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1. Uvod

V poslednych rokoch je ¢oraz vacsi zaujem o zdravy
zivotny Styl a s tym rastie zdujem o vyuzitie zdraviu pro-
spesnych  produktov!. Obsah  bioaktivnych  latok
v rastlinach prispel k vyvoju nutraceutik. Potravinarsky
priemysel vyraba nové ucinné produkty, ktoré nie len zod-
povedaju potrebam spotrebitel'ov, ale pritom maji pozitiv-
ne G&inky na zdravie®.

Pojem ,,nutraceutikd™ vytvorila v roku 1989 Nadacia
pre rozvoj inovacnej mediciny a vznikol spojenim vyzivy
a jej liecivych ucinkov, aby poskytoval ndzov pre tato
rychlo sa rozvijajicu oblast’ biomedicinskeho vyskumu.
Z anglického slova nutrition — vyziva vznikla cast’ pojmu
nutra-, druha Cast’ -ceutikad je odvodena z pojmu farmaceu-
tika — latky s lieCivymi G¢inkami. Zatial' neexistuje vSe-
obecne platnd definicia pre tento druh produktov. Prva
definicia bola navrhnutd Defelice vroku 1995:
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»Nutraceutika st potraviny alebo zlozky potravin podpo-
rujuce zdravie alebo znizujuce riziko niektorych ochore-
ni*’. Do skupiny nutraceutickych produktov patria izolo-
vané vyzivné latky, doplnky stravy, ktoré su rastlinného
povodu vo forme kapstl, tabletiek, susené lieCivé rastliny,
¢inska prirodna medicina, bylinkové ¢aje, napoje pre Spor-
tovcov a geneticky modifikované potraviny®. Vela pro-
duktov sa povazuje za nutraceutika, preto je prijatie vSe-
obecnej legislativy, ktord zahffia vSetky produkty, takmer
nemozné’.

Spotreba nutraceutik rastie. Mnoho spotrebitelov sa
domnieva, Ze nutraceutikd maju pozitivny vplyv na ich
zdravie, amyslia si, Ze tieto prirodné produkty
su efektivne pri lieCeni niektorych ochoreni a nemaju ved-
l'ajsie uginky®. Hlavnym problémom suvisiacim s vyrobou
nutraceutik je pritomnost’ nepravych produktov s falosnym
alebo nedefinovanym zlozenim’. Dal$im problémom tyka-
jucim sa vyroby akonzumacie nutraceutik spociva
v zavislosti zloZzenia a obsahu aktivnych zloziek od ro¢né-
ho obdobia, teploty, vlhkosti, pddy a niekolkych d’al§ich
faktorov®.

Na rozdiel od potravin, nutraceutikda mézu byt’ uvede-
né na trh bez sledovania latok, ktoré potencialne ohrozuju
zdravie ¢loveka®. Prirucka kvality pre doplnky stravy rast-
linného povodu vydana Eurdpskym botanickym forom
uvadza, Ze kontrola kontamincie prirodnych produktov sa
moézZe vykonavat kedykolvek pocas pripravy nutraceutik’.
Vzhl'adom na to, Ze nutraceutikd st rastlinného pdvodu,
navySe v procese pripravy  spravidla  dochadza
k zakoncentrovaniu U¢innych aaj netcinnych latok, je
zrejmé, ze pesticidy a iné toxické latky sa mozu vo final-
nom produkte vyskytovat v detegovatelnych mnoz-
stvach'.

Nutraceutikd a susené rastliny zvycCajne predstavuju
vel'mi zlozité matrice pre stanovenie rezidui pesticidov.
Vicsina produktov st koncentraty s komplikovanou matri-
cou, ¢o spOsobuje Vac¢si problém pri vyvoji analytickych
metdd a vyzaduje citlivejSiu inStrumentaciu pre detekciu
nizkych koncentraénych hladin pesticidov''. Zakoncentro-
vacia fdza moze spdsobit’ zvysenie obsahu koextrahova-
nych zlacenin, ktoré ruSia analyzu. Preto pri stanoveni
pesticidov v nutraceutickych produktoch je nevyhnutné
vziat' do Gvahy zaradenie spol'ahlivého Cistiaceho kroku
pred chromatografickou analyzou®.

Cielom ¢lanku je poskytnit' literarny prehlad
o sucasnych trendoch z oblasti Gpravy vzoriek a extrakcie
rezidui pesticidov z rdéznych typov nutraceutickych pro-
duktov. Prehl'ad je rozdeleny do kapitol podl'a typu nutra-
ceutik. Samostatna kapitola sa venuje potrebe aplikacie
cistiacich technik. V d’al$ej Casti ¢lanku st zhodnotené aj
pouzité analytické metddy na detekciu a stanovenie pesti-
cidov v komplexnych nutraceutickych matriciach.
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2. Extrakcia vzoriek

Z prehladu literatury je zrejmé, ze pesticidy sa sledu-
ju predovsetkym v piatich typoch nutraceutik: v liecivych
rastlinach, ¢inskej prirodnej medicine, ¢ajoch, tabletkach
aroznych typoch nutraceutickych napojov. Na obr. 1 je
zobrazené percentudlne rozdelenie publikovanych vedec-
kych prac v zavislosti od typu vzorieck. Ako vyplyva
z obrazku, najcastejSie predmetom analyzy podla prac
publikovanych za 15 rokov st susené rastliny a ¢aje. Viac
ako 30 % z publikovanych §tudii sa zameralo na stanove-
nie pesticidov v ¢ajoch. Idedlna extrak¢nd technika by
mala izolovat’ a zakoncentrovat’ skimané analyty a posky-
tovat’ ,,Cisty* extrakt, vo forme pesticidov v rozpustadle
bez interferencii'>. Okrem toho, idedlna metoda upravy
vzorky ma byt rychla, jednoducha na pouzitie, lacna
a kompatibilna s analytickou inStrumentaciou, preto sucas-
né trendy vo vyvoji smeruji  k miniaturizéicii
a zjednoduseniu jednotlivych krokov'®. V poslednych ro-
koch boli vyvinuté rozne mikroextrakéné techniky, ktoré
maju vyhodu oproti konvenénym extrakénym technikdm
v malej spotrebe organického rozpustadla, rychlosti
a jednoduchosti. Popri tom sa bezne pouzivaju aj extrak-
¢né techniky ako QUEChERS alebo extrakcia podporena
ultrazvukom.

