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1. ⁄vod

IntenzivnÌ rozvoj pr˘myslovÈ v˝roby, dopravy i sluûeb
spolu s rozs·hlou chemizacÌ ¯ady oblastÌ zemÏdÏlskÈ v˝roby,
ke kter˝m doölo zejmÈna ve druhÈ polovinÏ minulÈho stoletÌ,
byl bohuûel doprov·zen i nÏkter˝mi negativnÌmi aspekty.
JednÌm z nejz·vaûnÏjöÌch byl vzr˘stajÌcÌ rozsah emisÌ öirokÈho
spektra chemick˝ch ökodlivin prakticky do vöech sloûek ûi-
votnÌho prost¯edÌ vËetnÏ potravnÌho ¯etÏzce ËlovÏka. Pot¯eba
zÌskat podklady pro proces identifikace a charakterizace (eko)-
toxikologick˝ch rizik; nutnost pr˘bÏûnÈho sledov·nÌ dopad˘
p¯ijat˝ch preventivnÌch Ëi n·pravn˝ch opat¯enÌ i vzr˘stajÌcÌ
rozsah legislativnÌch poûadavk˘ na kontrolu dodrûov·nÌ no-
rem  v oblasti chemickÈ bezpeËnosti se z·konitÏ  promÌtly
v intenzifikaci v˝zkumu zamÏ¯enÈho na v˝voj progresivnÌch
spektr·lnÌch, chromatografick˝ch a dalöÌch analytick˝ch me-
tod urËen˝ch pro sledov·nÌ reziduÌ anorganick˝ch i organic-
k˝ch kontaminant˘ v r˘zn˝ch typech environment·lnÌch mat-
ric  a  poûivatin. PozoruhodnÈ  pokroky  dosaûenÈ  v  oblasti
stopovÈ anal˝zy ˙zce souvisely s expanzivnÌm zav·dÏnÌm
poËÌtaËi ¯ÌzenÈ instrumentace vyuûÌvajÌcÌ v öirokÈ mÌ¯e prvk˘
automatizace a robotizace.

⁄stav chemie a anal˝zy potravin VäCHT se problemati-

kou sledov·nÌ chemick˝ch ökodlivin v prost¯edÌ ËlovÏka (ve-
dle xenobiotik jde v ¯adÏ p¯Ìpad˘ i o toxiny p¯ÌrodnÌho p˘vodu)
zab˝v· jiû vÌce neû t¯i desÌtky let. V souËasnÈ dobÏ se praco-
viötÏ podÌlÌ na nÏkolika tuzemsk˝ch i mezin·rodnÌch projek-
tech zamÏ¯en˝ch na zav·dÏnÌ, optimalizaci a validaci (ul-
tra)stopov˝ch chromatografick˝ch metod pro anal˝zy tÏka-
v˝ch organick˝ch kontaminant˘.

CÌlem d·le uvedenÈho pojedn·nÌ je s vyuûitÌm nejnovÏj-
öÌch poznatk˘ a praktick˝ch zkuöenostÌ zÌskan˝ch p¯i vyöe-
t¯ov·nÌ vzork˘ poûivatin a environment·lnÌch biotick˝ch mat-
ric ilustrovat st·vajÌcÌ trendy v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy se
zvl·ötnÌm d˘razem na aplikaci perspektivnÌch instrument·l-
nÌch technik. Pozornost je zamÏ¯ena p¯edevöÌm na kritickÈ
aspekty termin·lnÌho analytickÈho kroku (identifikace a kvan-
tifikace analyt˘), kterÈ je nutnÈ zohlednit p¯i zajiötÏnÌ kvality
generovan˝ch dat. Metody izolace reziduÌ a purifikace prim·r-
nÌch extrakt˘ (oddÏlenÌ cÌlov˝ch analyt˘ od ko-izolovan˝ch
sloûek v˝chozÌ matrice) byly p¯edmÏtem p¯edchozÌ publikace
v tomto Ëasopise1. Je t¯eba zd˘raznit, ûe tato pr·ce si neklade
za cÌl p¯inÈst souhrnn˝ p¯ehled pouûÌvan˝ch progresivnÌch
technik a st·vajÌcÌch trend˘ v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy, refe-
rov·ny  jsou zde p˘vodnÌ pr·ce  autorskÈho pracoviötÏ, ve
kter˝ch lze nalÈzt souvisejÌcÌ odkazy.

2. Multirezidu·lnÌ metody, z·kladnÌ poûadavky
na pracovnÌ charakteristiky

Poûadavky na zv˝öenÌ laboratornÌch kapacit p¯i souËasnÈ
minimalizaci n·klad˘ ¯eöÌ mnohÈ kontrolnÌ laborato¯e postup-
n˝m zav·dÏnÌm tzv. multirezidu·lnÌch metod, kterÈ umoûÚujÌ
v r˘zn˝ch matricÌch v r·mci jedinÈ anal˝zy2 stanovit velk˝
poËet analyt˘ vyznaËujÌcÌch  se nÏkdy  i pomÏrnÏ öirok˝m
spektrem fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ. V tabulce I je uve-
den v˝Ëet nejv˝znamnÏjöÌch kritÈriÌ3 jak z oblasti provoznÌch
poûadavk˘, tak i pokud jde o pracovnÌ charakteristiky, z je-
jichû specifikace se p¯i volbÏ vhodnÈho analytickÈho postupu
vych·zÌ.

Je samoz¯ejmÈ, ûe v re·ln˝ch podmÌnk·ch je nutnÈ hledat
optim·lnÌ kompromis vych·zejÌcÌ ze zhodnocenÌ konkrÈtnÌho
cÌle uvaûovanÈho analytickÈho vyöet¯enÌ a podmÌnek dostup-
n˝ch pro jeho realizaci. P¯Ìklady konkrÈtnÌch poûadavk˘4ñ6 na
z·kladnÌ pracovnÌ charakteristiky metod aplikovan˝ch v ob-
lasti stopovÈ anal˝zy pro legislativnÌ ˙Ëely jsou shrnuty v ta-
bulce II.

3. Plynov· chromatografie (GC)

Plynov· chromatografie p¯edstavuje bezesporu jednu z nej-
v˝znamnÏjöÌch technik vyuûÌvan˝ch v anal˝ze reziduÌ orga-
nick˝ch kontaminant˘7. Moûnost zlepöenÌ pracovnÌch charak-
teristik multirezidu·lnÌch metod v naöich studiÌch hled·me jak
na ˙rovni vhodnÈho v˝bÏru n·st¯ikovÈ techniky, tak i prost¯ed-
nictvÌm optimalizace vlastnÌho chromatografickÈho procesu
a v neposlednÌ ¯adÏ volbou vhodn˝ch podmÌnek detekce.
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Tabulka I
KritÈria zohledÚovan· p¯i v˝bÏru analytickÈho postupu v rezidu·lnÌ anal˝ze

Parametry podmiÚujÌcÌ kvalitu v˝sledk˘ Aspekty vztahujÌcÌ se k ekonomick˝m parametr˘m

Limit detekce, limit kvantifikace N·klady na za¯ÌzenÌ, chemik·lie a pom˘cky, cena lidskÈ pr·ce
P¯esnost: spr·vnost a shodnosta DÈlka anal˝zy, pr˘saznost vzork˘
Citlivost N·klady na zajiötÏnÌ kontroly jakosti vËetnÏ externÌ (mezilaboratornÌ porovn·nÌ)
Selektivita a specificita Poûadavky na prostor a energie, cena ˙drûby
Dynamick˝ a line·rnÌ rozsah N·klady na bezpeËnostnÌ opat¯enÌ
Robustnost Pracnost, resp. snadnost provedenÌ, moûnosti automatizace, p¯Ìp. robotizace

a Uveden· terminologie (p¯eklad anglickÈ definice accuracy = trueness + precision) vych·zÌ z normy »SN ISO 3534-1)

