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1. Uvod

Intenzivni rozvoj primyslové vyroby, dopravy i sluzeb
spolu s rozsdhlou chemizaci fady oblasti zemédélské vyroby,
ke kterym dos$lo zejména ve druhé poloviné minulého stoleti,
byl bohuzel doprovazen i nékterymi negativnimi aspekty.
spektra chemickych Skodlivin prakticky do vSech slozek Zi-
votniho prostiedi véetné potravniho fetézce ¢lovéka. Potieba
ziskat podklady pro proces identifikace a charakterizace (eko)-
toxikologickych rizik; nutnost pribézného sledovani dopadi
prijatych preventivnich ¢i ndpravnych opatieni i vzrastajici
rozsah legislativnich pozadavki na kontrolu dodrzovani no-
rem v oblasti chemické bezpecnosti se zdkonit¢ promitly
v intenzifikaci vyzkumu zaméfeného na vyvoj progresivnich
spektralnich, chromatografickych a dalSich analytickych me-
tod ur¢enych pro sledovani rezidui anorganickych i organic-
kych kontaminanti v riiznych typech environmentdlnich mat-
ric a pozivatin. Pozoruhodné pokroky dosazené v oblasti
stopové analyzy uzce souvisely s expanzivnim zavadénim
pocitaci fizené instrumentace vyuzivajici v Siroké mife prvki
automatizace a robotizace.

Ustav chemie a analyzy potravin VSCHT se problemati-
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kou sledovéni chemickych skodlivin v prostiedi ¢lovéka (ve-
dle xenobiotik jde v fadé piipadti i o toxiny p¥irodniho ptivodu)
zabyvd jiz vice nez tfi desitky let. V soucasné dobé se praco-
visté podili na nékolika tuzemskych i mezindrodnich projek-
tech zamérfenych na zavddéni, optimalizaci a validaci (ul-
tra)stopovych chromatografickych metod pro analyzy téka-
vych organickych kontaminantd.

Cilem déle uvedeného pojedndni je s vyuZitim nejnovéj-
Sich poznatkti a praktickych zkuSenosti ziskanych pii vySe-
tfovani vzorkl pozivatin a environmentdlnich biotickych mat-
ric ilustrovat stavajici trendy v oblasti rezidudlni analyzy se
zvlastnim dirazem na aplikaci perspektivnich instrumentél-
nich technik. Pozornost je zaméfena pfedevSim na kritické
aspekty termindlniho analytického kroku (identifikace a kvan-
tifikace analyti), které je nutné zohlednit pfi zajiSténi kvality
generovanych dat. Metody izolace rezidui a purifikace primar-
nich extraktti (oddé€leni cilovych analytd od ko-izolovanych
slozek vychozi matrice) byly pfedmétem predchozi publikace
v tomto &asopise'. Je tieba zdiraznit, Ze tato préce si neklade
za cil pfinést souhrnny pfehled pouzivanych progresivnich
technik a stavajicich trendl v oblasti rezidudlni analyzy, refe-
rovany jsou zde pdvodni prace autorského pracovisté, ve
kterych lze nalézt souvisejici odkazy.

2. Multireziduilni metody, zakladni poZadavky
na pracovni charakteristiky

Pozadavky na zvySeni laboratornich kapacit pfi soucasné
minimalizaci ndkladt fesi mnohé kontrolni laboratofe postup-
nym zavddénim tzv. multirezidudlnich metod, které umoziuji
v riiznych matricich v ramci jediné analyzy” stanovit velky
pocet analyti vyznacujicich se nékdy i pomérné Sirokym
spektrem fyzikdlné-chemickych vlastnosti. V tabulce I je uve-
den vycet nejvyznamnéjsich kritérii® jak z oblasti provoznich
pozadavkd, tak i pokud jde o pracovni charakteristiky, z je-
jichz specitikace se pfi volbé vhodného analytického postupu
vychdzi.

Je samoziejmé, Ze v redlnych podminkdch je nutné hledat
optimdlni kompromis vychdzejici ze zhodnoceni konkrétniho
cile uvazovaného analytického vysetfeni a podminek dostup-
nych pro jeho realizaci. Piiklady konkrétnich poiadavkl"fF6 na
zdkladni pracovni charakteristiky metod aplikovanych v ob-
lasti stopové analyzy pro legislativni icely jsou shrnuty v ta-
bulce II.

3. Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie pfedstavuje bezesporu jednu z nej-
vyznamnéjsich technik vyuzivanych v analyze rezidui orga-
nickych kontaminant’. Moznost zlep$eni pracovnich charak-
teristik multirezidualnich metod v nasich studiich hleddme jak
naudrovni vhodného vybéru néstfikové techniky, tak i prostied-
nictvim optimalizace vlastnitho chromatografického procesu
a v neposledni fadé volbou vhodnych podminek detekce.
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Tabulka I

Referaty

Kritéria zohlednovand pii vybéru analytického postupu v rezidudlni analyze

Parametry podminujici kvalitu vysledkt

Aspekty vztahujici se k ekonomickym parametrim

Limit detekce, limit kvantifikace
Presnost: spravnost a shodnost®
Citlivost

Selektivita a specificita
Dynamicky a linearni rozsah
Robustnost

Naklady na zafizeni, chemikdlie a pomtcky, cena lidské prace

Délka analyzy, prisaznost vzorki

Naklady na zajisténi kontroly jakosti véetné externi (mezilaboratorni porovndni)
PoZzadavky na prostor a energie, cena udrzby

