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Analyza vciel a ich produktov méze poskytnut’ zasadné informdcie o stupni kontamindcie Zivotného prostredia rezidu-
ami pesticidov. Jednym zo sl'ubnych produktov je propolisova tinktira. Ked’Ze propolisova tinktlra je komplexnd vzorka,
je nevyhnutné upravit’ postup tak, aby sa minimalizovala potencialna kontaminacia analytického pristroja pouzivaného na
stanovenie pesticidov. Navrhla sa metdda pripravy vzorky QuEChERS na extrakciu pesticidov z propolisovej tinktary.
Uspokojivé extrakéné vytaznosti v rozsahu 70—120 % pre 43 pesticidov zo 47 boli dosiahnuté pouzitim Cistiacich sorben-
tov C18, PSA a Florisil v druhom kroku procediiry QUEChERS. Podrobne boli Studované matricové efekty a vplyv interfe-
rencii na chromatograficky signal.
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['jvod Jan Hrouzek ukoncil v juni 2022
bakaldarske studium na Fakulte che-
mickej a potravindrskej technologie
Slovenskej  technickej  university
v Bratislave a v sucasnosti je Studen-
tom inzinierskeho Studia na Studijnom
programe Technicka chémia na tej
istej univerzite. Patri kvynikajucim
Studentom a velmi ho bavi experi-
mentdlna prdca v oblasti chromato-

V sucasnosti je vel'mi dolezité zabrafiovat’ kontamina-
cii a udrziavat’ Cistotu zivotného prostredia. Kontaminacia
zivotného prostredia ma negativne vplyvy na zivocichy,
ktoré sa vnom vyskytuji a v koneCnom dosledku aj na
Pudi. Negativne vplyvy mdzu zahffiat’ napriklad vymiera-
nie druhov alebo poskodenie endokrinného a imunitného
systému. Pesticidy st skupina chemickych latok, ktoré
kontaminuju Zivotné prostredie a sposobujii spominané

negativne vplyvy'. Na kontrolu kontaminacie Zivotného grafickych metéd. Travi nadpriemerne vela casu vyskum-
prostredia sa s vyhodou pouZiva bioindik4cia kontamina- nou cinnostou na Ustave analytickej chémie. V roku 2022
cie, ¢im sa rozumie vySetrovanie Zivych organizmov ope- obsadil 1. miesto na Studentskej vedeckej konferencii Ché-
rujucich v Zivotnom prostredi na vel’kej ploche. Takymto mia a technoldgie pre Zivot v Bratislave, kde zdaroven zis-
Zivogichom je v&ela medonosnd (Apis mellifera L.), ktorej kal aj Cenu Naddcie pre rozvoj FCHPT STU. Ziskal
vyskyt aZivot je ohrozeny pritomnostou pesticidov gvldastni uznani poroty na konferencii O cenu Karla Stu-
v Zivotnom prostredi. Sledovanim kondicie vé&iel a véelich lika 2023 v Ostrave. Je spoluautorom 2 publikdcii evido-
produktov mozno usudzovat’ a predpokladat’ kontaminaciu vanych vo WOS, obe s témou analyzy véelich produktov,
prostredia, v ktorom vé&ela material zbiera a zanasa ho do o je aj jeho srdcovou zadleZitostou vo vyskume a planuje
ulov. Vyskyt pesticidov v oblasti, kde v¢ely operuju, mo- Ju rozvijat' v ramci diplomovej prace v najblizsom akade-
zeme monitorovat’ kontrolou kontaminacie véiel samot- mickom roku.

nych a ré6znych vcelich produktov.

* Tento prispevek je soucasti seridlu Nové pohledy na analytickou chemii sponzorovaného firmou
Mel' rOhm Metrohm Ceska republika s.r.o. (www.metrohm.cz) a zahrnujiciho jak pfispévky mladych kolegt
; (Rising Stars in Analytical Chemistry), tak i kolegli na vrcholu jejich publikacni aktivity
- | 1€ ‘ (Experienced Researchers), piipadné i vitanou kombinaci obojiho.
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V¢eli produkt vyuzitelny na kontrolu kontaminacie
zivotného prostredia je véeli pel’, propolis a z neho vyro-
bena propolisova tinktara. Takéto vzorky st multikompo-
nentnou zmesou latok rézneho povodu a vlastnosti a pred
jej inStrumentdlnou analyzou je nutné vytvorit vhodny
postup pre Upravu vzorky®. Vzorky véeliecho povodu sa
prioritne upravuju postupom QuEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe), ¢o znamena rychla,
jednoduché, lacna, efektivna, robustna a bezpecnad)
anasledne sa analyzuju pomocou plynovej alebo kvapali-
novej chromatografie s hmotnostno-spektrometrickou
detekciou®. Prehl'ad analytickych met6d vhodnych na tento
ucel je uvedeny na obr. 1.