Tabulka II
Poûadavky na hodnoty v˝tÏûnosti analytick˝ch metod vyuûÌ-
van˝ch p¯i stanovenÌ reziduÌ pesticid˘ (c ñ koncentraËnÌ hladi-
ny analyt˘, RSD ñ opakovatelnost jako relativnÌ smÏrodatn·
odchylka)

c RSD V˝tÏûnost [%]

[µg.kgñ1] [%] metody pro jeden multirezidu·lnÌ
Ëi skupinu metody

p¯Ìbuzn˝ch analyt˘

≤1 35 50ñ120 40ñ120
1ñ10 30 70ñ110 50ñ120
>10 <20 80ñ110 60ñ110

3 . 1 . M a t r i Ë n Ì e f e k t y v G C

Extrakty komplexnÌch matric, jako jsou potraviny a r˘znÈ
biotickÈ vzorky rostlinnÈho Ëi ûivoËiönÈho p˘vodu, bÏûnÏ
obsahujÌ vedle cÌlov˝ch analyt˘ i ¯adu tÏkav˝ch a netÏkav˝ch
komponent (lipidy a doprovodnÈ l·tky, p¯irozenÈ pigmenty,
prysky¯ice apod.), z nichû nÏkterÈ nenÌ moûnÈ pomocÌ bÏûnÏ
pouûÌvan˝ch ËisticÌch krok˘ zcela odstranit. DlouhodobÈ vn·-
öenÌ, resp. opakovan˝ n·st¯ik tÏchto koextrakt˘ do chromato-
grafickÈho systÈmu pak postupnÏ vede ke zhoröov·nÌ procesu
separace, identifikace i kvantifikace analyt˘. NegativnÌ vliv na
kvalitu v˝sledk˘ se projevuje mimo jinÈ poklesem jejich p¯es-
nosti, zvyöov·nÌm hodnot detekËnÌch limit˘. Vr˘st· i riziko
faleönÏ negativnÌch i faleönÏ pozitivnÌch n·lez˘.

3.1.1. MatriËnÌ efekty v GC injektoru

Z·vaûn˝m problÈmem p¯i kvantifikaci nÏkter˝ch konta-
minant˘  (p¯edevöÌm tÏch, kterÈ obsahujÌ ve svÈ molekule
pol·rnÌ skupiny), je jejich potenci·lnÌ termodegradace, p¯Ìpad-
nÏ adsorpce, ke kter˝m m˘ûe doch·zet v n·st¯ikovÈm prostoru
Ñhork˝chì (izotermnÌch) vypa¯ovacÌch injektor˘. Tato rizika
jsou zvl·ötÏ v˝znamn· v p¯ÌpadÏ n·st¯iku bez dÏlenÌ toku
nosnÈho plynu (tzv. Ñsplitlessì), kter˝ m˘ûe trvat i desÌtky
sekund. K uveden˝m jev˘m doch·zÌ zejmÈna na aktivnÌch
centrech reprezentovan˝ch silanolov˝mi skupinami, p¯Ìp. sto-
pami tÏûk˝ch kov˘, jeû jsou tÈmÏ¯ vûdy p¯Ìtomny ve stÏn·ch
sklenÏnÈ n·st¯ikovÈ vloûky (lineru).

P¯i anal˝ze re·ln˝ch vzork˘, tj. extrakt˘ obsahujÌcÌch ved-
le analyt˘ tÈû sloûky v˝chozÌ matrice, mohou tyto komponenty
interagovat se zmÌnÏn˝mi aktivnÌmi centry a v z·vislosti na
vz·jemn˝ch koncentraËnÌch pomÏrech je Ë·steËnÏ Ëi zcela
zamaskovat. V˝sledkem je pak ochrana citliv˝ch analyt˘ p¯ed
degradacÌ Ëi adsorpcÌ po dobu jejich setrv·nÌ v prostoru injek-
toru8. Oproti n·st¯iku analytu (standardu) v ËistÈm rozpou-
ötÏdle tak v p¯Ìtomnosti matrice doch·zÌ ke vnesenÌ vÏtöÌho
mnoûstvÌ danÈho analytu na chromatografickou kolonu, coû
se pochopitelnÏ projevÌ vyööÌm sign·lem detektoru (v angliË-
tinÏ se tento typ matriËnÌch efekt˘ oznaËuje jako matrix-indu-
ced response enhancement).

Chromatografick˝ z·znam zÌskan˝ v r·mci v˝voje meto-
dy pro stanovenÌ nitro-deriv·t˘ polycyklick˝ch aromatick˝ch
uhlovodÌk˘ (PAU) uveden˝ na obr·zku 1 n·zornÏ ilustruje
popsan˝ jev (p¯i stanovenÌ mate¯sk˝ch PAU se s tÌmto typem
matriËnÌch efekt˘ nesetk·me, neboù interakce tÏchto nepol·r-
nÌch molekul s aktivnÌmi centry nenÌ v˝znamn·)9. Z praktic-
kÈho hlediska tak p¯i kvantifikaci zaloûenÈ na externÌ kalibraci
standardem v ËistÈm rozpouötÏdle m˘ûe dojÌt k Ëasto velmi
v˝znamnÈmu nadhodnocenÌ v˝sledk˘ (zd·nlivÈ hodnoty v˝-
tÏûnosti, zejmÈna v p¯ÌpadÏ velmi nÌzk˝ch hladin analyt˘
nÏkdy dosahujÌ i 1000 %). N·zornÏ jsou jevy, ke kter˝m
doch·zÌ v injektorovÈ vloûce, zobrazeny na obr·zku 2. ObecnÏ
je velikost matriËnÌch efekt˘ tohoto typu koncentraËnÏ z·visl·
a v p¯ÌpadÏ relativnÏ vysok˝ch koncentracÌ analytu se nadhod-
nocenÌ n·lez˘ analyt˘ z¯etelnÏ neprojevÌ. V re·ln˝ch podmÌn-
k·ch vöak poËet aktivnÌch mÌst nenÌ konstantnÌ. V pr˘bÏhu
anal˝z m˘ûe doch·zet k jejich n·r˘stu v d˘sledku tepelnÈho
nam·h·nÌ n·st¯ikovÈ vloûky, resp. depozit˘ zde p¯Ìtomn˝ch,

Obr. 1. MatriËnÌ efekt p¯i stanovenÌ nitro-PAU technikou GC-MS-
-ECNI, m/z 173; MS ñ matriËnÌ standard, S ñ standard v ËistÈm
rozpouötÏdle (n·st¯ik 1 pg analytu ñ nitronaftalenu, nNap)
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souËasnÏ vöak m˘ûe probÌhat i jejich deaktivace. Hodnota
matriËnÌch efekt˘ je tedy v Ëase promÏnn·, v r·mci validace
metody je nezbytnÈ p¯ÌsluönÈ trendy dlouhodobÏ sledovat.

