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Abstrakt: Oznaczanie pozostato$ci pestycydéw w prébkach zywnosci jest ogromnym wyzwaniem gléwnie
z powodu duzych ilosci substancji przeszkadzajacych, takich jak biatka, cukry, tluszcze, ktére podlegaja
ekstrakcji razem z analitami i najczg$ciej wywieraja negatywny wplyw na tok analizy. Z drugiej strony
zapewnienie ,,bezpieczenstwa zywno$ci” wymaga monitorowania w niej pozostatosci pestycydéw. Z tego tez
powodu przed chemikami analitykami stoja nowe wyzwania w postaci koniecznosci opracowania metodyk
oznaczania pozostatodci, ktére pozwalaja na oznaczanie pestycydéw nalezacych do réznych grup w trakcie
jednej analizy. Ogromna réznorodno$¢ tych zwigzkéw utrudnia jednak opracowanie procedury analitycznej
pozwalajacej na jednoczesne oznaczenie wszystkich analitéw.

Stowa kluczowe: pestycydy, zywnos$¢, przygotowanie probek, ekstrakcja, oczyszczanie, metodyka
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Wstep

Oznaczanie pozostatlo§ci pestycyddow w probkach zZywno$ci jest obecnie
koniecznosciag ze wzgledu na toksyczno$¢ i trwato$¢ tych ksenobiotykéw. Niestety,
dostepne metodyki analityczne najczesciej stosowane w laboratoriach do oznaczen
pestycydéw nie sa idealne. Niekt6re laboratoria, oznaczajace pozostatodci pestycydow,
wciaz jeszcze stosujg procedury opracowane 30 lat temu, gdy wymagania analityczne
i legislacyjne byly mniej ostre, a technologia nie byla tak rozwinigta jak dzis.
Tradycyjnie stosowane procedury sa zaréwno czaso-, jak 1 pracochtonne,
skomplikowane, drogie, a w ich wyniku powstaja znaczne ilosci odpadéw i czesto nie
jest mozliwe uzyskanie wystarczajaco niskiej granicy oznaczalno$ci. Nie jest réwniez
sytuacja niespotykang potrzeba oznaczania wielu réznych (pod wzgledem wiasciwosci
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fizycznych i chemicznych) zwigzkéw, a nie jednego analitu czy pojedynczej klasy
zwigzkéw. Stad potrzeba nowych rozwigzan dotyczacych m.in. metodyk oznaczania
pozostatosci pestycydéw w probkach zywnosci.

Metodyki oznaczania pozostalosci pestycydow
w prébkach srodowiskowych

Bez watpienia wartym uwagi podejsciem do problemu oznaczania pestycyddw, ze
wzgledu na réznorodno$¢ tej grupy zwigzkow, jest zastosowanie metodyk oznaczania
pozostatoSci (multi-residue methods - MRMSs). Niestety, w literaturze naukowej mozna
znalez¢ stosunkowo niewiele informacji na temat takiego podejs$cia do oznaczania pozo-
statos$ci pestycydéw w probkach zywnoS$ci. Stad préba przyblizenia czytelnikom kilku
najwazniejszych, zdaniem autoréw, metodyk analizy pozostato$ci, majacych zastosowa-
nie do oznaczenia pestycydéw w prébkach zywnosci.

Gléwnym zatozeniem metodyk oznaczania pozostatosci jest gwarancja rzetelnych
i precyzyjnych wynikéw na odpowiednio niskich poziomach st¢zen dla szerokiego spek-
trum analitéw. Ponadto, proponowane metodyki powinny si¢ charakteryzowaé takimi
parametrami, jak:

e szybkos$¢ analizy - mate op6znienie czasowe pomiedzy etapem pobierania prébki

a uzyskaniem informacji o ilosci (stezeniu) analitéw w prébce,

fatwo$¢ wykonania analizy,

mozliwos$¢ zastosowania niedrogich odczynnikéw i aparatury,

selektywnos$¢ oznaczania analitéw,

wysoki poziom automatyzacji, aby zredukowa¢ wptyw czynnika ludzkiego na

wyniki analiz,

*  mozliwo$¢ stosowania niewielkich ilosci rozpuszczalnikéw i odczynnikéw, w celu
ograniczenia ilo$ci odpadéw powstajacych w wyniku analizy.

Jednak, jak pokazuje historia, spetnienie tych postulatéw nie byto i nadal nie jest fa-
twe.