2.1. LiecCivé rastliny

Liec¢ivé rastliny hraji  velmi doleziti tlohu
v prirodnom lekarstve, ale terapeutické ucinky tychto rast-
lin su casto akceptované bez akychkol'vek vedeckych ale-
bo lekarskych skusok'®. Tieto rastliny maji vela pozitiv-
nych t¢inkov: hypotenzivne alebo antihypertenzivne u¢in-
ky, obsahuju jedine¢né antioxidanty, esencidlne oleje, vita-
miny, fytosteroly a d’alSie vyzivné latky, ktoré podporujt
imunitny systém'>. Vieobecne plati, ze bylinky maju vel-
mi komplikované matrice s obsahom vody, tukov a so
Sirokou Skalou biochemickych zloziek, pricom jednotlivé
zlozky vykazuju roznu polaritu, rozpustnost’ a rézne pKa
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Obr. 1. Percentualne zastipenie publikovanych prac na analy-
zu pesticidov v nutraceutikiach podl’a typu matrice
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hodnoty'®. V literatiire uverejnenej za ostatnych 10 rokov
sa publikovali prace zaoberajice sa sledovanim rezidui
pesticidov vo vzorkach lie¢ivych rastlin: plucnik lekarsky
(Pulmonaria officinalis L.), medovka lekarska (Melissa
officinalis L.)", driefi lekarsky (Cornus officinalis)"’, &ier-
ny hadi koret (Cimicifuga racemosa)'®, harmanéek
(Matricaria chamomilla)™>'®, pestrec mariansky (Silybum
marianum), senovka grécka (Trigonella foenum-graecum
L.), koren sladkého drievka (Glycyrrhiza glabra)'®, horco-
vy korett (Gentianae radix)'®, cesnak kuchynsky (Allium
sativum L.), jazmin 21ty (Jasmium odoratissimum)'®, pie-
por opojny (Piper methysticum)'™", bobule palmy
(Serenoa serrulata)'®, sojove zrna (Glycine max L.)*,
lipa (Tilia), méta pieporna (Mentha piperita L.), materina
dagka (Thymus vulgaris L.)", pornatka kokosova (Poria
cocos)?, kora Skorice (Cinnamomum verum)''®
randova kéra (Citrus aurantium)'®.

QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
Safe) technika je v stucasnej dobe najéastejSie pouZzivana
pri stanoveni rezidui pesticidov v rastlinnych matriciach.
Aj v pripade liecivych rastlin autori najcastejSie zvolili na
pripravu vzorky tato techniku v spojeni s disperznou ex-
trakciou na tuhej faze (dSPE). Origindlna metéda bola
vyvinutd Anastassiadesom aspol. vroku 2003. QuE-
ChERS metoda je principidlne vysolovacia extrakcia roz-
pustadlom, spravidla acetonitrilom. Po pridavku zmesi
NaCl a MgSO, sa rozdeli vodné a organické faza. Oddele-
na organicka faza je nasledne Cistend pomocou dSPE pri-
mérnym sekundarnym aminom (PSA)* a inymi sorbenta-
mi podla typu matrice. Precistena organicka faza sa podro-
bi analyze, najcastejSie chromatografickej s vhodnou de-
tekciou. Viaceré stadie opisovali aplikaciu originalnej
alebo modifikovanej QUEChERS metody, ale v kazdom
pripade bolo potrebné redukovat’ hmotnost’ vzorky na 1 az
2 g a zmiedat’ s 8-10 ml vody'™'******" a nasledne sa pou-
zival acetonitril ako extrakéné rozpustadlo. S pridavkom
kyseliny octovej k acetonitrilu sa zvysila u¢innost’ extrak-
cie kyslych pesticidov, ¢o sa prejavilo pri uprave vzoriek
driena lekarskeho'”.

Okrem QuEChERS techniky sa pouzivala §iroka ska-
la extrakénych metdd, ako extrakcia tekutinou
v nadkritickom stave (SFE)®, technika disperzie matrice
na tuhej faze (MSPD)"’, extrakcia podporena mikrovlno-
vym ziarenim (MAE)® a aplikovali sa aj mikroextrakéné
techniky, disperznd mikroextrakcia v systéme kvapalina-
kvapalina (DLLME)*? amikroextrakcia tuhou fazou
(SPME)". Pri DLLME sa zmes extrakéného (organické
rozpustadlo, alebo i6nova kvapalina) a disperzného roz-
pustadla rychlo nastrekne do vodnej vzorky, ¢im vznikne
zakalena ststava s malymi kvapkami extrakéného rozpus-
tadla, do ktorych sa izoluju a zakoncentruju analyty. Tato
technika sa pouzivala na extrakciu 10 organofosfore¢nych
pesticidov (OPP) zo susenych vzoriek pornatky kokosove;j.
Na extrakciu postacovalo 0,1 g vzorky a 80 pl extrakéného
rozptstadla CCly (cit.??). Pomocou SPME sa uspesne ex-
trahovalo 19 organochléorovanych pesticidov  (OCP)
z roznych liecivych rastlin. Pri tejto technike sa Studoval
vplyv pridavku soli na uc¢innost’ extrakcie. Zistilo sa, ze
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v porovnani s inymi optimalizovanymi postupmi SPME,
ktoré sa pouzivali na extrakciu pesticidov, kde pridavok
soli zvys$il G¢innost, v tomto pripade mal opacny vplyv.
Moze to byt’ spdsobené tym, ze liecivé rastliny st prirodné
produkty s vysokym obsahom soli a pridavok NaCl bloku-
je adsorpciu pesticidov na vlakno'®. V pripade niektorych
mikroextrakénych technik nie je potrebné pouZit’ extrakéné
rozpustadlo ako napriklad pri SPME v kombinacii
s termodesorpciou'®, alebo su potrebné len velmi malé
objemy (), napriklad pri DLLME (cit.?).

2.2. Cinska prirodna medicina

Tradi¢na ¢inska prirodna medicina (TCM) ma dlha
historiu v Cine, pouZiva sa pri lie¢eni réznych chorob™.
V Cine su denne konzumované rozne liegivé rastliny ako
lieCivo alebo ako zlozky potravin. S rasticim dopytom
rastlo aj pol'nohospodarske pestovanie rastlin pre ¢insku
prirodni medicinu. Podobne ako iné polnohospodarske
rastliny aj tieto musia byt predmetom kontroly'’. Napriek
tomu, rezidua pesticidov v TCM neboli kontrolované
v Cine do roku 2000. V tomto roku sa stanovili maximalne
rezidualne limity (MRL) pre 9 OCP v 2 typoch vzoriek,
sladké drievko (Glycyrrhizae glabra L.) a kozinec blani-
ty (Radix Astragali)®'. Oddelenie potravin a hygieny
v Hong Kongu rozsirilo uvedené nariadenie o kontrolu
MRL  hodndét  pre 20 OCP a ich metabolitov
(hexachlorbenzén, a-BHC, pentachlor-nitrobenzén,
v-BHC, heptachlor, pentachlor anilin, aldrin, B-BHC,
6-BHC, oxychlordan, heptachlor epoxid, frans-chlordén,
cis-chlordan, p,p’-DDE, dieldrin, endrin, o,p’-DDT,
p.p’-DDD, p,p’-DDT, pentachlér-tioanizol). MRL hodnoty
st v rozmedzi*? 0,05 a 1 mg kg '. Rozsirenie sa tyka aj
poctu vzoriek, legislativne sa nariadilo sledovat’ nasledov-
né TCM: Ccinska Skorica (Cinnamomi cortex), ZenSen
(Ginseng radix a Ginseng radix rubra), sennovy list
(Sennae folium), kozinec blanity (Astragali radix), Polyga-
lae radix, sladké drievko (Glycyrrhizae radix), Asiasari
radix, drien lekarsky (Cornus officinalis), perila krovita
(Perilla frutescens), jujuba Cinska (Fructus Zizyphi Juju-
bae), citronovnik pomarancovy (Aurantii nobilis pericar-
pium), mispulnik japonsky (Folium Eriobotryae Japoni-
cae) a Moutan cortex™.