V uvedenÈm kontextu se jistÏ jako velmi aktu·lnÌ jevÌ
ot·zka moûnosti kompenzace, p¯ÌpadnÏ eliminace matriËnÌch
efekt˘. Teoreticky se zd· b˝t nejjednoduööÌ moûnostÌ pouûitÌ
inertnÌch materi·l˘, jejichû povrchy jsou prostÈ aktivnÌch cen-
ter, nicmÈnÏ  û·dnÈ  z bÏûnÏ  dostupn˝ch  komponent tento
poûadavek zcela nesplÚujÌ. Pro re·lnÈ podmÌnky se sice nabÌzÌ
nÏkolik ¯eöenÌ, û·dnÈ z nich vöak nenÌ zcela ide·lnÌ a vyhovu-
jÌcÌ pot¯eb·m multirezidu·lnÌch metod. AtraktivnÌ, i kdyû ek-
onomicky znaËnÏ n·roËnou variantou, je bezesporu vyuûitÌ
izotopy znaËen˝ch analog˘; tyto vöak nejsou pro ¯adu kon-
taminant˘ (nap¯. modernÌ pesticidy) k dispozici. Z hlediska
dosaûenÌ spr·vn˝ch v˝sledk˘ je korektnÏjöÌm ¯eöenÌm kalib-
race pomocÌ matriËnÌch standard˘. Jejich p¯Ìprava, zejmÈna
p¯i poûadavku na vyöet¯ov·nÌ öirokÈho spektra kombinacÌ
matriceñanalyt, p¯edstavuje znaËnou Ëasovou i kapacitnÌ z·-
tÏû; navÌc ne vûdy je k dispozici matrice prost· stop cÌlov˝ch
analyt˘.

3.1.2. Optimalizace n·st¯ikovÈ techniky v GC

Jak vyplynulo z p¯edchozÌch ˙vah, dÏje probÌhajÌcÌ v pr˘-
bÏhu Ñsplitlessì n·st¯ikovÈ periody mohou z·sadnÌm zp˘so-
bem ovlivnit p¯esnost v˝sledk˘ i hodnoty dosaûiteln˝ch de-
tekËnÌch limit˘. Z uveden˝ch d˘vod˘ jsme sÈrii studiÌ zamÏ¯ili
na zÌsk·nÌ podklad˘ pro kritickÈ zhodnocenÌ aplikaËnÌho po-
tenci·lu r˘zn˝ch typ˘ n·st¯ikov˝ch technik v oblasti rezidu·l-
nÌ anal˝zy pesticid˘. JednÌm z cÌl˘ bylo posoudit moûnost
realizace kalibrace pouze pomocÌ standard˘ v ËistÈm rozpou-
ötÏdle, a odstranit tak (n·roËnou) p¯Ìpravu matriËnÌch stan-
dard˘.

V prvÈ sadÏ experiment˘ jsme dos·hli Ë·steËnÈ, nÏkdy aû
˙plnÈ eliminace matriËnÌch efekt˘ pomocÌ elektronicky ¯Ìze-
nÈho  tlakovÈho pulzu aplikovanÈho v  pr˘bÏhu  n·st¯ikovÈ
periody10. S p¯ihlÈdnutÌm k charakteru vzorku i typu instru-
mentu, resp. geometrii injektoru, je nutnÈ nalÈzt jak hornÌ
hranici tlaku v n·st¯ikovÈm prostoru, tak i dÈlku jeho trv·nÌ
tak, aby nedoch·zelo ke ztr·tÏ tÏkavÏjöÌch analyt˘. Zv˝raznÏnÌ
kompenzaËnÌho efektu pulznÌho n·st¯iku lze docÌlit zv˝öenÌm
objemu nast¯ikovanÈho vzorku (za bÏûn˝ch podmÌnek aû na
cca 5 µl); v takovÈm p¯ÌpadÏ je vöak nutnÈ zabr·nit deformaci
pÌk˘ a posunu jejich retenËnÌch Ëas˘ p¯ed¯azenÌm kratöÌ deak-
tivovanÈ kapil·ry p¯ed vlastnÌ analytickou kolonu (tzv. reten-
tion gap).

V navazujÌcÌch experimentech jsme vyuûili injektor s pro-
gramovatelnou teplotou vypa¯ov·nÌ (programmable tempera-
ture vaporizer, PTV), kter˝ obecnÏ umoûÚuje podstatnÏ öetr-
nÏjöÌ n·st¯ik labilnÌch analyt˘ Ëi analyt˘ n·chyln˝ch k sorpci
na aktivnÌch mÌstech n·st¯ikovÈ vloûky. Vzorek je totiû zave-
den do injektoru udrûovanÈho v blÌzkosti nebo pod bodem
varu p¯ÌsluönÈho rozpouötÏdla. Po odstranÏnÌ par rozpouötÏdla
je zajiötÏn transfer analyt˘ na separaËnÌ kolonu bleskov˝m
vyh¯·tÌm injektorovÈho prostoru. Na kolonÏ udrûovanÈ p¯i
vhodnÈ nÌzkÈ teplotÏ dojde k refokusaci zÛny analyt˘. Pro
anal˝zy extrakt˘ s obsahem reziduÌ pesticid˘ byla optimalizo-
v·na11 n·st¯ikov· technika Ñsolvent-ventì, umoûÚujÌcÌ postup-
n˝ n·st¯ik aû 30 µl vzorku. DÌky tÈto skuteËnosti, tj. moûnosti
zavedenÌ velkÈho objemu vzorku do injektorovÈho prostoru,
nenÌ nutnÈ zahuöùov·nÌ vzorku p¯ed GC anal˝zou, p¯iËemû
vypuötÏnÌ odpa¯ovacÌho kroku m· za n·sledek zkr·cenÌ p¯Ì-
pravnÈ f·ze p¯i souËasnÈ eliminaci rizika ztr·t tÏkav˝ch ana-
lyt˘. P¯i porovn·nÌ s ostatnÌmi technikami, n·st¯ik pomocÌ
PTV v nejvÏtöÌ mÌ¯e kompenzoval matriËnÌ efekty a z·roveÚ
poskytoval nejlepöÌ ochranu vstupnÌ Ë·sti separaËnÌ kolony
p¯ed depozicÌ netÏkav˝ch matriËnÌch komponent12. PomocÌ
PTV jsme p¯i zachov·nÌ poûadovanÈ kvality dat realizovali
vÌce neû 135 n·st¯ik˘ matriËnÌch vzork˘, zatÌmco p¯i pulznÌm
Ñsplitlessì n·st¯iku poloviËnÌho ekvivalentu p˘vodnÌ matrice
nebylo moûnÈ jiû po cca 85 anal˝z·ch nÏkterÈ pol·rnÌ analyty
kvantifikovat.

3 . 2 . R y c h l · G C

Rychl· plynov· chromatografie, kterÈ jsme v r·mci naöich
studiÌ vÏnovali ¯adu experiment˘, reprezentuje bezesporu je-
den z progresivnÌch trend˘ v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy. Pojem
rychl·  chromatografie  je  ovöem ponÏkud obtÌûnÈ exaktnÏ
vymezit, nicmÈnÏ obecnÏ lze takto klasifikovat separace slo-
ûit˝ch smÏsÌ realizovanÈ bÏhem nÏkolika minut (öÌ¯ky pÌ-
ku v poloviËce v˝öky se pak pohybujÌ v rozmezÌ nÏkolika

Obr. 2. Ilustrace podstaty injektorov˝ch matriËnÌch efekt˘ p¯i GC
anal˝ze  vyuûÌvajÌcÌ  n·st¯ikovÈ techniky Ñsplitlessì; A ñ  poËet
molekul analytu v nast¯ÌknutÈm vzorku, X, Y ñ poËet Ñvoln˝chì
aktivnÌch center v n·st¯ikovÈm prostoru pro sorpci analytu, l mole-
kuly analytu nast¯ÌknutÈ do injektoru a podÌl vnesen˝ na kolonu;
¡ molekuly analytu sorbovanÈ na stÏnÏ n·st¯ikovÈ vloûky, t mo-
lekuly matrice nat¯ÌknutÈ do injektoru a podÌl vnesen˝ na kolonu,
P molekuly matrice adsorbovanÈ na stÏnÏ n·st¯ikovÈ vloûky, (AñX) <
(AñY)

A A

X Y

AñX AñY

standard analytu
v ËistÈm rozpouötÏdle

ÑmatriËnÌ standardì:
extrakt nekontaminovanÈ

matrice se zn·m˝m
p¯Ìdavkem analytu
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sekund), pops·ny byly i anal˝zy, jejichû dÈlka se pohybovala
na ˙rovni sekund (tzv. ultrarychl· chromatografie).