W tabeli 1 przedstawiono chronologicznie krétki opis metodyk oznaczania pozosta-
tosci pestycydéw w probkach zywnosci, poczawszy od pierwszej znanej metodyki zasto-
sowanej do oznaczania pozostalo$ci niepolarnych pestycydéw, opracowanej przez
chemika P.A. Millsa z Agencji ds. Zywnosci i Lekéw Stanéw Zjednoczonych (FDA)
w latach 60. XX wieku, przez metodyki przeznaczone do oznaczania szerokiego spek-
trum pozostalosci pestycydéw o réznej polarno$ci zaréwno chloroogranicznych, jak
i fosforo- oraz azotoorganicznych, opracowywane w latach 70. i metodyki z lat 80.,
w ktérych zaczgto zwraca¢ wigksza uwage na zanieczyszczenie Srodowiska i jego wptyw
na zdrowie cztowieka, az do rozwoju metodyk zgodnych z zasadami rozwoju zréwnowa-
zonego i zielonej chemii.

Pomimo licznych zalet procedur i technik, ktérych intensywny rozwdj nastgpit
w ciagu ostatnich 20-30 lat, zadnej z nich nie udato si¢ przezwycigzy¢ praktycznych
ograniczen tak, aby mozliwe bylo jej powszechne wdrozenie. W tabeli 2 przedstawiono
poréwnanie technik ekstrakcyjnych, ktére sa najczgéciej stosowane w analizie probek
zywnosci pod katem zawartoSci pestycydow. Zaproponowane podej$cia s3 uzyteczne
1 znajduja szereg zastosowan, jednak nie sg wystarczajaco proste i wydajne, aby mogty
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by¢ rozpatrywane jako techniki ekstrakcyjne do procedur oznaczania pozostatosci pesty-
cydéw w prébkach o ztozonym sktadzie matrycy.

Metodyki analizy pozostatosci pestycydéw w prébkach zywnosci

Tabela 1

Krotki opis metodyKki

Lit.

lata 60. XX wieku

Metodyka opracowana przez Millsa pozwalajaca na ekstrakcje insektycydow
chloroorganicznych i innych niepolarnych pestycydéw z zywnosci o malej zawarto$ci
thuszczu za pomoca acetonitrylu, ktéry byl nastgpnie rozcienczany woda. Po ekstrakcji tej
mieszaniny za pomoca niepolarnego rozpuszczalnika (eter naftowy) mozliwe byto oznaczenie
niepolarnych analitéw. Jednak, wzglednie polarne pestycydy, jak insektycydy
fosforoorganiczne, byty czg¢$ciowo tracone na tym etapie analizy.

[1]

Metodyki bedace w rzeczywisto$ci niewielkimi modyfikacjami metody Millsa, w ktérych
réwniez przeprowadzano ekstrakcj¢ acetonitrylem, natomiast inne byly etapy rozdzielania,
oczyszczania czy oznaczania koncowego. Celem tych modyfikacji bylo rozszerzenie
mozliwoéci analitycznych procedury Millsa tak, aby mozliwe bylo jej zastosowanie do
zwigzkéw o réznej polarnosci.

[2,3]

lata 70. XX wieku

Nowa metodyka oznaczania szerokiego spektrum pozostatosci pestycydéw o rdznej
polarnosci (chloro-, fosforo- oraz azotoorganicznych), w ktérej zamiast acetonitrylu do
poczatkowej ekstrakcji stosowano aceton. Kolejnym etapem procedury byta ekstrakcja
w ukladzie ciecz-ciecz z zastosowaniem niepolarnych rozpuszczalnikéw (jak dichlorometan
czy mieszanina dichlorometan-eter naftowy) w celu usunigcia wody z ekstraktu. Byta to
pierwsza metodyka, w ktérej dodawano réwniez roztworu chlorku sodu do pierwszego
ekstraktu, co jednak powodowato tylko czgsciowe nasycenie fazy wodnej sola.

[4]

Metodyki oznaczania pozostatosci réznych pestycydéw, w ktérych dodawano chlorku sodu
do nasycenia fazy wodnej, co zwigkszalo ilo$¢ acetonu w fazie organicznej, zwigkszajac
polarnos¢ tej fazy, i w konsekwencji prowadzito do wigkszych odzyskéw polarnych analitéw.

[5. 6]

lata 80. XX wieku

Procedury, w ktérych wprowadzano operacje i procesy niepociagajace za soba konieczno$ci
uzywania duzych iloSci chlorowanych rozpuszczalnikéw, chlorowane rozpuszczalniki,
zastgpowano innymi, np. mieszaning cykloheksan-octan etylu (1:1) zamiast dichlorometanu
czy mieszaning dichlorometan-eter naftowy (1:1), aby zainicjowa¢ rozdzielanie. W dalszym
ciagu do poczatkowe;j ekstrakcji najczgsciej stosowano aceton.

