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SOUHRN

Tématem této prace jsou metody kapalinové mikra&ge. Zabyva se jednotlivymi
mikroextraknimi technikami a jejich praktickym vyuzitimiipanalyze organickych latek
z raiznych vzorki, predevsSim potravin. Metody kapalinové mikroextrakceiskavaji stale
vétSi oblibu a jejich pomoci je analyzovano stéleeviétek. Jejich pouziti je vyhodné, protoze
jsou jednoduché&aso a finartné nenargné. Navic automatizovatelné a extrakt je mozné

hned analyzovat chromatograficky.
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SUMMARY

The topic of this work are methods of liquid phasieroextraction. It deals with the
individual microextraction techniques and their gtigal use in analysis of organics
compounds from various samples, mostly from foodthdds of liquid phase microextraction
are getting more popular and more and more mattetdd be analysed. Their use is
beneficial because they are simple, faster and resd costs. In addition they are

automatizable and it is possible to analyze themektimmediately by chromatography.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

LLE liquid-liquid extraction extrakce kapalina-kdipa

SPE solid phase extraction extrakce tuhou fazi

LPME liquid phase microextraction kapalinova mikttvakce

SDME single drop microextraction mikroextrakce jedrkapkou

DI-SDME direct immersion-single drop mikroextrakce jednou kapkou vyuZivaji
microextraction piimé vzorkovani

HS-SDME headspace-single drop mikroextrakce jednou kapkou vyuZivaji
microextraction headspace

HF LPME hollow-fibre microextraction mikroextrakeguzivajici duté vliakno

DLLME dispersive liquid-liquid mikroextrakce zaloZzené na tverb
microextraction disperzniho systému

DLLME-SFO | dispersive liquid—liquid mikroextrakce zaloZena na tverb
microextraction based on disperzniho systému s tuhnouci plovou
solidification of floating organic |organickou kapkou
droplet

SPME solid phase microextraction mikroextrakdetufazi

SBSE stir bar sorptive extraction extrakce na magkem michadle

OCP organochlorine pesticides organochlorové pdsgtic

OPP organophosphorus pesticides organofosfatovieiggs

OTA ochratoxin A ochratoxin A

GC gas chromatography plynova chromatografie

LC liquid chromatography kapalinova chromatografie

HPLC high performance liquid vysokorychlostni kapalinova
chromatography chromatografie

FPD flame photometric detection plamenova fotorokéridetekce

FID flame ionization detection plamenova iortizadetekce

MS mass spectrometry hmotnostni spektrometrie

FLD fluorescence derivatization fluoreséandetekce

uv ultraviolet ultrafialova oblast

WHO World Health Organisation 8wva zdravotnicka organizace

ci

ci

ci



1. UVOD

Pri analyze potravin je fijprava vzorku nedilnou soéasti vlastniho stanoveni.
Analyzované latky jsou fifomny v komplikovanych matricich, jejichz kompotgemohou
vyrazré ovliviiovat stanoveni. Proto se musi matri¢edpvlastnim stanovenim upravit tak,
aby bylo mozné analyzovat ditou latku. Toho lze docilit n&klad zakoncentrovanim
analyzované latky ze vzorku pomoci extrakce kapdtiapalina. V sotasné dob, kdy je
tteba snizit naklady na analyzu, se do tpdp dostavaji modifikace extrakce kapalina-
-kapalina, kterymi jsou metody kapalinové mikroaktte (LPME).

Kapalinova mikroextrakce v s®bzahrnuje vSechny vyhody extrakce kapalina-
-kapalina a navic jer¢éba jen malého mnozZstvi rozpatBa (ul), zatimco vzorek rize mit
objem rgkolikanasoba vétsi. Technika LPME kombinuje extrakci a zakoncevérd vzorku.

DalSi vyhodou LPME je moZnost automatizace.
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2. METODY KAPALINOVE MIKROEXTRAKCE

Klasické extrakce kapalina-kapalina imiituji velkd mnoZstvi vysoce&istého
rozpoustdla, ¢imZ vznikne velké mnoZstvi nebezpého odpadd.Navic je tato extrakce
zdlouhava, Unavna a pracovnici jsou vystaveni zutran rizikim. Z €chto divoda patrali
analytiti pracovnici po metodach s niz&i sebbu toxickych organickych rozposdel. Usili
smefované k miniaturizaci extrakce kapalina-kapalindE). vedlo k vyvoji rékolika metod

kapalinové mikroextrakce.
2.1. Vymezeni pojni
a) Extrakce
Extrakce je metoda,ipkteré se jedndi vice kapalnych nebo tuhych slozek rozpousti

v kapalirg, ktera se sivodni sngsi nemisi, nebo se misi pouze omé&Zen

b) Kapalinova mikroextrakce

Zmen$ena alternativa Gpravy vzorku kapalinovouadei’

c) Rozalovaci koeficient

Rozpousti-li se latka ve dvou vzajetnmemisitelnych kapalindch, pemjeji aktivity
v obou fazich je fp dané teplat konstantni a nazyva se r@émlvaci koeficient (rovnice 1)

K= al/alll (1)

kde @ a @ jsou aktivity dané latky ve dvou vzajetnnemisitelnych fazich. Jsou-li roztoky

velmi ziedné, Ize misto aktivit dosazovat koncentrace.