Cielom tejto prace je vyvinut analytické metody
vhodné na bioindikaciu kontaminacie Zivotného prostre-
dia. Ciastkovym ciefom predlozenej prace je vybrat’ vhod-
nu techniku extrakcie rezidui pesticidov pouzivanych na
Slovensku z propolisovej tinktiry. Hlavny zamer vyskumu
je aplikovat zelené metédy analytickej chémie
a optimalizovat podmienky tak, aby sa minimalizovali
matricové vplyvy vzoriek s vel'mi komplexnou matricou,
ako su veelie produkty.

extrakcie
kvapalinou

sorpcné extrakcie
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Experimentalna ¢ast’

Vzorky propolisovych tinktar (EMKO, FYTOTEKA,
Slovenska republika) s obsahom etylalkoholu 60 hm.%
(67 0bj.%) boli zakipené v lekarni. Tinktary boli sklado-
vané v chladnicke pri teplote 0—8 °C. Do centrifugacnej
skimavky sa pipetovala zriedena propolisova tinktira
vobjeme 1ml (zriedend 1:10), 5Sml acetonitrilu, 0,5 g
chloridu sodného a 2 g siranu hore¢natého. Zmes sa trepa-
la pomocou vortexu po dobu 1min (2500 rpm)
a odstredila sa pomocou centrifugy s ota¢kami 4500 rpm
po dobu trvania 5 min. Acetonitrilova faza v objeme 4 ml
sa odobrala do dalsej centrifuga¢nej skumavky a pridala
sa vybrana kombinacia nasledovnych sorbentov: PSA
(priméarny-sekundarny amin), GCB (grafitizovany uhlik),
EMR-Lipid (Enhanced Matrix Removal Lipid),
C18 (oktadecylsilanom modifikovany silikagel) a florisil.
Realizovalo sa 5 roznych Cisteni extraktu a pre kazdé Cis-
tenie je prislusnd kombindcia a navazky sorbentov uvede-
na v tabulke I. Zmes sa trepala na vortexe (2500 rpm,
1 min) a odstredila sa pomocou centrifugy (4500 rpm,
5 min). Alikvotna Cast’ extraktu sa odpipetovala. Takto
vzniknuty extrakt (blank) sa nasledne analyzoval, alebo sa
pouzil na pripravu matricového Standardu.

kombinované
techniky

* QuEChERSs (quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe)
» mikroextrakéné techniky
= disperzna mikroextrakcia
kvapalina-kvapalina
= mikroexirakcia jednou kvapkou

» membrénové mikroextrakéné striekacky

techniky

Obr. 1. PrehPad technik na extrakciu véelich produktov

Tabulka I

* disperzia matrice na tuhej faze - MSPD
= extrakcia tuhou fazou - SPE
» mikroextrakéné techniky

- mikroextrakcia tuhou fazou

+ mieSadlové mikroextrakcie

» QUEChERS a disperzna
mikroextrakcia kvapalina - kvapalina

= extrakcia tuhou fazou v kombinacii
s reextrakciou kvapalina-kvapalina

« vysofovacia extrakcia kvapalinou

a mikroexirakcia sorbentom

» mikroextrakcie so sorbentom v ihle

v pipetovej Spicke

Kombinacie sorbentov a ich mnozstva pouzité pri roznych sposoboch Cistenia extraktov propolisovej tinktiry

Sorbenty/navazok Cistenie 1 Cistenie 2 Cistenie 3 Cistenie 4 Cistenie 5
GCB (12 mg) +

