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1. Uvod

Voda je esencialnou podmienkou zivota na Zemi a je
tak nevyhnutné kontrolovat’ jej kvalitu a stanovovat’ konta-
minujuce zlozky. Pesticidy a polyaromatické uhlovodiky
su priklady zlucenin, ktorymi je voda v réznych oblastiach
sveta Casto zneCistend. Pri detekcii a stanoveni tychto ana-
lytov vo vzorkach vody sa vsak stretdvame s problémom.
Nakol’ko polyaromatické uhl'ovodiky a mnoho pesticidov
vykazuju lipofilny charakter, ich koncentracia priamo vo
vzorkach vody je prili§ nizka. Vodné druhy kérovcov
a mikkysov, ale aj ryby sa tak pouzivaju ako indikatory
kvality vody. Tela tychto organizmov maju schopnost
lipofilné latky akumulovat’ a koncentrovat’ vo svojich tu-
kovych tkanivach. Korovce, mikkyse a ryby su zdrojom
nizkokalorickych bielkovin a ich nutri¢na hodnota je vyso-
ka. Prave kvoli tymto charakteristikdm su spominané orga-
nizmy okrem indikacie Cistoty ich biotopov aj ¢astym prv-
kom Tludskej stravy. V pripade pozivania kontaminova-
nych jedincov je konzument vystaveny karcinogénnym,
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mutagénnym, alebo inym negativnym vplyvom. V pripade
kontaminacie polyaromatickymi uhlovodikmi a intoxi-
kécie reziduami pesticidov moéZe dochadzat’ k naruSeniu
¢innosti endokrinného systému konzumenta, z ¢oho vyply-
va nutnost’ kontroly pritomnosti kontaminantov v jedlych
Castiach diskutovanych organizmov.

Cielom referatu je poskytnut’ literarny prehlad po-
znatkov uverejnenych v rozmedzi rokov 2015 az 2022,
ktoré boli prinosom v oblasti vyvoja alebo aplikacie analy-
tickych metdd na analyzu latok znecCistujicich zivotné
prostredie zameranych na pesticidy a polyaromatické uh-
lovodiky zo vzoriek kdrovcov a vodnych druhov makky-
Sov atiez ich zhodnotenie pre vstupné zorientovanie sa
Citatel'a v problematike. Praca sa v uvodnej kapitole venuje
korovecom a mékkySom, so zameranim sa na ich chemické
zlozenie, pretoze je to kIi¢om k potencialnym komplika-
ciam pocas analyzy. Nasledne sa vel'mi detailne diskutuju
rdzne sposoby pripravy tychto vzoriek na analyzu a inStru-
mentalna analyza extraktov, pricom sa hodnotia aj medze
detekcie analytickych metdd v stivislosti so spojenim chro-
matografie s roznymi detektormi. Prehlad je ukonceny
poukazanim na tie vyskumy, v ktorych vysledky pozitiv-
nych nalezov kontaminantov v realnych vzorkach vyvolali
obavy o zdravie konzumentov analyzovanych korovcov
a makkySov.

2. Korovce a makkySe

Koérovce a mikkyse st indikatory Cistoty prostredia,
v ktorom ziju a su tak Castou vzorkou environmentalnych
analyz. Korovce s miakkySmi predstavuju vel'mi komplex-
nl matricu, ktorej chemické zlozenie je pre vyvoj analytic-
kej metody a predovSetkym casti extrakcie a Cistenia ex-
traktu kI'icovym poznatkom. Chemické zloZenie tiel mék-
kySov a kérovcov je v mnohom podobné zloZeniu ryb'.
Zivogichy oboch spominanych skupin pozostivaju najméi
z vody, ktora moze tvorit’ az 80 % ich tiel’. Bielkoviny st
hlavnou zlozkou tiel ryb aj vodnych bezstavovcov a prijem
bielkovin prave z tychto organizmov modze podsobit’ pre-
ventivne pred kardiovaskularnymi chorobami'. Vo svalo-
vych tkanivach koérovcov a mikkySov rozpozndvame tri
druhy bielkovin. Myofibrilarne bielkoviny v telach vod-
nych bezstavovcov v najva¢Som mnozstve zastupuje para-
myozin a z celkového obsahu bielkovin st myofibrilarne
proteiny v tkanivach kérovcov a mikkySov zastupené az
na Grovni 75 % (cit."). Sarkoplazmatické bielkoviny pred-
stavuju az do 30 % celkového mnozstva bielkovin vod-
nych bezstavovcov'. Z vyznamne zastGipenych proteinov
v kérovcoch najdeme myoglobin. TaktiezZ su obsiahnuté
enzymy, ako rbézne oxydoreduktdzy, transferazy, fos-
forylazy a iné. Stromatické bielkoviny su triedou bielko-
vin, ktora tvori len priblizne 3 % vsetkych bielkovin svalo-
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vej hmoty ryb a vodnych bezstavovcov a ako priklad tych-
to bielkovin moézeme uviest' elastin a kolagén, ktoré sa
vyskytuji najmd v telach lastarnikov, konkrétne v ich
pruznych vizoch, ktoré umoziuju otvaranie a uzatvaranie
schranok’.

Tela korovcov a mékkySov pozostavaju iba z 3 %
tuku, ¢o je podstatne menej, ako je to pri telach ryb, nakol-
ko niektoré druhy ryb mdzu obsahovat’ az 13 % tuku z ich
celkovej hmotnosti'. MnozZstvo tuku viak zavisi najmi od
potravy, ktora jedince prijimaji. Zivodichy chované na
farmach su cCastokrat kfmené vysoko tukovou stravou
s cielom dosiahnut’ maximalnu velkost” jedincov, zatial’ ¢o
jedince tych istych druhov zijucich volne su podstatne
mensSie s mensim obsahom tuku. Tuky vodnych bezstavov-
cov, ale aj ryb, pozostavajil najmé z nasytenych mastnych
kyselin, v najvd¢som mnozstve zastipené kyselinou palmi-
tovou, no vo vel’kom mnozZstve je pritomné aj mononena-
sytena kyselina olejova. Cholesterol je podobne ako aj
u l'udi dolezitou zlozkou tiel ryb a vodnych bezstavovcov,
v ktorych tvori bunkové membrany ¢i nervové obaly a tiez
je zodpovedny za produkciu zlcovych kyselin.
V morskych rybach moze tvorit az 90 % vSetkych stero-
lov, zatial’ Co v telach korovcov a mékkysov je zastipeny
len na urovni 25 %, ¢o vyplyva z pritomnosti vysokej hla-
diny organickej kyseliny — taurinu, ktora v ich telach spo-
sobuje lepSiu degradaciu cholesterolu a vylu¢ovanie zl¢o-
vych kyselin'.

Morské plody su vo vSeobecnosti bohatym zdrojom
vitaminov a mineralov, ked’Ze aj samotné zivocichy potre-
buju tieto zlozky pre svoj vyvin a spravnu funkciu. Korov-
ce a méakkySe obsahuju najmé vo svojich vnutornostiach,
no v mensich koncentraciach aj v ich mése, vitaminy A, D
aE, avSak vneporovnatelne menSom mnozstve
v porovnani s ich koncentraciami v telach ryb. Vo vode
rozpustné vitaminy st distribuované v celom tele kdrovcov
a mékkySov. Vitaminy B1, B2 a B3 predstavuji az do 7 %
vSetkych pritomnych a o nieo mensSie zastipenie na urov-
ni 3 % zo vsetkych pritomnych vitaminov prislicha vita-
minom BS5 a B9. Vitamin B12, ktory je obsiahnuty vo vel-
kych koncentraciach najmid v mise cicavcov, je
v tkanivach niektorych mékkySov, hlavne z triedy Lastar-
niky, obsiahnuty az na urovni 18 % zo vsetkych pritom-
nych vitaminov®.