2.2. Mikroextrakce kapalnou fazi

Tyto metody pekonavaji mnoho nevyhod LLE a mikroextrakce tuhézi {SPME)
Kapalinovou mikroextrakciigdstavili v roce 1996 Jeannot a Cantwell.
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2.2.1. Princip LPME

Obecny princip LPME je zaloZeny na difuzi mezi ve@einroztokem vzorku a orga-
nickym rozpous&tdlem (extrahovadlem). Extrakce byla byt podpdena vysokym rozflo-
vacim koeficientenf.

2.2.2. Vlastnosti LPME

LPME je jednoducha, rychla, dostupna a spolehiivétoda. Ma Siroké uplatni.
LPME pracuje jen s velmi malym mnoZstvim organiakébzpoustdla Fadow mikrolitry).

Metoda pekonava nevyhody klasické extrakce a mikroextratheu fazi*

2.2.3. Vy&Znost LPME

Na vy€znost LMPE ma vliv #kolik faktora: ponmgr objemu vzorku a organického
rozpoustdla, rozalovaci koeficient, teplota, pH obou roztgkontova sila vodného roztoku
vzorku, doba extrakce, vlastnosti organickych ra&talel a michani vodného roztoku
vzorku? Vyt&zek Ize ovlivnit volbou vhodného organického roztsdia a jeho mnoZsti.

2.2.3.1. Volba extraéniho rozpousédla

Pro LPME je vhodné pouzit takové exttakcinidlo, které ma vhodny roztbvaci
koeficient pro analyzovanou latku v systému vodgaaické rozpoustlo a jeho hustota je
nizsi, nez hustota vody. Jako extiakcinidla se pouZzivaji roatvené alkany nebo nizsi
chlorované uhlovodiky. V s@asnosti se pouZzivaji n-pentan, n-hexan, dichlormetahodné
pro extrakci nepolarnich latek. Na extrakci poléniiatek se pouZivaji polarni rozpaidia:
metyl-terc.butylether, sésna rozpougtlla diethylether/n-pentan, nebo nepolarni rozpou-
tdla s gidavkem NacCl.

2.2.3.2. Volba mnozstvi extrékiho rozpous&dla

Pri volbé mnoZstvi extragniho cinidla plati: ¢im vysSi je mnoZstvi extrakiho
¢inidla, tim vysSi je vyizek extrakce, avSak klesa koncentrace analyzowky & extrakt je

nutné zkoncentrovat. Zkoncentrovanim dochazi kitéatn tkawejSich latek a satasre roste
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koncentrace rigstot pivodns piitomnych v rozpoustle. Z toho plyne, Ze je vhodné pouZit
mensi mnozstvi extrékiho cinidla a vyhnout se tak zkoncentrovani jak#éi klasické

extrakci’

2.2.3.3. Vliv teploty

Cas, za ktery se ustavi rovnovaha mezi analyzovéitkou a extraknim ¢inidlem, je
ne@imo unerny teplo€. Vysoka teplota rize nepiznivé ovlivnit rozpousEni organického
rozpoustdla, které nize zmsobit znéeni kapky pi mikroextrakci jednou kapkou (SDME)
nebo ztratu rozpouidla pi mikroextrakci vyuZivajici duté vlakno (HF LPMELPME
metody by ndly byt optimalizované a ztraty rozposdlta by nEly byt minimalizované
zvolenim vhodné teplotyipextrakci, @i niZz je uspokojiva citlivost metody &ijatelny ¢as

extrakce®

2.2.3.4. Vliv pH

Zmeéna pH ovliviuje rozpustnost ve v@éda extrahovatelnost. Vztahem mezi pH
a vyznosti extrakce se zabyvalo mnoho studiigchto studii vyplyva, Ze nelze obecurcit
vhodnou hodnotu pH. OvSem Ize optimalizovat hodmdtupro extrakci jednotlivych skupin

latek®

2.2.3.5. Vliv iontové sily roztoku

Obecr plati, Ze pidanim soli se e snizit rozpustnost analyzované latky ve
vodném roztoku vzorku a tim se zvysi jejich extratelnost do rozpouidla. Tento dinek
se dostal do Sirokého pole zajmu a byly Zpgtprotikladné vysledky. V LPME procedurach
iontova sila bd nema zadny efekt, nebo seuim snizit extragni efektivita jistych

analyzovanéach laték.

2.2.3.6. Ostatni vlivy

Také je velmi dlezity vztah mezi strukturou analyzované latky auldurou
extrahovadla. Obeénplati, Ze ¢im je struktura analyzované latky podejsn struktde

extrahovadla, tim je v§Znost vy3sl.
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2.2.4. Pouziti LPME

Z vodného roztoku vzorku Ize v§ttem vhodného rozpou&tia a g volbé vhodnych
podminek izolovat Sirokou paletu organickych |&tel. poslednich letech jsou LPME
techniky kombinované s plynovou chromatografii (GCkapalinovou chromatografii (LC)
aplikovany nairzné vzorky, ¥etrs biologickych, Zivotniho progtdi a potravinovych.

