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1. Uvod

Pesticidy maji vyznamna tlohu v polnohospo-
darstve, kde sa pouzivaji na ochranu, zvySenie produkcie
a kvality rastlin. Napriek ich priaznivym t¢inkom v pol'no-
hospodarstve a potravinarstve, ich nevhodné a nadmerné
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pouzivanie mdze ohrozit bezpeénost a zdravie
spotrebitelov'. Ich rozsiahle pouzivanie méze predstavo-
vat' potencialne zdravotné riziko pre ludi z dovodu, Ze
niektoré¢ z pesticidov maju vysoko toxické, mutagénne,
karcinogénne a tiez endokrinno-disrupéné ucinky. Vzhla-
dom na tieto rizikd su rezidud pesticidov sledované
a kontrolované v potravinach. Pre zabezpecenie ochrany
zdravia spotrebitel'ov boli zavedené rozne regulacie a boli
stanovené maximalne rezidudlne limity pesticidov v tychto
produktoch. Aby bolo mozné limity overit, je potrebné
vyvijat’ citlivé a selektivne analytické metddy na stanove-
nie pesticidov na nizkych koncentraénych hladinach?.

Pri analyze potravin sa najviac vyuZivaju chromato-
grafické techniky v spojeni s roznymi extrakénymi meto-
dami. Uprava vzorky zahffia mechanické spracovanie
a homogenizaciu vzorky, izolaciu a zakoncentrovanie ana-
lytov a odstranenie interferujlicich zloziek, aby matrica
bola kompatibilna so separaénym a detekénym systémom.
Vzhl'adom na povahu a ciel’ Upravy vzoriek je zrejmé, Ze
tato Cast’ analytického procesu ma zasadny vplyv na celko-
vy Gas procesu a kvalitu ziskanych vysledkov’. Idedlna
metdda upravy vzorky ma byt rychla, jednoducha na pou-
zitie, lacnd a kompatibilnd s analytickou inStrumentaciou,
preto v sucasnej dobe trendy vo vyvoji smerujl
k miniaturizacii, zjednodusSeniu jednotlivych krokov
a zniZeniu spotreby toxickych rozpuitadiel’. Na upravu
potravin sa pouzivaju tradicné konven¢né techniky ako
extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina (LLE), extrakcia
tuhou fazou (SPE), technika disperzie matrice vzorky na
tuhej faze (MSPD) a disperzna extrakcia tuhou fazou
(dSPE). V porovnani s extrakciou kvapalinou, SPE
a MSPD vyzaduji menSie objemy extrakénych rozpusta-
diel, ale tak isto su casovo naro¢né. Na rozdiel od spome-
nutych technik je dSPE jednoducha a nie je ¢asovo naroc-
na, ale napriek tomu sorbenty pouzivané na odstranenie
nedistdt z matrice mézu adsorbovat’ aj cielfové analyty’.
Dalsou velkou nevyhodou konvenénych technik je nizky
alebo ziadny predkoncentratny faktor’. Preto je potrebny
vyvoj novych, jednoduchych extrakénych technik, ktoré st
vhodné pre multirezidudlnu analyzu pesticidov v kom-
plexnych vzorkéch ako st potraviny.

Pouzivanie velkych objemov toxickych rozpustadiel pred-
stavuje zdravotné riziko pre zamestnancov, vysoké nakla-
dy na likvidéaciu odpadu a negativny vplyv na Zivotné pro-
stredie. Obavy z vplyvu toxickych rozpustadiel na zivotné
prostredie viedli k vyvoju ekologickejSich extrak¢nych
metdd. V poslednych rokoch boli vyvinuté r6zne mikroex-
trakéné techniky, ktoré su v stlade so zasadami ,,zelenej
chémie*’, ako napr. mikroextrakcia tuhou fizou (SPME),
sorpcna extrakcia na miesadlach (SBSE), mikroextrakcia
jednou kvapkou (SDME) a mikroextrakcia sorbentom
naplnenym v striekacke (MEPS), ktoré maju vyhodu opro-
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ti konvencnej LLE a SPE v malej spotrebe organického
rozpustadla, rychlosti a jednoduchosti.

Cielom c¢lanku je poskytnut’ literdrny prehlad o su-
¢asnych trendoch z oblasti mikroextrakénych metod pouzi-
vanych pri stanoveni rezidui pesticidov z réznych typov
potravin. Prehl’ad je rozdeleny do kapitol podla typu mik-
roextrak¢énych technik. Samostatna kapitola sa venuje mik-
roextrakénym technikdm kvapalinou a d’alSia sorpénym
mikroextrakénym technikdm. V dal§ej casti ¢lanku su
zhodnotené spojenia konvenénych technik
s mikroextrakciami. St diskutované vyhody a obmedzenia
mikroextrakénych technik.

2. Mikroextrakcie kvapalinou

Extrakcia kvapalinou s vyuzitim mieSania je zalozena
na rozdeleni analytov medzi tuhou a kvapalnou fazou
(v pripade klasickej LLE medzi dve nemiesatel'né kvapali-
ny), pricom ciel'ové analyty postupuju zo vzorky do sprav-
ne zvoleného rozpustadla. Pri posudzovani tejto techniky
existuje mnoho vyraznych nevyhod ako napr. pracnost’
a Casova narocnost, tvorba emulzii, potreba odparovania
velkych objemov rozpustadiel, likvidacia toxickych
a horFavych latok a cenovéa naro¢nost. Daldim nedostat-
kom tejto metddy je potreba relativne velkého mnozstva
matrice (vzorky), pricom pouzivanie menSich mnozstiev je
dolezité¢ z hladiska rieSenia problémov bezného zivota,
ako st napr. staznosti spotrebitel'ov alebo mozna chemic-
ka kontaminécia. V dnesnej dobe je pouzitie organickych
rozpustadiel regulované, a prave preto je LLE nevhodnou
technikou, lebo spotrebuje velké objemy rozpustadiel®.

Vysoka pozornost’ sa venuje mikroextrakciam kvapal-
nou fazou (LPME), ktoré zahfiiaji mikroextrakéné techni-
ky vyuZivajice kvapalné rozpustadlo na extrakciu
a zakoncentrovanie sledovanych analytov z réznych vzo-
riek, pricom objemy extrakéného rozpustadla st radovo
v mikrolitroch. LPME techniky boli opisané v nedavno
publikovanych pracach viacerych vyskumnych skupin® ™.