Z literarneho prehladu je zrejmé, Ze najCastejSie ana-
lyzovanymi kérovcami su rozne druhy kreviet. Krevety su
kozmopolitné zZivocichy a je teda vhodné vyvijat’ metody
na ich analyzu, nakol’ko mozu byt aplikované celosvetovo.
Podobne je to aj pri analyze mékkySov. Prave mensie dru-
hy ako skl'abky, ustrice, musle, ¢i slimaky st relevantnymi
vzorkami. Ich populacia je velkd a pohybuji sa pomaly
alebo vobec sa nepohybuju, ¢o zjednodusuje vzorkovanie.
Mensie druhy korovcov a mikkysov sa analyzuju s cielom
hodnotit’ kvalitu komplexnych vodnych biotopov, nakol’ko
je relativne jednoduché odobrat’ vel'a vzorky. Vacsie druhy
mékkySov a kérovcov ako homare, raky ¢i chobotnice sa
vzorkuju zlozitejsie, nakol’ko ich populacia je mala, mézu
sa pohybovat’ vel'mi rychlo, v pripade chobotnic az reak-
tivne a v porovnani s krevetami ¢i muslami a ustricami sa
zvy&ajne vyskytuju vo vacsich hibkach. Spomenuté vicsie
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druhy mikkysov a korovcov st ¢asto konzumované najma
v primorskych oblastiach a cielom analyz tychto vzoriek
je najmi kontrolovat’ ich kvalitu ako potraviny. Prehl'ad
analyzovanych vzoriek s prisluSnymi referenciami je su-
marizovany v tab. L.

3. Metody pripravy vzorky

Koérovece a mikkySe predstavuji komplexné vzorky
a priprava na samotnu pristrojovu analyzu musi zohl'adnit’
fakt, Ze extrakty je potrebné cielene Cistit’ od interferencii.
Vzorky sa v prvom kroku vzdy homogenizuju s cielom
zvysit povrch vzorky a ndsledne tak dosiahnut' vysSiu
ucinnost’ extrakcie. SuSenie mrazom alebo lyofilizacia je
tiez Castym krokom predupravy vzoriek, ktory je zaradeny
eSte pred homogenizaciu. Vysledkom lyofilizacie je vzor-
ka, ktord je lepSie homogenizovatelna, skladovatelna
a trvanlivejSia. Z homogenatu sa extrahuju cielové analyty
a prvotny extrakt sa kvoli komplikovanosti vzoriek musi
precistit, ¢o modze prebiehat réznymi spdsobmi
a technikami.

3.1. Priprava na extrakciu

Homogenizaciou sa ziskava vzorka, ktorej chemické
zlozenie je rovnaké v kazdej jej cCasti, Co sa realizuje
v zariadeniach, ktoré homogenizaciu zabezpecuju mecha-
nickym rozruSovanim. Na homogenizéaciu vzoriek kérov-
cov a mikkysov sa pouzivaju zariadenia, ktoré homogeni-
zaciu vzorky dosahuju jej mletim, drvenim ¢i rezanim na
menSie Casti, avSak pre dokonali homogenizaciu je Casto
nutné pouzit’ kombinaciu homogenizacnych metod, ktoré
sa kombinuji s obCasnym chladenim homogenizacného
pristroja ako aj homogenatu s cielom chranit’ vzorku pred
tepelnou degradaciou.

Lyofilizacia alebo suSenie mrazom sa aplikuje pred
homogenizaciou vzoriek. Lyofilizovanim vzoriek sa pred-
chadza degradacii zloziek, ktoré su tepelne nestabilné.
Ochratiuju sa tak svalové tkaniva a bielkoviny v nich, no
lyofilizovanim vzorky sa zabezpeCuje aj jej sterilita
a stabilita, ¢o napomaha v d’al§ich krokoch analyzy. Pro-
ces suSenia mrazom mozeme rozdelit do troch krokov,
ktorymi st fdza mrazenia, sublimacie a faza desorpcie. Vo
faze mrazenia je cielom dosiahnut zmrazenie vody pri-
tomnej vo vzorke. Voda je vo vzorkach pritomna ako roz-
tok a nie ako chemické individuum, preto je potrebné
vzorku chladit’ na teplotu nizsiu ako je bod topenia vody.
Faza sublimacie tieZ oznaCovand ako primarne susSenie
aplikuje nizky tlak pomocou vékua, ¢im sa vytvoria pod-
mienky pre sublimaciu. Kry$taly zmrazenej vody vytvore-
né v prvej faze procesu sublimuju a vysledkom st mikro-
skopické kanaliky a dutiny vo vzorke. Vzorka sa tak stava
krehkejsia, ¢o d’alej ulahcuje nasledovni homogenizaciu.
Studeny povrch kondenzatora poskytuje povrch pre desub-
limaciu par kvapaliny, ¢im odstraiiuje pary vody
z lyofiliza¢nej komory a umoznuje tak prestup d’alsich par
z povrchu vzorky. V poslednom kroku s ndzvom desorp-
¢na faza alebo sekundarne susenie, sa teplota vzorky oproti
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Tabulka I
QuEChERS postup pripravy vzoriek kdrovcov a miakkysov
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analyticka metoda LOD, LOQ Lit.
66 pesticidov  krevety 1. HOMOG LC-MS/MS LOD <5 pgkg™! 3
(blizsie neuréené) 2. E: QuEChERS: kolona: XSELECT HSS Cig LOQ <10 ugkg™
CH;COONNH,4, Na,EDTA, MEF: voda(HCOOH)/MeOH
ACN, CH;COONa (HCOOH-+octan aménny)
d-SPE: PSA, C3 ionizacia: ESI
3. filtracia (PVDF) analyzator: QqQ, SIM
18 OPP biele, obrovské 1. HOMOG LC-MS/MS, GC-MS/MS LOQ=5ngg" 4
rie¢ne, obrovské 2. extrakcia, Cistenie: ionizacia: ESI
tigrie krevety QuEChERS, d-SPE analyzator: QqQ, SIM
84 PCB, OCP  musle, $kl'abky 1. HOMOG GC-MS/MS LOQ=0,01-9,02 5
2. extrakcia, Cistenie kolona: DB-5 pg kg™
QuEChERS: davkovanie: splitless
hexan:aceton+voda, MgSQO,, analyzator: QqQ, DMRM
NaCl
d-SPE: PSA, MgSO,, MIPs
3. Cistenie supernatantu:
filtracia
59 POP rozne krevety 1. HOMOG. LPGC-MS/MS, HPLC-MS/MS LOD<5ngg" 6
(blizSie neuréené) 2. extrakcia,Cistenie: kolony: Supelco SLBTM-5 ms,
QuEChERS: ACN, RP ODS3
HCOONH, davkovanie: PTV
d-SPE+in-vial fil: MgSO,;,  MF: HCOOH/MeCN
PSA, Cys, Z-Sep ionizacia: EI, ESI
analyzator: QqQ, MRM
imidakloprid krevety 1. HOMOG s ACN LC-MS LOD=09 ngg' 7
(Metapenaeus 2. extrakcia, Cistenie: koléna: RP-Cg LOQ=27 ngg’
macleayi) QuEChERS: ACN, Q-Sep MEF: (voda+TFA), (ACN+TFA)
d-SPE: MgSO,, PSA ionizacia: ESI
imidakloprid krevety 1. HOMOG s ACN HPLC-MS LOD=03 ngml' 8
(Panaeus monodon) 2. extrakcia, Cistenie: kolona: fenyl/hexyl LOQ=1 ngml™
QuEChERS: ACN, Q-Sep MF: (voda+TFA), (ACN+TFA)
d-SPE: MgSO,, PSA ionizacia: ESI
analyzator: SQ, SIM
Fenobukarb krevety 1.HOMOG LC-MS/MS LOD=0,7 pgkg' 9
(aj vajcia, mlieko, 2. extrakcia, Cistenie: koléna: RP-Cg LOQ=2 pgkg™
maso) QuEChERS: (ACN+TFA),  MF: voda(HCOOH/octan
NaCl, SCTD, SCDS amoénny)
d-SPE: MgSOy Cys MeOH(HCOOG/octn aménny)
ionizacia: ESI
analyzator: QqQ, MRM
19 OCP krevety (blizsie 1. HOMOG GC-ECD LOD=3-9ngkg" 10
neuréené) 2. extrakcia, Cistenie: koléna: RTX-CL

