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1. Uvod

Rezidua pesticidl predstavuji vyznamnou skupinu che-
mickych kontaminanti, které mohou negativné ovlivnit
hygienicko-toxikologickou jakost potravin. Je samozie-
jmé, ze sledovani téchto Skodlivin je nedilnou soucasti
ochrany konzumenti pfed nezddouci dietdrni expozici. Ak-
tualizovand legislativa CR resp. provad&ci vyhldska' k no-
vému Zakonu o potravindch” stanovuje v ramci harmoni-
zace s obdobnymi pfedpisy v EU maximalni limity rezidui
(MLR) pro desitky pesticidii, z nichz mnohé dosud v CR
sledovany nebyly.

Obecné volba relevantni analytické metody s pracov-
nimi charakteristikami (mez detekce a stanovitelnosti, se-
lektivita ¢i specificnost, rozsah a linearita, pfesnost, robust-
nost) nezbytnymi pro feSeni prislusného tikolu se odviji od
nasledujicich aspektii:

Ukel analyzy
- kontrola hygienické nezivadnosti (koncentrace rezidui
na urovni hygienickych limitti)

- monitoring (sledovani typickych, pozadovych koncen-
traci)

- orienta¢ni screening (vyClenéni ,,negativnich" vzorki,

Casto piimo v terénu)

- vyzkum (napf. mechanismy degradace, zmény pii tech-
nologickém ¢i kulinarnim zpracovani)

Povaha rezidua (cilového analytu)

- matefska sloucenina

- metabolit/degradacni produkt (né¢kdy miiZze byt toxic-
t&j$i nez mateiska sloucenina)

Znalost ,,historie" vzorku

- pouzité pesticidni pfipravky jsou znamy

-k dispozici nejsou zadné informace o predskliziiové ¢i
poskliziiové aplikaci pesticidi

Pokroky v oblasti instrumentace 4 (sméfovani k mini-
aturizaci, automatizaci, uplatnéni netradi¢nich detekénich
a konfirmacnich principt...) soucasné s neustdle se roz-
Sifujicicm spektrem pesticidnich slouc¢enin a snizujicimi se
hodnotami hygienickych limiti vyvoldvaji potiebu dalsi
optimalizace stdvajicich a zavadéni novych analytickych
postupti. Pfedpokladem naplnéni tohoto cile je ovsem kom-
plexni znalost jak vlastnosti sledovanych sloucenin a slo-
Zeni matric ve kterych se nachdzeji, tak i poznani pfednosti
i limitujicich faktorti jednotlivych technik, které jsou v rezi-
dudlni analyze aplikovany.

Vyse zminéné aspekty jsou jednou z vyzkumnych prio-
rit Ustavu chemie a analyzy potravin VSCHT a jsou feseny
v ramci nékolika mezindrodnich projektti. Tato prace pii-
nasi struény pirehled zdkladnich informaci o problematice
sledovani pesticidii v biologickych matricich, navic na
konkrétnim piiklad¢ ilustruje aplikaci teoretickych vycho-
disek pii optimalizaci Cisticiho kroku, ktery, jak bude dale
zminéno, zasadné podminuje kvalitu ziskanych vysledki.

2. Multirezidudlni metody pro stanoveni
pesticidi

zndmou historii na pritomnost ,,v§ech" resp. co nejvyssiho
mnozstvi potencidlnich rezidui. V uvahu totiz teoreticky
pfipada stanoveni vice jak stovky tzv. ,,modernich" pesti-



cidd, jejichz pouziti v zemédé€lské praxi je registrovano.
Soucasné, zejména u potravin zivocisného plivodu, nelze
vyloudit vyskyt ,klasickych" organochlorovych pesticidd
a nékterych jejich metabolitl (latky ze skupiny DDT, hexa-
chlorbenzen, aldrin, dieldrin atd.), které, pfestoZe jejich
pouziti bylo prakticky celosvétové zakazano, perzistuji
v zivotnim prostiedi a kumuluji se v potravnich fetézcich.
V praxi se Casto v této situaci vyuzivaji tzv. multirezuidu-
alni metody umoznujici soucasné stanoveni velkého mnoz-
stvi analytli. Protoze pesticidni slouceniny se vyznacuji
Sirokym spektrem fyzikdlné chemickych vlastnosti’ (mole-
kulovd hmotnost, polarita, tékavost a dalsi bezprostiedné
podminuji jejich ,,analytické" chovéni), nelze pochopitelné
pomoci jediného vySetieni dosdhnout optimalni pfesnosti
stanoveni pro vSechny analyty. Multirezidudlni postup na-
bizi vzdy kompromis, ktery zohlediuje téz aspekty ekono-
mické (spotieba materidlti a chemikalii, ¢asova priisaznost)
a celkovou robustnost stanoveni.