Podstatou LPME technik je prenos analytov z vodnej
fazy do malého objemu s vodou nemieSate'ného rozpus-
tadla. Extrakéné rozpustadlo moze byt v priamom styku
so vzorkou (priama extrakcia) alebo umiestnené vhodnym
sposobom nad vzorku (,,headspace” extrakcia). Objem
vysledného extraktu sa pohybuje v mikro- az v sub-
mikrolitrovom rozsahu. V désledku pomeru objemov vzor-
ky a signifikantne nizSieho objemu extrakénej fzy je moz-
né dosiahnut’ vysoké obohacovacie faktory analyzovanych
latok. Na zaklade r6znych pristupov mozno LPME techni-
ky klasifikovat’ do viacerych skupin, ako si SDME, dis-
perznd mikroextrakcia v systéme kvapalina-kvapalina
(DLLME - dispersive liquid-liquid microextraction), mik-
roextrakcia  kvapalinou  vyuZivajlica duté vlakno
(HF-LPME - hollow-fiber liquid phase microextraction).
Techniky maju niekol’ko d’alSich varidnt v rdmci kazdého
druhu, ¢o jasne poukazuje na ich variabilitu.
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2.1. Extrakcia jednou kvapkou (Single-drop micro-
extraction)

Mikroextrakcia jednou kvapkou (SDME) je zaloZena
na distribucii pesticidov (analytov) medzi kvapalnou vzor-
kou obsahujucou analyty a mikrokvapkou extrakéného
rozpustadla s objemom niekol’kych mikrolitrov, ktora je
suspendovana na Spicke ihly mikrostriekacky. Thla mikro-
strickacky sa v prvom kroku pouzije na prepichnutie septa
vialky so vzorkou. V momente ako je ihla mikrostriekacky
umiestnena vo vhodnej pozicii (priamo vo vodnej vzorke,
v headspace priestore nad vzorkou, pripadne
v kontinudlnom toku vzorky) sa stlaéenim piestu mikro-
strieckacky vytvori kvapka extrahovadla na S$picke ihly
a analyty prechadzaji cez fazové rozhranie do kvapky
rozpustadla. Po ukonceni extrakcie sa kvapka extrahovad-
la s analytmi nasaje naspat’ do mikrostriekacky reverznym
pohybom piesta a nasledne sa objem kvapky pouzije na
analyzu. Uvedeny postup zodpoveda statickému modu
extrakcie. V dynamickom modde je vzorka a rozpustadlo
navzajom v pohybe, ¢o vedie ku kontinualnej obnove ich
povrchu a tym zvySeniu ucinnosti extrakcie v pripade, Ze
extrakénd rychlost’ je vysokd. Dynamick4 mikroextrakcia
kvapalnou fazou sa realizuje umiestnenim kvapky extraho-
vadla v prietoku prudiacej vzorky, pripadne pohybom fil-
mu vzorky a rozpustadla v ihle striekacky alebo vnutri
tizkej rarky'®. Ked'ze problematika SDME je v poslednej
dobe intenzivne rieSena vedeckou komunitou, bolo uz
publikovanych aj niekol’ko prehl'adovych ¢lankov o vyu-
ziti SOME'"™".

Zaklad pre uspe$né uplatnenie danej techniky spociva
v zabezpeceni stability kvapiek pocas extrakcie. Prenos
molekul analytu z vodného roztoku vzorky do mikrokvap-
ky je obmedzeny pomalou diftiziou molektl analytu vo
vodnej alebo organickej faze. Hlavnou vyhodou techniky
je, ze na realizaciu SDME postacuje laboratérna mikro-
strickacka a niekol’ko mikrolitrov cistého extrakéného
rozpustadla. V porovnani s SPME sa kazda extrakcia rea-
lizuje novou extrakénou fazou, ktord v porovnani s SPME
fazou nie je zatazena pamitovymi efektami. Nevyhodou
SDME je prchavost’ rozpust'adla a stabilita kvapky na hrote.

SDME bola pévodne pouzita na izolaciu pesticidov
z kvapalnych vzoriek, ako je napr. odvar z &aju®, dzus?',
vino®. Na rozdiel od vody, pre vzorky zeleniny a ovocia
sa vyzaduje pred priamou extrakciou urCité predbezné
spracovanie, alebo sa pouziva SDME v ,headspace”
mode™.

Pri extrakcii pesticidov zo vzorky kokosového mlicka
sa ako extrakéné cinidlo testoval toluén, cyklohexédn
a izooktan?*. Toluén najdastejsie poskytuje optimalne vy-
sledky obohacovacieho faktora a dobru stabilitu kvapky,
pripadne v kombinécii s d’al$im rozpuStadlom ako je octan
etylnaty”. Uplatiuju sa viak aj d'alsie rozpustadla. Wu
a spol. Studovali pouzitie chloroformu, tetrachlormetanu,
chlorbenzénu a dichlormetanu, pricom tetrachlormetan
vykazoval najvy$Siu GCinnost’ extrakcie pre sledované
organofosforedné pesticidy (OPP) vo vzorkach &aju®. Na
analyzu alkoholickych vzoriek sa ako extrak¢né cinidlo
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pouzil izooktdn, pretoZe je vo vode najmenej rozpustny
v porovnani s ostatnymi rozpustadlami, ako n-hexan, tolu-
én, chloroform. Izooktdn poskytuje dobré vytaznosti
pesticidov®.

Utinnost’ extrakcie je mozné zvysit' viacerymi spo-
sobmi. Prikladom je dynamicka mikrokvapka a extrakcia
realizovand v rirke s Uzkym vnltornym priemerom za
asistencie vzduchovej bubliny na stopovt analyzu niekto-
rych triazolov v ovocnych dzusoch?. V roku 2015 bola
publikovana praca, v ktorej bola SDME pouzita
v kombinacii s dynamickou mikroextrakciou podporenou
mikr2(5)v1nn}'/m ziarenim na stanovenie 7 OPP vo vzorkach
caju”.