QuEChERS: ACN, MgSOy,,
NaCl
d-SPE: PSA, MgSO,

davkovanie: splitless
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Tabulka I
Pokracovanie
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analytickd metoda LOD, LOQ Lit.
76 herbicidov  ustrice 1. HOMOG LC-MS/MS, GC-MS/MS LOQ<5 ngg 11
(Crassostrea gigas) 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie: splitless
Skl'abky (Meretrix QuEChERS: ACN ionizacia: ESI, EI
lusoria, Corbicula  d-SPE analyzator: QqQ, MRM
fluminea)
60 pesticidov  raky, krevety 1. HOMOG HPLC-MS/MS LOD=0,4-10ng g’ 12
2. extrakcia, Cistenie: kolona: RP-C g LOQ=1-16ng g’1
QuEChERS: ACN, NaCl MF: ACN/HCOOH
d-SPE: PSA ionizacia: ESI
analyzator: QqQ, MRM
6 diacyl- krab (Eriocheir 1. HOMOG mésa LC-MS/MS LOD =0,38-0,96 13
hydrazinovych sinensis) a pohlavnych zliaz (krab), kolona: Hypersil Gold Cg ngg’
insekticidov krevety (Panaeus =~ homogenizacia krevety MF: CH;COOH/ACN LOQ =1,27-3,20
vannamei) 2. exktrakcia Cistenie: ionizacia: ESI ngg’
QuEChERS: analyzator: QqQ, MRM
ACN, MgS0O4 NaCl,
dispergator, hexan
d-SPE: PSA,C18
20 pesticidov ~ krevety 1. HOMOG LC-MS/MS LOQ<5 ngg" 14
(blizsie neurcené) 2 extrakcia, Cistenie: kolona: Phenomenex Luna Cg
QuEChERS MF: (HCOOH+voda)/
EDTA 0,1M, CH;COONH,; (HCOOH+ACN)
(pufor), ACN, NaCl ionizécia: ESI
dSPE: PSA, MgS0,, C18 analyzator: QqQ, MRM
Imidakloprid krevety 1. HOMOG LC-DAD/MS LOD=1 ngml™ 15
(Saccostrea), ustrice 2. QUEChERS: ACN, Q-Sep kolona: Zorbax Cg LOQ=3,7 ngml
MF: (voda+TFA)/(ACN+TFA)
ionizacia: ESI
analyzator: SQ, SIM
PAH krevety 1. HOMOG susenych kreviet kvantitativna analyza: LOD=1,52,1ngg" 16

(Gammarus pulex)

2. extrakcia, Cistenie:
QuEChERS: MiliQ, ACN,
MgSO,, NaCl

d-SPE: MgSO4, C]g
DLLME: NaHCO;, CHCl,
H,SOy4 clean up: H,SO,
pridané k odobratej
sedimentovej faze, ruéné

pretrepanie, pridanie hexanu

GC-MS/MS

kolona: 2x15 m kapilarne
kolony pripravené rozdelenim
kolony (30 m) selektivnej na
PAH

davkovanie: pulzny splitless
ionizacia: EI

analyzator: QqQ, pseudo MRM

kvalitativna analyza:
GC-MS

koléna: 2x15 m identické
HP-5MS

davkovanie: PTV, TDU,
splitless

ionizacia: EI

analyzator: Q, FS

LOQ=4,7-63ngg"

Pozn. ACN — acetonitril, C18 — silikagél modifikovany oktadecylsilanom, DLLME — disperzna mikroextrakcia kvapalina-
kvapalina, dSPE — disperzna extrakcia tuhou fazou, HOMOG — homogenizacia, OCP — organochlérované pesticidy, OPP —
organofosforeéné pesticidy, PCB — polychlérované bifenyly, POP — perzistentné organické polutanty, PSA — slikagél modi-
fikovany funkénymi skupindmi primarnych a sekundarnych aminov, Q-Sep — extrakény set na QUEChERS
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2. faze procesu zvysi, ¢im sa dosiahne rozbitie vdzieb me-
dzi molekulami kvapaliny a vzorkou.

NajjednoduchSie sa lyofilizdcia realizuje pomocou
velkych krystalov, ktorych vznik sa d4 dosiahnut' poma-
lym mrazenim alebo chladenim. V pripade biologickych
vzoriek su velké krystaly nevyhodné, pretoze méZu naru-
Sat’ bunkovl stenu, apreto proces mrazenia koérovcov
a mikkySov prebieha vel'mi rychlo.

3.2. Procediira QuEChERS

Koncepcia pripravy vzorky na analyzu s ndzvom
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and
Safe, jedna sa o akronym slov: rychla, jednoducha, lacna,
ucinna, robustna a bezpecnd) je najCastejSie pouzivanou
extrakénou technikou pripravy vzorieck koérovcov
a mikky3ov s cielom detekcie a stanovenia pesticidov’ ">,
ale aj polyaromatickych uhlovodikov'®, polychlérovanych
bifenylov (PCB)® a celej skupiny perzistentnych organic-
kych polutantov (POP)®. Postup pripravy vzoriek QuE-
ChERS je vsulade s poziadavkami zelenej analytickej
chémie, ked’ze QUEChERS vyuziva len malé objemy ex-
trakénych rozpustadiel a chlorované rozpustadla sa pri
tejto metdde nepouzivajii vobec. NajcastejSie pouzivanym
rozpustadlom pri extrakcii pesticidov z homogenatov ko-
rovcov a mikkysov je acetonitril>* %% ktory je vieo-
becne najdominantnej$im extrakénym rozpustadlom QuE-
ChERS postupu, pretoze poskytuje najcistejSie extrakty
v porovnani s d’al$imi bezne dostupnymi rozpustadlami
aje vhodny na davkovanie v plynovej chromatografii.
QuEChERS postup pripravy vzoriek vodnych bezstavov-
cov bol tiez realizovany extrakénou zmesou hexanu
aacetonu v pomere 1:9 s pridavkom destilovanej vody’
alebo aj 0,1 % roztokom kyseliny trifluéroctovej
v acetonitrile’. Pouzitd bola aj modifikdcia QuEChERS
spoCivajtca v pridani timivého roztoku do zndmeho postu-
pu. Homogenat vzorky sa najprv vortexuje spolu so sus-
penziou tlmivého roztoku octanu a soli kyseliny etyléndia-
mintetraoctovej a az nasledne je k tejto zmesi pridavané
extrﬁkéné ¢inidlo (ACN) a to uz priamo s extrakénou so-
Lou'™.