Naklady na bezpecnostni opatfeni

Pracnost, resp. snadnost provedeni, moznosti automatizace, piip. robotizace

4 Uvedend terminologie (pfeklad anglické definice accuracy = trueness + precision) vychdzi z normy CSN ISO 3534-1)

Tabulka IT
Pozadavky na hodnoty vytéznosti analytickych metod vyuzi-
vanych pfi stanoveni rezidui pesticidii (¢ — koncentra¢ni hladi-
ny analyt, RSD — opakovatelnost jako relativni smérodatnd
odchylka)

c RSD Vytéznost [%]
[ug.kg™] [%] metody pro jeden multirezidudlni
¢i skupinu metody
pfibuznych analytl
<1 35 50-120 40-120
1-10 30 70-110 50-120
>10 <20 80-110 60-110

3.1. Matri¢ni efekty v GC

Extrakty komplexnich matric, jako jsou potraviny a riizné
biotické vzorky rostlinného ¢i Zivocisného ptvodu, bézné
obsahuji vedle cilovych analyti i fadu tékavych a netékavych
komponent (lipidy a doprovodné ldtky, pfirozené pigmenty,
pryskyfice apod.), z nichZ nékteré neni mozné pomoci bézné
pouzivanych Cisticich krokt zcela odstranit. Dlouhodobé vna-
Seni, resp. opakovany nastrik téchto koextrakti do chromato-
grafického systému pak postupné vede ke zhorSovani procesu
separace, identifikace i kvantifikace analytd. Negativni vliv na
kvalitu vysledka se projevuje mimo jiné poklesem jejich pies-
nosti, zvySovdnim hodnot detek¢nich limitd. Vristd i riziko
fale$né negativnich i fale$né pozitivnich ndlezi.

3.1.1. Matricni efekty v GC injektoru

Zavaznym problémem pifi kvantifikaci nékterych konta-
minanti (pfedev§im téch, které obsahuji ve své molekule
polérni skupiny), je jejich potencidlni termodegradace, ptipad-
né adsorpce, ke kterym muZe dochdzet v nastiikovém prostoru
,horkych® (izotermnich) vyparovacich injektort. Tato rizika
jsou zvlasté vyznamnd v piipadé ndstiiku bez déleni toku
nosného plynu (tzv. ,splitless®), ktery mize trvat i desitky
sekund. K uvedenym jevim dochdzi zejména na aktivnich
centrech reprezentovanych silanolovymi skupinami, pfip. sto-
pami tézkych kovu, jez jsou téméf vZdy pfitomny ve sténdch
sklenéné ndstfikové vlozky (lineru).
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Obr. 1. Matricni efekt pri stanoveni nitro-PAU technikou GC-MS-
-ECNI, m/z 173; MS — matri¢ni standard, S — standard v ¢istém
rozpoustédle (ndstfik 1 pg analytu — nitronaftalenu, nNap)

Pii analyze redlnych vzorkd, tj. extrakti obsahujicich ved-
le analytt téZ slozky vychozi matrice, mohou tyto komponenty
interagovat se zminénymi aktivnimi centry a v zdvislosti na
vzdjemnych koncentracnich pomérech je Cdstecné Ci zcela
zamaskovat. Vysledkem je pak ochrana citlivych analyti pied
degradaci ¢i adsorpci po dobu jejich setrvani v prostoru injek-
toru®. Oproti ndstiiku analytu (standardu) v Gistém rozpou-
Stédle tak v pfitomnosti matrice dochdzi ke vneseni vétSitho
mnozstvi daného analytu na chromatografickou kolonu, coz
se pochopitelné projevi vy$sim signdlem detektoru (v anglic-
tin€ se tento typ matri¢nich efektii oznacuje jako matrix-indu-
ced response enhancement).

Chromatograficky zdznam ziskany v rdmci vyvoje meto-
dy pro stanoveni nitro-derivatd polycyklickych aromatickych
uhlovodikli (PAU) uvedeny na obrdzku 1 ndzorné ilustruje
popsany jev (pii stanoveni matetfskych PAU se s timto typem
matri¢nich efektd nesetkdme, neboft interakce téchto nepolar-
nich molekul s aktivnimi centry neni vyznamna)®. Z praktic-
kého hlediska tak pri kvantifikaci zaloZzené na externi kalibraci
standardem v Cistém rozpoustédle mtize dojit k Casto velmi
vyznamnému nadhodnoceni vysledkt (zdanlivé hodnoty vy-
téZnosti, zejména v piipadé velmi nizkych hladin analytd
nékdy dosahuji i 1000 %). Nazorné jsou jevy, ke kterym
dochdzi v injektorové vloZce, zobrazeny na obrdzku 2. Obecné
je velikost matri¢nich efektd tohoto typu koncentracné zavisla
a v pfipadé relativné vysokych koncentraci analytu se nadhod-
noceni ndlezl analytl zietelné neprojevi. V redlnych podmin-
kdch vsak pocet aktivnich mist neni konstantni. V pribéhu
analyz mtze dochdzet k jejich ndrtstu v disledku tepelného
namdhdni ndstfikové vlozky, resp. depoziti zde piitomnych,
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standard analytu
v ¢istém rozpoustédle

,.,matri¢ni standard*:
extrakt nekontaminované
matrice se zndimym
piidavkem analytu
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Obr. 2. Ilustrace podstaty injektorovych matri¢nich efekti pii GC
analyze vyuZzivajici nastrikové techniky ,,splitless; A — pocet
molekul analytu v nastitknutém vzorku, X, Y — pocet ,,volnych*
aktivnich center v ndstfikovém prostoru pro sorpci analytu, ® mole-
kuly analytu nastfiknuté do injektoru a podil vneseny na kolonu;
O molekuly analytu sorbované na sténé ndsttikové vlozky, ¥ mo-
lekuly matrice natfiknuté do injektoru a podil vneseny na kolonu,
/ molekuly matrice adsorbované na sténé nastiikové vlozky, (A-X) <
(A-Y)

soucasn¢ vSak muze probihat i jejich deaktivace. Hodnota
matri¢nich efektl je tedy v ¢ase proménnd, v rdmci validace
metody je nezbytné piislusné trendy dlouhodobé sledovat.