2.3. Mikroextrakce jednou kapkou

SDME vyvinuli v roce 1996 Jeannot a CantWeBDME je zaloZena na extrakci
analyzované latky do kapky rozpotdif, které je vytléeno z jehly mikrostkacky, na jejimz
konci se utvél kapicka rozpoudtdla. Je-li kapka rozpouftla pfimo pondena ve vodném
roztoku vzorku, jedna se o mikroextrakci jednouk@pvyuZzivajici pimé vzorkovani (DI-
-SDME). (Obr. 1) Nachazi-li se kapka rozposdta v prostoru nad vzorkem (headspace),

jedna se o mikroextrakci jednou kapkou vyuzivdjeadspace (HS-SDME)YObr. 2)
2.3.1. Princip DI-SDME

Mikrokapka s vodou nemisitelného organického rofiola je vtazena do jehly
mikrostikacky, kterd se porido do michaného vodného roztoku vzorku, a z jehiyyjgacena
kapitka rozpousdtdla po utitou dobu'® Mikrokapka organického rozpodéta je vystavena
vodnému roztoku vzorku, ze kterého se analyzovatkal extrahuje. Po extrakci je
mikrokapka vtaZzena #p do jehly stikacky a ziskany extrakt pouzit k analyze na plynovém
nebo kapalinovém chromatografu.
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1 — drzak se svorkou
1 2 — pist
3 — mikrostikacka

4 — vodny roztok vzorku

5 — kapka organického rozpotdia
<«—3 6 — michadlo

7 — magnetické michadlo

4
o< — 5
—q—— @

‘ L) ) 477

Obr. 1 Schéma DI-SDME?
2.3.2. Vlastnosti DI-SDME
2.3.2.1. Vyhody DI-SDME

Je to rychla a levna extraki technika. Nabizi vyznamné vyhody oproti klasické
extrakci kapalina-kapalina&&i SPME. Neni nutné pouZzivat velké mnoZstvi toxidkyc
rozpoustdel a vyzaduje #né laboratorni vybaven{.

2.3.2.2 Nevyhody DI-SDME

Hlavni nevyhodou této techniky je stabilita visicapky, ktera jecasto khem

extrakce ztracens.
2.3.3. Princip HS-SDME
Pfi HS-SDME je do mikrostkacky vtazeno organické rozpogdto. Jehlou je

propichnuto septum a vytlana kapka organického rozpaidda z jehly mikrogtikacky se
nachazi nad vzorkem v headspace prostoru (prosoirvmorkem a kapkou rozposdta)
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? 1 — mikrostikacka
2 — vzorkovaci nadobka
3 — kapka extralniho rozpou&tdla

4 —vzorek
<« 1

B
(<3
.

Obr. 2 Schéma HS-SDME

2.3.4. Vlastnosti HS-SDME
2.3.4.1. Vyhody HS-SDME

HS-SDME je levna a rychld technika, ktera pouZiwdnimum organického
rozpoustdla a odstrauje mozné pawrové efekty, které se objevujtilSPME. HS-SDME
nema panové efekty, protoZe je pouzivana vzdy nova kapkpoostdla’t
2.3.4.2. Nevyhody HS-SDME

Ackoli organicka rozpoudtla jsou obvykle pouZivana jako extéak cinidla,
nasledkem nizké viskozity a odpaani organického rozpodtila je kapka nestabilni. Pro
zakoncentrovani headspace je nutné pouZit vydsiyepo? také vede k odfmvani kapky"*

2.3.5. Pouziti SDME

Obk¢ metody DI-SDME a HS-SDME byly usgre pouzity pro extrakcickavych latek
z riznych kapalnych vzortk'® S pomoci SDME se analyzuji dialkylftal&tyorganofosforové
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insekticidy®, aminokyseliny®, organochlorovartéa organofosforové pesticitia antimikro-
bialni latky*.

2.4. Mikroextrakce vyuZzivajici duté vlakno

Tato metoda je zlepSenim existujicich LPME tim, eiziva duté vlakno jako
ochranny film a miZe byt pouZzita pro extrakci biologickych vzarkMetoda HF LPME byla

piedstavena v roce 1999 Pedersen-Bjergaard a Rasnitisse
2.4.1. Princip HF LPME

Analyzovana latka je extrahovana z vodného roztekorku a tenkych vrstev
organického rozpouddla uvnit pérovitych stn dutého viaknd® Duté vidkno je ed
samotnou extrakci mi@no v organickém rozpousile, aby se nasytily poéry vladkna
rozpou&dlem?! Analyzovana latka je dale extrahovana do rozgollgtumistného uvnit

dutého vlakna. Po extrakci nasleduje analyza plgnamhromatografit® (Obr .3 a 4)

I

1
,/ 1 — mikrostikatka

2 — duté vlakno s extrakim rozpoustdlem

3 — michadlo

Obr. 3 Schéma HF LPME
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1 — stny vlakna napléné organickym

rozpou&dlem
2 — vodny roztok vzorku

3 — organické rozpou&tlo uvnitt vidkna

Obr. 4 Extrakéni ¢ast dutého vlakna uviivodného roztoku vzorkushem mikroextrakce
2.4.2. Dvou- ati-fazova HF LPME

V dvou-fazové HF LPME (Obr. 5.a) je analyzovan&aatyextrahovana do orga-
nického rozpougtla a déle stanovena G&.
V tri-fazové HF LPME (Obr. 5.b) je analyzovana latkaraxovana do vodného

rozpoustdla a nasledhanalyzovana vysokéinnou kapalinovou chromatografii (HPLE).
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a)