Pri uprave roznych typov TCM vzoriek sa obvykle
pouziva extrakcia podporena ultrazvukom (UAE)*'?%+7.
UAE je jednoducha technika upravy vzorky, kde sa vzorka
mieSa s vhodnym extrakénym rozpustadlom a transfer
analytov sa urychluje pomocou ultrazvuku®. V ramci
vyvoja metddy extrakcie je potrebné optimalizovat' tri
hlavné faktory: vyber extrakéného rozpustadla, objem
extrakéného rozpustadla a Cas extrakcie, ale aj d’alSie pod-
mienky moézu ovplyvnit’ extrakciu, napr. teplota extrakcie,
intenzita ultrazvuku, iénova sila a pH. Ukazalo sa, Ze typ
extrakéného rozpustadla ma najvacsi vplyv na vytaznosti
pesticidov zo vzoriek TCM (cit.®). NajcastejSie sa na ex-
trakciu pouzilo 40 ml acetonitrilu pre 2 g vzorky® ale-
bo40ml zmesi aceton-dichlormetan (2:1) pre 5¢g
vzorky™. V obidvoch pripadoch sa vzorky TCM extraho-
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vali 15 min. Z dalSich rozpustadiel, ktoré¢ st ucinné na
extrakciu pesticidov z TCM, treba spomenut’ petrol éter’!,
aceton’ a etylacetat’”.

Daldou &asto pouzivanou je technika QuUEChERS
v spojeni s &istiacim krokom dSPE*****. TCM su vzorky
s obsahom vody <10 %, preto nemodifikovand QuE-
ChERS metdda nie je na extrakciu vhodna. Pouzivaju sa
mensie hmotnosti vzoriek ako 10 g a mieSaju sa s vodou.
Chen a spol.'” porovnéavali rézne spdsoby miesania vzoriek
s extrakénym rozpustadlom, (a) extrakcia pomocou ultra-
zvuku s 10 ml acetonitrilu, (b) extrakcia 10 ml acetonitrilu
za podpory ultrazvuku a s pridanim soli na zvySenie vy-
taznosti, (c) extrakcia pomocou vortexu s 10 ml acetonitri-
lu a pridanim soli na rozseparovanie faz a odstranenie vo-
dy. Ako najvhodnejSia sa ukazala extrakcia pomocou
vortexu'’. Pri QUEChERS extrakeii je dolezitym faktorom
aj pomer hmotnosti vzorky a objemu vody. NajcastejSie sa
ku 2 g vzorky pridava 10 ml vody'"".

Vzorky kozinca blanitého sa upravili metddou MAE.
Vzorka sa umiestiiuje do Specidlnej nadoby spolu
s rozpustadlom a zohrieva sa s mikrovinnym Ziarenim.
Ako extrakéné rozpustadlo pre extrakciu OPP sa testoval
acetonitril aetanol. Hoci neboli vyrazné rozdiely
v hodnotéach vytaznosti, na extrakciu OPP sa pouZil etanol
ako extrak¢éné rozpustadlo, vzhl'adom na to, Ze je priazni-
vejsi  kzivotnému prostrediu  a vhodnejsi z dovo-
du bezpecnosti®’.

Na extrakciu pesticidov z TCM sa pouzila aj extrak-
cia rozpustadlom pri zvySenom tlaku (PLE). Tato technika
je plne automatizovana a vyuziva organické rozpustadla
pri zvySenych tlakoch a teplotich*’. Dosahuju sa podobné
vytaznosti analytov ako pri klasickej Soxhletovej extrak-
cii, ale spotreba rozpustadla je menSia a kratsi Cas extrak-
cie. Spotreba organického rozpustadla méze byt minimali-
zovana s vyuzitim extrakcie horucou vodou pri zvySenom
tlaku (PHWE). Pri zvySenom tlaku a teplote polarita vody
poklesne a mozno ju pouzit’ na extrakciu menej polarnych
zliCenin. PLE sa aplikovala na extrakciu 74 pesticidov
z0 vzoriek ¢inskej korice, ZenSenu a ginkgo biloba. Stu-
dované pesticidy boli OPP a karbamaty, pricom mnohé
pesticidy su polarne latky rozpustné v polarnych a semi-
polarnych  rozpustadlach, ako acetdon, etylacetat
a acetonitril. Pri testovani rozpustadiel pri vyvoji PLE
metddy sa dosiahli lepSie vyt'aznosti, ked’ sa pouzili aceton
a acetonitril. Acetonitrilovy extrakt obsahoval menej inter-
ferujucich latok (lipidy, pigmenty), preto sa acetonitril
zvolil ako extrakéné rozpustadlo®'.

2.3. Caje

Vel'a druhov rastlin sa na celom svete spotrebuje vo
forme odvarov &ajov pre ich terapeutické uginky**. Popula-
ritu ziskali hlavne pozitivnym zdravotnym u¢inkom, ktoré
sa dosahuju zlozkami, ako st flavonoidy, hlavne
katechin®. Pesticidy, najmé insekticidy ako etion, quinal-
fos, malation a dimetoat sa pouZivajii na ochranu ¢ajovych
listov a byliniek cielene pestovanych na pripravu bylinko-
vych ¢ajov. Dosledkom toho je, ze rezidud pesticidov sa
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moézu vyskytnat’ aj v ¢ajoch™.

Caje  reprezentuji velmi komplexné matrice
s vysokym obsahom polyfenolov, metylxantinov, ako ko-
fein, ktoré sa mozu koextrahovat. Na extrakciu tohto typu
matrice sa pouZzili extrakéné techniky ako QuEChERS,
extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE), MAE a boli apliko-
vané aj rozne typy mikroextrakénych technik, SPME,
mikroextrakcia kvapalinou vyuzivajuca duté vlakno
(HF-LPME) a mikroextrakcia jednou kvapkou (SDME).

Na extrakciu rezidui pesticidov zo vzoriek Cajov sa
najcastejSie pouzila SPME. Tato technika je zaloZena na
sorpcii analytov na vlakno potiahnuté sorbentom. Extrak-
cia sa uskutociiuje bud’ priamym ponorenim vladkna do
kvapalnej vzorky (DI) alebo v headspace (HS) mdde. Ana-
lyty sa nasledne tepelne desorbuju v davkova¢i GC*. Pri
extrakcii pesticidov sa najéastejSie pouzivala HS-SPME.
DI-SPME bola uc¢inna na extrakciu 10 pesticidov, vratane
OPP a OCP z r6znych druhov ¢ajov (biely, oolong, zeleny
a &ierny, harmandek, mita)*>. Na izolaciu pesticidov
z Gajov sa pouzivali rozne typy vlakien. Schurek a spol.**
porovnavali ucinnosti extrakcie 36 pesticidov
z fortifikovanych vodnych suspenzii ¢ajov azo suSenych
cajovych listov. Polydimetylsiloxanové (PDMS) vlakna
boli vhodné na extrakciu pesticidov z fortifikovanych vod-
nych suspenzii ¢ajov, ale neboli vhodné na extrakciu pesti-
cidov zo suSenych ¢ajovych listov a opakovatel'nost’ nebo-
la postacujuca. Zistilo sa, Ze pridavok vody ul'ahcuje uvol-
nenie analytov zo vzorky a urychli absorpciu analytov***.
Obmedzené¢ mnozstvo komercne dostupnych vlakien vied-
lo ktomu, ze sa zacali laboratéorne vyrabat' nové typy.
Tieto vlakna mozu byt vyrobené technoldgiou sol-gel™.
Nové PDMS/polyvinylalkohol (PVA) vldkno preukéazalo
vysoku ucinnost’ pre izolaciu OCP a OPP. PDMS/PVA
vldkno poskytovalo v porovnani s PDMS/DVB vldknom
rychlejSiu desorpciu a symetrické piky. Zistilo sa, Ze
PDMS/DVB vlakno absorbuje viacej vody, o moze rusit’
GC-MS analyzu.