V literatuieje samoziejme popsdna fada multirezidualnich
metod” ', kazdd z nich viak pokryvd jen &st moznych
kombinaci analyt/matrice. Az na malé vyjimky, se pouzi-
vané postupy sklddaji ze tfi zdkladnich krokd (pro nékteré
pesticidy je nutné navic zafadit derivatizaci s cilem zlepseni
chromatografickych vlastnosti a Casto i detektability):

- izolace analytli z matrice,

- odstranéni pfirozenych komponent vzorku koizolova-
nych spolu s analyty,

- vlastni identifikace a néaslednd kvantifikace analytu.

Zatimco problematikou optimalizace posledniho uve-
deného kroku (jednozna¢né dominantni technikou je zde
plynova chromatografie, GLC, v pfipadé velmi poldrnich
¢i termolabilnich pesticidli se vyuziva vysokoucinna ka-
palinova chromatografie, HPLC) byla vénovana fada pub-
likaci'"-!?; studium otdzek ptipravy vzorku (zejména op-
timalizace purifikace primdrnich extraktl) stdle zlstava
ponékud stranou pozornosti. Z hlediska dlouhodobého za-
jisténi presnosti generovanych dat v daném GLC systému,
nelze v zddném piipadé olekavat, Ze selektivni detekéni
techniky, jakou je napf. hmotnostni spektrometrie, umozni
analyzovat jen Casteéné precisténé vzorky &i piimo Cistici
krok vypustit. Zasadnim problémem, vyplyvajicim z pfi-
tomnosti netékavych necistot je nejenom postupny pokles
rozliSeni chromatografické kolony, ale i existence matric-
nich efekti2f-22, které mohou vyrazné zKkreslit spravnost
vysledkil. Nadhodnoceni ndlezi rezidui, pokud se kalibrace
provadi pomoci standardi pesticidil rozpusténych v Cistém
rozpoustédle, mize dosdhnout i nékolika stovek procent
(zdénlivd hodnota vytéZnosti).

Pro tplnost je nutné dodat, ze vedle multirezidudlnich
metod existuji i specidlni (Casto velmi selektivni) postupy
pro jednotlivé pesticidy nebo pro jejich skupiny, které nelze
béznymi multirezidudlnimi metodami stanovit. Typickym
prikladem jsou fungicidy ze skupiny dithiokarbamatt, kte-
ré se nepfimo stanovuji jako sirouhlik (vznikd pfi jejich
rozkladu v kyselém prostfedi). Vedle instrumentalnich me-
tod nachézi stdle Castéji vyuziti pro stanoveni specifickych
kontaminantti i metody imunochemické.

2.1.1zolace rezidui
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Nejbéznéjsim zptsobem izolace rezidui pesticidl je
jejich extrakce (né€kdy po hydrolytickém uvolnéni véza-
nych forem rezidui) organickym rozpoustédlem ¢i jejich
smési (v homogenizatoru, na tfepaCce Ci v ultrazvukové
lazni). Jejich volba zdvisi pfedev§im na obsahu vlhkosti
a lipidd ve vzorku; vyznamna je ovSem i polarita rezidua.
Pri vyssich obsazich vody a nizSich koncentracich lipidi
(uzanéni hranice je 5 %) se uplatnuji polarni, s vodou
misitelna rozpoustédla s ne pfriliS vysokymi body varu.
Jde pfedevs§im o aceton, methanol a acetonitril. Rezidua
jsou v takovém piipadé pfevedena v nasledném kroku do
nepolarniho rozpoustédla (reextrakce). Pfi tomto postupu
dochazi k eliminaci nejvice hydrofilnich koextraktd ob-
sazenych v primarnim extraktu (zlstdvaji ve vodné fazi).
Pokud se k extrakci piimo pouziji méné polarni rozpou-
stédla, jako je napf. ethylacetét (vzorek se nejprve dehydra-
tuje piidavkem bezvodého siranu sodného), lze zminény
relativné zdlouhavy reextrakéni krok vypustit.