1 — orné tyinky

2 —vicko

3 — duté vlakno s organickym rozpatdiem
4 — vodny roztok vzorku

5 — vzorkovaci nadobka

6 — organickeé rozpouitlo

7 — vodné rozpouétlo
Obr. 5 a) Dvou-fazova HF LPME, b)ii-fazova HF LPME?
2.4.3. U tvar HF LPME
Aby nedochéazelo k odteni dutého vlakna od mikrdsitacky, byla vyvinuta metoda

pouZivajici d¥ mikrostikacky spojené dutym vlaknem (U tvef) Toto nastaveni HF LPME

zaji¥uje wtsi plochu, na niz probiha extrakcgObr. 6)

1
/ 1 — jehly mikrostikasek

2 2 — vodny roztok vzorku
y 3 3 — duté vldkno

4 — organické rozpouitlo

4 5 — michadlo

> 6 — magnetické michadlo

6
Obr. 6 Schéma nastaveni U tvaru HF LPRE
[ o “
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2.4.4. Vlastnosti HF LPME
2.4.4.1 Vyhody HF LPME

HF LPME je velmi oblibena metoda, protoZze poskytnjsoky koeficient obohaceni,
spoteba nebezgmych organickych rozpoustel je nizka a metoda je finam nenarena®®
Metoda je také povazovana za dalSi vyvoj rozpolidtych mikroextraknich metod. Rdava
ochranny rys mikrokapkovym systém a pomaha ke t¥eni nemisitelného kapalného
povlaku. Tato nova metoda je zajimava alternativdalkim mikroextrafnim metodam,
protoze krom toho, Ze je jednoducha, levna, ryehtdiakticky bez toxickych rozpousl, je
i vice citliva diky pouzitému dutému vldknu, kteaké eliminuje imési pri analyze?! Duté
vlakno je kwili péram ve stnach selektivni, fedchazi se tak extrakci molekul s vySSi
molekulovou hmotnostf Diky pouZiti dutého vlakna mohou byt analyzovanprky jako
plazma, mé, usazeniny bez jakékoligdhszné Gpravy a vydrzi i vysokorychlostni mich&hi.

2.4.4.2. Nevyhody HF LPME
U této metody byva obtizné spojit jehlu mikidisacky s dutym vlaknem, coz e

vést k oddleni dutého vladkna z jehlyéhem extrakniho procesu a naslednému selhani

experimentu?
2.4.5. Pouziti HF LPME

Metoda byla usggre aplikovana pro stanoveni alkylferipichlorfenoti a bisfenolu A
ve vodnych roztocich vzorkid. Dale byla vyuZita P stanoveni aromatickych aniiff,

ochratoxinu A% fenolovych herbicit?’, pesticidi®®, Stdanskych barviv, polyaromatickych
uhlovodiki a polychlorovanych bifengf>.
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2.5. Mikroextrakce zaloZené na tvork disperzniho systému

Pfi mikroextrakci zaloZzené na tvarlisperzniho systému (DLLME) je pouzita &n
extrakeniho ¢inidla a disperzniho rozpouwsiia. NejnowjSi metoda kapalinovych mikro-

extrakci je DLLME, kterou fedstavil v roce 2006 Assatise spolupracovniky.
2.5.1. Princip DLLME

Extrakce je provedena rychlym fi&nhutim vhodné sisi s vodou nemisitelného
extrakeniho rozpou&dla (o vySSi hustétnez voda) a rozpouftla disperzniho (které je
s vodou misitelné a relatigrpolarni) do vzorku. Aceton, methylalkohol a acétdnmuze
byt pouzivany jako rozpouftlo disperzni, zatimco chlorovana rozpeédi (napiklad
chlorbenzen, tetrachlormethan, tetrachlorethylsal jpouzivana jako extr&ki rozpoustdla,
kvili jejich vy$Sim hustotam nez vodaxtrakéni rozpoustdlo se rozptyli do vodného roztoku
vzorku ve fornd kapicek, ve kterych se analyzovana latka rozpl®iocha povrchu mezi
extrakenim ¢inidlem a roztokem vzorku je nejprve nekone velka, protoZze dojde
k vytvoreni disperzniho systému. Protagife byt extrakni rovnovaha dosaZzena rycfil€o
extrakci je kwli disperznimu systému nutné atitl extrahovanou fazi od roztoku vzorku
centrifugaci. Extrahovana faze obohacena analyzavhatkou se usadi na spodu nadobky po

odsted’'ovani a niZe byt pouZita pro instrumentalni analyzu.

2.5.2. Mikroextrakce zalozena na tvor® disperzniho systému s tuhnouci plovouci

organickou kapkou

Mikroextrakce zalozena na tv@bdisperzniho systému s tuhnouci plovouci
organickou kapkou (DLLME-SFO) jenodifikaci DLLME. Ri DLLME se extrakt ziska
v kapalné fazi, zatimcorpDLLME-SFO se extrakt ziska v tuhé fazi. Do nadpkk vzorkem
je vstiknuta smds organického rozpouftla a disperznihginidla. Po extrakci je nadobka se
vzorkem centrifugovana a poté vloZzena do ledovaélé@rganické rozpoudtlo s vyextra-

hovanou latkou ztuhne aitte byt odebrano k dal$i analyze.
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2.5.3. Vlastnosti DLLME

2.5.3.1. Vyhody DLLME

Tato metoda je jednoduché a $pbh organickych rozpoustel je velmi nizk&. Diky
vytvoieni velké plochy mezi extrékim a disperznim rozpougiiem, je extrakce rychla a ma
vysoky koeficient obohacef.