Dalsim krokom QuEChERS postupu pripravy vzoriek
je pridanie extrakénych soli, ktoré zabezpecuju oddelenie
vodnej aorganickej fazy. Pri ziskavani extraktov
z kdrovcov a mékkySov sa na oddelenie faz pridavaju soli
NaCl a MgSO,. Extrakéné soli ako dihydrat citrénanu
trisodného (SCTD) a seskvihydrat disodnej soli kyseliny
citronovej (SCDS), pripadne ich zmes je mozné pouzit
namiesto pufrov v pripade potreby stabilizacie pH (cit.”).
V pripade originalneho QUEChERS postupu, ktory nevyu-
ziva tlmenie, sa Casto uplatiiuje Q-Sep komercna sol’ origi-
nalneho QUEChERS kitu. Balenie obsahuje presne navaze-
ni zmes soli NaCl a MgSQ,, ¢im sa praca spresiiuje
a zjednoduguje”®".

QuEChERS extrakty kdrovcov a mikkysov st nésled-
ne Cistené pomocou réznych sorbentov aich zmesami
postupom Cistenia extraktov zndmym ako disperzna ex-
trakcia tuhou fazou (d-SPE). Metdéda d-SPE je v porovnani
s klasickou SPE omnoho rychlejsia a naviac pouziva me-
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nej extrakéného Cinidla. Princip Cistenia spociva
v disperzii tuhého sorbentu priamo vo vzorke/v extrakte.
Po disperzii je sorbent zo vzorky izolovany pomocou cen-
trifugy alebo filtracie. NajCastejSie pouzivanymi sorbentmi
je PSA (silikagél s fixovanou primarnou/sekundarnou ami-
novou funkénou skupinou) a C18 (silkagél modifikovany
oktadecylsilanom), avsak kvoli komplexnosti vzorky sa
takmer stale pouziva zmes viacerych sorbentov. Pouzitie
samotného PSA alebo jeho kombinacia s MgSO, poskytu-
je dostatocne Cisté extrakty vzoriek, ktorych matrica neob-
sahuje vysoké percento tuku*'"!'2. Touto matricou st
zvy€ajne volne Zijuce krevety a v pripade vel'mi chu-
dého druhu kreviet je mozné krok Cistenia prvotného
QuEChERS extraktu uplne vynechat''®. Pri tukovych vzor-
kach je vhodné pouzit zmes PSA aCl8, ale aj zmes
MgSO,, PSA, C18 aZ-Sep (silikagél modifikovany oxi-
dom zirkoniCitym), ked’ze Cistenie zmesami tychto sorben-
tov sa javi byt najefektivnejSie pri eliminacii tukovych
interferentov®. V pripade &istenia extraktu QuEChERS
ziskaného extrakénou zmesou hexanu a acetonu sa uplatni-
lo aj Cdistenie zmesou MgSO, so sorbentmi PSA
a selektivnym sorbentom tvorenym  polymérom
s odtlackom molekuly MIP (molecularly imprinted poly-
mer) v pomere 3:1:1(cit.’).

Osobitnu pozornost si vyzaduje metéda Cistenia
d-SPE v spojeni s filtraciou vo vialke (d-SPE + in-vial
filtration), ktora bola vyvinutd a aplikovand na vzorky
kreviet s cielom detegovat’ 59 organickych perzistentnych
polutantov®. Na obr. 1 je zobrazeny postup tejto procediry,
ktora vyrazne zjednoduSuje a urychluje pripravu vzorky.
V prvom kroku sa k sorbentu, ktory je pripraveny vo vial-
ke, prida primdrny QuEChERS extrakt. Filtra¢ny piest sa
zatlaci do polovice vysky vialky a obsah sa pretrepava po
dobu 30 sekind. Piest sa nakoniec zatlaci Uplne, ¢im sa
ziska filtrovany extrakt vhodny na in§trumentalnu analyzu.

Nagyovéa aspol.'® predstavili spojenie QuEChERS
a disperznej mikroextrakcie v systéme kvapalina-kvapalina
(DLLME) a tiez pouzili roztok kyseliny sirovej na Gpravu
extraktu DLLME. Ako prvd bola aplikovand originalna
acetonitrilovd metéda QuEChERS spolu s klasickou
d-SPE. Po odskusani sorbentov C18, PSA aich zmesi
spolu s MgSO, bola pre krok disperznej extrakcie tuhou
fazou vybrana zmes sorbentov C18 a MgSO,. DLLME

Obr. 1. Postup disperznej extrakcie tuhou fazou d-SPE
v kombinacii s in vial filtraciou. (Farebna verzia obrazku je
k dispozicii na webovej stranke Chemickych listov)
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Tabul’ka II
Soxhletova extrakcia ako metdda pripravy vzoriek kdrovcov a mikkysov
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analyticka metoda LOD, LOQ Lit.
Sklabky 1.LYO, HOMOG HPLC - DAD LOD =0,07-0,16 ng g' 17
PAH (Ruditapes 2. extrakcia, Cistenie: kolona: RP-C g
philippinarum) SoxE: DCM:aceton, Na,SOs MF: voda, ACN
SPE: PSA,DCM:hexan
PAH krevety (Panaecus 1. HOMOG mrazenych GC-FID neuvedené 18
monodon) vzoriek (pridavok acetonu  kolona: HP-5890
kraby (Uca a Na,SOy)
tangeri) 2. extrakcia: SoxE
(DCM:hexan)
8 OCP, krevety 1.LYO GC-MS/MS LOQ =0,008-0,028 19
7 PAH, (Parapenaeus, 2. extrakcia, Cistenie: kolona: BPX5 ng g’1
18 PCB Penaeus), SoxE: DCM ionizacia: EI
musle GCP: cyklohexan/etylacetat analyzator: QqQ
(Mytilusgallo
provincialis),
chobotnica
(Octopus
vulgaris)
kalamare
(Teuthida)
OCP, PCB krevety 1.LYO, HOMOG s Na,SO, GC — blizsie neuréené neuvedené 20
(Exopalaemon 2. extrakcia:
carinicauda) SoxE: hexan/aceton
musle 3. Cistenie:
(Mactra kolona (silikagél,alumina)
veneriformis, elucny roztok (DCM:hexan)
Meretrix
meretrix)
EDC Sklabky 1.LYO, HOMOG GC-MS/MS neuvedené 21
(PCB, PBDE, (Ruditapes 2. extrakcia: davkovac: PTV
DDT) philippinarum) SoxE: hexan/aceton kolona: SMS
3. Cistenie: ionizacia: EI
kolona (kysly silikagél, analyzator: QqQ
Florisil)
elucny roztok (DCM:hexan)
PCB, OCP Sklabky, musle 1. LYO, HOMOG GC-ECD LOD =0,01-0,03ng g "' 22
2. extrakcia: kolona: DBS

SoxE: (hexan:aceton)

3. Cistenie:

kolona (silikagél, alumina;
Florisil)

eluény roztok
(hexan:aceton, hexan)

Pozn. ACN — acetonitril, DCM — dichlérmetan, EDC — endokrinne disrupéné chemikalie, GCP — gélova permeacnd chromatogra-
fia, HOMOG — homogenizacia, LYO — lyofilizacia, OCP — organochlérované pesticidy, OPP — organofosfore¢né pesticidy, PBDE
— polybrémované difenylétery, PCB — polychlérované bifenyly, POP — perzistentné organické polutanty, PSA — silikagél
s funkénymi skupinami primarnych a sekundarnych aminov, SoxE — Soxhletova extrakcia, SPE — extrakcia tuhou fazou

a uprava extraktu roztokom kyseliny sirovej boli aplikova-
né scielom precistit extrakt, vymenit rozpustadlo
a zakoncentrovat’ extrakt bez toho, aby bolo potrebné roz-
pustadlo odparovat. Ako disperzné rozpustadlo sa pouzil
chloroform. Aby sa predislo rozkladu niektorych polyaro-
matickych uhl'ovodikov, bolo nutné zvolit' Gpravu chloro-
formového DLLME extraktu pomocou roztoku H,SO,. Po
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skusani roztokov kyseliny sirovej s roznymi koncentracia-
mi bol za optimalny zvoleny 0,1 M H,SO,4, nakolko sa
zistilo, Ze ma pozitivny vplyv na potlacanie matricovych
efektov a pri tvoreni fazy sedimentu sa ucinne uvolfuju
cielové analyty.