2.2. Disperzna mikroextrakcia kvapalina-kvapalina
(Dispersive liquid-liquid microextraction)

V roku 2006 bola po prvykrat predstavena nova miniaturi-
zovand extrakénd procedira nazvand disperznd mikroex-
trakcia v systéme kvapalina-kvapalina (DLLME) kolekti-
vom Rezaee a spol.. DLLME je zaloZena na trojfazovom
rozpustadlovom systéme (vodna vzorka, disperzné rozpts-
tadlo, extrakéné rozpustadlo). Zmes extrakéného rozpus-
tadla (organické rozpustadlo) a disperzného rozpustadla
(s vodou mieSateI'né organické rozpustadlo) sa rychlo
vstrekne do vodnej vzorky, néasledne sa vytvori zakaleny
roztok obsahujuci velké mnozstvo malych kvapdcok, ¢im
sa zvy$i ucinnost’ extrakcie. Organickd faza sa po urcitom
Case usadi alebo sa pouzije centrifugacia. Po centrifugacii
st analyty izolované a zakoncentrované v usadenej orga-
nickej faze®. V konvenénej DLLME sa najlastej§ie pouzi-
vaju rozpustadla t'azSie ako voda, spravidla halogénované,
ktoré su toxické. Tato nevyhoda viedla k hl'adaniu rieSeni
a modifikacii, ako je metdda stuhnutia plavajicej organic-
kej kvapky, rieSenia odberu extraktu ziskané¢ho extrakciou
s rozpuStadlami lah§imi ako voda a pouzitie idnovych
kvapalin®’. Najnovsi vyvoj, pokroky a aplikacie DLLME boli
zhmuté v nedavnych prehl'adovych publikaciach'2" %,
DLLME je Casto pouzivana metdda, ktora poskytuje
mnozstvo vyhod oproti klasickej LLE, ako je pouzivanie
malych objemov organického rozpustadla, jednoduchost’
operacii, rychlost’, nizka nakladovost, dosahovanie vyso-
kych obohacovacich faktorov a jednoduchsie prepojenie
s analytickymi metodami. DLLME sa aplikovala pri analy-
ze kvapalnych vzoriek, ako ovocné dziisy”, vina®™! alebo
na analyzu rezidui pesticidov v zlozitejsej matrici, ako je
med, pricom DLLME predchédzalo zriedenie vzorky™.
NajcastejSie pouzivané mechanizmy asistencie disperzie
klasifikoval Ahmad a spol?’ a to disperzia za pomoci
ultrazvuku/vortexu, mikrovinného ohrevu, vzduchu
a externého rozpustadla. Farajzadeh a Khoshmaram vyvi-
nuli novi LLME meto6du s asistenciou vzduchu na analyzu
triazolov vo vzorkach uhoriek, paradajok a grapeovych
dzusov s dosiahnutim vysokych obohacovacich faktorov
v rozmedzi od 713 do 808 (cit.**). Viaceré mechanizmy
asistencie disperzie sa Studovali pri extrakcii viacerych
skupin pesticidov zo vzoriek obsahujucich alkohol**.
Analyza tuhych a polotuhych matric je mozna iba po
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predoslej extrakcii cielovych analytov 2z matrice
a naslednom zriedeni extraktu vodou. V tomto pripade je
DLLME vyuzivana najmé ako predkoncentracna a/alebo
Cistiaca technika. V pripade tuhych vzoriek potravin bola
DLLME ftspesne aplikovand v kombinacii s QUEChERS
technikou®*’. Kombinicia DLLME s technikou SPE sa
aplikovala na stanovenie pesticidov vo vode, mlieku, mede
a ovocnom dzuse. Metoda poskytovala vysoké obohacova-
cie a predkoncentraéné faktory™. V pripade stanovenia rezi-
dui pyretroidov v rastlinnych olejoch sa pouzila DLLME
technika po predchadzajicom deleni v systéme kvapalina-
kvapalina®. Krok k zlepeniu a priblizeniu sa
k ,,zelenému® sposobu extrakcie sa uskuto¢nil vyskumnou
skupinou Farajzadeh a spol. na priklade stopovej analyzy
skupiny OPP vo vzorkach ovocného dzusu. Analyticka
metéda pouziva kocku rafinovaného cukru a acetonu
(objemy poriadkovo v ml) ako disperzant a ko-disperzant
na zjednodusenie tvorby zakaleného roztoku a zrychlenie
prenosu analytov z vodného roztoku do organickej fazy™.

2.3. Mikroextrakcia dutym vlaknom (Hollow-fiber
microextraction)

Mikroextrakcia dutym vldknom (HF-LPME) bola
vyvinutd ako ndhrada SDME, aby sa predchadzalo nestabi-
lite kvapky®'. Princip techniky spo&iva v extrakcii analytov
do kvapalnej membrany, ktord sa nachddza v poroch hyd-
rofébneho HF a neskor analyty prechadzaji do akceptoro-
vej fazy nachadzajucej sa v dutine vldkna. Hlavnou vyho-
dou HF-LPME je, ze vzorka sa pocas extrakcie moze mie-
Sat’ bez straty extrakéného rozptstadla. Extrakcia sa usku-
tociiuje v dvoch médoch, ako dvojfazova alebo trojfazova
HF-LPME. V dvojfazovom systéme sa analyty extrahuji
z vodnej vzorky do organickej fazy, ktora sa nachadza
v poroch a dutinach HF, analyty st extrahované do orga-
nickej fazy, ktora je kompatibilna s GC. V pripade trojfa-
zového systému v poéroch membrany je organickd faza
a dve vodné fazy su na vonkajSich stranich membrany.
Jednou z vyznamnych hnacich sil celého procesu je rozdiel
v pH donorovej a akceptorovej fazy. Trojfazovy systém je
vhodny na extrakciu polarnych latok**.