Z novych technik mikroextrakcie kvapalinou sa pri
uprave ¢ajov pouzili HF-LPME a SDME na izolaciu OCP
(cit.* ™). Proces extrakcie pri HF-LPME sa realizuje
v péroch stien dutého vlakna, ktoré s naplnené organic-
kym rozpustadlom a v pripade SDME na Spicke ihly strie-
kacky sa tvori mikrokvapka organického rozpustadla,
ktoré sa umiestni do intenzivne mieSaného roztoku vzorky.
Ako extrakéné rozpustadlo sa pouzil n-hexan na
SDME*™* a 1-oktanol na DHFP-LPME. V pripade HF-
LPME 1-oktanol sa pouzival na impregnaciu dutého vlak-
na aj na extrakciu. DHFP-LPME sa ukézala byt G¢innou
technikou pre extrakciu OCP z ¢ajovych listov aj
z &ajovych napojov?’. Qian a spol.*’ pouzivali maly lievik
na SDME, ¢o pomohlo k vyuzitiu vicsej kvapky rozpas-
tadla na extrakciu s objemom 4 pl. Vicsia kvapka rozptstadla
zvysi extrakénti kapacitu SDME®. Vyznamnou vyhodou uve-
denych extrakcii je eliminacia nasledného Cistiaceho kroku.

Dal3ou metodou extrakcie pesticidov z ¢ajovych mat-
ric je QUEChERS technika. Tato technika sa pouZzila na
upravu susenych cajovych listov. Pouzivala sa modifiko-
vana QUECHERS technika® 2. Pévodne navrhnutd metoda
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sa pouziva na extrakciu pesticidov zo vzoriek s vysokym
obsahom vody (> 80 %). Vzhl'adom na to, Ze susené ¢ajo-
vé listy st vzorky s nizkym obsahom vody, na analyzu sa
pouziva menSie mnozstvo vzorky (2-5g) aku vzorkam
susenych bylin sa pridava voda (4—10 ml) pred samotnou
extrakciou’ ">, Cajka a spol.”’ porovnavali tri varianty
QuEChERS techniky, originalnu a dve modifikované ver-
zie (s acetatovym a citratovym pufrom). Zistilo sa, ze vset-
ky spdsoby boli ucinné na extrakciu 125 pesticidov zo
zeleného a &ierneho &aju®. V porovnani s SPME techni-
kou sa pri QUEChERS metdde pouziva organické rozpus-
tadlo, spravidla acetonitril®®>* a je potrebné nasledné ¢is-
tenie extraktov.

MAE sa pouziva na extrakciu organickych latok
zréznych typov matric, vratane extrakcie pesticidov
z nutraceutik. Jedna sa o ¢asovo nenaro¢nt techniku, ktora
je vhodna na rutinné analyzy. Na stanovenie OCP
z bylinkovych ¢ajov sa pouzila extrakcia vodou ako extrak-
&nym ¢&inidlom, ktora je Setrnd ku Zivotnému prostrediu™.

Na extrakciu pesticidov z ¢ajovych listkov sa pouzila
aj technika LLE, pri ktorej sa analyty extrahuju
z kvapalnej vzorky do inej kvapaliny, spravidla rozptstad-
la, ktoré je nemieSatelné so vzorkou. Kvapalnou vzorkou
je vyluh z Gajovych listkov. Okrem acetonitrilu® >
zili na extrakciu aj iné rozpuStadld, napr. n-hexan
a dichlormetan® s objemami v rozmedzi 15150 ml.

2.4. Tabletky a kapsule

Tabletky a kapsule st konzumentami zvycajne naj-
viac vyhladanymi formami nutraceutik. Tato forma je
povazovana za najpohodlnejSiu z hladiska konzumaécie.
Nutraceutikd obsahujii skoncentrované uc¢inné latky, to
znamena, Ze aj prinosy su viacnasobné®'. Na druhej strane
zakoncentrovanie sposobuje, Ze aj interferenty mézu byt’
skoncentrované'?. Publikovali sa tadie na stanovenie pes-
ticidov v nutraceutickych tabletkach a kapsulach, ako s6jo-
vé kapsule'', vyrobky zginkgo biloba"®, tabletky
z hroznovych semiacok'” a zo zeleného Gaju’"®.

Na tpravu tabletick a kapsul sa najcastejSie pouzivala
QuEChERS technika s acetonitrilom ako extrakénym
rozpuitadlom'®¢- a etylacetatom'"'*%2. Pomocou tejto
metddy sa extrahovalo viac ako 200 pesticidov z tabletiek
z ginkgo biloba a zelené¢ho &aju’®'. Dva typy QuEChERS
techniky boli porovnané pre upravu tabletiek zeleného
¢aju, americka a europska QUEChERS metoda. V pripade
eurépskej verzie sa pri extrakcii pridava chlorid sodny
ardzne pufre, v americkej verzii sa pouziva octan sodny.
Ukazalo sa, ze americkd QUECHERS poskytuje akcepto-
vatelnejSie vytaznosti pre vel’ky pocet pesticidov, vratane
polarnych pesticidov®'. Etylacetat a acetonitril sa porovna-
vali pri extrakcii 177 pesticidov z séjovych kapsul''. Pesti-
cidy patrili do réznych skupin, napr. OCP, OPP, pyretroi-
dy, organofluorované pesticidy, chloroacetamidy, metoxy-
akrylaty atd’. 92 % zo 177 pesticidov sa uspesne extraho-
valo s vytaznostami medzi 70 a 120 %, oproti tomu pre
acetonitril tieto hodnoty boli ovela nizsie, len 28 % pesti-
cidov mali uspokojivé vytaznosti 70-120 %. Rovnaké
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Stidium sa realizovalo pri extrakcii 177 pesticidov
z tabletiek zeleného Caju, vysledky sa vSak s vysledkami
ziskanymi pre extrakciu pesticidov zo s6jovych kapsul
vzhl'adom na odliSnost’ matric vyznamne odliSovali napr.
vo vybere vhodného extrakéného cinidla, ¢o z hladiska
vytaznosti znamena, ze 64 % pesticidov sa vyextrahovalo
zo vzorky pomocou acetonitrilu alen 8 % pesticidov po-
mocou etylacetatu vo vysSie uvedenom rozmedzi
vytaznosti®.

OPP boli G¢inne extrahované z detskej prirodnej me-
diciny pomocou HS-SPME metody®. PDMS/DVB vlakna
sa ukdzali byt ucinnym na extrakciu diazinénu
a chlorpyrifosu. PDMS/DVB vldkno vykazovalo vicsiu
afinitu k diazinénu ako PDMS a PDMS/CAR vlakna®.

Ako u cajov, tak aj u nutraceutickych kapsul boli
pesticidy extrahované metédou LLE s r6znymi rozpust'ad-
lami a extrakty boli nasledne &istené pomocou SPE®®
alebo dSPE'. Porovnavala sa extrakcia s acetonitrilom bez
precistenia a QUEChERS technikou s dSPE pre extrak-
ciu 250 pesticidov z kapsul ginkgo biloba'. Ukazalo sa, ze
LLE s pouzitim acetonitrilu je G¢innejSia. Pomocou aceto-

nitrilovej extrakcie sa podarilo vyextrahovat 77 %
z 250 pesticidov s vytaznostami v rozsahu 70-120 %,
QuEChERS  technikou sa  vyextrahovalo 64 %

z 250 pesticidov s uspokojivymi vytaznostami v rozmedzi
70-120 %.