Aktu·lnost pot¯eby zavedenÌ rychlÈ plynovÈ chromatogra-
fie do oblasti anal˝zy komplexnÌch smÏsÌ organick˝ch tÏka-
v˝ch kontaminant˘ vypl˝v· tÈû ze skuteËnosti, ûe klasickÈ
separace sloûek extrakt˘ typicky realizovanÈ na kapil·rnÌch
kolon·ch o dÈlce 25 aû 60 m, s vnit¯nÌm pr˘mÏrem 0,15ñ0,32,
p¯Ìp. 0,53 mm trvajÌ Ëasto desÌtky minut, nez¯Ìdka p¯esahujÌ
i jednu hodinu. P¯i v˝bÏru strategie v˝raznÈho zkr·cenÌ doby
anal˝zy jsme vych·zeli z n·sledujÌcÌch moûnostÌ: varianta A.
ñ zmÏnÏnÈ Ëi netradiËnÌ parametry separaËnÌ kolony i) men-
öÌ vnit¯nÌ pr˘mÏr (tzv.Ñmicro boreì kolony), ii) kratöÌ dÈl-
ka, iii) tenËÌ film stacion·rnÌ f·ze, iv) multikapil·rnÌ kolony,
v) öroubovitÏ stoËenÈ kolony; v ˙vahu byla vzata tÈû varian-
ta B. ñ ˙prava operaËnÌch podmÌnek p¯i separaci, konkrÈtnÏ
i) pouûitÌ rychlÈho teplotnÌho programov·nÌ, ii) pr·ce p¯i kon-
stantnÌ teplotÏ (izotermnÌ anal˝za), iii) pouûitÌ vodÌku jako
nosnÈho plynu, iv) zv˝öenÌ pr˘toku nosnÈho plynu na hodnoty
vyööÌ neû optim·lnÌ, v) provozov·nÌ kolony za snÌûenÈho tlaku
(jejÌ v˝stup je zaveden do Ñvakuaì).

Je ovöem nutnÈ p¯ipomenout, ûe volba experiment·lnÌch
podmÌnek zahrnuje nevyhnutelnÏ ¯adu kompromis˘. Vedle
dosaûenÌ v˝raznÈho zrychlenÌ stanovenÌ je nutnÈ zohlednit
poûadavky na dostateËnou kapacitu chromatografickÈ kolony,
kter·, mimo jinÈ, podmiÚuje citlivost i hodnotu detekËnÌho
limitu; v neposlednÌ ¯adÏ je nutnÈ zachovat dostateËnou sepa-
raËnÌ ˙Ëinnost. Ta totiû z·sadnÌm zp˘sobem podmiÚuje neje-
nom spr·vnost (p¯esnost i shodnost) v˝sledk˘ anal˝z, ale
promÌt· se tÈû v hodnot·ch dosaûiteln˝ch mezÌ detekce (uplat-
Úuje se vliv ÑchemickÈhoì öumu).

Z praktickÈho pohledu ovöem nejsou vöechny uvedenÈ va-
rianty plnÏ kompatibilnÌ s poûadavky stopovÈ anal˝zy a v nÏ-
kter˝ch p¯Ìpadech je nelze realizovat pomocÌ konvenËnÌch GC
systÈm˘. S p¯ihlÈdnutÌm k omezenÈmu rozsahu tÈto pr·ce je
dalöÌ diskuse zamÏ¯ena jen na nejv˝znamnÏjöÌ aspekty.

Ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ je rychl· GC realizov·na na kr·tk˝ch
kolon·ch, jejichû dÈlka nep¯esahuje 10 m; v p¯ÌpadÏ ultra-
rychlÈ separace se dokonce pracuje s kolonami s dÈlkou max.
1 m. Zkr·cenÌ dÈlky kolony vede z·konitÏ k poklesu hodnoty
rozliöenÌ a vznik· riziko koelucÌ analyt˘. PouûitÌ hmotnostnÏ-
-spektrometrickÈho detektoru (MSD) p¯edstavuje ve vÏtöinÏ
p¯Ìpad˘ vhodnÈ, ne vöak univerz·lnÌ ¯eöenÌ. Oproti konvenË-
nÌm, v oblasti anal˝zy kontaminant˘ hojnÏ vyuûÌvan˝m detek-
tor˘m (µ-ECD, NPD Ëi FPD) s vysokou rychlostÌ akvizice dat,
se p¯i pouûitÌ MSD s kvadrupolov˝m analyz·torem Ëi ionto-
vou pastÌ m˘ûe st·t limitujÌcÌm faktorem dosaûiteln· skanova-
cÌ rychlost (tato se u uveden˝ch bÏûn˝ch typ˘ MSD pohybuje
v rozmezÌ 10ñ20 spekter.sñ1) Potenci·l techniky selektivnÌ
akvizice spektr·lnÌch dat, tzv. monitorizace vybran˝ch ionto-
v˝ch druh˘ (selected ion monitoring, SIM), umoûÚujÌcÌ u kva-
drupolov˝ch MSD v˝znamnÈ snÌûenÌ detekËnÌch limit˘, nelze
za podmÌnek rychlÈ chromatografie plnÏ vyuûÌt.

Dosud v praxi nejËastÏji pouûÌvan· varianta rychlÈ plyno-
vÈ chromatografie realizovan· pomocÌ kolon s mal˝m vnit¯nÌm
pr˘mÏrem se v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy p¯Ìliö neuplatnila
z d˘vod˘ limitovanÈ dostupnosti vhodnÈ n·st¯ikovÈ techniky.
Obecn˝m poûadavkem za dan˝ch podmÌnek je pochopitelnÏ
rychlÈ vnesenÌ vzorku na kolony v co nejuûöÌ zÛnÏ. Aplikace
Ñsplitlessì n·st¯iku ñ ve stopovÈ anal˝ze jednÈ z nejbÏûnÏjöÌch
technik, zaloûenÈ na refokusaci analyt˘ ve vstupnÌ Ë·sti GC
kolony, nenÌ prakticky provediteln·. Dlouh· kondenzaËnÌ zÛ-

na je p¯ÌËinou diskriminaËnÌch jev˘ a nep¯ijatelnÈ deformace
pÌk˘.

Jako nejzajÌmavÏjöÌ varianty rychlÈ plynovÈ chromatogra-
fie byly pro naöe aplikace poslÈze vyhodnoceny: i) rychlÈ
programov·nÌ teploty a ii) separace za snÌûenÈho tlaku; v obou
p¯Ìpadech byly anal˝zy provozovanÈ na relativnÏ kr·tk˝ch
kolon·ch.