Také metoda DLLME-SFO méetné vyhody: je levna, rychla, jednoducha, vysoce
(inna a spdeba organickych rozpousie! je nizk&

2.5.3.2. Nevyhody DLLME

Nevyhodou je, Ze extraki ¢inidlo ma omezené vyuziti ¥¢h disperznich rozpou-
Sttdlech, které maji vySSi hustotu nez voda, jako jsoanochlorbenzen, chloroform
a tetrachlormetan. VSechna rozp@dit jsou toxick4 a nebezg® pro Zivotni prosedi?
DalSi nevyhodou je nutnost otistiéni, akoliv je to dostupné &tSin¢ laboratdi, znamena to

omezeni moznostienosnosti techniky.
2.5.4. Pouziti DLLME
DLLME byla pouZita p stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodfik

polarnich organickych slgenir®®, chlorofenoh®, karbamat a organofosféf? choles-

terolU®®, ftalati®®,
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3. KAPALINOVE MIKROEXTRAKCE V ANALYZE POTRAVIN

3.1. Vyuziti jednotlivych metod kapalinové mikroextakce pri analyze

potravin

3.1.1. Vyuziti SDME

Doposud byla SDME aplikovana na vzorky vody a kyativotniho prostedi. Limit
detekce byl srovnatelny s tradi kapalinovou extrakci. Nedavno demili Psillakis
aKalogerakié' recenze SDME, které ve srovnani s jinymi extréfni technikami (stir bar
sorptive extraction — extrakce na magnetickém nulehéSBSE) a SPME), byly vynikajici.
Ackoliv metoda ma potencial pro kapalné vzorky, takiaiti pro analyzu potravin bylo
malé!® zZhao a kolektiv pedstavili vyuZiti SDME pro stanoveni organofosfat
v pomeratiovém dZusd! Dnes se SDME U$pre vyuZiva jak pro stanoveni organofosfat
tak i organochlorovanych pestiéid’ Stanoveni pesticid v tuhych potravinach bylo

vénovano jen mélo pozornosti.
3.1.2. Vyuziti HF LPME

Pouze gkolik malo ¢lanka bylo publikovano o analyze potravin a napppmoci HF
LPME.# Studie se zabyvaly aplikaci HF LPME na respistsné vzorky mdy a jinych
vzorka Zivotniho prodedi a vzorky biologického materialu lidi. Potraw@oaplikace jsou
omezené, &oli HF LPME byla pouZzita pro stanoveni ochratdxii ve virg. Technika byla
také aplikovana na magké mlékd® a stanoveni fenolovych herbididr kravském miéce
HF LPME je velmi vhodna pro stanoveni pestica jinych toxickych sloéenin, jak bylo
publikovano pro vzorky zZivotniho prdsti. Nové studie jagsndemonstruji potencial HF

LPME pro stanoveni zbytkpesticidi v zelenir, jako jsou okurky, rapata a papriky>
3.1.3. Vyuziti DLLME

V souwasné dob je DLLME kombinovana s vysokdinnou kapalinovou chroma-

tografii s fluorescatni detekci (HPLC-FLD) usgre aplikovana pro analyzu pestiéid
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karbamai a organofosfditve vod a vzorcich dzustf Dalsi vyuziti DLLME je @i stanoveni
cholesterolu v potravinach.¢koli ptima analyza cholesterolu kapalinovou chromatogjafii
jednoducha a velmi citliva,ifpsto ma stinné stranky jako dlouhy opeiatas, zmydelani
pied analyzou a ptgba zn&ného mnozstvi drahych a Skodlivych organickych cogtdel.
K tomu, aby se dal rychle stanovit obsah cholekier@otravinach, je nutna rychla metotia.

3.2. Potravina'sky vyznamné latky extrahované metodami kapalinové

mikroextrakce

3.2.1. Pesticidy

Pesticidy jsou globathpouzivany pro ochranu zedglskych plodin. Jejich nadénné
a nespravné pouziti, zvléSv rozvojovych zemich, ma za nasledek &$teni Zivotniho
prostedi®® Pesticidy pedstavuji mozné riziko lidskému zdrd@iPxi zpracovani plodin
dochazi k penosu zbyti pesticidi do vyslednych vyrohk®

Analyza zbytk pesticidi hraje dilezitou roli v kvali€ potravin, pedevSim pro

hodnoceni potravinového bezpa mozna rizika pro lidské zdrat.

3.2.1.1. Organofosforové pesticidy (organofosfaty)

Organofosfaty (OPP) jsou Siroce pouZivangnském zerddélstvi pro jejich vysokou
acinnost a relativé nizkou cenu. Ve srovnani s organochlorovanymiigesgt pretrvavaji
OPP v Zivotnim progedi relativie nizkou dobu, ale jsou velice toxické. Proto zby@dyP
v potravinach jsou striktnhregulovany vladou ve vSech zemich, aby koncentwmgki
pouZivanych pesticid nefrevySovaly maximalni povolené koncentrateEvropska unie
dovoluje maximéalni koncentraci pestigi®,1 ng.mf. Kvili tomuto zakonnému omezeni je
nutné pouzit citlivé a jednoduché metody, kteryenitrjozno sledovat pesticidy ve stopovém
mnozstvit2