2.5. Nutraceutické népoje

Nutraceutické produkty moézu byt konzumované
v tekutej forme, ako Cinske lieCivé vina, napoje pre Spor-
tovcov, alebo iné napoje. Cinske lie¢ivé vina st oblibené
v mnohych oblastiach Azie aj Europy. Nemaju len vysoku
nutricnl hodnotu a Specificka chut, ale hlavne pozitivne
ucinky na zdravie. Vyznamnymi komponentami tychto vin
z hladiska analyzy st okrem vody a alkoholu najmaé alka-
loidy, soli, glykozidy, organické kyseliny a oleje. Kvoli
popularite lieCivych vin na celom svete rastie zau-
jem o kontrolu kvality a bezpe&nosti tychto produktov™.

Na extrakciu pesticidov z ¢inskych lieCivych vin
a z Sportovych napojov bola pouzita LLE a DLLME. LLE
vyzaduje velké objemy extrakénych rozpustadiel, o moze
mat’ negativny vplyv na Zivotné prostredie™. Na extrakciu
19 pesticidov z ndpojov pre Sportovcov bolo potrebnych
100 ml rozptstadla (petrol éter) a extrakt sa pred GC ana-
lyzou precistil gélovou permeacnou chromatografiou
(GPC)®. Liu a spol.> na extrakciu 18 OPP z lie¢ivych vin
vyuzili DLLME a spotrebovali 2ml zmesi ace-
ton:dichlormetan (1:1). Extrakciu uskuto¢nili
v centrifugacnej skimavke rychlym pridanim rozptstadla
a intenzivnim trepanim roztoku. OPP sa extrahovali do
drobnych kvapiek dichlormetanu™.

SDME sa pouzila na extrakciu 19 pesticidov z koko-
sového mlieka. Postacovala kvapka toluénu s objemom
1 pl. VSeobecne plati, Ze s rastiicim objemom kvapky ras-
tie aj mnozstvo extrahovanych pesticidov. Avsak s vel'mi
objemnymi kvapkami sa tazko pracuje a je potrebny vyssi
&as extrakcie na dosiahnutie rovnovéhy ™.
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3. Cistiace techniky

Nutraceutikd predstavuju velmi zlozité matrice pre
analyzu pesticidov, niektoré interferenty mozu byt aj na-
priek aplikovanej technike Gpravy vzorky este koextraho-
vané spolu s analytmi a mozu rusit’ pri naslednom stanove-
ni. Tieto koextrahované zlozky ovplyviuji analyzu rézny-
mi spdsobmi. Neprchavé komponenty mézu byt usadené
v davkovacej cCasti plynového chromatografu a sposobit
vznik novych aktivnych miest. Semi-prchavé latky spdso-
buju deformaciu pikov a postvanie retenénych c¢asov sku-
manych analytov. Okrem toho interferujuce iony
s blizkymi hodnotami m/z k hodnotdm zaznamenanym
pre skimané analyty obmedzuji dosiahnutie nizkych me-
dzi detekcie a spolahlivi identifikaciu®'.

V pripade QUEChERS metody treba zvolit’ na odstra-
nenie matricovych interferentov vhodny sorbent pre dSPE.
Ukazalo sa, ze samostatny PSA nie je dostato¢ny na izola-
ciu interferentov z nutraceutik, dosiahli sa nizke vytaznos-
ti a pozorovali sa vyrazné matricové efekty®**. Vzhladom
na zlozitost’ matrice st potrebné d’alSie sorbenty, najcaste;j-
Sie pouzivana bola kombindacia soli a sorbentov MgSOy,
PSA a grafitizovany uhlik (graphitized carbon black —
GCB) navrhnuta Anastassiadesom v povodnej QuE-
ChERS metode'***. PSA je vhodny na odstranenie orga-
nickych kyselin a cukrov, zatial' ¢o GCB odstranuje steroly
a pigmenty. Pridanim GCB ku QuEChERS extraktu sa
matricové vplyvy znizili, GCB adsorboval vi¢sinu koex-
trahujucich latok, ale na druhej strane okrem interferentov
adsorboval aj planarne pesticidy. Aby sa tomu predislo, je
potrebné pridat’ k extraktu toluén®®. V niektorych pripa-
doch bol pridany k zmesi sorbentov aj silikagél modifiko-
vany C18 na odstranenie lipidov?’. Extrémne &istenie je
potrebné v pripade kapstl a tabliet pred chromatografic-
kou analyzou. Pouzivala sa zmes sorbentov, PSA, GCB,
C18 anového sorbenta na baze oxidu zirkoni¢itého (Zr-
Sep”), ktora je vhodnd na odstranenie lipidickych zloZiek
z matrice'"'*%%%_ Zr-Sep" je silikagél, na ktory st naviaza-
né molekuly oxidu zirkoni¢itétho a C18 v pomere 1/1.
V pripade kapstl zo zelené¢ho ¢aju nebolo potrebné nasled-
né Cistenie po extrakcii, nakol’ko precistenie nemalo vplyv
na zvysenie vytaznosti pesticidov®"®. Pouzitie viac ako
jedného Cistiaceho kroku modze zlepSit vysledky
validacie®. Dvojkrokova dSPE metdda sa pouzila na pre-
Gistenie extraktov korefia ZenSenu a &ajov?*™. V pripade
zenSenu sa pridal modifikovany silikagél C18 k extraktu
v prvom Ccistiacom kroku a v druhom cistiacom kroku sa
pouzival GCB a PSA, v tomto kroku sa priddval aj tolu-
én k acetonitrilovému extraktu, aby boli desorbované pla-
narne pesticidy z GCB, ako napr. kumafos a leptofos™.
Okrem dSPE boli pouzité aj iné Cistiace metody, napr. SPE
(cit."®). SPE kolonky obsahuju vigsie mnozstvo sorben-
tov ako sa pouziva pri dSPE, preto by mohli odstranit’ viac
koextrahujucich zloziek z matrice a tym chrénia chromato-
grafické pristroje a detektory. SPE sa pouzivala na precis-
tenie vzoriek ziskanych z tabletiek z pupavy pri stanoveni
46 pesticidov. Pouzivala sa zmesna kolonka, ktora obsaho-
vala 500 mg GCB a 500 mg PSA sorbenta'®. Bola opisana
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aj kombinicia QUEChERS techniky s extrak¢nou techni-
kou vyuzivajucou minimalne objemy extrakéného rozpts-
tadla, DLLME. DLLME bola pouzit na €istenie extraktu
7enSenu ana zakoncentrovanie pesticidov v extrakte®’.
Cajka aspol.’' zistili, ze acetonitrilovy extrakt po
QuEChERS metdde obsahuje velké mnozstvo koextrak-
tantov. Na odstranenie interferentov sa testovali rdzne
metddy, ako dSPE, dSPE a nasledna LLE a samotna LLE.
Extrakt po Cisteni dSPE eSte stale obsahoval vela interfe-
rentov (7,5 mg ml™ ziskanych z 0,2 g vzorky). Pri pouziti
LLE mnozstvo koextraktantov ~ vyrazne klesalo
a vytaznosti pesticidov boli vyhovujuce™.