PSA (100 mg) + + + +
C18 (100 mg) + + +
EMR-Lipid * +

Florisil (100 mg) + +

Legenda: + sorbent bol v danom ¢isteni pouzity, * mnozstvo je dané vyrobcom priamo v zakupenej skimavke
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Roztoky standardov pesticidov boli pripravené nava-
zenim 10 mg pesticidu do 10 ml odmernej banky a nasled-
nym doplnenim etanolom. Z takto pripravenych roztokov
Standardov jednotlivych pesticidov sme nasledne pripravili
zasobny zmesny roztok 47 pesticidov s koncentraciou
20 ng ul™' v etanole. V3etky pripravené zasobné roztoky
Standardov a zmesny roztok sa uchovavali v mraznicke pri
teplote —19 az —21 °C. Zasobny roztok sa nasledne riedil
na nizSie potrebné koncentracie. Pre GC-MS analyzy
v mode full scan sme pripravovali roztoky s koncentraciou
2 ng ul™' riedenim 100 pl zmesi pesticidov do 900 pl roz-
pustadla. V zavislosti od typu extraktu sa bud’ priamo do
propolisovej tinktary pridali pesticidy (do 937,5 ul propo-
lisovej tinktary sa pridalo 62,5 pl Standardov pesticidov
z0 zdsobného roztoku (20 ng pl™' v EtOH) a pockali sme
10 min, aby sa pesticidy rozpustili vo vzorke)
a postupovalo sa extrakciou opisanou vyssie pre blank,
alebo priamo pred analyzou sa pridala zmes pesticidov do
extraktu nefortifikovanej propolisovej tinktary (blanku),
¢im sa pripravil matricovy Standard (do 987,5 upl ACN
extraktu sa pridalo 12,5 pl Standardov pesticidov zo zasob-
ného roztoku (20 ng pl™' v EtOH)).

Na chromatografickll separaciu sa pouzival plynovy
chromatograf 6890N od Agilent Technologies. Davkovalo
sa pomocou davkovaca s programovanou teplotou vyparo-
vania (PTV) pracujiceho v mdde solvent vent. Kompo-
nenty analyzovaného extraktu boli separované na kremennej
kapilarnej kolone CP-Sil 8 CB-MS (15 m x 0,15 mm L. D.,
0,15 um filmu stacionarnej fazy). V kolone bola nanesena
stacionarna faza so zlozenim 95 % dimetylsiloxan a 5 %
difenylsiloxén. Ako nosny plyn sa pouzilo hélium (Cistoty
4.0) s kondtantnym prietokom 1,2 ml min™'. Na detekciu
latok bol pouzity hmotnostny spektrometer 5975 od
Agilent Technologies. Na ionizéciu sa pouZzivala elektro-
nova ionizacia. Kvadrupo6lovy analyzator pracoval v mode
SCAN v rozmedzi m/z od 40 do 550 alebo v méde selek-
tivneho monitorovania iénov (SIM).

Pridavok ACN

_ "g:

Pridavok
sorbentov

Vzorka

ACN extrakt

Vortex
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Vysledky a diskusia

Pre vzorky v kvapalnej faze, ako je propolisova tin-
ktara, je sl'ubnou technikou upravy priama extrakcia kva-
palinou. Na zaklade predbeznych vysledkov' sa ukézalo,
ze samotna extrakcia kvapalinou neposkytovala dostatoc-
ne precisteny extrakt, a ten nasledne kontaminoval chro-
matograficky systém v davkovacej Casti pristroja a tieZ
vionovom zdroji. Pre ucinnejSiu moznost’ extrakcie
a ziskania vhodného extraktu bol modifikovany postup
QuEChERS. V prvom kroku sa jedna o extrakciu kvapali-
na-kvapalina (LLE), kedy sa ku vzorke pridava acetonitril
(ACN), voda a soli (MgSO4 a NaCl), a na premieSanie sa
pouzije vortex a nasledne centrifiiga na usadenie sedimen-
tovatelnych sucasti. Jedna sa vlastne o vysolovaciu ex-
trakciu kvapalina-kvapalina, pri ktorej sa za pomoci prida-
nych soli oddeli vodna a acetonitrilova faza. V skiimavke
vznikaju oddelené fazy — naspodu st usadené soli, nad
nimi je vodné faza a na vrchu sa nachadza organicka faza,
teda acetonitrilovy extrakt, do ktorého prechadzaju
hladané reziduéa pesticidov. V druhom kroku postupu
QuEChERS sa realizuje disperzné extrakcia tuhou fazou
(d-SPE). Schéma pracovného postupu je vyobrazena na
obr. 2.