OPP a N-methylkarbamat se pouzivaji jako altevgairganochlorovanych pesticid
Tyto sloweniny prokazuji vysokou toxicitu, jsou moznymi kamgeny, mutageny a narusuji
endokrinni Zlazy. Jsou inhibitorem enzymu acetylctesterazy?
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Vzristajici pouzivaniéchto pesticid predstavuje riziko pro vodni systémy a déle jsou

nebezpené lidskému zdrav?
3.2.1.2. Organochlorované pesticidy

Pouziti pesticil ve vyrol® potravin poskytujecetné vyhody v rédmci rostouci
produkce a kvality, tatak nebo onak, jsou Skodlivé pro lidské zdravkymbjsou aplikovany
nevhod@. Organochlorované pesticidy (OCP) jsou spojovanymaoha chronickymi
onemocgnimi. Navic se tyto slaieniny mohou chovat jako pseudohormony a naruSekat t
endokrinni systém divokych zeit, vodnich Zivéichu a lidi. Mnoho zdravotnich probl&m
bylo spojeno sé&mito endokrinnimi poruchami jako neurologické pagoi, Parkinsonova
choroba, defekty novorozeicdychaci onemoda@ni, brzky sexualni vyvoj, zémy chovani,
rakovina prsu, snizena plodnost riazdysfunkce imunitniho systéril.

DrivejSi hojné pouzivani organochlorovych pesticzpisobilo zneisteni Zivotniho
prostedi. Pro ochranu zdravi a Zivotniho predt je nutné monitorovat i stopové mnozstvi
OCP v potravinach a veéd protoze OCP jsou obtiZrodbouravany, snadno se nahromadi

a hlavrg jsou velice toxické&®
3.2.1.3. Karbamaty

Karbamaty jsourtda vysoce efektivnich komarich pesticid, které se uzivany misto
OCP a OPP, a toredevSim kili jejich rychlejSimu odbouravani. Karbamaty jscadpzelé
z karcinogenity a mutagenity. Rostouci pouzivanb&mat predstavuje riziko pro vodni

systémy a jsou potencialnim nebesipepro Zivotni progedi a zdravéloveka®
3.2.2. Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA) je sekundarni metabolit produany plisgmi Penicillium
verrocosum Aspergillus ochraceus Aspergillus niger OTA se vyskytuje v obilovinach,
olejnatych semenech, v zelenych semenech kavy, virase, kakau a keni. Ze zpravy
Evropské komise o mnoZstvi OTA v potravinachieyné v roce 2002 vyplynulo, Ze hlavni
zdroj lidského fijmu OTA je vino®’ Prvni zprava o obsahu OTA ve ¥ihyla uvéejnina
v roce 1995%

OTA je spojovan s patologickymi jevy u laborataimizviat, zpisobuje nadorova
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onemocgni ledvin a jater. Mimo to mé& OTA teratogenni adenogenni &nky.* Proto kvli
moznému nebezpe pro lidské zdravi je nutné monitorovat tento toxr potravinach,
piedevsim ve vi#l V Evropské unii je maximalnitfpustna koncentrace OTA®) na 1 litr

vina. Snesitelna Groi€OTA stanovend WHO je 100 ng na 1 kgsné hmotnosf

3.2.3. Cholesterol

Cholesterol je steroidni alkohol. Je to nejvyzng&gSinsteroidni sloéenina vysSich
Zivogichu. U ¢lovéka je systetizovan téfve vSech tkanich. SniZzuje fluiditu membran, a tim
i jejich propustnost pro malé molekuly. Je prekuero biosyntézy steroidnich hormordeho
biodegradace probiha v jatrech, kde ég rvznikaji tzv. Zl&ovée kyseliny. Ukladani
cholesterolu v cévach a tvorba &bwych kamef jsou patologické, zvySena hodnota
koncentrace cholesterolu v krevni pl&sy jednim z ukazatélrizika vzniku aterosklerosy, a
tim i srde&nich a cévnich chorob (niapinfarktu myokardu). Rizikovy je zvl&StLDL-

-cholesterol, zatimco HDL-cholesterol ma naopaknaya ochranni?

3.2.4. Fenolové herbicidy

Fenolové herbicidy jsou vyznamn&ida herbicid pouzivanych v zeduglstvi
a lesnictvi k regulacitustu ffiznych nezadoucich rostlin. KW jejich velké mte aplikaci se
fenolové herbicidy dostaly do Zivotniho ph@sti. Nekolik nedavnych studii demonstrovalo
vyskyt greménénych fenolovych herbicilv povrchové a podzemni védrenolové herbicidy

se vyskytuji i v kravském mléce.

3.2.5. Ftalaty

Ftalaty jsou znaméifsada polymedr. Déle se vyuZzivaji jakoifsady pesticitl, barev
a jako znt¢kéovadla polymerinich material Hlavni nevyhoda ftalatje, Ze se z materialu,
kde byly pouzity, dostanou snadno do Zivotniho el a zné&isti vodu, @mdu, ovzdusSi a
nasledd se dostanou i do potravin. Ftalaty a jejich melighgsou mozné karcinogeny
a narusuji chod endokrinniho systému, protoie4ité sledovat i stopové mnozstéchto

latek *2
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3.3. Analyza potravindsky vyznamnych latek s vyuzitim metod kapalinové

mikroextrakce

3.3.1. Analyza organofosfat

Pro stanoveni organofosiav kapalnych vzorcich — povrchové vody, pitna voda,
dZusy, bylo vyuzito SDME a HF LPME. Jako extmak ¢inidlo byl pouZzit toluen nebo
tetrachlormethan. Analyza byla provedena metodous@@menovou fotometrickou detekci
(FPD) nebo hmotnostnim detektorem (MS).