Pri extrakcii OPP metddou MAE na precistenie ex-
traktu postacoval samotny sorbent PSA. Pri pouziti vacSie-
ho mnozstva PSA (150 mg) zacal sorbent adsorbovat’ aj
pesticidy ako deneton-s-metyl a profenofos, preto je vel'mi
dolezita optimalizacia hmotnosti PSA (cit.*). Aj v pripade
MAE techniky sa pouZzivajii mikroextrakéné techniky na
precistenie vzoriek. Extrakty bylinkovych ¢ajov sa precis-
tili komplementarnou HS-SPME metddou. Porézne, sol-
gel polyfenyl(metylsiloxan)-ové (PPMS) vldkna vykazo-
vali vel’ku citlivost’ a selektivitu pre OCP (cit.>*).

V pripade plne automatizovanych technik ako SFE
nebolo potrebné pre vzorky lie€ivych rastlin precistenie
vzoriek™, v pripade techniky ASE sa aplikovalo dvojkro-
kové precistenie GPC a nésledne pomocou SPE s vyuzitim
zmesi sorbentov GCB a PSA (cit.*").

UAE sa kombinuje s ¢istenim SPE s r6znymi typmi
sorbentov ako florisil, GCB, silikagél a silikagél modifiko-
vany amino-propylovymi skupinami’'****°,

Extrakty ¢ajov po LLE sa precistili pomocou SPE, vo
vécsine pripadov s pouZzitim Cleanert TPT (Triple Phase of
Tea) kolony, ktora je Specialna kolona pre extrakciu pesti-
cidov z ¢ajov’®*, ale pouzil sa aj florisil samostatne™”*’
alebo v kombinécii s GCB (cit.”).

V8eobecne mdzeme povedat, Ze pouZzitim Cistiaceho
kroku sa zlepsia vytaznosti a presnost’ metody.

4. Porovnanie extrakénych technik

Porovnanie technik podl'a roznych kritérii, ako objem
rozpustadla, hmotnost’ vzorky, vyhody a limiticie je su-
marizované v tab. I. Porovnanim pouzitych metéd mozno
konStatovat’, Ze QUEChERS metdda sa najCastejSie pouZi-
va pre rozne typy nutraceutickych produktov s vyhovujuci-
mi  vytaZnostami. Polet pesticidov  extrahova-
nych QUEChERS metodou je vyssi ako pri ostatnych me-
todach a touto metddou sa extrahovali r6zne druhy pesti-
cidov, vratane OCP, OPP, pyretroidov a karbamatov. Pou-
zivaji sa rozne typy mikroextrakénych technik, ktoré
v porovnani s inymi technika spiiaju poziadavky ,zelenej
chémie® pouzitim objemov extrakéného rozpustadla men-
Sich ako 1 ml na vzorku. Spotreba extrakéného rozptstad-
la pri inych metédach pouZzitych na upravu nutraceutik je
v rozmedzi 5-100 ml. Z mikroextrakénych technik sa naj-
CastejSie pouziva SPME, ktora nasla svoje uplatnenie hlav-
ne pri Gprave ¢ajov. Ked'ze desorpcia analytov je uskutoc-
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nena tepelnou desorpciou, tato metdda je bezrozpustadlo-
vou metddou. Vyhodou mikroextrakénych technik, ako
SPME, SDME a DLLME je to, Ze nie je potrebné preciste-
nie extraktov, ¢o predstavuje velki vyhodu z pohladu
Casove] narocnosti a spotreby sorbentov a rozpustadiel.
Nevyhodou mikroextrakénych technik je v tom, Ze sa pou-
zivali na extrakciu men$ieho poctu analytov, kym
QuEChERS sa pouziva pri multirezidudlnej analyze pesti-
cidov, mikroextrakéné techniky sa pouzivali na extrakciu
ur¢itych skupin, ako OCP alebo OPP. Pouzivaju sa aj plne
automatizované techniky, ako ASE a SFE, najmé pri ana-
lyze tuhych vzoriek, ale inStrumentalne vybavenie pre tieto
techniky je finan¢ne narocnejsie.

5. Separacia a stanovenie pesticidov

Pri analyze rezidui pesticidov su dve zakladné pozia-
davky: nizke medze detekcie a multirezidudlny charakter
metddy. Zaverecnou fazou analytickych metdd je identifi-
kéicia a stanovenie analytov pomocou vhodnych inStru-
mentalnych technik. NajcastejSie vyuzivanymi analyticky-
mi metddami na stanovenie pesticidov v nutraceutickych
produktoch st metody zalozené na GC a HPLC v spojeni
s MS alebo tandemov MS/MS. V nasledujucich kapitolach
diskutujeme aplikacie, vyhody a limitacie inStrumental-
nych technik, ktoré boli pouzité na stanovenie pesticidov
v nutraceutickych produktoch.

5.1. Plynova chromatografia

Viac ako 70 % pesticidov pouzivanych na ochranu
liecivych rastlin mozno stanovit' metédou GC (cit.’®). Na
stanovenie pesticidov v nutraceutickych produktoch boli
vyvinuté metédy na zaklade spojeni GC s roznymi detek-
tormi ako detektor elektronového zachytu (ECD), plame-
novo fotometricky detektor (FPD). Z klasickych detekto-
rov ma ECD pri detekcii astanoveni pesticidov
v nutraceutickych produktoch najvécsie uplatnenie. ECD
sa pouziva pri stanoveni menSieho poctu pesticidov
v rozmedzi 12-27. Vo vicsine pripadov ECD sa vyuzival
pri stanoveni OCP (cit.****#47#:%™h "ale boli publikova-
né prace aj o stanoveni zmesi OCP a PP (cit.*") a multirezi-
dualnych zmesi OCP, OPP a PP (cit.>. Vynimocne sa na
detekciu pouzil aj FPD pri stanoveni OPP (cit.*3%).
V kazdom pripade sa dosiahli LOD nizsie ako 15 pg kg".
Z dalsich detektorov pouzitych pri stanoveni pesticidov
v nutraceutikdch mozno spomenut’ dusikovy-fosforovy
detektor (NPD), ktory sa pouzival na stanovenie paration-
metylu a chl(’)rpyrifosu60 a atomovo emisny detektor
(AED) na stanovenie zmesi desiati OCP, OPP a PP (cit.*?).
Lozowicka a spol.15 opisali metodu na stanovenie
163 pesticidov v lieCivych rastlinach pomocou GC-uECD/
NPD s LOD hodnotami v rozsahu 3-30 pg kg™ (cit.").
Vseobecne sa da zhodnotit, Ze tieto detektory st vhodné
na stanovenie mensieho poctu pesticidov a LOD hodnoty
su najmé v pripade pouzitia selektivnych detektorov posta-
cujuce pre stanovenie pesticidov v nutraceutickych pro-
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duktoch. Metody st vyhodné pri pouZiti na stanovenie
latok, na konfirmaciu latok je vSak zvyc¢ajne vhodné pouzi-
tie hmotnostnych spektrometrov.

Na detekciu vel'kého poctu pesticidov sa pouziva MS
detektor. Z publikovanych udajov vyplyva, ze MS sa pred-
nostne pouziva s kvadrupolovym analyzatorom (Q)
(cit,+162225.26.29. 323336.38.566768.70.7273 5 roiitom kvadrupo-
lom (QqQ)'"+'#!831638 7 riedkavo sa vyuzivaja aj iné typy
analyzatorov, ako napr. preletovy analyzator (TOF)'®4!*
alebo ionova pasca (IT)™.