Pri stanoveni rezidui pesticidov sa najcastejsie pouZi-
la dvojfazova HF-LPME. Tato technika nasla svoje uplat-
nenie aj pri analyze vzoriek potravin, av§ak vo vicSine
pripadov pred samotnou extrakciou je potrebnd Uprava
tuhych potravin homogenizaciou, filtraciou, centri-
fugaciou®™. Ma a spol. aplikovali HF-LPME na extrakciu
karbamatov z ovocia. Pri extrakcii vyuzili vyhody graféno-
vého vldkna, ktoré méa velku sty¢nu plochu a vysoku
stabilitu®. Dvojfazova HF-LPME sa pouzila na izolaciu
troch pyretroidov z ovocnych a zeleninovych dzasov. Pri
optimalizacii metddy sa zistilo, Ze rychlost’ mieSania vzor-
ky, Cas extrakcie a pridavok soli maju vyrazny vplyv na
extrakciu®. Vyber 13 OPP a ich metabolitov sa stanovil
metdédou HF-LPME v ceredlnych vyrobkoch a v miuke,
ako extrak&né rozpustadlo sa pouzil 1-oktanol a desorpcné
rozptstadlo acetonitril®®. Wang a spol. aplikovali poly-
vinylidén fluoridovii membrinu (PVDF) na extrakciu
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7 pesticidov z uhoriek. Tato membrana poskytla vyssiu
extrakénii u¢innost’ vdaka vysokej porozite**. HF-LPME
sa d’alej pouZila pri analyzach rezidui pesticidov vo vzor-
kach potravin, ako napr. OPP v napojoch®’, fungicidy
v pomarancovej tave®, chlérované pesticidy v paradaj-
kach a jahodach®, OPP v tkanivach ryb®, OPP
v alkoholickych napojoch®’, karbamatové pesticidy
v ovocnych vzorkach™ a organochlérované pesticidy
v ekologickych textilidch™.

3. Sorp¢né mikroextrakéné techniky

Sorpcéné techniky pouZzivaju sorbenty na zachytenie
a zakoncentrovanie cielovych analytov zo vzorky na za-
klade afinity medzi sorbentom a analytmi. Tradi¢nou
sorpénou extrakénou technikou je SPE, ktora je Siroko
akceptovanou alternativou k LLE. V pripade SPE sa vzor-
ka aplikuje na sorbent a analyty sa sorbujii na tuhej faze.
Na eltciu analytov sa pouZivaji organické rozpustadla.
Adsorpcia analytov spravidla v zavislosti od sorbentov nie
je selektivna, a vytaznosti si nizke a premenlivé™. Dalou
nevyhodou SPE je, ze kolonka moze byt pouzita len raz
a spotreba vzorky a rozptstadiel je velkd, o znamena, zZe
metdda spotrebou rozpustadiel a tvorbou odpadu nie je
Setrnd k zivotnému prostrediu. V stcastnosti ziskali vo
vedeckej komunite velktt pozornost’ sorpéné mikroex-
trakéné techniky. S cielom eliminicie nevyhod SPE sa
zacali vyvijat’ nové techniky, ktoré spotrebuju mensie ob-
jemy extrakénych rozpustadiel (niekol’ko pl) a mensi ob-
jem vzorky. Jednou z prvych navrhnutych mikroextrak¢-
nych technik, ktord nasla svoje uplatnenie v analyze potra-
vin, bola SPME. Téato technika je rychla, citliva, presna
a je pristupna na Uplnl automatizéciu, ale ma aj isté nevy-
hody, ako je kratka zivotnost’ vlakna. To viedlo k vyvoju
d’alsich mikroextrakénych technik. NajnovSou metodou je
MEPS, ktora sa zacala pouzivat’ v roku 2004 a v posledne;j
dobe nasla svoje uplatnenie aj pri stanoveni pesticidov
v potravinach.

3.1. Mikroextrakcia tuhou fazou (Solid phase micro-
extraction)

Mikroextrakcia tuhou fazou (Solid phase microextraction,
SPME) bola uvedena vyskumnou skupinou profesora Paw-
liszyna v roku 1990 ako bezrozpustadlova predkoncen-
tracné technika, ktord je zaloZend na sorpcii analytov na
stacionarnu fazu umiestneni na vlakne™. Stacionarnou
fazou moze byt kvapalny polymér (absorbent), alebo tuha
faza (adsorbent). V1dkno so sorpénym materialom sa vlozi
priamo do vzorky alebo do priestoru nad kvapalinou na
urcitu dobu, oznacovanll ako extrakény Cas. ZvySenie se-
lektivity moZzno dosiahnut’ aplikdciou membrany, ktora
ochranuje vlakno a slizi na selektivne prepustenie ciel'o-
vych analytov. Postupne sa vyvijajii nové techniky a ich
modifikacie a varidcie, ako je in-tube SPME, alebo in-
needle SPME, ktoré maju stacionarnu fazu zachytenu na
vnutornych stenach kapilarnej rarky, pripadne na stenach
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ihly striekacky>®.

V zévislosti od distribu¢ného koeficienta sa dosiahne
rovnovaha medzi koncentraciou analytu vo vzorke
a koncentraciou analytu sorbovaného na vldkno. Po sorpcii
analytov na vlakno je potrebné realizovat’ desorpciu latok
a to bud’ termodesorpciou v priestore vyhrievaného injek-
tora plynového chromatografu, alebo st analyty desorbo-
vané rozpustadlom a to najmé vtedy, ked sa nésledne ana-
lyty separuju kvapalinovou chromatografiou®’. SPME je
alternativnou extrak¢énou technikou k tradiénym technikdm
s vyhodami, ako je nizka spotreba rozptstadiel, znizenie
mnozstva rusivych kontaminantov a tym redukcia pozadia,
znizenie Casu extrakcie. SPME je rovnovazna technika,
nevyzaduje kompletné odstranenie analytu zo vzorky. Mo-
ze byt pouzita pre SirSie rozpitie analytov ako pri pouziti
inych technik, napr. SPE. SPE vSak vyzaduje dosiahnutie
kvantitativneho odstrdnenia analytu z matrice vzorky™.
Pokroky a aplikdcie SPME boli o vyvoji a vyuziti novych
aplikacii SPME na analyzu rezidui v pesticidoch zhodnote-
né v prehPadovom &lanku®”.

Hlavnymi vyhodami SPME je miniaturizacia metody,
automatizicia zariadeni a jednoduché spojenie s nasledne
pouzitou chromatografickou inStrumentaciou na separaciu
a detekciu analytov. Aby sa dosiahlo maximalne vyuzitie
vyhod metédy v spojeni s pokro€ilou inStrumentéciou, je
potrebna dosledna optimalizacia parametrov, ktoré ovplyv-
Huju extrakénd ucinnost, najmé zloZenie stacionarnej fazy
na vlakne, extrakény mod, sposob miesania, Uprava vzorky
(pH, i6nov4 sila, obsah organickych rozpustadiel), teplota
vzorky, extrakény as a podmienky desorpcie®.