V uvedeném kontextu se jisté jako velmi aktudlni jevi
otdzka moznosti kompenzace, pfipadné eliminace matri¢nich
efektd. Teoreticky se zdd byt nejjednodussi moznosti pouZiti
inertnich materidld, jejichZ povrchy jsou prosté aktivnich cen-
ter, nicméné zadné z bézné dostupnych komponent tento
pozadavek zcela nespliiuji. Pro redlné podminky se sice nabiz{
nékolik feseni, zadné z nich vSak neni zcela idedln{ a vyhovu-
jict potftebam multirezidudlnich metod. Atraktivni, i kdyZ ek-
onomicky zna¢né ndro¢nou variantou, je bezesporu vyuZit
izotopy znacenych analogti; tyto vSak nejsou pro fadu kon-
taminantl (napi. moderni pesticidy) k dispozici. Z hlediska
dosazeni spravnych vysledkd je korektnéjsim fesenim kalib-
race pomoci matri¢nich standardd. Jejich pifiprava, zejména
pfi pozadavku na vySetfovani Sirokého spektra kombinaci
matrice—analyt, pfedstavuje znacnou casovou i kapacitni za-
téZ; navic ne vzdy je k dispozici matrice prosta stop cilovych
analyti.
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3.1.2. Optimalizace ndstrikové techniky v GC

Jak vyplynulo z pfedchozich dvah, déje probihajici v pra-
béhu ,,splitless ndstifikové periody mohou zdsadnim zpiso-
bem ovlivnit piesnost vysledki i hodnoty dosazitelnych de-
tek¢nich limitd. Z uvedenych divodi jsme sérii studif zaméfili
na ziskani podkladii pro kritické zhodnoceni aplika¢niho po-
tencidlu riznych typt ndstfikovych technik v oblasti rezidudl-
ni analyzy pesticidi. Jednim z cilii bylo posoudit moZnost
realizace kalibrace pouze pomoci standardi v ¢istém rozpou-
Stédle, a odstranit tak (ndro¢nou) pfipravu matri¢nich stan-
dardd.

V prvé sadé experimenti jsme dosdhli ¢aste¢né, nékdy az
Uplné eliminace matri¢nich efektd pomoci elektronicky fize-
ného tlakového pulzu aplikovaného v pribéhu ndstiikové
periodym. S ptihlédnutim k charakteru vzorku i typu instru-
mentu, resp. geometrii injektoru, je nutné nalézt jak horni
hranici tlaku v nastfikovém prostoru, tak i délku jeho trvani
tak, aby nedochdzelo ke ztraté tékavéjsich analytd. Zvyraznéni
kompenzacniho efektu pulzniho néstiiku lze docilit zvySenim
objemu nastfikovaného vzorku (za béznych podminek az na
cca 5 ul); v takovém piipadé€ je vSak nutné zabranit deformaci
pikt a posunu jejich reten¢nich ¢asi predrazenim kratsi deak-
tivované kapildry pred vlastni analytickou kolonu (tzv. reten-
tion gap).

V navazujicich experimentech jsme vyuZili injektor s pro-
gramovatelnou teplotou vyparovani (programmable tempera-
ture vaporizer, PTV), ktery obecné umoziluje podstatné Setr-
néjsi ndstiik labilnich analytd ¢i analytd ndchylnych k sorpci
na aktivnich mistech nasttikové vlozky. Vzorek je totiz zave-
den do injektoru udrzovaného v blizkosti nebo pod bodem
varu piislusného rozpoustédla. Po odstranéni par rozpoustédla
je zajistén transfer analytd na separaéni kolonu bleskovym
vyhidtim injektorového prostoru. Na koloné udrzované pii
vhodné nizké teploté dojde k refokusaci zony analytd. Pro
analyzy extraktd s obsahem reziduf pesticidii byla optimalizo-
vana'! nastiikovd technika ,,solvent-vent, umoznujici postup-
ny nastfik az 30 pl vzorku. Diky této skutecnosti, tj. moznosti
zavedeni velkého objemu vzorku do injektorového prostoru,
neni nutné zahustovéani vzorku pfed GC analyzou, pficemz
vypusténi odpafovaciho kroku ma za ndsledek zkrdceni pii-
pravné faze pri soucasné eliminaci rizika ztrat té€kavych ana-
lytd. Pii porovnani s ostatnimi technikami, néstfik pomoci
PTV v nejvétsi mife kompenzoval matri¢ni efekty a zdroven
poskytoval nejlepsi ochranu vstupni c¢dsti separacni kolony
pied depozici netékavych matri¢nich komponent'%. Pomoci
PTV jsme pri zachovani pozadované kvality dat realizovali
vice nez 135 ndstiikd matri¢nich vzorkd, zatimco pfi pulznim
,»splitless ndstiiku polovi¢niho ekvivalentu pivodni matrice
nebylo mozné jiz po cca 85 analyzdch nékteré poldrni analyty
kvantifikovat.