Kvadrupoélovy analyzator (Q) nasiel Siroké uplatnenie
pri detekcii pesticidov v nutraceutickych produktoch. Na
zvysSenie citlivosti metdody sa pouziva mod selektivneho
monitorovania vybranych iénov (SIM). VSeobecne plati,
Ze najvyraznejsi ién sa pouziva na kvantifikdciu a zvolia sa
dva alebo tri $pecifické iony na konfirmaciu analytu vo
vzorke. Pri analyze komplexnych matric ako st nutraceuti-
ka, je bezné, Ze idnové fragmenty st prekryté ionmi
z matrice. Preto je kl'ti€ovym bodom vo vyvoji metddy
vol'ba $pecifickych iénov'®. Tento analyzator sa pouZival
aj pri sledovani mengieho poétu pesticidov™®, ale Gastejsie
sa pouziva pri sledovani velkého poctu pesticidov, napr.
234 pesticidov zo skupin OCP, OPP, pyretroidov, organo-
fluorovanych pesticidov, chloroacetamidov, metoxyakryla-
tov a inych®. LOD pri pouZiti tohto typu analyzatora je
v rozmedzi 0,03-500 pg kg .

Pri pouziti jednoduchého kvadrupoélového analyzatora
sa moZzu vyskytnut' aj problémy. Nepriaznivy vplyv na
presnost’ analyzy maju koextrahované zlozky matrice. Pri
GC-MS ide predovSetkym o zvySovanie odozvy
pesticidov®. Tieto matricové efekty mézu ovplyvnit vy-
taznosti, a mézu sa pozorovat zvysené odozvy pri davko-
vani zlozitych extraktov. Aby sa eliminoval vplyv matrice,
pri GC-MS analyzach sa pouZzivaji matricou znacené Stan-
dardy alebo sa pouzivajii ochranné latky*®’. Matricou
sposobené zvySovanie chromatografickej odozvy sa da
eliminovat’ riedenim pracovnych roztokov Standardov
extraktmi, priGom vytaznosti ostanii vyhovujuce®.

Vplyvy matrice st hlavnou limitaciou pri vyvoji
GC-MS metddy. Zapojenie tandemu analyzatorov MS
poskytuje vyssiu selektivitu ako jednoducha MS metoda.
Pre stanovenie pesticidov v nutraceutickych produktoch sa
najCastejSie pouziva trojity kvadrupol (QqQ). Federalna
agentura vlady Spojenych statov zodpovedna za hodnote-
nie a schvalovanie zdravotnickych pomécok (FDA) vyza-
duje pri GC-MS analyzach pre identifikdciu vybranych
pesticidov splnenie konfirmaénych kritérii na zaklade
identifika¢nych bodov. Pre rozne typy detekcie sa pride-
l'uje urcity pocet bodov. V pripade pesticidov sa aplikuju
rovnaké poziadavky ako pre veterindme liecivd a teda na
identifikéciu latok. V ramci EU st odpora&ania na identifiké-
ciu latok sumarizované v dokumente SANTE/11945/2015,
ktory bol implementovany 1.janudra 2016 Generalnym
riaditel’'stvom pre zdravie a bezpecnost’ potravin Eurdpske;j
komisie’*. Pre MS techniku st potrebné tri/styri komple-
mentarne i6ny s vhodnymi pomermi i6nov, zatial’ ¢o iden-
tifikacia pomocou GC-MS/MS vyzaduje len dva pary pre-
kurzorovy ioén-produktovy i6n'®7*. Pre vysokorozligovacie
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pristroje sa odporicaji na identifikdciu minimalne 2 i6ny,
podla moznosti 1 molekulovy i6n a 1 fragmentovy ion’*.
SRM mod detekciou MS/MS umoziuje simultannu identi-
fikiciu a stanovenie cielovych analytov s vysokou citli-
vostou a selektivitou, ale pocet produktovych idnov je
limitovany skenovacou rychlostou pristroja®’. Technika
MS-MS(QqQ) sa pouzila pri stanoveni 103 az 310 pestici-
dov v réznych typoch nutraceutik. Ukazalo sa, Ze metoda
je vhodna aj na stanovenie polarnejSich pesticidov, pre
ktoré sa prednostne pouziva LC-MS/MS metoda''>6%
a vybavenie je cenovo dostupnejSie ako LC-MS/MS.
GC-MS/MS  poskytuje nizsie LOD ako GC-MS
v rozmedzi 0,01-10 pgkg™. Vo vicsine pripadov sa pri
stanoveni pesticidov v nutraceutikach volili 2 produktové
iony pre kazdy prekurzorovy ion. V pripade bylinkovych
cajov sa pouzival MRM méd, pri ktorom sa volili 4 idbnové
premeny na pesticid®’.

Z inych typov hmotnostnych analyzatorov pouzitych
pri stanoveni pesticidov je vyznamna i6nova pasca (IT)™,
ktora sa aplikovala pri stanoveni 22 pesticidov v extrakte
zeleného c¢aju. LOD ziskané pomocou GC-IT boli
v rozmedzi®® 1-109 ugkg ™', o je vyssia hodnota ako
v pripade QqQ. TOF-MS sa pouzival v spojeni dvojdimen-
zionalnou komprehenzivnou GC (GCxGC)*'**. TOF ana-
lyzator mé vysSiu rychlost’ skenovania ako Q alebo QqQ
a poskytuje kompletné hmotnostné spektrum. Dolezitym
bodom je, ze TOF poskytuje vysoku citlivost’ vo full scan
(FS) mode, ¢im umozni okrem sledovania cielovych ana-
lytov aj identifikaciu nezndmych zloziek'®. Jia a spol.*!
stanovili 423 pesticidov v extraktoch ¢ajov s LOD
v rozmedzi 0,07-6,92 pg kg .

Najcastejsie pri stanoveni pesticidov v nutraceutikach
sa pouziva kvadrupdlovy analyzator, ktory poskytuje po-
stacujuce LOD, je cenovo dostupny a rozsireny. NizSie
hodnoty LOD a vyssi stupent selektivity sa dosiahne pri
pouziti QqQ. TOF sa prednostne pouzivaji pre necieleny
skrining. VysokorozliSovacie rychloskenujice analyzatory
TOF umoznuju snimanie vysSieho poctu pesticidov, tieto
analyzitory su vSak ovela drahSie ako kvadrupolové.
V pripade IT je pocet stanovovanych pesticidov nizsi.

5.2. Kvapalinova chromatografia

Vyuzitie LC pri stanoveni pesticidov sa v poslednych
rokoch zvysilo. Vel'a novych pesticidov, ktoré nahradzuji
tradicné OCP a OPP, sa rozkladaju pri teplotach pouziva-
nych v GC systémoch, a preto su na ich separaciu vhodnej-
Sie LC systémy. V dne$nej dobe sa LC pouziva prednost-
ne pri stanoveni tepelne labilnych alebo neprchavych
pesticidov®.