Zisadnym parametrom na rozhodnutie, ¢i je stacio-
narna faza pre urcity analyt vhodna, je polarita fazy a jej
selektivita k analytom, samozrejme s prihliadnutim na
vlastnosti d’al§ich zloziek matrice. Vlastnosti sorpcnej fazy
st hlavnym parametrom ovplyviiujiicim u¢innost’ extrak-
cie, ked’ze SPME je rovnovéazna technika®'.

Komer¢ne je dostupnych niekol’ko stacionarnych faz,
ako polydimetylsiloxan (PDMS), polyakrylat (PA), divi-
nylbenzén (DVB), carboxén (CAR), carbowax (CW) a ich
kopolyméry®. Najéastejsie sa pouziva PDMS, je vhodny
najmé na extrakciu nepolarnych analytov. Casto sa pouZi-
vaju zmesné vlakna, z nich najrozSirenejSie pre oblast
analyzy rezidui pesticidov v ovoci a zelenine je PDMS/
DVB vlékno, konkrétne na stanovenie multipesticidnych
zmesi v rajindach® a ovocnych dzisoch®™. CW
v kombinacii s templatovou Zivicou sa aplikovali na stano-
venie mnohozlozkovych zmesi pesticidov v 3alate®. PA
vlakno sa ukazalo byt vhodné na stanovenie 11 OPP
v kapuste a horéici®.

Souza-Silva a spol.%' v kritickom prehl'adovom &lan-
ku o situacii v SPME komplexnych potravinovych matric
poukézali na fakt, Ze délezitym smerom vo vyvoji SPME
je priprava novych extrakénych faz. Aktualnym trendom,
ako vytvorit’ extrakéné fazy ,S8ité na mieru®, je priprava
zalozena na sol-gel technologii. Takto pripravené vlakna
maji vyssiu tepelnii stabilitu az do 350 °C (cit.”). Ai
a spol.®® pouzili nanostrukturalne polyanilino-poly(propy-
lén-oxidové) (PANI-PPO) kompozitné fazy, ktoré boli
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syntetizované elektrochemicky na nerezovom vldkne.
Vlékno sa pouzilo na stanovenie karbamatovych pestici-
dov. Dal§im prikladom pouzitia novej fazy je polystyréno-
va nanostruktirna faza, ktora sa aplikovala na nerezové
vlédkno a pouzila sa na odseparovanie viacerych skupin
pesticidov zo vzoriek medu®. Dalsou skupinou novych faz
su polyméry s odtlackom molekuly (molecularly imprinted
polymers, MIP), napr. calixarénové vlakno pripravené
technologiou sol-gel. Pouzilo sa na separaciu 4 OPP
v ovoci’®"!. Song a spol.”” vyvinuli metddu na stanovenie
karbamatovych pesticidov, pricom pouzili uhlikové nano-
rarky a metodu SPME kombinovali s pouzitim dutého
vlakna. Uhlikové nanorurky sa dispergovali vo vode za
pomoci pridavku surfaktantu, nasledne sa zachytili
v poroch dutého vlakna, priCom sa udrziavali v pdroch
kapilarnymi  silami. SPME  zariadenie, zmacané
1-oktanolom, sa umiestnilo do mieSanej vzorky, kde pre-
bichala extrakcia cielovych analytov.

Specialnym materidlom, ktory sa s vyhodou pouZiva
ako nova sorpcna faza v SPE, st i6nové kvapaliny (Ionic
liquids, IL). IL st soli, kvapalné pri laboratornej teplote
(25 °C) a ich bod topenia je spravidla nizsi ako 100 °C.
Pozostavaji  z  organického kationu  odvodeného
z Lewisovej bazy, ako imidazolium, pyrrolidinium, pyridi-
nium, tetraalkyl ammonium, tetraalkyl fosfonium a sulfo-
nium a z polyatomickych aniénov obsahujlcich rdzne
anorganické alebo organické aniony (napr. tetrafluorobori-
tan, hexafluorofosfore¢nan, bromid)’>". Zhang a spol.75
publikovali stadiu o aplikacii novej IL pouzitej ako sorpc-
na faza na SPME na selektivnu extrakciu pyretroidovych
pesticidov. Nova IL, 1-vinyl-3-hexadecylimidazolium
hexafluorofosforecnan (ViHDIm+ PF6—) sa aplikovala na
stanovenie 7 pyretroidov v zelenine. Pesticidy sa najprv
extrahovali hexdnom, néasledne sa aplikovala SPME
v mode priameho ponorenia, pesticidy sa detegovali po-
mocou GC s detektorom elektronového zachytu. Tian
a spol.”® pouzili IL vlakno na stanovenie triazinov v ovoci
a zelenine. Pouzitie IL vo funkcii extrakénej fazy je
v ramci vyvoja SPME na vzostupe.

3.2. Miesadlova mikroextrakcia (Stir Bar Sorptive
Extraction)

Miesadlova mikroextrakcia (Stir Bar Sorptive Extra-
ction, SBSE) je d’alSou technikou zalozenou na sorpénom
principe, ktora moze fungovat’ ako uplne bezrozpustadlo-
va technika. Technika bola prvykrat uvedena vyskumnou
skupinou profesora Sandru z Belgicka v roku 1999 (cit.””).
Typicky SBSE experiment pouziva magnetické miesadlo
pokryté stacionarnou fazou. MieSadlo sa vlozi priamo do
kvapalnej vzorky, alebo do extraktu vzorky (priama
SBSE), alebo do ,headspace” vrstvy nad vzorkou
(headspace sorptive extraction). Extrakcia prebieha opti-
malizovany extrakény Cas, ktory je spravidla vel'mi dlhy
(desiatky aZ stovky minut). Nésledne su analyty zo stacio-
narnej fazy miesadla termicky desorbované s pomocou
termodesorpéného  davkovacieho nadstavca, pripadne
v upravenom injekénom porte chromatografu, alebo st
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desorbované organickym rozpustadlom a davkované do
chromatografického systému’®.