3.2. Rychld GC

Rychld plynovd chromatografie, které jsme v rdmci naSich
studif vénovali fadu experimenti, reprezentuje bezesporu je-
den z progresivnich trendd v oblasti rezidudlni analyzy. Pojem
rychld chromatografie je ovSem ponékud obtiZzné exaktné
vymezit, nicméné obecné lze takto klasifikovat separace slo-

zitych smési realizované béhem nékolika minut (Sitky pi-
ku v polovicce vysky se pak pohybuji v rozmezi nékolika
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sekund), popsany byly i analyzy, jejichz délka se pohybovala
na urovni sekund (tzv. ultrarychld chromatografie).

Aktudlnost potfeby zavedeni rychlé plynové chromatogra-
fie do oblasti analyzy komplexnich smési organickych téka-
vych kontaminant vyplyva téz ze skutecnosti, Ze klasické
separace slozek extraktd typicky realizované na kapildrnich
kolondch o délce 25 az 60 m, s vnitinim pramérem 0,15-0,32,
prip. 0,53 mm trvaji Casto desitky minut, nezfidka piesahuji
i jednu hodinu. Pfi vybéru strategie vyrazného zkraceni doby
analyzy jsme vychdzeli z nasledujicich moznosti: varianta A.
— zménéné ¢i netradi¢ni parametry separacni kolony 7) men-
i vnitini primér (tzv.,,micro bore“ kolony), ii) kratsi dél-
ka, ii7) tenci film staciondrni faze, iv) multikapildrni kolony,
v) Sroubovité stocené kolony; v tvahu byla vzata téZ varian-
ta B. — duprava operacnich podminek pfi separaci, konkrétné
i) pouziti rychlého teplotniho programovdndi, ii) prace pti kon-
stantni teploté (izotermni analyza), iii) pouziti vodiku jako
nosného plynu, iv) zvySeni pratoku nosného plynu na hodnoty
vys$§i nez optimdlni, v) provozovani kolony za snizeného tlaku
(jeji vystup je zaveden do ,,vakua“).

Je ovSem nutné pfipomenout, Ze volba experimentdlnich
podminek zahrnuje nevyhnutelné fadu kompromist. Vedle
dosazeni vyrazného zrychleni stanoveni je nutné zohlednit
pozadavky na dostate¢nou kapacitu chromatografické kolony,
kterd, mimo jiné, podminuje citlivost i hodnotu detekéniho
limitu; v neposledni fad€ je nutné zachovat dostate¢nou sepa-
ra¢ni tcinnost. Ta totiZ zdsadnim zptisobem podmifiuje neje-
nom spravnost (pfesnost i shodnost) vysledkt analyz, ale
promitd se téZ v hodnotdch dosazitelnych mezi detekce (uplat-
nuje se vliv ,,chemického* Sumu).

Z praktického pohledu ov§em nejsou vSechny uvedené va-
rianty plné kompatibilni s poZadavky stopové analyzy a v né-
kterych ptipadech je nelze realizovat pomoci konvencnich GC
systémd. S pfihlédnutim k omezenému rozsahu této prace je
dalsi diskuse zaméfena jen na nejvyznamnéjsi aspekty.

Ve vétsing piipadd je rychld GC realizovdna na kratkych
kolondch, jejichz délka nepfesahuje 10 m; v pfipadé€ ultra-
rychlé separace se dokonce pracuje s kolonami s délkou max.
1 m. Zkrdceni délky kolony vede zdkonité k poklesu hodnoty
rozliSeni a vznikd riziko koeluci analytt. Pouziti hmotnostné-
-spektrometrického detektoru (MSD) predstavuje ve vétSiné
piipadd vhodné, ne vSak univerzélni feseni. Oproti konvenc-
nim, v oblasti analyzy kontaminantti hojné vyuzZivanym detek-
torim (L-ECD, NPD ¢i FPD) s vysokou rychlosti akvizice dat,
se pfi pouziti MSD s kvadrupolovym analyzdtorem ¢i ionto-
vou pasti mizZe stdt limitujicim faktorem dosazitelnd skanova-
cirychlost (tato se u uvedenych béznych typtt MSD pohybuje
v rozmezi 10-20 spekter.s ') Potencidl techniky selektivni
akvizice spektralnich dat, tzv. monitorizace vybranych ionto-
vych druhti (selected ion monitoring, SIM), umoziiujici u kva-
drupolovych MSD vyznamné snizeni detekénich limitd, nelze
za podminek rychlé chromatografie pln¢ vyuzit.

Dosud v praxi nejcastéji pouzivand varianta rychlé plyno-
vé chromatografie realizovand pomoci kolon s malym vnitinim
prumérem se v oblasti rezidudlni analyzy pfiliS neuplatnila
z divodi limitované dostupnosti vhodné ndstiikové techniky.
Obecnym pozadavkem za danych podminek je pochopitelné
rychlé vneseni vzorku na kolony v co nejuzsi zéné. Aplikace
,splitless* nastfiku — ve stopové analyze jedné z nejbéznéjsich
technik, zaloZené na refokusaci analytd ve vstupni ¢asti GC
kolony, neni prakticky proveditelnd. Dlouhd kondenzac¢ni z6-
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na je pfi¢inou diskriminacnich jevl a nepfijatelné deformace
pika.

Jako nejzajimaveéjsi varianty rychlé plynové chromatogra-
fie byly pro nase aplikace posléze vyhodnoceny: i) rychlé
programovani teploty a ii) separace za snizeného tlaku; v obou
pfipadech byly analyzy provozované na relativné kratkych
kolondch.