[7,8]

Procedury, w ktérych zaczeto stosowaé technike ekstrakcji do fazy statej (SPE) do izolacji
pestycydéw z rozcienczonych acetonowych ekstraktéw, w celu uniknigcia konieczno$ci
stosowanie ekstrakcji w ukladzie ciecz-ciecz.

[9, 10]

Metodyki, w ktérych stosowano fruktoze¢ badz sole, np. MgSOy i/lub NaCl do rozdzielenia
wody i acetonu, zamiast uzywac niepolarnych rozpuszczalnikéw.

[11, 12]

Procedury, w ktoérych podj¢to préby usunigcia fazy wodnej z ekstraktéw poprzez jej
wymrozenie. Jednak, aceton zbyt dobrze miesza si¢ z woda, aby mozliwe bylo fatwe
rozdzielenie wody od acetonu bez konieczno$ci stosowania niepolarnych rozpuszczalnikéw.

[13]

Procedury bedace modyfikacjami metodyki Millsa, w ktérych przeprowadzano ekstrakcje za
pomoca acetonitrylu, a nastgpnie, zamiast niepolarnego wspoétrozpuszczalnika, dodawano
soli, np. NaCl. W przypadku zastosowania acetonitrylu dodatek soli zapewnia wystarczajace
oddzielenie wody.

[14]

Kolejne metodyki oznaczania pozostatosci pestycydow w prébkach zywnosci, korzystajace
z wysalania z acetonitrylu.

[15-17]

Procedury MRM z uzyciem octanu etylu, ktéry tylko czgsciowo miesza si¢ z woda, co czyni
dodawanie niepolarnych wspotrozpuszczalnikéw, w celu oddzielenia wody od ekstraktu,
zbednym etapem. Jednak niektére z najbardziej polarnych pestycydéw nie rozdzielaja si¢
w octanie etylu. Dlatego tez, aby zwigkszy¢ odzyski zwiazkéw polarnych, zazwyczaj
dodawano wigkszych ilodci NapSO4 (W celu zwigzania wody).

[18, 19]

Kolejne metodyki oznaczania pozostalosci pestycydéw z uzyciem octanu etylu. W celu
zwigkszenia polarnosci fazy organicznej stosowano polarne wspétrozpuszczalniki, takie jak
metanol czy etanol.

[20]
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Rozwdj zielonej chemii analitycznej, zgodnej z koncepcja rozwoju zréwnowazonego,
doprowadzit do rozwoju wielu nowych alternatywnych technik ekstrakcyjnych, takich jak:
ekstrakcja za pomoca pltynu w stanie nadkrytycznym (SFE), ekstrakcja za pomoca
rozpuszczalnika wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAE), ekstrakcja za
pomoca rozpuszczalnika z prébki zmieszanej z wypetniaczem (MSPD), mikroekstrakcja do
fazy stalej (SPME) oraz przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika (PLE, znana
réwniez jako ASE).

lata 90. XX wieku

Tabela 2
Poréwnanie nowoczesnych technik ekstrakcyjnych najczgsciej stosowanych w analizie prébek Zywnosci pod

A\ MOST

katem zawartosci pestycydéw

Technika Zalety Wady Lit.
niewystarczajaca
selektywnos¢ eks-

ekstrakcja za trakcji,

pomoca rozpusz- fatwo$¢ wykonania, konieczno$¢ oddzie-

czalnika  wspo- mozliwo$¢ prowadzenia jednocze$nie ekstrakcji lenia ekstraktu od po-

magana kilku prébek, zostatodci [21]

promieniowa- zuzycie niewielkich ilosci rozpuszczalnikéw, poekstrakcyjne;j,

niem mikrofalo- krotki czas ekstrakcji, brak mozliwos$ci

wym ekstrakcji  analitow

nietrwatych termicz-
nie,
s " " duzy koszt aparatur
mozliwo$¢ automatyzacji procesu ekstrakcji y X paratury
. . X . oraz jej utrzymania,
pozwalajaca realizowa¢ wszystkie etapy procesu o
. . . mata  selektywno$¢
przyspieszona w identyczny sposéb, ekstrakeii

ekstrakcja za krotki czas ekstrakcji, stk | [22-

e .. . . konieczno$¢  czaso-

pomocg r1ozpusz- mozliwo$¢  ekstrakcji  analitéw nietrwatych 24]

. L chlonnego  oczysz-
czalnika termicznie, . )
. R oy czania ekstraktow
umiarkowane zuzycie rozpuszczalnikow,
» SR . oraz aparatury po
fatwo$¢ przygotowania prébki do analizy, . .
kazdym uzyciu,
stosunkowo maty koszt analizy, brak mozliwosci
. rostota wyposazenia zapewnienia wystar-
ekstrakcja za prost ”yp L N P y3
mozliwo$¢ wykonywania kilku analiz réwno- czajaco  szerokiego

pomocg rozpusz- . .