Obr·zek 3 ilustruje pracovnÌ charakteristiky Ëty¯minutovÈ
GC anal˝zy extraktu pöenice kontaminovanÈho rezidui or-
ganofosforov˝ch  insekticid˘ (detekce pomocÌ plameno-fo-
tometrickÈho detektoru, FPD)13. K rychlÈmu oh¯evu (v nÏ-
kter˝ch ˙secÌch dosahovala rychlost teplotnÌho gradientu aû
360 ∞C.minñ1) separaËnÌ kolony dlouhÈ 5 m byl vyuûit odporo-
v˝ oh¯ev (elektronicky ¯Ìzen˝ odporov˝ oh¯ev vodivÈho ma-
teri·lu obklopujÌcÌho povrch kolony byl realizov·n pomocÌ
externÏ p¯ipojenÈho systÈmu ÑEZ flashì ñ Thermedics Detec-
tion, USA, umÌstÏnÈho mimo vlastnÌ plynov˝ chromatograf
HP 6890).

P¯i srovn·nÌ s konvenËnÌ anal˝zou realizovanou na kapi-
l·¯e dlouhÈ 60 m (ostatnÌ parametry pouûit˝ch kolon, tj. vnit¯nÌ
pr˘mÏr a stacion·rnÌ f·ze, byly prakticky identickÈ) trvajÌcÌ
vÌce neû 40 min, je z¯ejm˝ dramatick˝ rozdÌl v hodnot·ch
detekËnÌch limit˘. Za podmÌnek rychlÈ plynovÈ chromatogra-
fie je totiû dÌky podstatnÏ uûöÌm pÌk˘m analyt˘ pomÏr sign·lu
k öumu mnohon·sobnÏ vyööÌ. Porovn·nÌ v˝sledk˘ zÌskan˝ch
p¯i rychlÈm programov·nÌ teploty kolony pomocÌ odporovÈho
oh¯evu s vyuûitÌm modulu EZ flash a konvenËnÏ, tj. v termo-
statu plynovÈho chromatografu (p¯Ìstroj HP 6890 Plus) doku-
mentovalo jednoznaËnÏ lepöÌ opakovatelnosti retenËnÌch Ëas˘

Obr. 3. Porovn·nÌ anal˝z identickÈho extraktu organofosforov˝ch
pesticid˘ pomocÌ konvenËnÌ (a) a rychlÈ (b) plynovÈ chroma-
tografie s odporov˝m oh¯evem ÑEZ flashì (detekce pomocÌ FPD);
R ñ odezva detektoru, 1 ñ dichlorvos, 2 ñ mevinphos, 3 ñ omethoat,
4 ñ dimethoat, 5 ñ diazinon, 6 ñ chlorpyrifos, 7 ñ parathion-Me, 8 ñ
pirimiphos-Me, 9 ñ malathion, 10 ñ chloropyrifos-Et, 11 ñ parathion-
-Et, 12 ñ methidation, 13 ñ ethion, 14 ñ phosmet, 15 ñ phosalone, 16 ñ
koeluce 1, 17 ñ koeluce 2
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p¯i aplikaci prvnÌ z uveden˝ch technik (tato skuteËnost je
zvl·ötÏ v˝znamn· v p¯ÌpadÏ, kdy retenËnÌ Ëas analyt˘ je vy-
uûÌv·n k jejich identifikaci). RozdÌl byl z¯eteln˝ zejmÈna pro
analyty s vyööÌmi hodnotami retenËnÌch Ëas˘; p¯i rychlosti
konvenËnÌho oh¯evu 80 ∞C.minñ1 dosahovaly hodnoty relativ-
nÌ smÏrodatnÈ odchylky jiû desÌtek %. ZmÌnit se je t¯eba jeötÏ
o dalöÌ p¯ednosti odporovÈho oh¯evu, kterou je vysok· rych-
lost re-ekvilibrace chromatografickÈho systÈmu (zchlazenÌ na
v˝chozÌ teplotu). Tato skuteËnost d·le zvyöuje laboratornÌ
kapacitu.

Anal˝za smÏsi modernÌch pesticid˘ v re·ln˝ch matricÌch
v  p¯ÌpadÏ druhÈ,  velmi zajÌmavÈ varianty rychlÈ plynovÈ
chromatografie, byla realizov·na14 na 10 m dlouhÈ kolonÏ
s relativnÏ velk˝m vnit¯nÌm pr˘mÏrem (0,53 mm, tzv. mega-
-bore) p¯ipojenÈ k Ñsplitlessì injektoru kr·tkou restrikËnÌ kapi-
l·rou (3 m, vnit¯nÌ pr˘mÏr 0,25 mm) s dezaktivovan˝m povr-
chem, v˝stup kolony byl p¯ipojen k iontovÈmu zdroji MS
detektoru, Ëili separace analyt˘ probÌhala za nÌzkÈho tlaku,
resp. za Ñvakuaì. Zv˝öenÌ difuzivity analyt˘ v plynnÈ f·zi
umoûÚuje dosaûenÌ podstatnÏ vyööÌ optim·lnÌ line·rnÌ rychlos-
ti nosnÈho plynu (v souladu s van Deemterovym vztahem)
a potaûmo v˝raznÈ zrychlenÌ separace tÏkav˝ch komponent
vzorku oproti chromatografickÈ separaci, p¯i kterÈ je na v˝stu-
pu kolony atmosfÈrick˝ tlak. Popsan˝ systÈm (tzv. low-pres-
sure, LP-GC-MS) m· dÌky parametr˘m pouûitÈ kolony vy-
sokou kapacitu a je z·roveÚ kompatibilnÌ s n·st¯ikov˝mi tech-
nikami vyuûÌvan˝mi bÏûnÏ v rezidu·lnÌ anal˝ze. ZmÌnÏn˝
pokles dosaûitelnÈho chromatografickÈho rozliöenÌ ve vÏtöinÏ

p¯Ìpad˘ kompenzuje selektivita MSD..V naöich experimen-
tech jsme dos·hli snÌûenÌ doby anal˝zy na t¯etinu (cca15 min)
p¯i souËasnÈm snÌûenÌ detekËnÌch limit˘, kterÈ umoûnil vyööÌ
n·st¯ik vzorku. Rozsah matriËnÌch efekt˘ byl v souvislosti
s touto skuteËnostÌ v˝znamnÏ omezen (viz odst. 3.1.1.).

3 . 3 . S p o j e n Ì G C - M S

JeötÏ v devades·t˝ch letech minulÈho stoletÌ se hmotnost-
nÏ-spektrometrickÈ detektory pouûÌvaly jako prim·rnÌ pro-
st¯edek pro kvantifikaci analyt˘ ve stopovÈ anal˝ze jen ojedi-
nÏle, ve vÏtöinÏ aplikacÌ spÌöe slouûily ke konfirmaci n·le-
z˘ kontaminant˘. Cenov· dostupnost hmotnostnÌch detektor˘
s nÌzk˝m rozliöenÌm postupnÏ umoûnila jejich rutinnÌ vyuûitÌ
v r˘zn˝ch oblastech rezidu·lnÌ anal˝zy. NejËastÏji jsou hmot-
nostnÌ analyz·tory reprezentov·ny p¯Ìm˝m kvadrupolem, ion-
tovou pastÌ, v poslednÌch letech se zvyöuje poËet aplikacÌ
vyuûÌvajÌcÌch analyz·tory typu Ñtime of flightì (TOF). Kaûd˝
z nich samoz¯ejmÏ disponuje urËit˝mi p¯ednostmi; rozdÌly
jsou p¯edevöÌm v opakovatelnosti mÏ¯enÌ za p¯Ìtomnosti slo-
ûek matrice, v p¯esnosti urËenÌ hodnot m/z a rychlosti snÌm·nÌ
spekter. Iontov· past navÌc umoûÚuje prov·dÏnÌ vÌcen·sobnÈ
spektrometrie (p¯Ìm˝ kvadrupol a TOF pouze p¯i z¯etÏzenÌ
vÌce stupÚ˘). ZmÌnit se je t¯eba i o moûnosti optimalizace
pracovnÌch charakteristik analytickÈ metody pomocÌ volby
vhodnÈ ionizaËnÌ techniky. Vedle bÏûnÈ ionizace n·razem
elektron˘ (electron impact, EI) je v ultrastopovÈ anal˝ze kon-
taminant˘ za urËit˝ch okolnostÌ v˝hodnÈ pouûitÌ mÏkkÈ ioni-