Obrazek 3 ilustruje pracovni charakteristiky ¢tyfminutové
GC analyzy extraktu pSenice kontaminovaného rezidui or-
ganofosforovych insekticidi (detekce pomoci plameno-fo-
tometrického detektoru, FPD)13. K rychlému ohievu (v né-
kterych usecich dosahovala rychlost teplotniho gradientu az
360 °C.min"") separa¢ni kolony dlouhé 5 m byl vyuzit odporo-
vy ohfev (elektronicky fizeny odporovy ohfev vodivého ma-
teridlu obklopujiciho povrch kolony byl realizovdn pomoci
externé pripojeného systému ,,EZ flash* — Thermedics Detec-
tion, USA, umisténého mimo vlastni plynovy chromatograf
HP 6890).

Pti srovndn{ s konven¢ni analyzou realizovanou na kapi-
lafe dlouhé 60 m (ostatni parametry pouZzitych kolon, tj. vnitin{
pramér a staciondrni faze, byly prakticky identické) trvajici
vice nez 40 min, je zfejmy dramaticky rozdil v hodnotdch
detekénich limitd. Za podminek rychlé plynové chromatogra-
fie je totiz diky podstatné uzsim piktim analyti pomér signalu
k Sumu mnohondsobné vyssi. Porovnéni vysledka ziskanych
pfirychlém programovani teploty kolony pomoci odporového
ohfevu s vyuzitim modulu EZ flash a konven¢né, tj. v termo-
statu plynového chromatografu (ptistroj HP 6890 Plus) doku-
mentovalo jednoznacné lepsi opakovatelnosti reten¢nich Casi
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Obr. 3. Porovnani analyz identického extraktu organofosforovych
pesticidi pomoci konvenéni (a) a rychlé (b) plynové chroma-
tografie s odporovym ohrevem ,,EZ flash* (detekce pomoci FPD);
R — odezva detektoru, / — dichlorvos, 2 — mevinphos, 3 — omethoat,
4 — dimethoat, 5 — diazinon, 6 — chlorpyrifos, 7 — parathion-Me, § —
pirimiphos-Me, 9 — malathion, /0 — chloropyrifos-Et, /1 — parathion-
-Et, 12 — methidation, /3 — ethion, /4 — phosmet, /5 — phosalone, /6 —
koeluce 1, 17 — koeluce 2
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pri aplikaci prvni z uvedenych technik (tato skutecnost je
zvlasté vyznamna v pripadé, kdy retencni Cas analytd je vy-
uzivén k jejich identifikaci). Rozdil byl zfetelny zejména pro
analyty s vyS$S§imi hodnotami retencnich Cast; pfi rychlosti
konvenéniho ohfevu 80 °C.min~' dosahovaly hodnoty relativ-
ni smérodatné odchylky jiz desitek %. Zminit se je tfeba jeste
o dals{ prednosti odporového ohievu, kterou je vysokd rych-
lost re-ekvilibrace chromatografického systému (zchlazeni na
vychozi teplotu). Tato skute¢nost ddle zvySuje laboratorni
kapacitu.

Analyza smési modernich pesticidl v redlnych matricich
v pifipadé druhé, velmi zajimavé varianty rychlé plynové
chromatografie, byla realizovana' na 10 m dlouhé kolong
s relativné velkym vnitinim primérem (0,53 mm, tzv. mega-
-bore) pripojené k ,,splitless* injektoru kratkou restrikén{ kapi-
larou (3 m, vnitini primér 0,25 mm) s dezaktivovanym povr-
chem, vystup kolony byl pfipojen k iontovému zdroji MS
detektoru, Cili separace analytd probihala za nizkého tlaku,
resp. za ,,vakua®“. ZvySeni difuzivity analytl v plynné fazi
umoziuje dosazeni podstatné vyssi optimdlni linedrni rychlos-
ti nosného plynu (v souladu s van Deemterovym vztahem)
a potazmo vyrazné zrychleni separace tékavych komponent
vzorku oproti chromatografické separaci, pfi které je na vystu-
pu kolony atmosféricky tlak. Popsany systém (tzv. low-pres-
sure, LP-GC-MS) md diky parametrim pouzité kolony vy-
sokou kapacitu a je zdrovent kompatibilni s ndstiikovymi tech-
nikami vyuzivanymi bézné v rezidudlni analyze. Zminény
pokles dosazitelného chromatografického rozlisen{ ve vétsiné

a
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piipadd kompenzuje selektivita MSD..V naSich experimen-
tech jsme dosdhli sniZzeni doby analyzy na tietinu (ccal5 min)
pfi soucasném snizeni detekénich limitd, které umoznil vyssi
néstiik vzorku. Rozsah matri¢nich efekti byl v souvislosti
s touto skutecnosti vyznamné omezen (viz odst. 3.1.1.).