LC sa pri sledovani pesticidov najCastejSie spaja
s tandemovym MS/MS!72022737413563 ¢ ooyitim réznych
typov analyzatorov ako QqQ a zriedka Q-TOF. Pri LC-MS
je dolezitym krokom ionizéacia analytov, v pripade stano-
veni pesticidov v nutraceutikdch sa pouzivali dva typy
technik, ionizécia elektrosprejom (ESI)!72!2737:41.53
a chemickd ionizacia pri atmosférickom tlaku (APCI)*.
Chen a spol.”’ porovnavali tieto dve ionizaéné techniky pri
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stanoveni 53 pesticidov v ¢inskej prirodnej medicine
a zistili, ze v pripade ESI sa dosiahnu niz§ie hodnoty LOD.
Pozorovanie vysvetlili tym, Ze v pripade UHPLC sa naj-
lepsia separacia uskutoéni pri prietoku 0,5 ml min™, ale
takyto prietok nie je vhodny pre APCI (cit.”’). Porovnavala
sa aj negativna ESI spozitivnou ESI pri stanove-
ni 169 pesticidov v so6ji. Priblizne 90 % pesticidov ionizo-
vanych v pozitivnom mode vykazovalo vysokt linearitu
s koeficientom determinacie (r*) > 0,999 v rozsahu kon-
centracii 0,1-10 ng mI™"; pri¢om v pripade negativnej ioni-
zécie len 50 % pesticidov malo taka vysoku hodnotu r’.
Indikuje to, ze matrica mala VvA¢Si vplyv na analyzu
v pripade negativnej ESI (cit.>").

QqQ sa pouzival vo vicsine pripadov pri stanoveni
zmesi pesticidov' 72?3749 yiysoka selektivita SRM mo-
du umoziuje stanovit' pesticidy aj v pripade, Ze nie su
chromatograficky rozligené'’. Az 236 pesticidov bolo sta-
novenych pomocou LC-MS/MS (cit.%%), s LOD hodnotami
v rozsahu 0,01-16 pg kg '. LC-MS/MS nasla svoje uplat-
nenie aj pri stanoveni chiralnych pesticidov. Na simultan-
ne stanovenie cis-epoxikonazolu a indoxikarbu v ¢ajoch sa
s vyhodou pouzila kombinacia QTOF/MS, ktora poskytuje
lepSie rozlisenie signalu m/z v porovnani s kvadrup6lovym
analyzatorom™. Stanovenie viac ako 250 pesticidov
ainych toxickych latok v tabletkach z ginkgo biloba sa
realizovalo pomocou LC-Orbitrap-MS, ktory patri do sku-
piny vysokorozlisovacich MS (HRMS)'. HRMS umozni
zvySenie presnosti a robustnosti metédy, dovoluje simul-
tanne sledovanie vysSieho poctu analytov a umozni necie-
lent analyzu pesticidov.

Znaéné komplikacie v LC-MS/MS analyze predstavu-
jU matricové efekty. Maju negativny vplyv na stanovenie
pesticidov na nizkych koncentracnych hladinach a na rep-
rodukovatelnost metédy®’. Pri LC-MS/MS technike st
matricové efekty sposobené interferentmi z matrice, ktoré
eluujii v podobnych retenénych ¢asoch ako analyty?'. Pri-
tomnost’ interferentov ma vplyv na ionizany proces ana-
lytov, sposobuje zvySenie alebo znizenie signalu detektora
a izobaricka interferenciu. Nutraceutika obsahuju velké
mnozstvo polyfenolov a pigmentov, ktoré mozu rusit’ ana-
Iyzu. Izobaricku interferenciu mozno eliminovat’ zmenou
ionového paru prekurzor/produkt, alebo zriedenim extrak-
tu rozpustadlom resp. mobilnou fazou. Zvysenie
a zniZenie signdlu detektora sa d4 eliminovat’ pouZzitim
matricou znaGenych kalibraénych roztokov standardov®.

5.3. MS s priamym vstupom

FIMS (fiber introduction mass spectrometry) technika
predstavuje priame spojenie SPME s MS bez chromatogra-
fickej separicie. Metodu publikovali Silva aspol.*® na
stanovenie 5 OCP a OPP z bylinkovych napojov. Pri ana-
lyze sa pouzilo PDMS/PVA vldkno. SPME vldkno
s analytmi sa priamo vklada do ioniza¢nej komory MS
medzi filamentami EI zdroja a vysoké teplota a vakuum
sposobuju desorpciu analytov z vldkna. Pouzival sa kvad-
rupolovy analyzator a dosiahli sa LOD hodnoty
v rozmedzi 0,3-3,9 ng ml™.
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Metdda priamej analyzy realnom case (DART) patri
medzi nové ambientné MS techniky, pri ktorej sa pouziva
vysokorozlisovaci TOF analyzator. DART sa pouziva na-
miesto ESI pri atmosferickom tlaku. V pripade nutraceutik
sa  DART pouzila na sledovanie fungicidov
v pomarancovej kore. Vyznamnou vyhodou DART je, ze
detekcia pesticidov trva len niekol’ko sekund”.

Spektrometria zaloZzend na merani pohyblivosti idnov
(IMS) sa pouzivala na stanovenie dichlorvosu v ¢ajoch po
uprave vzoriek pomocou SPME. Téato metdda je zalozena
na separaciu iénov v elektrickom poli na zaklade ich roz-
nej pohyblivosti, priom ionizéacia prebieha pri atmosféric-
kom tlaku’®.

6. Zaver

V tejto praci sa diskutovali roézne extrakéné techniky
pouzivané pre upravu vzoriek nutraceutickych produktov.
Najcastejsie sa pouziva QUEChERS metdda, z inych tech-
nik sa ukézali byt u¢innymi najmi ASE, SFE a MAE. Na
vzostupe je pouzivanie mikroextrakénych technik, pricom
predpokladdme, Ze ich aplikdcie sa postupne dostant do
popredia vzhladom na podmienky zelenej chémie.
Z komplexnosti nutraceutickych produktov vyplyva, Ze je
potrebné precistenie extraktov, ¢im sa zlepSia vytaznosti
a presnost metddy. Na chromatografickil separdciu sa
pouzivaji GC a LC techniky. Na identifikaciu pesticidov
sa vyuzivali rozne detek¢éné systémy, pricom MS detektory
moznostiam identifikacie a konfirmacie vysledkov. Analy-
za realnych vzoriek s mnozstvom pozitivnych nalezov
poukazala na potrebu sledovania a zabezpecenia legislati-
vy pre kontrolu pesticidov v nutraceutikach.

Praca bola podporovana Vedeckou grantovou agen-
tirou MS SR (VEGA projekt ¢ 1/0503/14). AP dakuje
Programu na podporu excelentnych timov mladych vy-
skumnikov STU.
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The main objective of the review is a discussion of
various extraction techniques used for analysis of different
types of nutraceuticals. It is shown that the most frequently
used technique is the QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) method; other effective tech-
niques are accelerated solvent extraction, supercritical
fluid extraction, and microwave assisted extraction. On the
other hand, the application of microextraction techniques
is on the rise. It can be expected that these techniques will
prevail because they reduce or eliminate the volume of
toxic solvents required for extraction. The use of clean up
steps following the extraction is recommended to obtain
satisfactory recoveries and to minimize the matrix effect.
The most frequently used techniques for determination of
pesticides in nutraceuticals are GC or HPLC in combina-
tion with MS or MS-MS. Analysis of real samples with
a number of positive findings endorse the idea that a deep-
er and continuous investigation of pesticide residues in
nutraceutical products is necessary in order to guarantee
consumer’s safety.