Postup QuEChERS extrakcii s prehladom relevant-
nych detailov analytickej metddy vratane prehl'adu vzoriek
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a tiez medzi detekcie ziskanych danou metédou sumarizu-
jetab. L.

3.3. Soxhletova extrakcia

Soxhletova extrakcia je jednoducha a efektivna me-
toda extrakcie, ktorou sa mozu extrahovat najréznejSie
tuhé vzorky, ako st aj zivocisne tkaniva. Extrakcia sa odo-
hrava v Soxhletovom extraktore, ktory pozostava
z destilacnej banky ulozenej na vari€i, extrakénej nadobky
so vzorkou a chladi¢a. Pary extrak¢ného ¢inidla uvolnené-
ho varom v destilacnej banke kondenzujii v chladici
a pretekaju do extrakénej nadoby so vzorkou, z ktorej ex-
trahuju jej zlozky. Po naplneni nadobky roztok extrahova-
nych latok pretecie cez spétny prepad — naspét’ do varnej
banky. Extrahované analyty sa uz nasledne z roztoku ne-
odparuju. Odparuje sa len Cisté rozpustadlo, Co umoziuje
opakovanie procesu extrakcie s d’alSou davkou cistého
extrakéného Cinidla. Soxhletova extrakcia je vel'mi ucinna,
zéroven viak zdlhava a pouziva relativne velké objemy
rozpustadla, ktoré je spravidla v naslednom kroku potreb-
né odstranit’.

Soxhletovou extrakciou sa pripravuju vzorky korov-
cov a mikkysov s cielom detekcie hlavne polyaromatic-
kych uhlovodikov'”™", ale aj organochlérovanych pestici-
dov, polychlérovanych bifenylov'** a zlutenin radenych
do skupiny disruptorov hormonalneho systému?®'. Pouziva-
ju sa rozne extrakéné rozpustadla aich zmesi, ktoré sa
volia tak, aby mali vysoku afinitu k analytu a naopak nizku
afinitu k matrici. Pri izolécii cielovych analytov sa pouZi-
va zmes hexanu aacetéonu v réznych pomeroch®®??, sa-
motny dichlérmetan'®, ale aj jeho zmesi s acetonom'” &i
hexanom'®, Prehl'ad met6d je sumarizovany v tab. II.

Na Cdistenie extraktov po realizdcii Soxhletovej ex-
trakcie vzoriek korovcov a mikkySov boli najCastejSie
pouzité metddy stipcovej chromatografie a SPE. Uvolne-
nie kontaminantov z kolénok sa realizuje vhodnymi roz-
pustadlami. Pri potrebe oddelit’ polarne aj nepolarne latky
z extraktov boli pouzité kolonky naplnené zmesou deakti-
vovaného silikagélu a aluminy, alebo Florisilu, ktoré latky
zadrzia a nasledne st eluované zmesami elucnych ¢inidiel
s vhodnou polaritou”®*. Podobne ako pri &isteni QuE-
ChERS extraktov poskytol PSA dobré vysledky aj pri Cis-
teni Soxhletovych extraktov, aviak v rezime SPE (cit."”).
Gélova permeacna chromatografia je konvenéna metdda
Cistenia vzoriek s velkym obsahom tuku a ucinne bola
pouzita nie len pri Cisteni extraktov Soxhletovej extrak-
cie'®, ale aj pri extraktoch mikrovinne podporenej extrak-
cie, ultrazvukom podporenej extrakcie a extrakcie kvapali-
na-kvapalina, ktorych vyuzitie pri priprave vzoriek korov-
cov a mikkysov na analyzu je diskutované v nasledujiicej
podkapitole.

3.4. Dal3ie metddy extrakcie

Prehlad dalSich metéd na extrakciu korovcov
a mikkysSov sumarizuje prehlad v tab. III. Extrakcia kva-
palina-kvapalina (LLE) je jedna znajviac pouzivanych
extrakcii vSeobecne asvoje vyuzitie ma aj pri analyze
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organickych latok v korovcoch a maikkySoch. Ide
o metodu, kedy sa rozpustena latka — analyt — rozdeluje
medzi dve kvapaliny, ktoré sa navzajom nemieSaji. Tato
technika bola pouzitd pri izolovani polyaromatickych uh-
Tovodikov®?*, na multirezidualnu analyzu disruptorov
endokrinného systému a farmaceutik® ako aj roznych tried
pesticidov?®. Pre LLE sa pouzivaju rdzne extrahovadla,
ktoré mozu byt obdobné ako pri Soxhletovej extrakeii®*?,
alebo staci k vzorke obsahujicej vodu pridat organické
rozpustadlo ako napr. etylacetait23 . Pouzita bola taktiez
extrakéna zmes rozpuitadiel acetonitrilu s metanolom®.
Pri extrakcii sa pre lepSie oddelenie faz pouZzivaju extrakc-
né soli podobne ako v QUEChERS extrakcidch. Pri pripra-
ve vzorky na LLE extrakciu je mozné vzorku homogenizo-
vat’ priamo s extrakénou solou®’. Cistenie extraktov po
extrakcii kvapalina-kvapalina prebieha v kolonkach naj-
Castejie naplnenej silikagélom™, ale Gi¢innym je aj pristup
Cistenia extraktu vo filtracnom lieviku cez vrstvu sklenej
vaty’* a v pripade prili§ zneéisteného extraktu pouZitie uz
spomenutej gélovej permeaénej chromatografie™.

Ultrazvukom (UAE)*™° a mikrovlnngm Ziarenim
(MAE)*" podporené extrakcie vo vieobecnosti poskytuju
vytaznosti priblizne rovnaké ako LLE, avSak v kratSom
Case. Je teda prirodzené, ze nasli uplatnenie v pripade ana-
lyz korovcov a mikkySov. Sorbent LiChrolut®EN je ko-
mercny produkt, ktory sa vyznacuje vysokou adsorpcnou
kapacitou na polarne latky a jeho pouzitim na Cistenie
UAE extraktu pomocou prictokovej metddy SPE sa pri
analyze inStrumentaciou GC-MS dosahuje vytaznost az
96 % (cit.”®). V pripade Cistenia extraktov vzoriek ziska-
nych tymito extrakénymi mechanizmami bolo reportované
pouzitie gélovej permeacnej chromatografie s napliiou
BioBead, ¢o je nepolarny styrén-divinylbenzénovy gél,
ktory sa pouziva predovSetkym na Cistenie extraktov mat-
ric s vysokym obsahom tuku®**'. Urychlena extrakcia roz-
pustadlom (ASE — Accelerated Solvent Extraction) je
v porovnani s LLE blizSie ku kritériam zelenej analytickej
chémie, nakol’ko tlak a teplota, ktora je pri extrakcii apli-
kovana, nielen urychl'uje proces, ale vyzaduje sa pouzitie
menSieho objemu rozpustadla ako pri klasickej LLE. ASE
sa pouzila pri extrakcii celej skupiny POP latok™ a pri
extrakcii PAH (cit.*®) pomocou klasickych organickych
rozpustadiel, pouzivanych pri LLE extrakciach.