3.3.1.1. Stanoveni organofosiai okurce a melounu

Pro stanoveni organofosiat okurce a melounu byla pouzita DLLME, jako extfiak
rozpoustdlo byl pouzit monochlorbenzen a jako disper&gnidlo acetonitril. Analyza byla
provedena metodou GC-FPD.

Pred samotnou analyzou musely byt vzorky tegl homogenizovany kuchgkym
robotem. Z homogenizovaného vzorku bylo odebranog,1které byly smichany
s acetonitrilem, siranem manganatym a chloridermguod Tato srés byla centrifugovéna.
Poté byl ke swsi piidan monochlorbenzen, s byla réné kratce pratepana a byla
centrifugovana 3 minuty ip 4000 ot&kach za minutu. Poté byla sedlina s monochlor-
benzenem na spodu zkumavky filstuta do plynového chromatografu s plamenovou

fotometrickou detekcf

3.3.1.2. Stanoveni organofosfat dZusech

K Upraw vzorku ged analyzou organofostave vzorcich dZusu byla pouzita SDME,
jako extrakni ¢inidlo byl pouZit toluent?

Vzorek §avy byl Zedn vodou a odgedovan. Zediny roztok vzorku byl michan
magnetickym michadlem. Do jehly mikréiggcky byl natazen fisluSny objem toluenu.
Mikrostiikacka je fixovana ve stojanu a jehla je skrz septumis@ma do nadobky se
zredknym vzorkem. Z mikrostkacky byla vytlatena kapka, ktera byla po dokemi extrakce
vtazena z@t do mikrostikacky. Pro vlastni analyzu byl obsah mikridkscky analyzovan
metodou GC-FPD!
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3.3.2. Analyza organochlorovanych pesticil

Obecré Ize pro extrakci organochlorovanych pesticid vodnych vzorik vyuzit
SDME a HF LPME. Extraéni rozpou&tdla jsoucasto nepolarni nasycené uhlovodiky jako
n-hexan, isooktan. Ossfil se i toluen’

Pro zakoncentrovani OCP zvodnych viorkyla vyuZzita SDME, extraii
rozpoustdlo byl toluen. Analyza byla provedena GC-NfS.

Aby nedochazelo k vykavani stanovované latky, byl vzorekpgravencerstw pred
kazdou SDME. Vzorek byl umist v nadobce s magnetickym michadlem a Sroubovacim
uzawrem. Mikrostikacka s toluenem byla umésta tak, aby jehla byla porena pod
hladinou vzorku. Z mikrogikacky byla vytlatena kapka toluenu. Extrakce probihala p
pokojové teplat a za stalého michani magnetickym michadlem. Pralit byla kapka

toluenu vtaZzena 2pdo mikrostikacky a vstiknuta do GC-MS pro analyZ4.

3.3.3. Analyza karbamat

Pro extrakci karbamétz ovocnych dZusbyla pouzita DLLME, jako disperzginidlo
byl pouZzit acetonitril, jako extr&ki rozpoustdlo tetrachlorethan. K detekci karbarindtyla
vyuZita HPLC-FLD?*?

Jablény, hroznovy a broskovy dzus byl 15 minut centrifu@n, poté filtrovan
a Zeddn. Odebrany izdny vzorek byl umisin do kuZelové nadobky. Ke vzorku byl rychle
vstiiknut acetonitril s tetrachlorethanem. Po jemnératippani se ve zkumavce vyhilo
disperzni systém. Nadobka se vzorkem bylafedisvana 3 minuty § 3500 oté&kach za
minutu, ¢imz se kapiky tetrechlorethanu usadily na @rkuzelové baky. Sedlina byla
odejmuta a vétknuta do HPLC-FLD pro analyZ4.

3.3.4. Analyza ochratoxinu A

Extrakce OTA ze vzork vina byla provedena pomoci HF LPME, jako extrak
¢inidlo byl pouzit oktan-1-ol. Analyza byla provedemmetodou HPLC s fluoresaen
detekci®®

Do ampulky s uzasrem byl nalit vzorek vina. Duté vlakno bylo undisd do nadobky
a k jeho kongém byly pripevrény mikrostikacky, které slouzi jednak jako podpora dutého

vlakna, jednak ke viknuti extrakniho ¢inidla do dutého vidkna. Extrakce byla uskutaa
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za stadlého michani magnetickym michadlem. Po ecitraido extrakni ¢inidlo s extra-
hovanou latkou vsiknuto do HPLC s fluoresceni detekcf®

3.3.5. Analyza cholesterolu

Cholesterol byl stanovovan ve v&em Zloutku, v mléce a olivovém oleji. Upravy
vzorka byly provedeny pomoci DLLME, jako disperzginidlo byl pouzit ethanol, jako
extrakeni rozpoustdlo tetrachlormethan. K vlastnimu stanoveni cheledti byl pouZzit
HPLC s detekci v ultrafialové oblasti (UY).

Vzorky byly homogenizovanyediny a reékolikrat odsted’ovany. Vzorek byl umigh
do uzaviratelné zkumavky s kuzelovitou spothsti. Byl gidan ethanol a tetrachlormethan.
Smes byla protepana a centrifugovana. Po klesnuti kapek extiak rozpoustla na dno
zkumavky byla tato fazerpvedena do dalSi zkumavky. Extrakt byl vysuSénppkojové
teplog a rozpudin v ethanolu. Poté byl analyzovan metodou HPLC®)V.