3.3. Spojeni GC-MS

Jesté v devadesatych letech minulého stoleti se hmotnost-
né-spektrometrické detektory pouzivaly jako primdrni pro-
stfedek pro kvantifikaci analytd ve stopové analyze jen ojedi-
néle, ve vétsing aplikaci spiSe slouzily ke konfirmaci nale-
z0 kontaminantd. Cenovd dostupnost hmotnostnich detektort
s nizkym rozliSenim postupné umoznila jejich rutinni vyuziti
v riiznych oblastech rezidudln{ analyzy. Nejcastéji jsou hmot-
nostn{ analyzdtory reprezentovdny piimym kvadrupolem, ion-
tovou pasti, v poslednich letech se zvySuje pocet aplikaci
vyuzivajicich analyzdtory typu ,,time of flight* (TOF). Kazdy
z nich samozfejmé disponuje urcitymi pfednostmi; rozdily
jsou predevsim v opakovatelnosti méfeni za pfitomnosti slo-
Zek matrice, v piesnosti ur¢eni hodnot m/z a rychlosti snimdn{
spekter. Iontovd past navic umoziuje provadéni vicenasobné
spektrometrie (pfimy kvadrupol a TOF pouze pii zfetézeni
vice stupiil). Zminit se je tieba i o moznosti optimalizace
pracovnich charakteristik analytické metody pomoci volby
vhodné ioniza¢ni techniky. Vedle béZné ionizace ndrazem
elektrond (electron impact, EI) je v ultrastopové analyze kon-
taminantl za urcitych okolnosti vyhodné pouziti mékké ioni-
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Obr. 4. Zaznamy pii GC-TOF-MS analyze extraktu jablek kontaminovanych tolylfluanidem (0,07 mg.kg™); a — celkovy iontovy tok (TIC),
b —m/z 137, sitka okna 0,5 Da, ¢ — m/z 137,032, $itka okna 0,01 Da, d — spektrum piku T — vzorek, e — spektrum tolylfluanidu — knihovna NIST
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zacni techniky vyuzivajici reakéniho plynu (nejcastéji metha-
nu), kterd nevede k rozsdhlejsi fragmentaci matetské moleku-
ly. Detekce intenzivniho pseudomolekuldrniho iontu MH je
vesmés specifi¢téjsi nez nizsich fragmentd a u nékterych latek
muze, diky nizkym hodnotdm Sumu v oblasti vyssich hodnot
miz, klesnout hodnota detek¢niho limitu. V piipadé stanove-
ni analytll s elektronegativnimi substituenty ¢i skupinami je
mozné pracovat v mddu tzv. negativni chemické ionizace
(negative chemical ionisation, NCI), spravné negativn{ ioni-
zace se zdchytem elektronti (ECNI). Mechanismus detekce je
podobny jako u ECD, primdrné vznikd molekulovy ion M~
zdchytem nizkoenergetickych elektronti. ZvySeni poméru sig-
ndlu k Sumu az o dva fddy oproti ionizaci EI s akvizici dat
v médu monitorizace vybranych iontovych druht (selected
ion monitoring, SIM) pouZivané v piipadé kvadrupolovych
analyzdtori umoznuji spolu s dobrou selektivitou detekce
spolehlivou kvantifikaci nékterych skupin kontaminantli na
hladindch niz§ich nez 0,1 pg.kg'. Na autorském pracovisti je
GC-ECNI vyuzivana zejména pro stanoveni polybromova-
nych difenylethertt (PBDE) a dalSich bromovanych retardantti
hofeni, nitroderivati PAU (cit.”) a pro stanoveni toxickych
plandrnich (non-ortho) PCB. V poslednim zminéném pfipadé
se tato technika osvédcila, resp. poskytla presné vysledky pii
certifikaci nového matri¢niho referenéniho materidlu CRM
719, na jehoz pfipravé se v ramci projektu EU pracovisté
podilelo.

V rozsédhl€ studii zamétené na posouzeni presnosti vysled-
ki analyz rezidui modernich pesticidti v extraktech z rostlin-
nych matric ziskanych v rtznych GC systémech jsme pii
analyze série 14 identickych vzorkd pomoci GC-MS s kvad-
rupolovym analyzdtorem HP 5973 (HP, USA) provozova-
nym v médu monitorizace vybranych iontovych druhti proka-
zali vesmés nizsi hodnoty relativnich hodnot smérodatnych
odchylek (max. 5 %) ndlezii nez pii detekci konvencnimi
detektory NPD, ECD. Na stran¢ druhé, opakovatelnost reten-
¢nich Cast byla u MSD nizsi. Tento jev se stal zv1dste zietel-
nym pfi rychlém programovani teploty separacni kolony. Za
téclléto podminek se vyrazné zhorsila i opakovatelnost vysled-
ka ™.

Pro analyzy nékterych kontaminantt zacal byt v minulém
roce vyuzivdn téZ GC-MS systém vybaveny iontovou pasti
Polaris Q (Finnigan, USA). Predbézné poznatky s vyuzitim
alternativnich méficich modu 1ze shrnout nasledovné: i) pro
rychly ,.screening®, pfedev§im nezndmych vzorkd, se jevi
vhodné pouzit mdd ,,Segment scan®, ktery ve snimaném roz-
sahu poskytuje plnou spektrdlni informaci, obdobné jako ,,Full
scan*; ii) celkové odezvy analytti a pomér signdlu k Sumu jsou
u ,,Segment scanu* vy$§i nez u ,Full scanu®; iii) velkou
vyhodou ,,.Segment scanu® je nendro¢nd piiprava metody, tj.
neni nutné vybirat ionty a stanovovat casova okna jako v médu
SIM, ktery ma sice pomérné vysoké hodnoty poméru signalu
k Sumu (a tim nizky limit detekce), ale neposkytuje spektraln{
informaci; iv) pfi analyze vzorkd obsahujicich zndmé analyty
v nizkych koncentracich je z hlediska dosazen{ nizstho limitu
detekce vhodné pouzit méd MS™ (nejéastéji MS?).