Obr. 4. Z·znamy p¯i GC-TOF-MS anal˝ze extraktu jablek kontaminovan˝ch tolylfluanidem (0,07 mg.kgñ1); a ñ celkov˝ iontov˝ tok (TIC),
b ñ m/z 137, öÌ¯ka okna 0,5 Da, c ñ m/z 137,032, öÌ¯ka okna 0,01 Da, d ñ spektrum pÌku T ñ vzorek, e ñ spektrum tolylfluanidu ñ knihovna NIST
# 62557
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zaËnÌ techniky vyuûÌvajÌcÌ reakËnÌho plynu (nejËastÏji metha-
nu), kter· nevede k rozs·hlejöÌ fragmentaci mate¯skÈ moleku-
ly. Detekce intenzivnÌho pseudomolekul·rnÌho iontu MH+ je
vesmÏs specifiËtÏjöÌ neû niûöÌch fragment˘ a u nÏkter˝ch l·tek
m˘ûe, dÌky nÌzk˝m hodnot·m öumu v oblasti vyööÌch hodnot
m/z, klesnout hodnota detekËnÌho limitu. V p¯ÌpadÏ stanove-
nÌ analyt˘ s elektronegativnÌmi substituenty Ëi skupinami je
moûnÈ pracovat v mÛdu tzv. negativnÌ chemickÈ ionizace
(negative chemical ionisation, NCI), spr·vnÏ negativnÌ ioni-
zace se z·chytem elektron˘ (ECNI). Mechanismus detekce je
podobn˝ jako u ECD, prim·rnÏ vznik· molekulov˝ ion Mñ

z·chytem nÌzkoenergetick˝ch elektron˘. Zv˝öenÌ pomÏru sig-
n·lu k öumu aû o dva ¯·dy oproti ionizaci EI s akvizicÌ dat
v mÛdu monitorizace vybran˝ch iontov˝ch druh˘ (selected
ion monitoring, SIM) pouûÌvanÈ v p¯ÌpadÏ kvadrupolov˝ch
analyz·tor˘ umoûÚujÌ spolu s dobrou selektivitou detekce
spolehlivou kvantifikaci nÏkter˝ch skupin kontaminant˘ na
hladin·ch niûöÌch neû 0,1 µg.kgñ1. Na autorskÈm pracoviöti je
GC-ECNI vyuûÌv·na zejmÈna pro stanovenÌ polybromova-
n˝ch difenylether˘ (PBDE) a dalöÌch bromovan˝ch retardant˘
ho¯enÌ, nitroderiv·t˘ PAU (cit.9) a pro stanovenÌ toxick˝ch
plan·rnÌch (non-ortho) PCB. V poslednÌm zmÌnÏnÈm p¯ÌpadÏ
se tato technika osvÏdËila, resp. poskytla p¯esnÈ v˝sledky p¯i
certifikaci novÈho matriËnÌho referenËnÌho materi·lu CRM
719, na jehoû p¯ÌpravÏ se v r·mci projektu EU pracoviötÏ
podÌlelo.

V rozs·hlÈ studii zamÏ¯enÈ na posouzenÌ p¯esnosti v˝sled-
k˘ anal˝z reziduÌ modernÌch pesticid˘ v extraktech z rostlin-
n˝ch matric zÌskan˝ch v r˘zn˝ch GC systÈmech jsme p¯i
anal˝ze sÈrie 14 identick˝ch vzork˘ pomocÌ GC-MS s kvad-
rupolov˝m analyz·torem HP 5973 (HP, USA) provozova-
n˝m v mÛdu monitorizace vybran˝ch iontov˝ch druh˘ prok·-
zali vesmÏs niûöÌ hodnoty relativnÌch hodnot smÏrodatn˝ch
odchylek (max. 5 %) n·lez˘ neû p¯i detekci konvenËnÌmi
detektory NPD, ECD. Na stranÏ druhÈ, opakovatelnost reten-
ËnÌch Ëas˘ byla u MSD niûöÌ. Tento jev se stal zvl·ötÏ z¯etel-
n˝m p¯i rychlÈm programov·nÌ teploty separaËnÌ kolony. Za
tÏchto podmÌnek se v˝raznÏ zhoröila i opakovatelnost v˝sled-
k˘16.

Pro anal˝zy nÏkter˝ch kontaminant˘ zaËal b˝t v minulÈm
roce vyuûÌv·n tÈû GC-MS systÈm vybaven˝ iontovou pastÌ
Polaris Q (Finnigan, USA). P¯edbÏûnÈ poznatky s vyuûitÌm
alternativnÌch mÏ¯ÌcÌch mÛd˘ lze shrnout n·sledovnÏ: i) pro
rychl˝ Ñscreeningì, p¯edevöÌm nezn·m˝ch vzork˘, se jevÌ
vhodnÈ pouûÌt mÛd ÑSegment scanì, kter˝ ve snÌmanÈm roz-
sahu poskytuje plnou spektr·lnÌ informaci, obdobnÏ jako ÑFull
scanì; ii) celkovÈ odezvy analyt˘ a pomÏr sign·lu k öumu jsou
u ÑSegment  scanuì vyööÌ neû u ÑFull scanuì; iii) velkou
v˝hodou ÑSegment scanuì je nen·roËn· p¯Ìprava metody, tj.
nenÌ nutnÈ vybÌrat ionty a stanovovat Ëasov· okna jako v mÛdu
SIM, kter˝ m· sice pomÏrnÏ vysokÈ hodnoty pomÏru sign·lu
k öumu (a tÌm nÌzk˝ limit detekce), ale neposkytuje spektr·lnÌ
informaci; iv) p¯i anal˝ze vzork˘ obsahujÌcÌch zn·mÈ analyty
v nÌzk˝ch koncentracÌch je z hlediska dosaûenÌ niûöÌho limitu
detekce vhodnÈ pouûÌt mÛd MSn (nejËastÏji MS2).

PrvnÌ zkuöenosti v souËasnÈ dobÏ zÌsk·v·me s instrumen-
tacÌ GC-TOF-MS Micromass GCT (Micromass, UK). Tento
konkrÈtnÌ typ instrumentu umoûÚuje mÏ¯enÌ hmotnosti iont˘
s p¯esnostÌ na 4 desetinn· mÌsta. Na rozdÌl od kvadrupolov˝ch
analyz·tor˘ poskytuje TOF plnou spektr·lnÌ informaci i na
velmi nÌzk˝ch koncentraËnÌch hladin·ch. P¯edbÏûnÈ experi-

menty byly realizov·ny za podmÌnek mÌrnÏ zrychlenÈ anal˝zy
(asi  3◊ kratöÌ doba  anal˝zy,  neû je nutn·  pro  dokonalou
separaci vöech analyt˘). Obr·zek 4 dokumentuje vyöet¯enÌ
extraktu vzorku jablek na obsah reziduÌ pesticid˘. P¯i pouûitÌ
charakteristickÈ hmotnosti iontu zvolenÈ s p¯esnostÌ 0,01 Da
byl nalezen pÌk tolylfluanidu na relativnÏ nÌzkÈ koncentraËnÌ
hladinÏ. Podle namÏ¯enÈho MS spektra byl tento pÌk po srov-
n·nÌ s knihovnou NIST automaticky identifikov·n. Pl·nov·ny
jsou experimenty vyuûÌvajÌcÌ TOF-MS ve spojenÌ rychlou
LP-GC (viz 3.2.).

4. Vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
(HPLC)

Vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie (HPLC) p¯ed-
stavuje po GC druhou nejv˝znamnÏjöÌ separaËnÌ techniku
vyuûÌvanou v oblasti identifikace a kvantifikace organick˝ch
kontaminant˘. P¯i anal˝ze öiröÌho spektra analyt˘ v komplex-
nÌch matricÌch se vöak limitujÌcÌm faktorem m˘ûe st·t nedo-
stateËn· selektivita bÏûnÏ pouûÌvanÈho UV detektoru (¯eöenÌ
nep¯in·öÌ ani detektor s diodov˝m polem, DAD). Z uvedenÈho
d˘vodu jsou kladeny znaËnÈ n·roky na ˙Ëinnost p¯eËiötÏnÌ
vzork˘ (v p¯ÌpadÏ multirezidu·lnÌch metod vöak bohuûel nelze
vyuûÌt potenci·lu, resp. specifity imunochemick˝ch a p¯Ìbuz-
n˝ch prekoncentraËnÌch technik). VÌcestupÚov· purifikace pri-
m·rnÌho extraktu vöak m˘ûe vÈst vedle prodlouûenÌ doby
p¯Ìpravy vzorku ke snÌûenÌ hodnot v˝tÏûnosti nÏkter˝ch ana-
lyt˘. NÌzkÈ hodnoty detekËnÌch limit˘ i podstatnÏ lepöÌ selek-
tivity fluorescenËnÌho detektoru (FLD) lze vyuûÌt jen u ome-
zenÈho spektra kontaminant˘; p¯Ìkladem vöeobecnÏ rozöÌ¯enÈ,
rutinnÌ aplikace HPLC-FLD v tÈto oblasti je snad jen stanovenÌ
PAU.

4 . 1 . S p o j e n Ì L C - M S

SystÈmy HPLC s hmotnostnÏ-selektivnÌm detektorem,
kterÈ se dnes st·vajÌ nepostradatelnou souË·stÌ vybavenÌ spe-
cializovan˝ch laborato¯Ì, z·sadnÏ rozöÌ¯ily moûnosti sledov·-
nÌ pol·rnÌch a termolabilnÌch kontaminant˘ a jejich metabolit˘
i v komplexnÌch matricÌch. Tato technika v z·sadÏ umoûÚuje
zjednoduöenÌ p¯Ìpravy vzorku (viz d·le), nicmÈnÏ i zde je
nutnÈ zohlednit moûnÈ matriËnÌ efekty.

V praxi se nejËastÏji ionizace analyt˘ prov·dÌ za atmosfÈ-
rickÈho tlaku (atmospheric pressure ionisation, API); v˝hodou
tohoto rozhranÌ je ˙ËinnÈ odstraÚov·nÌ mobilnÌ f·ze, celko-
v· robustnost a snadnost ˙drûby. Oba pouûÌvanÈ mÛdy API
i) elektrosprej (ESI) a ii) chemick· ionizace (APCI) splÚujÌ
poûadavky na  ˙Ëinnou a opakovatelnou  ionizaci öirokÈho
spektra l·tek.

Praktick· aplikace systÈmu LC-API-MS s analyz·torem
typu iontov· past (Finnigan LCQ Deca) n·m poskytla moûnost
rychlÈho zav·dÏnÌ nov˝ch metod pro novÈ cÌlovÈ analyty, tedy
znaËnou operativnost a flexibilitu p¯i ¯eöenÌ konkrÈtnÌch nalÈ-
hav˝ch problÈm˘. DalöÌmi v˝hodami tohoto systÈmu jsou:
i) dosaûitelnost velmi nÌzk˝ch detekËnÌch limit˘ (pro nÏkterÈ
analyty v mÛdu MS2 i < 0,1 µg.kgñ1 ñ v z·vislosti na zakon-
centrov·nÌ vzorku); ii) spolehlivost p¯i konfirmaci n·lez˘;
iii) v˝znamn· redukce doby t¯eba pro p¯Ìpravu vzork˘, kter·
je d·na schopnostÌ tÈto techniky mÏ¯it za p¯Ìtomnosti pomÏrnÏ
velkÈho mnoûstvÌ matrice (dÌky vysokÈ selektivitÏ detekce
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nenÌ separace analyt˘ ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ kritick·). ZmÌnit se
je ovöem t¯eba i o nÏkter˝ch skuteËnostech limitujÌcÌch apli-
kace v oblasti kvantitativnÌ stopovÈ anal˝zy: i) vÏtöÌ rozptyl
v˝sledk˘ pro nÏkterÈ kombinace analyt-matrice; ii) Ëasto ne-
uspokojiv· linearita kalibraËnÌ z·vislosti i v relativnÏ malÈm
koncentraËnÌm rozsahu a iii) sloûit· detekce analyt˘, pro kterÈ
nenÌ k dispozici standard (predikce iont˘ v mÛdu MS2 je
obtÌûn·).

4.1.1. MatriËnÌ efekty v LC-MS2

Jak jiû bylo naznaËeno, ve stopovÈ anal˝ze se nejËastÏji
vyuûÌv· detekce v tzv. MS2 mÛdu, p¯i nÌû je snÌm·n charak-
teristick˝ dce¯in˝ ion vznikl˝ z prim·rnÌho (vÏtöinou mole-
kulovÈho) iontu danÈho analytu. V˝sledkem je znaËnÈ zlepöe-
nÌ pomÏru sign·lu k öumu (10ñ100 n·sobnÈ) oproti mÏ¯enÌ
realizovanÈmu v reûimu pln˝ch spekter (ÑFull msì). P¯i apli-
kaci tÈto vysoce specifickÈ detekce jsou p¯ÌtomnÈ matriËnÌ
koextrakty v chromatogramu prakticky ÑneviditelnÈì, a proto
nenÌ jejich p¯Ìtomnost kritick· z hlediska moûn˝ch pozaÔo-
v˝ch interferencÌ, jako je tomu u mÈnÏ selektivnÌch detektor˘
(nap¯.  UV). Na  druhÈ  stranÏ vöak sloûky matrice mohou
ovlivÚovat odezvu analyt˘ dÌky participaci v jednom nebo
vÌce z n·sledujÌcÌch proces˘ probÌhajÌcÌch v LC-MS rozhranÌ:
i) vznik kapiËek aerosolu; ii) desolvatace molekul analytu;
iii) odpa¯ov·nÌ rozpouötÏdla; iv) ionizace analyt˘. V˝sledkem
tÏchto jev˘ je, ûe p¯i stejnÈ koncentraci analytu je jeho odezva
v re·lnÈm vzorku odliön· od odezvy standardu v ËistÈm roz-
pouötÏdle. P¯estoûe zde existuje zd·nliv· analogie s v˝öe po-
psan˝mi matriËnÌmi efekty v GC (viz 3.1.1.), tyto jevy majÌ
v LC-MS ponÏkud odliön˝, mimo¯·dnÏ komplexnÌ charakter.
ZatÌmco u GC se matriËnÌ efekty ovlivÚujÌcÌ p¯esnost v˝sledk˘
odehr·vajÌ v n·st¯ikovÈm prostoru, a tedy p¯ed vlastnÌ separacÌ
komponent vzorku, v p¯ÌpadÏ LC-MS k matriËnÌm efekt˘m
doch·zÌ na LC-MS rozhranÌ, tj. aû po separaci. Tato skuteË-
nost komplikuje moûnost zobecnÏnÌ poznatk˘ t˝kajÌcÌch se
matriËnÌch efekt˘, neboù rozdÌlnÈ, resp. zmÏnÏnÈ podmÌnky
HPLC separace mohou vÈst ke zmÏnÏ mnoûstvÌ nebo typu
matriËnÌch sloûek koeluujÌcÌch se s dan˝m analytem. DalöÌm
v˝znamn˝m rozdÌlem proti plynovÈ chromatografii  je,  ûe
zatÌmco p¯i GC matrice p¯Ìtomn· ve vzorku vÏtöinou zp˘so-
buje zv˝öenÌ odezev, v LC-MS doch·zÌ Ëasto k v˝raznÈmu
snÌûenÌ sign·lu analytu, coû m˘ûe mÌt kritick˝ dopad na de-
tektabilitu analyt˘.