3.3.6. Analyza fenolovych herbicid

Lee a kolektiv zkoumali pouzittitfazové HF LPME kombinované s HPLC-UV pro

stanoveni fenolovych herbidide vzorcich kravského mléRa.

3.3.7. Analyza ftalati

Ftalaty lze extrahovat ze vzorku pomoci metodpzahé na LPME, jako extréki
ginidlo se nejvice ositkil dodekan-1-ol. K analyze ftaliise vyuzivd GC-M$?

K povrchu roztoku vzorku, ktery je neustale mighamyla umisina kapéka
organického rozpouidla, ktera #stala na povrchu michaného vzorku. Po extrakci byla
nadobka se vzorkem vloZzena do ledové dazituhnuta kapka rozpoustia byla odebrana do
kuZelové nadobky a po roztati ¥ikhuta do GC*

Ftalaty byly také stanoveny pomoci SDME s nasladranalyzou plynovou

chromatografii s plamenovym ionizem detektorem (GC-FIDY°
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3.4. Srovnani metod kapalinové mikroextrakce s jingni pouzivanymi

metodami

3.4.1. Metoda SDME

Bézné upravy vzork pred analyzou zbytk pesticidi zahrnuji metody extrakce
kapalina-kapalina, extrakce nadkritickymi tekutinamikrovinné extrakce a extrakce tuhou
fazi. Tyto techniky jsou sice jednoduché, ale j§aso¥ nara@né a pouZziva se u nich velké
mnozZstvi toxickych rozpouidel, ktera ohrozuji zdravi pracoviikkontrolni a monitorovaci
laboratde, které zpracovavaji velka mnozZstvi vagririspivaji k znéistovani Zivotniho
prostedi3*

Diky tmto aspekim doSlo k miniaturizaci metod. K analyze pesticidpotravinach
byla pouzita SPME a v posledni @dobPME techniky, z nichZ se jako nejjednodussi ukéza
SDME. Hlavnimi vyhodami SDME je nizka cena (vyhqatati SPME),éasova nenatmost

a nizké spdeby vzork i rozpougtdel >*

3.4.2. Metoda HF LPME

Metoda naSla uplatni pri analyze pesticidl a toxickych latek v potravinach. Na
rozdil od LLE a SPE, které byly h@mpouzivany k extrakciméthto latek z potravin, je HF
LPME levna a bezp@ma, a to pedevSim kili nizké spatebs organickych rozpou&tel.
K extrakcim pestici@l a toxickych latek z potravin byla také vyuzita SPMtera je drazsi,
kvuli specidlnim vidkim. Také oblibend metoda SDME je ve srovnani s HMEP
rizikovéjSi, a to hlava proto, Ze vytldena kapka organického rozpatdda z jehly mikro-
stiikacky miZe byt Bhem extrakce vlivem michani ztracefia.

Pro stanoveni OTA byla vyuZita metoda HF LPREKonvertni metody extrakce
OTA ve vire byly zaloZzeny na extrakci tuhou fazi (SPE), kteyéa automatizovana. Také
SPME byla vyvinuta k extrakci OTA ze vzdrkvina. Metoda je jednoduchd, citlivd a
vzhledem k vyddjm efektivni**HF LPME ma v8echny poZadované parametry a ddsiate

citlivost. Jeji cena je navic nizR3.
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3.4.3. Metoda DLLME

NejcastjSi Upravy vzork pred analyzou OPP je LLE a SPE. N pouzivané
metody jsou SPME a LPME. &&ina &chto metod byla upravena pro extrakce z kapalnych
vzork, jako jsou 8avy a voda. Pro analyzu OPP v tuhych vzorcich pglazita DLLME

Pro analyzu karbamét OPP byla pouzita SDME, jejiZ nevyhodou je zinaé@apky

rozpoudtdla. Dalsi pouZivanou metodou je HF LPME, kter&gjgko reprodukovateln®.
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4. ZAVER

V poslednich letech se do pedi vSeobecného zajmu dostalo sledovani kvality
potravin a Zivotniho prostdi. Strava, kterouffimame a prosedi, v mz Zijeme, maji
velky vliv na naSe zdravi. Aby bylo naSe zdraviarhno, je teba soustawnkontrolovat
mnozstvi Skodlivych latek v potravindch a Zivotnprostedi. Latky Skodlivé zdravi se
z Zivotniho progedi do potravin dostanou snadno, protozZe jsou apéa@ny suroviny, které
byly oSeteny nap. pesticidy. Také dochazi ke kontaminacith yyrobé potravin. Jeitba
také kontrolovat hladiny latek, které se v potraeim vyskytuji pirozere (cholesterol) a latek,
které se¢dci o mikrobialni kontaminaci htisurovin nebo hotového vyrobku.

Potraviny jsou komplexnimi matricemi, které obgakelké mnoZstvi latek, které se
pii stanoveni vzjentnovliviuji. Proto je nutné vzorky potravirtgd samotnym stanovenim
urcité latky upravit. Protoze je vzoikhodré a analyzu je péeéba proveést rychle, musi se
pouzit takové metody, které jsou rychlé, efektianievné. A takové jsou prévmetody

kapalinové mikroextrakce.
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