS/MS v spojeni s DSI boli do-
siahnuté¢ medze detekcie vrozmedzi 0,03—27 ng.g™' pri
analyze surového extraktu zodpovedajucemu 5,5 mg zmesi
jablk, fazulky a mrkvy®'.

4. Zaver

Mnozstvo publikovanych prac zaoberajucich sa upra-
vou vzorky na stanovenie rezidui pesticidov je velké
a vedeckovyskumny rozvoj spolu s vyvojom novych zaria-
deni a materidlov prindSa nové moznosti implementacie
roznych novych principov a metdd, ktoré sa snazia elimi-
novat’ nedostatky starS§ich metod. Vyvoj a registracia no-
vych pesticidov a zdkaz pouzivania starSich pripravkov
navySe vyzaduje opakovanie validicie uz zauzivanych
metod.

Napriek vyvoju novsich izola¢nych metdd kvapalino-
vé extrakcie sa nad’alej vyuzivaju v praxi predovsetkym
pre nizke néroky na inStrumentdciu a v porovnani
s in§trumentalnymi izolacnymi metédami aj vel'mi dobry-
mi hodnotami vytaZnosti.

V oblasti Cistiacich metod st klasické reextrakcie do
nepolérnych chlérovanych rozpustadiel vytla¢ané pouzi-
vanim gélovej permeacnej chromatografie alebo este nov-
Sou metodou extrakciou tuhou fazou. SPE s pouZzitim ami-
nopropylového sorbentu, alebo sorbentu s primarnym
a sekunddrnym aminom, vykazuje podla najnovsich vy-
skumov najefektivnejSie precistenie extraktov z ovocnych
a zeleninovych matric. Naviac vyuzitie disperznej extra-
keie tuhou fazou® v kombinacii s centrifugiciou na odstra-
flovanie tuhych podielov z extraktov vyrazne zniZuje cenu
analyzy. Moznostou stcasného spracovania viacerych
vzoriek sa vyznamne zvySuje aj kapacita skuSobného labo-
ratoria. Na efektivne vyuZzivanie rychlej a jednoduchej
metddy upravy vzorky je potrebné vyuzivat’ aj rychlu se-
paraéni  metodu rychlu  kapilarnu  plynova
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chromatografiu®, &im sa dosiahne vyznamné skratenie
celkovej doby analyzy.

Siicastou rieSenia projektu 1/9126/02 (VEGA MS SR)
a NATO projektu SFP No. 977983 je aj tato publikdcia.
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