SBSE funguje na rovnakom sorpénom principe ako
SPME. Hlavny rozdiel medzi technikami je v tom, Ze
SBSE pouziva objemy extrakénej fazy 50-250krat vysSie
ako SPME, ¢o umoZiluje dosiahnut’ vysSie absolttne vy-
taznosti a faza na mieSadle poskytuje vyssiu sorpcnt kapa-
citu. SBSE ma teda viacero podstatnych ¢ft, ako je vysoky
obohacovaci faktor, dobrd reprodukovatelnost’, vysoka
adsorpcna kapacita, moznost’ bezrozptstadlovej aplikacie.
SBSE bola tspesne aplikovana na extrakciu mnohych or-
ganickych latok z roznych typov vzoriek”. S témou SBSE
boli publikované viaceré prehladové ¢lanky. Prieto a spol.
sa zamerali na vybrané aspekty SBSE, ako je zhodnotenie
relevantnych parametrov, ktoré je potrebné brat’ do tivahy
pri vyvoji a optimalizacii analytickej metody, venuju sa
nevyhodam, rieSeniu problémov a uvadzaju prehlad no-
vych aplikicii SBSE™. Prehlad hlavnych pokrokov
a inovéacii zhodnotil Nogueira®. Kawaguchi a spol.*
a David® publikovali prehlad pouzitia SBSE v analyze
potravin. Nedavno publikované aplikacie, nevyhody
a viziu buducich trendov diskutovali v prehl'adovom ¢lan-
ku Camino-Sanchez a spol.*’. Hlavny trend vo vyvoji
SBSE sa fokusuje na pripravu novych extrakénych mate-
ridlov, c¢o poskytuje technike védcSiu vSestrannost’
a aplikovatel'nost vo viacerych odvetviach analytickej
praxe. Nové aplikdcie materidlov pouzitelnych na SBSE
sa sustred’'uji na rieSenia v dvoch oblastiach — fazy na
extrakciu polarnych latok, napr. polyakrylatové fazy
a etylénglykolové fazy a vyvoj selektivnych sorbentov,
ako st molekulovo znatené polyméry™. Takisto sa nové
fazy pripravuju technikou sol-gel, napr. pri stanoveni mno-
hozlozkovych zmesi pesticidov v ovoci a zelenine®
a monolitové fazy®*.

Vytaznost’ polarnych analytov je mozné zvysit' apli-
kaciou vhodného polarneho rozpustadla, ktoré sa pouzije
na napucanie polydimetylsiloxanovej fazy. Ako priklad
takejto rozpustadlom podporenej SBSE je stanovenie pes-
ticidov s hodnotami log K< 3,0 vo vine®’.

3.3. Mikroextrakcia sorbentom naplnenym
v striekacke (Microextraction by packed
sorbent)

Mikroextrakcia sorbentom naplnenym v striekacke
(Microextraction by packed syringe, MEPS) je relativne
novy formét miniaturizovanej SPE. Originalne bola vyvi-
nutd Abdel-Rehim a spol.*® na pracu s malymi objemami
vzorky priblizne 10-250 pl. Problematika pouzitia MEPS
bola nedavno opisana v prehladovych &lankoch®™®'. Malé
mnozstvo sorbentu (priblizne 1-4 mg) sa naplni priamo do
tela mikrostriekacky alebo do malej patrony umiestnenej
medzi telom a ihlou striekacky. Bezné inStrumentalne
usporiadanie pouziva 100 pl plynotesni striekacku
s patronou pripojenou k ihle, tak aby vymena sorbentu
bola jednoduchym krokom vymeny ihly. Naberanie vzorky
je mozné realizovat’ dvoma spdsobmi — viacnasobne
(optimalizovany pocet cyklov) nabrat’ vzorku stile v tom
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istom alikvéte vzorky a nespotrebovani Cast’ vratit’ naspat’
do daného alikvotu (moéd naberania vzorky ,,draw-eject)
alebo opakovane nabrat vzorku z daného alikvotu
a nasledne ju vzdy vypustit do odpadu (mod naberania
vzorky sextract-discard)’”. V porovnani s SPE, pri ktorej
prechadza vzorka cez vrstvu sorbentu len raz, v pripade
MEPS je prechod vzorky v zavislosti od poctu cyklov
viacpoCetny, priCom pri jednom cykle prechadza vzorka
cez sorbent dvakrat. Modifikaciou miniaturizovanej SPE je
mikroextrakcia sorbentom naplnenym v S$picke pipety,
ktoréa sa podla oblasti pouzitia a naplne oznacuje réznymi
nazvami — in-tip SPME, pipette-tip SPE, packed tips
MEPS.

Technika MEPS sa primarne pouZziva na analyzu bio-
logickych vzoriek, objavuju sa vSak aj aplikacie techniky
na analyzu vzoriek potravin. Salami a Queiroz’*vyuzili
techniku MEPS v kombindcii s extrakciou kvapalina-
kvapalina na analyzu vzoriek medu. Med je velmi kom-
plexna matrica, a preto bol potrebny aj krok predupravy
vzorky. Uvedena metoda vyuzivala na MEPS zmesny sor-
bent silikagél modifikovany C18 kombinovany s katexom.
Sorbent bolo mozné pouzit’ opakovane az 40krat. Stanove-
nie 22 pesticidov sa realizovalo metddou GC-MS. Bagheri
a Spol.‘)4 vyvinuli metédu zalozent na MEPS
s polydifenylaminom kombinovanym s uhlikovymi nano-
rarkami v off-line kombinacii s GC-MS na stanovenie
pesticidov zo skupiny triazinov, organofosfore¢nych pesti-
cidov, a pesticidov na baze kyseliny aryloxyfenoxypropio-
novej. MEPS sa pouzila aj na extrakciu 6 pesticidov
z trstinového sirupu. Spolahlivé vytaZnosti sa ziskali
v pripade pouzitia sorbentu C18-Chromabond. Porovna-
nim ,,draw-eject” a ,,extract-discard“ modu sa zistilo, Ze
,.draw-eject mod je vhodnejsi na naberanie vzorky”. Na-
proti tomu, Di Ottavio a spol.” puzivali ,extract-discard*
mod pri extrakeii 25 pesticidov z muky. Vzorky bolo treba
upravovat’ pred samotnou extrakciou riedenim acetonitri-
lom a centrifugaciou. Na extrakciu sa pouzil ako sorbent
polystyrén-divinylbenzén. Vyhodou vyvinutej metddy bola
vysoka Zivotnost’ sorbenta az na 50 extrakcii.