Alternativnim zptisobem izolace rezidui z pevnych i ka-
palnych matric je superkriticka fluidni extrakce (SFE)23'26.
Ptednosti této techniky je nejenom moznost plné automati-
zace, ale predev§im dosazeni vysSi selektivity izolace ana-
Iytt (,,Cistsi" extrakty) ve srovnani s tradi¢nimi extrakénimi
technikami. Pfi vyuziti vhodnych sorbentil v jimaci analyt(i
(trap) je mozné ziskany extrakt pfimo analyzovat bez dal-
$iho precisténi. Pribéh extrakce je vyrazné ovlivnén obsa-
hem vody ve vzorku, tento se kontroluje pfidavkem vhod-
nych desika¢nich materiald (napt. Hydromatrix). Vedle nej-
Castéji pouzivaného oxidu uhli¢itého (mimo pfiznivych
hodnot kritickych veli¢in je jeho pfednosti snadnd dostup-
nost a neskodnost pro Zivotni prostiedi) nachazi téz uplat-
néni oxid dusny. Extrakéni schopnost nadkritické tekutiny
se v piipad€, Ze nelze docilit tiéinnou izolaci polarnéjsich
analytd upravami tlaku resp. hustoty, dociluje pfidavkem
modifikdtorti, nejéastéji methanolu. Z hlediska rutinni pra-
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xe je pouziti SFE stéle jesté ojedinélé, nejvice se osvédéilo
pro analyzu vzorkd s nizkym obsahem vody.
Automatizaci a celkové zefektivnéni extrakéniho kroku
nabizi t¢7 na trh neddvno zavedena technika extrakce ak-
celerované mikrovinami (ASE)27. Slibnou izola¢ni tech-
nikou sejevi i dialyza pfes polymerni membrany &
2.2. Odstranéni koextraktu
Hlavnimi koextrakty izolovanymi z biotickych matric
jsou ridzné typy pigmentt (chlorofyly, karotenoidy, antho-
kyany...), lipidické slouceniny (triacylglyceroly, fosfoli-
pidy, vosky...), slozky silic, rizné pryskyfice a dalsi do
organickych rozpoustédel extrahovatelné latky.
Frakcionace resp. oddéleni téchto latek od analytd se
velmi ¢asto provadi pomoci adsorpéni chromatografie na
silikagelu, Florisilu ¢i oxidu hlinitém; bud ve sloupcovém,
uspofddani nebo formou extrakce na tuhou féazi (SPE)?'C".
Ptedpokladem uspésné separace analyti od koextraktd je
jejich rozdilna polarita. Z praktického hlediska nevyhodou
téchto sorbentd je jednordzové pouziti Cistici kolony.
Alternativni, dnes Siroce vyuZivanéd technika - gelové
permeacni chromatografie (GPC) R34 vychdziz odlisného
principu. Frakcionace komponent vzorku na hydrofobnim
gelu probihd na zakladé rozdild v efektivnim molekulovém
objemu. Praktické experimenty vSak potvrzuji, ze v fadé
ptipadli neni eluéni objem pouze funkci této veliCiny, ale
uplatiiuji se i dalsi fyzikalni interakce. Hodnota celkového
distribuéniho koeficientu Kyje pak vyjaddfena vztahem:
Kr=Kgpc + Kap + Kp (D
kde Kggc je distribuéni konstanta pro vylu¢ovaci chroma-
tografii, Ko jedistribuéni koefiecient adsorpéniho mecha-
nismu, Kp distribu¢ni koeficient déliciho mechanismu.
Podle Shepherda® lze chovéni sloZek systému analyt -
mobilni faze - gel charakterizovat pomoci tzv. rozpustnost-
niho parametru 8, ktery je pro slozku i definovan takto:

12
}
i,

8, = (AE/V, (2

kde §; - rozpustnostni parametr, AE; - energie vypafovani
a Vi, ; - moldrni objem l4tky.