Disperzia matrice vzorky na tuhej faze (MSPD) je
metdda extrakcie, ktord vyuziva disperziu zloziek vzorky
na tuhej faze sorbentu pomocou mechanického roztierania
vzorky so sorbentom v trecej miske. Pri priprave vzoriek
korovcov a mikkysov bola aplikovana na analyzu POP
zlG¢enin s pouzitim aktivneho silikagélu s eluénym ¢inid-
lom — dichlormetanom®”.

Pri izolacii PAH latok z kérovcov a méakkysSov je tiez
mozné pouzit extrakciu s predradenym zmydeliovanim,
pri ktorej sa homogenat vzorky zahrieva v banke spolu
s alkoholovym roztokom hydroxidu aaz nasledne sa
v deliacom lieviku takto zahriaty roztok pretrepava spolu
s organickym rozpustadlom. Takto ziskané extrakty su
pomerne dost’ znelistené aje nevyhnutné precistit’ ich
viacerymi sorbentmi**.
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Tabulka III
Iné sposoby extrakcii pouzivané pri priprave vzoriek kdrovcov a miakkySov
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analytickd metdda LOD, LOQ Lit.
PAH Krevety 1. HOMOG, LYO GC-FID + Trace GC-MS neuvedené 23
(Macrobrachium 2. extrakcia: davkovanie: splitless
felicinum) LLE: etylacetat, voda, koléna: ZB-5MS
MgSO4, NaCl ionizacia: EI
3. Cistenie extraktu: analyzator: SQ, SIM
Mini-column Silica
eluény roztok:
(hexan:DCM)
PAH Kraby 1. HOMOG s Na,SO, GC-MS LOD =0,02-30 24
(Callinectes amni- 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie: splitless mg kg
cola) LLE (DCM:hexan), filtracia kolona: Fused silica kapilar-
Krevety v lieviku (siran sodny, na koléna
(Penacus notialis)  sklena vata), ionizacia: EI
3. Cistenie (vyrobena analyzator: SQ, SIM
koldna, sklena vata,
silikagél, Na,SOy)
44 EDC, PhAC Musle 1. HOMOG LC-MS/MS LOD<1ngg" 25
(Perna viridis), 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie:
Sklabky LLE: ACN/MeOH kolona: SB-C18
(Polymesoda ionizacia: ESI
expansa) analyzator: QqQ, MRM
OCP, OPP, kar-  Krevety 1. strihanie noznicami GC-MS, GC-FID LOD=10ngg" 26
bamaty, pyretroidy (Penaeus indicus, z nehrdzavejicej ocele, davkovanie: splitless
Metapenaeus HOMOG koldna: SMS
monoceros, 2. extrakcia: LLE (DCM,  ionizacia: EI
M. monoceros, cyklohexan) analyzator: SQ, SIM
P. semisulcatus, 3. Cistenie: SEC
P. indicus) (etylacetat:cyklohexan)
16 krevety 1. HOMOG HPLC - FLD, LOD=23ngg"’ 27
PAH (Metapenaeus s Na,SO4, MgSO,4 UV-Vis
affinis, Penaeus 2. extrakcia: UAE kolona: kapilarna, blizsie
semisculatus) (hexan:aceton) neurcena
3. &istenie: stipcova
chromatografia (Silikagél,
Na,S0y) eluény roztok
(hexan:DCM)
24 EDC sépie (Sepia lyci- 1. HOMOG GC-MS LOD =0,5-20ng kg™ 28
das) 2. extrakcia, Cistenie: UAE  davkovanie: splitless
chobotnice (ACN) kolona: DB-5MS
(Octopus vulgaris) kontinualna SPE (PTFE ionizacia: EI
krevety (Crangon  vyrobena koldona, LiChrolut analyzator: SQ, SIM
crangon) sorbent)

varené krevety
(Panaeus kerathu-
rus)

peceny krab
(Carcinus maenas)
musle (Mytillus
galloprovincialis)
musle (Ruditapes
decussatus)

ustrice (Crassostrea

gigas)
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Tabulka III
Pokracovanie
Analyty Vzorka Priprava vzorky Analytickd metdda LOD, LOQ Lit.
89 POP, EDC Sklabky 1. HOMOG s Na,SO4 GC-MS/MS LOD=0,9-33 ngg' 29
2. extrakcia: UAE koléna: DB5-MS, HT5-MS
(DCM:hexan) ionizacia: EI
3. Cistenie: analyzator: QqQ, MRM
GPC (Bio-Beads, LC-MS/MS:
DCM-hexan) koléna: ZORBAX Eclipse
75% pre GC, 25% pre LC  Plus C18
GC: Florisil, DCM:hexan =~ MF: MiliQ/(ACN:MeOH)
LC: filtracia v strickacke  ionizacia: ESI
15 PAH krevety, kraby 1. HOMOG GC-FID neuvedené 30
2. extrakcia: UAE blizsie neurcené
(hexan:DCM),
filtracia organickej vrstvy
cez lievik s vrstvou
(NaZSO4)
3. ¢istenie: sklena kolona
(aktivna a neutralna
Alumina),
eluény roztok (hexan:DCM)
OCP krevety 1.LYO, HOMOG GC-MS LOD (DDD, DDT)= 31
(Leander modestus 2. extrakcia, Cistenie: davkovanie: splitless 5ngg’
Heller), MAE, filtracia za znizeného kolona: HP5 LOD (in¢ OCPs) <1
slimaky tlaku, GPC (BioBead) ionizacia: EI ngg’
(Cipangopaludina  elu¢ny roztok analyzator: SQ, SIM
chinensis) (etylacetat:hexan), SPE
(silikagél, DCM:hexan —
eluény roztok)
POP ustrice 1.LYO, HOMOG PAH: GC-MS 32
(10 PCB, 4 PBDE, 2. extrakcia: ASE —DCM  davkovanie: splitless LOD=0,1-02ngg"
13 OCP) 3. ¢istenie PAH: Al,O3 kolona: HP-5 LOQ=03-0,6ngg"
29 PAH a silikagél mikrokolona, ionizacia: EI
eluény roztok analyzator: SQ, SIM
(DCM:pentan) PCB, PBDE, OCPs
4. ¢istenie POP: kysly GC-ECD
silikagél a sklenené davkovanie: splitless
perlicky v extrakénych kolona: HP-5
bunkach
16 PAH krevety 1.LYO, HOMOG GC-MS LOD =0,57-2,96 33
slimaky 2. extrakcia: ASE davkovanie: splitless ngg’
musle (DCM:Hexan) koléna: HP-5MS
3. Cistenie: silikagél- ionizacia: EI
alumina kolona, okysleny  analyzator: SQ, SIM
silikagél, rota¢na odparka
16 PAH krevety 1.LYO GC-MS LOD =0,13-0,51 34
(Matapenaeus 2. extrakcia: davkovanie: splitless ngg’
affinis) zmydelfiovanim (KOH koléona: BPX-5MS

v EtOH roztoku +
cyklohexan)

3. &istenie: stipcova
chromatografia Na,SOy,
silikagél, elu¢ny roztok
hexan:DCM

ionizacia: EI
analyzator: SQ, SIM
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Tabul’ka III

Pokracovanie

Analyty Vzorka Priprava vzorky Analyticka metoda LOD, LOQ Lit.
PAH ustrice, musle 1.LYO, HOMOG GC-MS/MS LOD (Grovefingg') 35
OCP s Florisilom davkovanie: LVI-PTV