Prvni zkusSenosti v souc¢asné dobé ziskdvame s instrumen-
taci GC-TOF-MS Micromass GCT (Micromass, UK). Tento
konkrétn{ typ instrumentu umoZiuje méfeni hmotnosti iontd
s presnosti na 4 desetinnd mista. Na rozdil od kvadrupolovych
analyzdtort poskytuje TOF plnou spektrdlni informaci i na
velmi nizkych koncentra¢nich hladindch. Pfedbézné experi-

341

Referaty

menty byly realizovany za podminek mirné zrychlené analyzy
(asi 3x kratsi doba analyzy, neZz je nutnd pro dokonalou
separaci vSech analytti). Obrdzek 4 dokumentuje vySetfeni
extraktu vzorku jablek na obsah rezidui pesticidl. Pfi pouziti
charakteristické hmotnosti iontu zvolené s presnosti 0,01 Da
byl nalezen pik tolylfluanidu na relativné nizké koncentracni
hladiné. Podle naméfeného MS spektra byl tento pik po srov-
nan{ s knihovnou NIST automaticky identifikovdn. Pldnovany
jsou experimenty vyuZivajici TOF-MS ve spojeni rychlou
LP-GC (viz 3.2.).

4. Vysokoudinna kapalinova chromatografie
(HPLC)

Vysokotcinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) pied-
stavuje po GC druhou nejvyznamnéjsi separacni techniku
vyuzivanou v oblasti identifikace a kvantifikace organickych
kontaminantl. Pfi analyze Sir§iho spektra analyti v komplex-
nich matricich se v8ak limitujicim faktorem muzZe stit nedo-
statecnd selektivita bézné pouzivaného UV detektoru (feSeni
nepfindsi ani detektor s diodovym polem, DAD). Z uvedeného
ddvodu jsou kladeny zna¢né ndroky na dcinnost precisténi
vzorkl (v pfipadé multirezidudlnich metod vSak bohuZel nelze
vyuzit potencidlu, resp. specifity imunochemickych a ptibuz-
nych prekoncentracnich technik). Vicestupniova purifikace pri-
madrniho extraktu vSak mize vést vedle prodlouzeni doby
pripravy vzorku ke sniZzeni hodnot vytéznosti nékterych ana-
lytd. Nizké hodnoty detek¢nich limiti i podstatné lepsi selek-
tivity fluorescencniho detektoru (FLD) lze vyuzit jen u ome-
zeného spektra kontaminant(; piikladem vSeobecné rozsitené,
rutinni aplikace HPLC-FLD v této oblasti je snad jen stanoveni
PAU.

4.1. Spojeni LC-MS

Syst¢émy HPLC s hmotnostné-selektivnim detektorem,
které se dnes stdvaji nepostradatelnou soucdsti vybaveni spe-
cializovanych laboratofi, zdsadné rozsifily moznosti sledova-
ni poldrnich a termolabilnich kontaminantd a jejich metabolitd
i v komplexnich matricich. Tato technika v zdsadé umoznuje
zjednoduseni pripravy vzorku (viz ddle), nicméné i zde je
nutné zohlednit mozné matri¢ni efekty.

V praxi se nejcastéji ionizace analytti provadi za atmosfé-
rického tlaku (atmospheric pressure ionisation, API); vyhodou
tohoto rozhrani je tGc¢inné odstraiiovdni mobilni faze, celko-
va robustnost a snadnost tdrzby. Oba pouzivané mody API
i) elektrosprej (ESI) a ii) chemickd ionizace (APCI) spliuji
pozadavky na ucinnou a opakovatelnou ionizaci Sirokého
spektra ldtek.

Praktickd aplikace systému LC-API-MS s analyzitorem
typu iontovd past (Finnigan LCQ Deca) ndm poskytla moznost
rychlého zavadéni novych metod pro nové cilové analyty, tedy
znacnou operativnost a flexibilitu pfi feSeni konkrétnich nalé-
havych problému. DalSimi vyhodami tohoto systému jsou:
i) dosazitelnost velmi nizkych detek¢nich limitd (pro nékteré
analyty v médu MS? i < 0,1 pgkg™' — v zdvislosti na zakon-
centrovani vzorku); ii) spolehlivost pii konfirmaci ndlezi;
iii) vyznamnd redukce doby tfeba pro pfipravu vzorkt, kterd
je dana schopnosti této techniky méfit za pfitomnosti pomérné
velkého mnozstvi matrice (diky vysoké selektivité detekce
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neni separace analyti ve véts$iné piipadi kritickd). Zminit se
je ovSem tieba i o nékterych skute¢nostech limitujicich apli-
kace v oblasti kvantitativni stopové analyzy: i) vétsi rozptyl
vysledkd pro nékteré kombinace analyt-matrice; ii) Casto ne-
uspokojiva linearita kalibracni zdvislosti i v relativné malém
koncentracnim rozsahu a iii) slozitd detekce analytu, pro které
neni k dispozici standard (predikce iontd v médu MS? je
obtiznd).