Pii zohlednéni dalsich interakci, které v systému mo-
hou nastat, lze totdln{ rozpustnostni parametr &, definovat
takto:

52 =2 5 &
=83 +85+28,,08,+28, 8, (3)
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kde jednotlivé symboly vyjadiuji interakce typu: &, - dis-
perzni, 0, - permanentni dip6l, &;,4-indukovany dipél, &
- proton-donor, &, - proton-akceptor.

a

Jednotlivé rozpustnostni parametry jsou pro nékterd
vyznamna rozpustédla pro ilustraci shrnuty v tabulce I.

Rozpustnostni parametr 8 pro smés rozpoustédel s ma-
lou hodnotou sméSovaciho lze vyjadfit vztahem:

8=

.. B
] !i 0[..‘

“

Tabulka I
Rozpustnostni parametry vybranych rozpoustédel a chro-
matografickych materidl

Rozpoustédlo;, 8/  8,° 8" O §° &P
sorbent (gel)
Hexan 7,3 - - - 73
Diethylether 67 24 05 - 3,0 78
Cyclohexan 8,2 - - 8,2
Ethylacetat 7k «— 26— —35-> 8,8
7,0 40 1,0 - 2,7 8,5
Toluene 8,9 - - 0,6 8,9
Tetrahydrofuran 8,2 28 5« 39> 9,5
IO NS3LS NI (88 - 27/ 8,7
Benzen 9,2 - 9,2
Chloroform 87 « 15 — «—28—> 9,3
Balle 310" 20,58 o655 1 #0515 9,3
Aceton 68 51 15 - 3,0 94
Dichloromethan 89 «— 31> «—30— 9,9
Dioxan 7RSS ) 1,0 - 4,6 9,9
Propan-2-ol 77 30> «—08—> 115
Propan-1-ol 7.8 «—33—> «— 85— 12,0
Acetonitril 84 6,1 2,1 - S 11,5
6,5 82 2,8 - 38 12,5
Ethanol 68 34 05 69 69 125
7,4 «— 0,6 > «— 109 - 145
Methanol 62 49 08 83 83 14,4
Voda s cca 23¢
Polystyren 9,1-9,4
Sephadex LH-20 cca 12¢
Polyakrylamide >154
Celulosa 145-165

#Hodnota vjednotkach (4,19.10°J .m'3)”2, - vypoéteno ze
vztahu (3), ¢ celkova hodnota vypoétend z dat pro vypafo-

vani," odhad



kde @, je zlomek vyjadiujici zastoupeni daného rozpou-
Stédla ve smési.

Spojenim teorie rozpustnostnich parametrii s pojetim
aktivitnich koeficienti v kapalinové chromatografii lze
v zavislosti na hodnotach rozpustnostnich parametri 8s
staciondrni fize (v tomto p¥ipadé gelu) a mobilni fize &m
predikovat kapacitni pomér pro distribuci analytu mezi tyto
faze na zakladé vztahu:

In K; = (Vy, /RIS, + 6s - 2 8,)(B, - &) + In (ng/ny,)

(3

kde ngje latkové mnoZstvi staciondrni a n, latkové mnoz-
stvi mobilni féze.

Je zifejmé, ze Cisté vyluCovaci mechanismus nastane
v systému, kdy &, = 0.

Popsény byly i dalsi zplsoby precisténi vzorkdl (napf.
,sweep co-distillation®, mineralizace koncentrovanou ky-
selinou sirovou atd.), ale tyto jsou ve srovnani s adsorpéni
chromatogarfif a GPC pouZivany jen ojedinéle.

3. Experimentdalni optimalizace gelové
permeacni chromatografie

V rdmci mezinarodni studie zaméfené na validaci ex-
trakéniho kroku metody 12393 navrhované CEN (Euro-

0,05-0,4 mg kg™

pean Committee for Standardization) pro analyzu reziduf
pesticidd v ovoci, zeleniné a ceredliich jsme se zabyvali
optimalizaci precisténi primarniho extraktu. Zvoleny byly
tfi modelové matrice liSici se typem hlavnich koextraktil
reprezentovanych: ve Spendtu chlorofylovymi barvivy,
v mrkvi karotenoidy a v piipadé jablek kutikularnimi vos-
ky. Schéma realizovanych experimenti je na obrazku 1. Do
studie byly zahrnuty pesticidy, jejichZ rezidua jsou v potra-
vinach nejcastéji nalézdna: acephat, brompropylat, captan,
carbaryl, chlorfenvinphos, chlorpropham, chlorpyrifos,
chlorpyrifos-Me, chlorothalonil, cyhalotrin, diazinon, di-
chlorvos, dicofol, dimethoate, oi-endosulfan, B-endosulfan,
endosulfan sulfét, ethion, etrimfos, fenitrothion, fenvalerat,
folpet, imazalil, lindan, malathion, methamidophos, me-
thidathion, methiocarb, mevinphos, omethoat, parathion,
parathion-Me, pirimicarb, phosalon, pirimiphos-Me, pro-
cymidon, propham, thiabendazol, tolclofos-Me, tolylflua-
nid, vinclozolin (zdroj: dr. Ehrenstorfer, SRN).