OPP 2. extrakcia, Cistenie: kolona: HP-5MS

PDBE MSPD: SiO,, DCM ionizacia: EI

analyzator: QqQ, SRM

Pozn. ACN — acetonitril, DCM — dichlérmetan, EDC — endokrinne disrupéné chemikalie, GC — plynova chromatografia,
GCP — gélova permeacna chromatografia, HOMOG — homogenizacia, LC — kvapalinova chromatografia, LYO — lyofiliza-
cia, MSPD - matrix solid phase dispersion, OCP — organochlorované pesticidy, OPP — organofosfore¢né pesticidy, PBDE —
polybromované difenylétery, PCB — polychlérované bifenyly, POP — perzistentné organické polutanty, SPE — extrakcia

tuhou fazou, UAE — extrakcia podporena ultrazvukom

4. Separacia a detekcia

Pri detekcii rezidui pesticidov ainych organickych
kontaminantov je potrebné dosahovat’ nizke medze detek-
cie (LOD) a analyticka metoda musi mat’ multirezidualny
charakter. Plynova a kvapalinovd chromatografia st
v spojeni s jednoduchou hmotnostnou spektrometriou ale-
bo v kombinécii s tandemovou hmotnostnou spektrometri-
ou najcastejsie pouzivané analytické metddy na detekciu
a stanovenie organickych zlucenin vo vzorkach kérovcov
a mikkysov.

Pocetné zastupenie typov detektorov pouzitych pri
plynovej chromatografii v ramci publikacii, ktoré su pred-
metom prehladu, zobrazuje obr. 2. Casto je aplikované
spojenie plynovej chromatografie s jednoduchym hmot-
nostnym spektrometrom s kvadrupdlovym analyzatorom.

ams MS/MS ECD FID

Obr. 2. Zastupenie typov GC detektorov reportovanych
v publikaciach venovanych detekcii organickych latok vo
vzorkach korovcov a mikkySov; ECD: detektor elektronového
zachytu (Electron Capture Detector); FID: plamefiovo-ionizacny
detektor (Flame Ionization Detector); MS: hmotnostna spektro-
metria (Mass Spectrometry), MS/MS: tandemovd hmotnostna
spektrometria (Tandem Mass Spectrometry). (Farebnd verzia
obrazku je k dispozicii na webovej stranke Chemickych listov)
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Najnizsie hodnoty LOD dosiahnuté pouzitim tejto inStrumen-
tacie dosahujti 0,5 az 20 ngkg™', o bolo dosiahnuté najmi
pouzitim gistenia extraktu sorbentom LiChrolut *EN (cit.®®).
Pre separaciu a detekciu PAH sa okrem GC-MS voli aj GC
s plamefiovo-ionizaénym detektorom'®*?. Pri multirezi-
dualnych analyzach, ktorych cielom je stanovit' latky na
nizkych koncentracnych hladinach, je vhodné pouzit’ ply-
novu chromatografiu v spojeni s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou* 619293

Po aplikécii vyvinutého Ccistiaceho kroku d-SPE +
filtracia vo vialke sa pomocou nizkotlakovej plynovej
chromatografie (LPGC-MS/MS) stanovilo 30 z celkového
poctu sledovanych 42 pesticidov a medze detekcie tejto
analytickej metody siahali pod 5 ng g™ (cit. ¢). Nizke me-
dze detekcie (0,01-0,03 ng g ") dosiahla aj intrumentacia
GC-ECD aplikovana pre detekciu organochlorovanych
pesticidov a polychlérovanych bifenylov®.

Pocetné zastlipenie typov detektorov pouzitych na
detekciu kontaminantov pouzitim kvapalinovej chromato-
grafie zobrazuje obr. 3. Najrozsirenejsie je spojenie kvapa-
linovej chromatografie s tandemovou hmotnostnou spek-
trometriou s trojitym kvadrupélom. Najniz§ie hodnoty
LOD (0,38-0,96 ng g ') boli dosiahnuté pri analyze ies-
tich diacylhydrazinovych pesticidov, ktoré boli zo vzorky
extrahované postupom QuEChERS (cit."?). Jednoducha
hmotnostna spektrometria bola s kvapalinovym chromato-
grafom kombinovana pri analyzach imidaklopridu”®"
avspojeni s QUEChERS postupom sa dosiahla medza
detekcie 0,3 ng ml™" (cit.®). Pouzity bol aj detektor diodo-
vého pola (DAD) ajeho pouzitie v HPLC inStrumentacii
na detekciu PAH zlacenin umoznilo dosiahnut’ medze
detekcie v rozmedzi 0,07 az 0,16 ng g ' (cit.'”). Na analyzu
16 US EPA PAH zlucenin bol taktieZ pouzity fluorescenc-
ny detektor (FLD), na detekciu a stanovenie acetnaftylénu
bol pouzity UV-Vis detektor”’.

Pesticidy boli vyvinuté na hubenie $kodcov, avsak
mnohokrat sa ich aplikaciou poskodzuji aj necielové or-
ganizmy, l'udi nevynimajic. Svetova zdravotnicka organi-
zacia (WHO) kazdy rok zaznamenava 3 miliény pripadov
otravy pesticidmi, z ktorych az 220 tisic kon¢i smrtou
I'udi. K otravam dochadza najma v §tatoch, v ktorych regu-



Chem. Listy 776, 481-493 (2022)

10

ams MS/MS DAD FLD OUV-Vis

Obr. 3. Zastipenie typov LC detektorov reportovanych
v publikiaciach venovanych detekcii organickych latok vo
vzorkach kérovcov a mikkySov; FLD: fluorescenény detektor;
UV-Vis: spektrofotometricky detektor; DAD: detektor s dio-
dovym pol'om (Diode-Array Detector); MS: hmotnostna spektro-
metria (Single Mass Spectrometry), MS/MS: tandemova hmot-
nostna spektrometria (Tandem Mass Spectrometry). (Farebna
verzia obrazku je k dispozicii na webovej stranke Chemickych
listov)

lacia pouzivania pesticidov nie je tak prisna, resp. kontro-
lovana a existujuca regulacia sa nedodrziava®®. Orga-
nochlorované pesticidy st zvycajne pouzivané ako insekti-
cidy, ktoré spdsobuju nervovl paralyzu hmyzu. Pouziva-
nie tejto skupiny pesticidov je velmi obmedzené
a vmnohych krajinach Uplne zakazané. Ich rezidua su
vSak vo vzorkach pddy, vody a zZivych organizmov stale
detegovatelné, a tak sa OCP latky radia aj do skupiny per-
zistentnych organickych polutantov (POP). PouZivanie
DDT pesticidu je dnes Tuplne =zakazané, avSak
v pol'nohospodarskych oblastiach je stale detegovatelny
na pomerne vysokych koncentraénych hladinach, ako uka-
zuje aj analyza kreviet zijucich na pobrezi Bangladésu,
v ktorych bol pesticid 4,4 DDT stanoveny na 0,95 mg kg’
sudiny'’.

Organofosforecné pesticidy (OPP) posobia ako inhi-
bitory enzymu cholinesterazy, ktora je zodpovedna za
hydrolyzu acetylcholinu na cholin a kyselinu octovi. Vy-
sledkom je prekryv nervovych synapsii acetylcholinom, ¢o
usti do zlyhani nervového prenosu a organizmus zomiera
na svalovy k", Psobia na stavovce aj bezstavovce a ich
pozitivom  je  biodegradovatelnost.  Chlorpyrifos
a trichlorfon boli stanovené na hladine 0,02 mg kg™ a 0,03
mgkg' vdvoch zo 46 kusov kreviet lovenych
na Taiwanskom pobrezi, ¢o indikovalo zne€istenie vody
a zdravotné riziko pre konzumentov”.