Pre vhodny sposob pouzitia postupu QuEChERS bolo
potrebné zvolit’ optimalnu kombinaciu sorbentov na elimi-
naciu roéznych interferentov z extraktu, ¢im sa dosiahlo
znizenie matricovych vplyvov. Skimané kombindcie sor-
bentov s sumarizované v tab. I. MgSOy4 bol pouzity pri
vsetkych sposoboch Cistenia na zachytenie zvySkovej vody.

Na extrakciu a precistenie matrice sa testovali viaceré
spdsoby. Pri kazdom spdsobe sa sorbenty vybrali tak, aby
sa matrica komplexne precistila od neziaducich zloziek,
ako su tuky, cukry a farbiva. Pre kazdy postup Cistenia
sme uskutocnili 3 opakovania extrakcii a kazdy extrakt
sme nasledne dvakrat analyzovali metédou GC-MS. Dalej
sme vypocitali hodnoty vytaznosti pesticidov pre rozne
sposoby tUpravy vzorky. Vytaznost je dand pomerom

Centrifuga

Extrakt na GC

Centrifiga .
analyzu

Obr. 2. Znazornenie postupu extrakcie rezidui pesticidov z propolisovej tinktiry

435



J. Hrouzek a spol.

50

Chem. Listy 717, 433-437 (2023)

45 42
40
35
30
25
20
15

10

43
40

Podet pesticidov s vytaZnostou 70-120 %

3 4 5

Sposob Eistenia extraktov

Obr. 3. Pocet pesticidov s vyt'aznost'ou 70-120 % v zavislosti od spdsobu ¢isteni opisanom v tab. I

mnozstva latky, ktora sa ziska navrhnutym analytickym
postupom ku mnozstvu latky skuto¢ne obsiahnutej vo
vzorke. Prakticky sa vypocet robi pomerom plochy piku
jednotlivych analytov v extrakte fortifikovanej vzorky ku
ploche piku analytov v porovnadvacom roztoku priprave-
nom riedenim na adekvatnu koncentra¢nu uroven, aka je
ocakavana v extrakte (v pripade 100% vytaznosti extrakc-
ného procesu). Akceptovatelnymi vytaznostami sa rozu-
meju hodnoty v rozmedzi 70-120 %. Vyt'aznosti extrakcie
sa zistili porovnanim analyz extraktov fortifikovanych
vzoriek a matricou znacenych §tandardov.

Na obr. 3 je graficky znazornené porovnanie poctu
pesticidov s vytaznostou v rozmedzi 70-120 % v zavis-
losti od jednotlivych zvolenych sposobov Cistenia extraktu
vzorky. Z tohto grafického porovnania moézeme zhodnotit’
spdsob Cistenia €. 5, teda Cistenie extraktu s pouzitim sor-
bentov MgSO,, NaCl, PSA, C18 a florisilu ako najucin-

nejsi sposob z uvedenych studovanych sposobov preciste-
nia extraktu, pretoze pri tomto sposobe vytaznosti v roz-
medzi 70-120 % dosahovalo 43 zo 47 pesticidov.
Spol’ahlivi ucinnost’ precistenia poskytovalo kombi-
nované pouzitie MgSQOy4, NaCl, PSA, C18 a florisilu.
Napriek velkému usiliu vo vyskume analyzy rezidui
pesticidov mdze byt analyza podstatne skomplikovana
zlozkami matrice, ktoré¢ sa extrak¢nou technikou nepodari
z extraktu odstranit’ a budi zodpovednymi za nasledné
zvySenie alebo naopak zoslabenie chromatografickej odo-
zvy. Matricou indukované zvySenie chromatografickej
odozvy pozorované pre urcité pesticidy sa prejavuje zvy-
Senou chromatografickou odozvou pre urcité pesticidy
v pritomnosti matrice v dosledku mensich strat analytu
pocas davkovania. Neakceptovatene vysoké vytaznosti
sa pozoruju pre pesticidy, ked sa na porovnanie
a kalibraciu pouziju roztoky bez matrice*. Na obr. 4 uvé-

--- matricovy standard
— roztok pesticidov v ACN

B2S

a8
Cas fovar()