Hlavnim cilem studie bylo porovnéani parametrt ,kla-
sického" mékkého gelu BioBeads SX-3 s rigidnim Pl gelem
(oba typy geld jsou styren-divinylbenzenové kopolymery).
Srovnavany byly elucni profily koextraktli a skupiny pes-
ticidd pfi dvou typech mobilnich fizi. Testovdna byla téz
kapacita obou kolon. Obrazek 2 ilustruje nejvyznamngjsi
vystupy nasich experimentti. Pfi pouZziti chloroformu jako
mobilni fize lze pfedpokladat, viz vztah (5), Ze hlavnim
separatnim mechanismem bude vyluCovéni resp. chroma-
tografie na zakladé molekulové hmotnosti, hodnota roz-

— EXTRAKCE: vzorek + ethylacetat + siran sodny (1:4:2) = (Ultra Turrax)
= filtrace, prevedeni do mobilni fize pro GPC,
cilend kontaminace alikvétniho podilu vzorku pesticidy (hladiny rezidui vztaZzené na matrici:

g

' CISTENT{: automatizovani GPC (ASPEC XL, Gilson, France)

kolony:

mobilni fize (0,6—1 ml.min J):

a) BioBeads SX-3 (20-50 pm, 500 mm x 10 mm)

b) Pl gel (10 wm; 600 mm x 7,5 mm - Pl Laboratories, U.K.)
a) chloroform

b) cyklohexan-ethylacetat (1:1, v/v)

W

splitless nastfik, teplotni program

Obr. 1. Schéma multirezidualni metody pouZité v rdmci studie
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KVANTIFIKACE: automatizovand GLC /ECD / NPD (HP 6890 /autosampler ALS 7673)
kolona: DB - 5 MS (60 m x 0,25 mm, 0,25 jim)
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Obr. 2. Elué¢ni Kfivky sledovanych sloZek v riiznych GPC systémech vyjadiené v % dané sloZky vnesené na kolonu (celkové

nastiiknuto: ekvivalent 2 g ptivodni matrice na kolonu BioBeads SX-3 a 0,5 g pro PL gel;

mrkev

pustnostniho parametru tohoto rozpoustédla je totiz blizka
odhadu pro polystyren, viz tabulka I. Je zfejmé, ze chovani
jednotlivych slozek (typy interakci) v hodnocenych sys-
témech je ponékud odlisné, ze zdznamu ziskanych pro
BioBeads SX-3 1ze usoudit, Ze vyluCovaci limit tohoto gelu
je v chloroformu niz8i nez u Pl gelu (u mékkych geld je na
rozdil od rigidnich velikost périi ddna stupném nabotndni,
pro BioBeads SX-3 je maximalni v benzenu). Jednotlivé
typy koextraktli se potom rozdéli v souladu se svymi prii-
mémymi molekulovymi hmotnostmi. Cistici efekt dosaZe-
ny na Pl gelu nebyl v tomto systému (chloroform) uspoko-
jivy, zatimco na BioBeads SX-3 bylo mozné dosahnout
dobrého precisténi extraktii $pendtu a mrkve pro vétsinu
pesticidd s vyjimkou relativné vysokomolekuldrnich pyre-
throidd - cyhalothrinu a fenvaleritu, které se eluuji mezi
prvnimi. S pfihlédnutim k diivodim uvedenym v kapitole
2.2., byla déle zvolena mobilni fize cyklohexan - ethyl-
acetat (1:1, v/v) s nizsi hodnotou rozpustnostniho para-
metru (dle vztahu (6) 8 = 8,5), s cilem vyvolat i dalsi typy
interakci a docilit tak poZadované separace slozek vzorku
(chloroform byl z mobilni fize cilené eliminovan kviili své
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pesticidy, $penit, jablka,