Pyretroidové pesticidy st z dovodu ich schopnosti
rozkladat’ sa na svetle povazované za najbezpecnejSie pes-
ticidy. Analyza kreviet, sedimentov a vody s cielom detek-
cie pesticidov réznych tried poskytla vysledok, ktory znac-
ne potvrdzuje schopnost organizmov akumulovat
a koncentrovat’ pesticidy silnejSie ako vzorky vody. Py-
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retroid lambda-cyhalotrin bol stanoveny vo vzorkach kre-
viet na urovni 0,28-16,49 mg kg'l, zatial’ ¢o vo vzorkach
vody sa nedetegoval vobec®®. Koncentracia tohto pesticidu
vyrazne prekracovala maximalny akceptovatelny limit
0,05 mg kg™ uréeny Svetovou zdravotnickou organizaciou
(WHO).

Neonikotinoidové pesticidy su systémové neurotoxi-
ny so Strukturou odvodenou od nikotinu. Vo vode rozpust-
ny pesticid imidakloprid bol analytom vo viacerych vy-
skumoch, ktorych cielom bolo preskimat’ spravanie kre-
viet pri dlhodobom vystaveni imidaklopridu a zistit,
v ktorych castiach tiel vodnych bezstavovcov sa imidaklo-
prid koncentruje najviac. Pocas 21 dni vystavovani kreviet
roztoku imidaklopridu sa ich rast uplne zastavil a vyrazne
sa znizil podiel tuku vich telach’. Analyzou organov
ustric, ktoré boli vystavené imidaklopridu po dobu 3 dni,
sa zistilo najvysSSie zakoncentrovanie analytu v Ziabroch,
traviacich Zl'azach a stahovacich svaloch, avSak ponecha-
nim jedincov v Cistej vode pocas jedného dina sa dosiahla
uplna eliminacia imidaklopridu s vynimkou st'ahovacich
svalov'”.

Hlavnym zdrojom polyaromatickych uhlovodikov je
ropa, zemny plyn a spaliny tychto pohonnych hmot. Agen-
tara Spojenych Statov americkych pre ochranu zivotného
prostredia (US EPA) a FEurdpska tunia stanovila
16 zlucenin PAH, ktorych kontrola ma byt prioritna. St
nimi naftalén, acenaftylén, acenaftén, fluorén, fenantrén,
antracén, fluorantén, pyrén, benzo(a)antracén, chryzén,
benzo(b)fluorantén, benzo(k)pyrén, indeno(1,2,3-cd)pyrén,
dibenzo(a,h)antracén, benzo(ghi)perylén a benzo(a)pyrén.
Vsetkych 16 prioritnych PAH zltcenin bolo vo vzorkach
kreviet Perzského zalivu stanovenych na 10-144 pg kg™
(cit.**), ktoré indikovali len mierne prekrogenie povole-
nych limitov, zatial' ¢o analyzou kreviet v Nigérii boli
PAH stanovené na 77 mgkg ' (cit.?*) apotvrdila sa tak
zavaznost’ kontamindacie celej oblasti, ktora bola zapricine-
na unikom ropy pri jej tazbe.

5. Zaver

Drobné korovce a vodné druhy mikkysov obsahuju
tukové tkaniva, ktoré umoznuji akumulaciu kontaminan-
tov, predovsetkym nepolarnych organickych latok, ako su
pesticidy, polyaromatické uhl'ovodiky ale aj iné organické
kontaminanty, vo svojich tkanivach. Analyzou tychto
drobnych zivoc¢ichov je tak mozné usudzovat o Urovni
environmentalnej kontaminécie.

Komplexnost' analyzovanych vzoriek vyzaduje pre-
ciznu a mnohokrat komplikovani metoédu ich pripravy.
Izolacia pesticidov zo vzoriek korovcov a mikkysSov sa
najcastejSie realizuje metdédou QUEChERS, ktorej pouzi-
vanie sa kvdli jej stladu s poziadavkami zelenej analytic-
kej chémie cCasto preferuje. Polyaromatické uhlovodiky
boli zo vzoriek extrahované najmid pomocou Soxhletovej
extrakcie. Pre izolovanie analytov zo spominanych vzoriek
sa mdze zvolit' aj klasicka extrakcia kvapalina-kvapalina,
ultrazvukom ¢&i mikrovinnym Zziarenim podporena extrak-
cia, rozpustadlom urychlena extrakcia, ale aj technika
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disperzie matrice vzorky na tuhej faze. Kvoli komplikova-
nosti matrice vzoriek je nutné extrakty cistit’, priCom spo-
soby Cistenia extraktov mozu byt rdzne. NajcastejSie ide
o Cistenie roznymi sorbentmi, kombinaciami sorbentov,
ale aj gélovou permeacnou chromatografiou a mnohokrat
je nutné druhotné extrakty eSte filtrovat. Separacia
a detekcia analytov prebieha plynovou alebo kvapalinovou
chromatografiou s hmotnostnou spektrometriou alebo tan-
demovou hmotnostnou spektrometriou, ktoré ako techniky
multirezidudlnej analyzy su pre vysokll u¢innost’ separacie
a selektivitu detekcie metddami preferovanymi. Prehl'ado-
vy ¢lanok prezentuje aj vysledky analyz redlnych vzoriek.
Trendom je vyvoj analytickych metdd, aplikovatelnych na
detekciu a stanovenie viacerych skupin analytov naraz so
zvySovanou mierou selektivity a zaroven aj priklon
k manualne menej naroénym metédam a volba postupov
znizujucich environmentalnu zataz produkovani samot-
nou analyzou Zivotného prostredia.

Tato praca bola podporend Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-19-0149
a Vedeckou grantovou agentirou MSVVaS SR a SAV na
zaklade projektu VEGA 01/0412/20.
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K. Rusiiiakova®, M. Kirchner®, and S. Hrouzkova®
(Institute of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical
and Food Technology, Slovak University of Technology in
Bratislava, Bratislava, Slovakia, “ Water Research Insti-
tute, Bratislava, Slovakia): Analytical Methods for the
Detection of Contaminants in Crustaceans and Mol-
lusks

The paper overviews analytical methods for the detec-
tion of a variety of contaminants, such as pesticide resi-
dues, polyaromatic hydrocarbons, polychlorinated biphen-
yls, etc. in environmental samples — crustaceans and mol-
lusks. Complexity of analyzed samples requires a sophisti-
cated sample preparation: mostly two-step procedures
include an extraction followed by a clean-up of the extract.
QuEChERES technique complies with the requirements of
the green analytical chemistry and is preferred for the iso-
lation of pesticide residues. Polyaromatic hydrocarbons are
extracted from samples utilizing Soxhlet extraction. For
the isolation of a variety of contaminants, liquid-liquid
extraction, ultrasound assisted and microwave assisted
extraction, accelerated solvent extraction as well as matrix
solid phase dispersion are employed. Because of the com-
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plexity of samples, a clean-up by sorbents or gel permea-
tion chromatography are used. For the separation, gas or
liquid chromatography connected with a variety of detec-
tors may be used. However, mass spectrometry or tandem
mass spectrometry are indispensable at present. Numerous
real-life findings show the necessity of application of ana-
Iytical methods to inspect the products.

Keywords: cleaning the extract, GC-MS, contaminants,
crustaceans, mollusks, PAH, QuEChERES, pesticide resi-
dues
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