4.1.1. Matricni efekty v LC-MS*

Jak jiz bylo naznaceno, ve stopové analyze se nejcastéji
vyuziva detekce v tzv. MS? médu, pfi niZ je snimdn charak-
teristicky dcefiny ion vznikly z primdrniho (vétSinou mole-
kulového) iontu daného analytu. Vysledkem je zna¢né zlepse-
ni poméru signdlu k Sumu (10-100 ndsobné) oproti méfeni
realizovanému v rezimu plnych spekter (,,Full ms*). Pfi apli-
kaci této vysoce specifické detekce jsou pritomné matri¢ni
koextrakty v chromatogramu prakticky ,,neviditelné®, a proto
neni jejich pfitomnost kritickd z hlediska moznych pozado-
vych interferenci, jako je tomu u méné selektivnich detektort
(napf. UV). Na druhé strané vSak slozky matrice mohou
ovliviiovat odezvu analyti diky participaci v jednom nebo
vice z ndsledujicich procest probihajicich v LC-MS rozhrani:
i) vznik kapicek aerosolu; ii) desolvatace molekul analytu;
iii) odpafovani rozpoustédla; iv) ionizace analytl. Vysledkem
téchto jevu je, Ze pii stejné koncentraci analytu je jeho odezva
v redlném vzorku odlisnd od odezvy standardu v ¢istém roz-
poustédle. Prestoze zde existuje zdanliva analogie s vySe po-
psanymi matri¢nimi efekty v GC (viz 3.1.1.), tyto jevy maji
v LC-MS ponékud odlisny, mimotddné komplexni charakter.
Zatimco u GC se matri¢ni efekty ovliviiujici pfesnost vysledk
odehravaji v nasttikovém prostoru, a tedy pred vlastni separaci
komponent vzorku, v pfipadé¢ LC-MS k matricnim efektim
dochdzi na LC-MS rozhrani, tj. aZ po separaci. Tato skutec-
nost komplikuje moznost zobecnéni poznatkt tykajicich se
matri¢nich efektd, nebot rozdilné, resp. zménéné podminky
HPLC separace mohou vést ke zméné mnozstvi nebo typu
matri¢nich slozek koeluujicich se s danym analytem. Dal$im
vyznamnym rozdilem proti plynové chromatografii je, ze
zatimco pti GC matrice pfitomnd ve vzorku vétSinou zptso-
buje zvyseni odezev, v LC-MS dochazi casto k vyraznému
snizen{ signdlu analytu, coZ mize mit kriticky dopad na de-
tektabilitu analytd.

V rdmci modelové studie vlivu rtiznych faktorti na rozsah
matri¢nich efekti v LC-MS? jsme vénovali pozornost analyze
rezidui vybranych relativné poldrnich pesticidi. Mimo jiné
byly porovnany obé dostupné techniky ionizace, APCI a ESI.
Prestoze je Casto zminovdna lepsi tolerance techniky APCI
vic¢i matriénim komponentdm, v piipadé extraktu jablek cile-
né kontaminovaného pesticidy nebyl v nasich experimentech
mezi obéma ioniza¢nimi technikami zjistén vyznamny roz-
dil v matri¢nich efektech. Tyto se nepodafiilo eliminovat ani
precisténim primdrnich extrakti pomoci gelové permeacni
chromatografie, jinak bézné pouzivané v multirezidudlnich
metoddch vyuZivajicich pro stanoveni rezidui pesticidi GC.
Prestoze je vzorek pfi tomto Cisticim kroku zbaven vysoko-
molekuldrnich koextrakti, tyto zfejmé nejsou identické s ma-
tricnimi komponentami zodpovédnymi za matri¢ni efekty.

V pripadé, zZe matri¢ni efekt nelze zcela eliminovat zmé-
nou podminek separace HPLC ¢i precisténim vzorku, je po-
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uziti kalibrace pomoci vné&jsich rozpoustédlovych standardd
nevhodné, nebot existuje riziko nesprdvné kvantifikace cilo-
vych analytd (na rozdil od GC miZe hrozit jak nadhodnocent,
tak podhodnoceni vysledku).

V rdmci jedné z nasich studii'® jsme se zaméfili na porov-
ndni spravnosti vysledki dosazenych pomoci tif rtiznych ka-
libracnich technik: i) pouzitim vnéjsich rozpoustédlovych stan-
dardu (spolehlivy pfistup, av§ak ¢asové ndro¢ny, je nutné mit
k dispozici vhodny materidl neobsahujici rezidua standardi),
ii) pouzitim vnéjsich matri¢nich standardt a iii) technikou
»echo-piku® (standard obsahujici analyt(y) je nastfiknut s krat-
kym ¢asovym posunem). Vzorky jablek byly cilené kontami-
novény pesticidy na dvou rtiznych zndmych koncentraénich
hladindch 0,01 pg.ml™"a 0,1 pg.ml™". Takto pfipravené vzorky
byly posléze analyzoviany stejné, jako kdyby se jednalo o ne-
zndmé vzorky, a z kalibracni zdvislosti byla vypoctena jejich
koncentrace a poté porovndna se spravnou hodnotou. PouZiti
standardti v ¢istém rozpoustédle pro kalibraci se ukdzalo byt
zcela nevhodné u analyti, které vykazuji matricni efekt. Za-
timco v literatufe se Casto diskutuje pouze potlaceni odezev
analytd vlivem matrice, z naSich experimenti vyplyvd, Ze
matri¢ni efekt miize byt i vy$si nez 100 %; dochdzelo tudiz
k nadhodnoceni vysledku (carbendazim, thiabendazol). Ma-
tricn{ kalibrace je na druhé strané pomérné spolehlivy zpisob
dosazeni kvalitnich vysledki. Technikou vnitiniho strandardu
(,,echo pik*) bylo pro 6 z 8 pesticidii dosazeno spravnych
vysledkd, pfi¢emz tato metoda navic umoziiuje odbourdni
pracné piipravy matri¢nich standardd. Studie v této oblasti
pokracuji.

V této prdci jsem shrnula zkuSenosti a uvedla nékteré
zajimavé vysledky kolektivu laboratoie Ustavu chemie a ana-
lyzy potravin VSCHT zabyvajici se problematikou environ-
mentdlnich kontaminantii a chemickou bezpecnosti potravin.
Jmenovité chci podekovat svym kolegiim a doktorandiim (v né-
kterych pripadech jiZ byvalym) — S. Duskovi, M. Godulovi,
K. Holadové, V. Kocourkovi, K. Alterove-Mastovskée, J. Poust-
kovi a J. Krivdnkové-Zrostlikové za optimismus, se kterym se
vrhali do ndstrah stopové analyzy.
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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.