4. Spojenie konvencnych technik
s mikroextrakciami

Moderné extrakéné postupy vyuzivaju kombinaciu
extrakénych technik, pricom kazda metoda poskytuje svoje
vyhody, ¢im sa dosahuje znizenie spotreby rozpustadla,
vysoka vytaznost’ a kratsi Cas analyzy. Aplikacia mikroex-
trakénych technik v analyze potravin, ktoré s tuhé alebo
polotuhé, vyzaduje pouzitie predbezného izolaéného ex-
trakéného kroku’. Najmi v pripadoch, ked matrica je kom-
plexna a pri prvom extrakénom kroku sa do extraktu dosta-
va velké mnozstvo koextraktantov, je aplikdcia mikro-
extrakcie nielen krokom zakoncentrovania, ale aj Cistiacim
krokom®. Velka pozornost’ si ziskali metody, v ktorych
jednou z kombinovanych extrakénych technik je DLLME.
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4.1. Mikroextrakéné techniky a QuEChERS

Pristup k analyze vzoriek potravin v literature ozna-
covany ako QuEChERS, ¢o znamena ,,quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe* (rychly, jednoduchy, lacny,
ucinny, robustny a bezpe¢ny), bol v literature predstaveny
prvykrat Anastassiadesom a spol.”” v roku 2003. Aj ked’
tento pristup je relativne novy, metéda sa zacala rychlo
rozsirovat’ a je dobre akceptovana analytikmi, o Com sved-
¢i bohata publikacnd aktivita v oblasti modifikacii, stadii
a rozsirenia aplikacnych oblasti na rzne analyty a vzorky.
S témou QuUEChERS sa uz publikovali viaceré vSeobecné
alebo tématické prehladové clanky, napr. Gonzélez-
Curbelo a spol.” spracovali prehlad vyvoja a aplika¢nych
oblasti, vratane analyzy pesticidov, Hercegova a spol.” sa
venovali prehl'adu analyzy stravy pre dojcatd, Wilkowska
a Biziuk'® publikovali prehlad aplikacii QUEChERS na
analyzu potravin.

QuEChERS je zaloZena na extrakcii/distribticii analy-
tov medzi vzorku a organické rozpustadlo, spravidla ace-
tonitril. Acetonitril je s vodou dobre miesatel'ny, na odde-
lenie faz sa pouzivaju soli ako MgSO, a NaCl, ktoré pod-
poria vysol'ovaci a su$iaci efekt. Oddeleny acetonitrilovy
extrakt sa nasledne Cisti dSPE. V literatire sa objavuje
viacero postupov, ktoré cast’ Cistenia dSPE nahradzaju
postupom zalozenym na mikroextrakcii tak, aby sa dosia-
hol vysoky predkoncentracny faktor, zvySila sa selektivita
Cistenia extraktu, pripadne ide o uspornejsie rieSenia.

Kombinacia QUEChERS metdédy s DLLME na stano-
venie rezidui pesticidov sa s vyhodou pouziva na analyzu
ovocia®™”, zeleniny’*''? alebo semiadok s vysokym
obsahom tuku®.

4.2. Mikroextrakéné techniky a konvencné
inS§trumentalne extrakéné techniky

Z inStrumentalnych technik je najjednoduchsou tech-
nikou extrakcia rozpustadlom podporena ultrazvukom
(Ultrasound Assisted Solvent Extraction, UASE). UASE
umozinuje lepsi  kontakt medzi pevnou fazou
a rozpuStadlom z doévodu zvySenia tlaku v oboch fizach
(priaznivé ovplyvnenie penetracie a distribucie) a zvySenia
teploty, zlepSenie rozpustnosti a difizie. Kombinaciu UA-
SE a DLLME vyuzili Bidari a spol.'” na stanovenie
13 OPP v paradajkach, Pirsaheba a spol.m4 stanovili 4 OPP
v letnych plodinach. V oboch pripadoch sa pouzil acetén
ako extrak&né ¢inidlo v prvom kroku, ktoré nasledne slizi-
lo ako disperzné ¢inidlo v DLLME.

Dynamicka extrakcia podporend mikrovlnovym Zia-
renim (Dynamic Microwave — Assisted Extraction,
DMAE) bola kombinovand so SDME technikou
a aplikovala sa na extrakciu OPP zo vzoriek &aju®.
V kombinacii s kontinualnou prietokovou mikroextrakciou
(CFME) sa DMAE aplikovala na stanovenie OPP
v zelenine'”. V tejto kombinécii st extrahované zlozky
vel'mi rychlo odvadzané z extrakénej nadobky, ¢o je vel'mi
dolezité, aby sa zabranilo degradacii a kontaminacii analy-
tov. Metdda je vyhodna hlavne pre tepelne nestale zlozky,
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pretoze sa zniZuje riziko ich rozkladu.

4.3. Mikroextrakéné techniky a konvencéné sorpcné
techniky

SPE v porovnani s klasickou LLE poskytuje nieckol'’ko
vyhod, ako je napr. zniZenie spotreby organickych rozpas-
tadiel, rychly priebeh a moznost kombinacie s réznymi
detekénymi metddami bud’ on-line alebo off-line zapojeni.
Analyticki  metédu  vyuzivajicu kombinaciu  SPE
a DLLME vyvinuli Shamsipur a spol.*® na stanovenie via-
cero pesticidov v mlieku, mede a ovocnych dzasoch. Vy-
hodou tejto kombinovanej metddy je aj fakt, Ze rozpustad-
lo pouzité na eluciu v SPE je d’alej aplikované ako disperz-
né rozpustadlo v DLLME, ¢im sa znizuje objem pouZzitych
organickych rozpustadiel.

Kombinacia dSPE s DLLME dava moznost’ prvého
extrakéného kroku s vyuzitim vhodnych sorbentov na se-
lektivnu extrakciu urcitej skupiny pesticidov. S vyhodou
sa kombinacia pouzila pri stanoveni neonikotinoidovych
insekticidov v obilninach'®.