Obr. 4. Prekrytie GC-MS zaznamov v méde SIM pikov cyhalotrinu A v matricovom Standarde (prerusovana ¢iara) a v Cistom

rozpust'adle (ACN) (plna ¢iara)
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Obr. 5. Chromatograficky zaznam separacie zmesi pesticidov metodou GC-MS; 1 — Trifluralin, 2 — Dimetoat, 3 — Karbofuran, 4 —
Atrazin, 5 — Propazin, 6 — Lindan, 7 — Terbutylazin, § — Pyrimetanil, 9 — Primikarf), 10 — Chlérpyrifos-metyl, 11 — Spiroxamin, 12 —
Alachlér, 13 — Prometrin, 14 — Malation, 15 — Chlorpyrifos, 16 — Aldrin, 17 — Pendimetalin, 18 — Cyprodinil, 19 — Penkonazol, 20 —
Fipronil, 21 — Triadimenol, 22 — Chlérdan, 23 — Imazalil, 24 — fp,p'DDE, 25 - Oxgﬂuérfen, 26 — Myclobutanil, 27 — Flusilazol, 28 — Flu-
azifo -P-butgl, 29 — C§grokonazol, 30 — Endrin, 31 — Endosulfén B, 32 — 0,p"-DDT, 33 — Trifloxystrobin, 34 — p,p’-DDT, 35 — Tebuko-
nazol, 36 — Bifentrin, 37 — Metoxirchlc')r, 38 — Fenamidon, 39 — Pyriproxyfén, 40 — Cyhalotrin A, 41 — Fenarimoi, 42 — Fluchinkonazol,
43 — Boskalid, 44 — Cypermetrin, 45 — Chizalifop-P-etyl, 46 — Difenkonazol, 47 — Deltametrin

dzame priklad zvySenia odozvy pesticidu, v tomto pripade 4. Erney D. R., Pawlowski T. M., Poole, C. F.: J. High
cyhalotrinu A, ktorého odozva je vyssia v matricovom Stan- Resolut. Chromatogr. 20, 375 (1997).
darde vporovnani s rovnakou koncentraciou pesticidu
v porovnavacom roztoku, ktory je zarobeny v acetonitrile. J. Hrouzek, N. Grigova, T. Pdécsova, A. Szarka,
Podrobna §tadia zlozenia extraktu preto prinasa cenné and S. Hrouzkova (Institute of Analytical Chemistry,
informacie na navrhnutie u¢innych spésobov odstranenia Faculty of Chemical and Food Technology, Slovak Uni-
rusivych latok z extraktu. Na obr. 5 uvadzame zdznam versity of Technology in Bratislava, Bratislava, Slovakia):
separacie zmesi pesticidov metdodou GC-MS s uvedenim Study of Selected Parameters of Analytical Methods to
identifikacie jednotlivych analytov. Control the Contamination of Propolis Tincture
Zaver Analysis of honeybees and their products can provide
crucial information about the degree of environmental
V tejto praci sme sa venovali vyvoju metédy na ex- contamination by pesticide residues. One of the promising
trakciu pesticidov zo véelich produktov za ucelom kontro- products is propolis tincture which is a complex mixture.
ly kvality Zivotného prostredia, v ktorom v&ela operuje. It is essential to modify the procedure in order to reduce
Zameriavali sme sa hlavne na tvorbu rychleho, ekologic- the potential contamination of the analytical instrument
kého a cenovo nenaroé¢ného postupu. Vyberali sa vhodné used to determine pesticides. QUEChERS sample prepara-
sposoby predistenia extraktu propolisovej tinktury rozny- tion method (acronym of Quick, Easy, Cheap, Effective,
mi kombinaciami sorbentov a soli. Akceptovatelné vytaz- Rugged and Safe) for the extraction of pesticides from the
nosti sa zaznamenali za pouZitia &istiaceho postupu propolis tincture was proposed. Satisfactory extraction
s viacerymi sorbentami kombinovanymi v ¢istiacom kroku recoveries in the range of 70-120 % for 43 out of 47 pesti-
propolisovej tinktury. cides have been obtained using C18, PSA and Florisil
cleaning sorbents in the second step of QUEChERS proce-
Tdto prdaca bola podporend Agentirou na podporu dure. Matrix effects and influence of interferences on the
vyskumu a vyvoja na zdklade Zmluvy & APVV-19-0149, chromatographic signal were studied in detail.
Vedeckou grantovou agentirou MSVVaS SR a SAV na
zdklade projektu VEGA ¢ 1/0412/20. Keywords: QuEChERS, propolis tincture, gas chromatog-
raphy, mass spectrometry, matrix effects
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