toxicité). Na obrazku 2 je dokumentovan zietelny posun
elu¢nich objemti oproti experimentiim s chloroformem, coz
Ize pficist predevSim pfedpoklddanym sorpénim jevim.
Eluéni zéna pesticidi na Pl gelu se v této mobilni fizi
zietelné rozsifila, nicméné, oddéleni koextraktli v tomto
systému se zlepsilo a v pfipadé zahdjeni sbéru ,,pesticidni
frakce" od 17 ml byly ziskané vzorky uc¢inné precisténé, na
chromatogramech (GLC/ECD ¢&i GLC/NPD) nebyly pfi-
tomny piky interferujici s analyty. V pfipadé kolony s Bio-
Beads SX-3 bylo v systému cyklohexan - ethylacetdt (1:1,
v/v) docileno lepsiho oddé€leni jableénych voski, které
v systému s chloroformem byly vyznamné koeluovany
s pesticidy, jistého zhorSeni naopak doznalo oddéleni chlo-
rofylt, které v tomto systému ponékud chvostuji a vice tak
pronikaji do pesticidni frakce.

4. Zavér

V ramci optimalizace multirezidudlni metody resp. pii
precisténi primarnich ethylacetdtovych extraktli pro sta-



noveni pesticidd v potravinach byla prokdzana moZnost
ndhrady mékkého gelu BioBeads SX-3 rigidnim styren-
divinylbenzenovym kopolymerem Plgel, hodnoty vytéz-
nosti s vyjimkou pyrethroidi byly v rozsahu 85-105 %.
Zékladni poziti vni aspekty vyplyvajiciz pouziti tohoto gelu
jsou: a) lze docilit podstatné vyssi robustnosti Cisticiho
kroku (t.j. opakovatelnost elu¢nich objemti), nebot gel neni
kompresibilni; dosahne se tedy celkové zlepSeni piesnosti
metody, b) separaci lze provadét pii vysSich pritokovych
rychlostech mobilni fize, coZ se promita ve zkraceni délky
Cisticiho kroku potazmo ve vySSi priisaznosti postupu, ze-
jména je-li tento plné€ automatizovan, ¢) optimalizace chro-
matografickych podminek je velmi flexibilni, Pl gel na
rozdil od mékkych geldi neméni objem podle sloZzeni mo-
bilni fize, ustanoveni rovnovahy je rychlé. Na stran¢ druhé
kapacita rigidniho gelu je diky jeho struktuie (vnitini ¢ésti
Castic nejsou prostoupeny pory) nizsi.

Do jisté miry limitujicim faktorem pro nékteré labora-
tofe mize byt vysokd pofizovaci cena kolony s rigidnim
gelem, tato je vSak v dlouhodobém horizontu kompen-
zovana jeji vysokou Zivotnosti (ani po stovkich analyz se
separaéni charakteristiky nezménily).

Tato prdce byla vypracovdna v rdmci programu EU:
Standards, Measurement and Testing (SMT4 CT 95-2030)
podporeného MSMT v rdmci smlouvy OK 191. Podékovdni
patii'té? firmé SIPOCH spol. s r.o. za technickou pomoc pri
zavedeni automatizované GPC.
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J.Hajslov4?, V. Kocourek?, J. Poustka?, and P. Cu-
hra® ("Department of Food Chemistry and Analysis, In-
stitute of Chemical Technology, ”Czech Food and Agri-
culture Inspection, Prague): Sample Handling in
Analysis of Pesticide Residues in Foodstuffs

To get agood precision of data generated determination
of pesticide residues in foodstuffs, an efficient clean-up of
primary extracts has to be carried out. In our experiments,
automated (ASPEC XL. Gilson, France) gel permeation
chromatography was used for purification of ethyl acetate
extracts of spinach, carrots and apples which were spiked
by 42 pesticides (0.05-0.4 mg.kg™') currently detected in
respective crops. The advantages of rigid P1 gel over soft
BioBeads SX-3 were demonstrated. In system consisting of
a Pl ge column (10 mm, 600 x 0.75 mm) with ethyl
acetate-cyclohexane (1:1, v/v) as a mobile phase, good
efficiency and high repeatability of clean-up step were
obtained, the recoveries of pesticides ranging from 70 to
105 %.