5. Vyhody, obmedzenia a trendy rozvoja
mikroextrakénych technik

V poslednych rokoch doslo k narastu zaujmu
o mikroextrakéné techniky v multirezidualnej analyze
pesticidov. Trendy v Uprave vzoriek vedu k d’alSej minia-
turizécii a automatizacii a k pouzitiu bezrozpustadlovych
technik, zvySuje sa zdujem o Casovo nenaroc¢né techniky
a je snaha o zniZenie kontaminacie vzoriek pocas upravy.
SPME sa povazuje za §iroko akceptovanu techniku, v su-
casnej dobe sa sustred’'uje na vyvoj novych vlakien, ktoré
zvysuju citlivost’ tejto techniky®. Pri vyrobe novych vla-
kien sa vyuzivajua IL, MIP, ale aj kovové vlakna. V pripade
MEPS je limitacia vo variabilite sorbentov, ale dnesnej
dobe sa dostavaji do popredia tiez MIP, materialy
s obmedzenym pristupom (RAM), a nanomaterialy. Nevy-
hodou MEPS je zavislost’ vytaznosti pesticidov od rychlo-
sti nasdvania vzorky. T4to nevyhoda sa d4 odstranit’ Gpl-
nou automatizaciou MEPS. Vyhodou MEPS je casova
nendroc¢nost’ a pouzivanie malych mnoZstiev sorbentov
(1-4 mg). Na eluciu pesticidov postacuju malé objemy
extrakénych rozpustadiel. SBSE poskytuje podobné de-
tekéné limity ako MEPS, ale ¢asovo je ovel’a naroc¢nejSia
a automatizacia je komplikovanejsia.

DLLME je jedna z najnovSich mikroextrakénych
technik, ale aj napriek tomu v poslednych rokoch doslo
k mnohym vylepSeniam tejto techniky. S cielom odstranit’
nevyhodu tejto techniky, ktorou je pouZzivanie toxickych
chlorovanych rozpustadiel, sa zacali pouzivat extrakéné
rozpustadla s menSou hustotou ako voda, alebo IL. Vyho-
dou je aj moznost automatizaicie DLLME metody
v on-line spojeni s inStrumentalnou technikou. SDME
poskytuje vysoké predkoncentracné faktory, je jednoducha
a nezatazuje zivotné prostredie. Pre vysoku aplikovatel-
nost SDME je vyhodou vel’ka variabilita extrakénych roz-
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pustadiel a zacali sa pouZzivat aj IL, ktoré poskytuju stabil-
nejsie a véacsie kvapky. Nevyhodou tejto techniky je nizka
opakovatelnost” extrakcie, a pri velkej rychlosti mieSania

je kvapka extrakéného rozpustadla nestabilna'®’.

6. Zaver

V ostatnych rokoch bolo publikované zna¢né mnoz-
stvo vedeckych prac zaoberajucich sa novymi mikroex-
trakénymi technikami na pripravu réznych typov vzoriek
na stanovenie rezidui pesticidov. Nové techniky maji am-
biciu eliminovat’ nevyhody komer¢ne zavedenych metod
a priniest’ ekologicky rozmer analytickej metode, ktory sa
prejavuje najmd v znizeni objemu alebo optimalne
v elimindcii extrakénych ¢inidiel, v zniZeni tvorby toxic-
kych odpadov, v urychleni metddy, a moznosti automati-
zicie pri kombinovani predkoncentra¢nej a izolacnej tech-
niky s naslednou separa¢nou a detekénou technikou.

Dlhsie st v praxi etablované sorpéné mikroextrakéné
techniky, ktoré sa postupne vyvijaju ako formou realizécie,
tak aj novymi pristupmi k priprave selektivnejSieho
a ucinnejsieho sorpéného materialu. Nizka G¢innost SPME
sa postupne vylepsila mieSadlovou extrakciou, nevyhodou
vSak je velky Cas analyzy. Z klinickej praxe sa postupne
s vyhodou uvadzaju metédy mikroextrakcie sorbentom
naplnenym v mikrostrickacke alebo v $pic¢ke pipety, vyz-
namné uplatnenie ma najmaé pre Cistenie extraktov.

Burlivym rozvojom, ¢o sa tyka metodologickej stran-
ky, prechadzaju mikroextrakéné techniky s vyuzitim kva-
paliny na extrakciu. Vyznacuju sa takmer nulovou vstup-
nou investiciou a vysokou moznost'ou automatizacie. Mik-
roextrakcia jednou kvapkou je pouzitelna v ,headspace*
verzii najmi pre sledovanie prchavych latok, vo verzii
s ponorenim kvapky do vzorky prindSa moznost zakon-
centrovania pesticidov v primarnom extrakte. Disperzna
mikroextrakcia kvapalina-kvapalina je vyhodnou najmi
tam, kde je potrebny vyssi obohacovaci faktor. Vyznamna
je publikac¢na aktivita pri vyvoji metdéd kombinujicich
konvenéné metddy s mikroextrakénymi, ako vyznamné je
potrebné  predstavit spojenie metddy QuEChERS
a DLLME.

V blizkej budicnosti sa predpokladd vysokd vy-
skumna aktivita v oblasti vyvoja analytickych metod vyu-
zivajucich mikroextrakcie v oblasti extrakcie a stanovenia
rezidui pesticidov vo vzorkach potravin.

Praca bola podporovana Agenturou na podporu vy-
skumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢. SK-SRB-2016-0006,
Programom na podporu excelentnych timov mladych vy-
skumnikov STU a Programom na podporu mladych vedec-
kych pracovnikov STU.
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S. Hrouzkova, A. Szarka, and S. Zichova (Institute
of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical and Food
Technology, Slovak University of Technology in Bratisla-
va): Advances and Utilization of Microextraction Tech-
niques for Analysis of Pesticide Residues in Food

The paper deals with the progress and applicability of
microextraction methods in pesticide residues analysis.
The major common objectives of new microextraction
techniques are to isolate the analyte of interest from the
sample, to remove potential interferences from the sample
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matrix, and, if necessary, to increase the concentration of
the target compounds at a level detectable by the subse-
quent analytical instrumentation, with the special focus on
avoiding any toxic solvent or using it at low volumes only,
simplicity, ease of operation, and the ecological aspect of
the method. The techniques are classified according to the
main extraction principle to the liquid phase microextrac-
tions and those based on the sorption principle. Combina-
tions of conventional and microextraction techniques are
evaluated.