V r·mci modelovÈ studie vlivu r˘zn˝ch faktor˘ na rozsah
matriËnÌch efekt˘ v LC-MS2 jsme vÏnovali pozornost anal˝ze
reziduÌ vybran˝ch relativnÏ pol·rnÌch pesticid˘. Mimo jinÈ
byly porovn·ny obÏ dostupnÈ techniky ionizace, APCI a ESI.
P¯estoûe je Ëasto zmiÚov·na lepöÌ tolerance techniky APCI
v˘Ëi matriËnÌm komponent·m, v p¯ÌpadÏ extraktu jablek cÌle-
nÏ kontaminovanÈho pesticidy nebyl v naöich experimentech
mezi obÏma ionizaËnÌmi technikami zjiötÏn v˝znamn˝ roz-
dÌl v matriËnÌch efektech. Tyto se nepoda¯ilo eliminovat ani
p¯eËiötÏnÌm prim·rnÌch extrakt˘ pomocÌ gelovÈ permeaËnÌ
chromatografie, jinak bÏûnÏ pouûÌvanÈ v multirezidu·lnÌch
metod·ch vyuûÌvajÌcÌch pro stanovenÌ reziduÌ pesticid˘ GC.
P¯estoûe je vzorek p¯i tomto ËisticÌm kroku zbaven vysoko-
molekul·rnÌch koextrakt˘, tyto z¯ejmÏ nejsou identickÈ s ma-
triËnÌmi komponentami zodpovÏdn˝mi za matriËnÌ efekty.

V p¯ÌpadÏ, ûe matriËnÌ efekt nelze zcela eliminovat zmÏ-
nou podmÌnek separace HPLC Ëi p¯eËiötÏnÌm vzorku, je po-

uûitÌ kalibrace pomocÌ vnÏjöÌch rozpouötÏdlov˝ch standard˘
nevhodnÈ, neboù existuje riziko nespr·vnÈ kvantifikace cÌlo-
v˝ch analyt˘ (na rozdÌl od GC m˘ûe hrozit jak nadhodnocenÌ,
tak podhodnocenÌ v˝sledku).

V r·mci jednÈ z naöich studiÌ15 jsme se zamÏ¯ili na porov-
n·nÌ spr·vnosti v˝sledk˘ dosaûen˝ch pomocÌ t¯Ì r˘zn˝ch ka-
libraËnÌch technik: i) pouûitÌm vnÏjöÌch rozpouötÏdlov˝ch stan-
dard˘ (spolehliv˝ p¯Ìstup, avöak ËasovÏ n·roËn˝, je nutnÈ mÌt
k dispozici vhodn˝ materi·l neobsahujÌcÌ rezidua standard˘),
ii) pouûitÌm vnÏjöÌch matriËnÌch standard˘ a iii) technikou
Ñecho-pÌkuì (standard obsahujÌcÌ analyt(y) je nast¯Ìknut s kr·t-
k˝m Ëasov˝m posunem). Vzorky jablek byly cÌlenÏ kontami-
nov·ny pesticidy na dvou r˘zn˝ch zn·m˝ch koncentraËnÌch
hladin·ch 0,01 µg.mlñ1 a 0,1 µg.mlñ1. Takto p¯ipravenÈ vzorky
byly poslÈze analyzov·ny stejnÏ, jako kdyby se jednalo o ne-
zn·mÈ vzorky, a z kalibraËnÌ z·vislosti byla vypoËtena jejich
koncentrace a potÈ porovn·na se spr·vnou hodnotou. PouûitÌ
standard˘ v ËistÈm rozpouötÏdle pro kalibraci se uk·zalo b˝t
zcela nevhodnÈ u analyt˘, kterÈ vykazujÌ matriËnÌ efekt. Za-
tÌmco v literatu¯e se Ëasto diskutuje pouze potlaËenÌ odezev
analyt˘ vlivem matrice, z naöich experiment˘ vypl˝v·, ûe
matriËnÌ efekt m˘ûe b˝t i vyööÌ neû 100 %; doch·zelo tudÌû
k nadhodnocenÌ v˝sledku (carbendazim, thiabendazol). Ma-
triËnÌ kalibrace je na druhÈ stranÏ pomÏrnÏ spolehliv˝ zp˘sob
dosaûenÌ kvalitnÌch v˝sledk˘. Technikou vnit¯nÌho strandardu
(Ñecho pÌkì) bylo pro 6 z 8 pesticid˘ dosaûeno spr·vn˝ch
v˝sledk˘, p¯iËemû tato metoda navÌc umoûÚuje odbour·nÌ
pracnÈ p¯Ìpravy matriËnÌch standard˘. Studie v tÈto oblasti
pokraËujÌ.

V tÈto pr·ci jsem shrnula zkuöenosti a uvedla nÏkterÈ
zajÌmavÈ v˝sledky kolektivu laborato¯e ⁄stavu chemie a ana-
l˝zy potravin VäCHT zab˝vajÌcÌ se problematikou environ-
ment·lnÌch kontaminant˘ a chemickou bezpeËnostÌ potravin.
JmenovitÏ chci podÏkovat sv˝m koleg˘m a doktorand˘m (v nÏ-
kter˝ch p¯Ìpadech jiû b˝val˝m) ñ S. Duökovi, M. Godulovi,
K. HoladovÈ, V. Kocourkovi, K. AlterovÈ-MaötovskÈ, J. Poust-
kovi a J. K¯iv·nkovÈ-ZrostlÌkovÈ za optimismus, se kter˝m se
vrhali do n·strah stopovÈ anal˝zy.
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J. Hajölov· (Department of Food Chemistry and Analysis,
Institute of Chemical Technology, Prague): Trace Analysis
of Organic Contaminants ñ Examples of Application of
Advanced Instrumental Techniques for Examination of
Foodstuffs and Biotics

Multiresidue methods employing various chromatogra-
phic techniques are currently used for determination of a wide
range of semivolatile organic contaminants that may occur in
food or environmental biotic matrices. Conceivable strategies
aimed at improvement of performance characteristics of such
methods are presented in this paper. Examples demonstrating
applicability of advanced instrumental approaches such as fast
GC and GC or LC coupled with mass spectrometry are provi-
ded. The quality of generated data is discussed.
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