. PO czesnie, zakresu analitycznego

czalnika  probki e . . . . [25]

. . mozliwo$¢ przeprowadzenia w warunkach in w pojedynczej proce-

zmieszanej .

. situ, durze,

z wypelniaczem [ . . Lo . S .
mozliwo$¢ ograniczenia uzycia duzych ilo$ci czasem mate odzyski
toksycznych rozpuszczalnikéw, analitéw,
mozliwo$¢ catkowitego wyeliminowania uzycia
rozpuszczalnikéw,
brak wrazliwo$ci na zawiesiny, e

. . o . brak mozliwo$ci za-
ograniczona pojemno$¢ adsorbentu, dzigki L
. R . pewnienia wystarcza-
czemu nie ma mozliwosci ,,przetadowania” ko- . R
- ) .. jaco szerokiego za-
lumny w przypadku obecnos$ci w prébce duzej .
. . R - L kresu analitycznego

mikroekstrakcja ilo$ci analizowanych zwiazkow, . .

. T . . . w pojedynczej proce- | [26,

do fazy stacjo- mozliwo$¢ wielokrotnego powtdrzenia analizy durze 27]

narnej danej prébki, .

e . . trudnosci z odtwa-
mozliwo$¢ wielokrotnego uzywania jednego ‘o )

p . . rzalno$cia wynikéw,
widkna bez strat w adsorbowanej substancji,

T . . . |- czgsto problemy z op-
mozliwo$¢ uzywania do analiz chromatograféw o

. . P . tymalizacja metody,

ze zwyktymi dozownikami - nie ma konieczno-
§ci  wprowadzania Zadnych powazniejszych
zmian w ich konstrukcji,
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ekstrakcja za
pomoca  plynu
w stanie nadkry-
tycznym

mozliwo$¢ znacznego zmniejszenia zuzycia
rozpuszczalnikéw,

mozliwo$¢  ekstrakcji  analitéw nietrwatych
termicznie,

mozliwo$¢ prowadzenia ekstrakcji frakcjono-
wanej,

krotki czas ekstrakcji,

stosunkowo niewielka pracochtonnos$¢ ze
wzgledu na zastosowanie wyspecjalizowanego
urzadzenia pozwalajacego na przeprowadzanie

duzy koszt aparatury
i jej utrzymania,

mata  selektywno$¢
ekstrakcji,
konieczno$¢  czaso-
chlonnego  oczysz-
czania ekstraktow
oraz urzadzenia po
kazdym uzyciu.

(28]

ekstrakcji w ciagly pétautomatyczny sposéb,

Pomimo wielu réznych metodyk oznaczania pozostaloéci, ktére zostaly opisane
w ciagu ostatnich 40-50 lat, zadna z nich, jak dotad, nie moze by¢ uwazana za szybka
i tatwa procedure analityczng zapewniajaca selektywno$¢ i powtarzalno$¢ przy
jednoczesnym zachowaniu duzych odzyskow dla szerokiego spektrum analitow.

Celem tej pracy jest przedstawienie czytelnikom prostej, szybkiej i niedrogiej
procedury oznaczania pozostatosci pestycydéw w zywnosci, ktéra dostarcza rzetelnych
wynikéw, a jednocze$nie umozliwia zmniejszenie iloSci niezbgdnych etapéw
analitycznych, odczynnikéw i szkla laboratoryjnego. Metodyka ta upraszcza etapy
ekstrakcji analitéw i oczyszczania ekstraktéw bez negatywnego wplywu na ilo$¢
odzyskanych analitow.

Metodyka analityczna QuEChERS

Anastassiades i wspdtpr. [29, 30] opracowali oryginalng metodyke analityczng
taczaca technike ekstrakcji/izolacji réznorodnych pestycydéw z prébek zywnosci oraz
oczyszczania tych ekstraktow i nazwali ja ,,QUEChERS”, od angielskich stéw:

Quick - szybka,

Easy - tatwa,

Cheap - tania,

Effective - skuteczna,

Rugged - tolerancyjna, elastyczna,

Safe - bezpieczna.

Technika ta polega na ekstrakcji za pomoca acetonitrylu w skali mikro
i oczyszczaniu ekstraktu z wykorzystaniem dyspersyjnej wersji techniki ekstrakcji do
fazy stalej (d-SPE).

Na rysunku 1 przedstawiono poréwnanie tradycyjnych metod oznaczania
pestycydéw w zywnosci oraz nowej metodyki QUEChERS. Wyraznie wynika z niego, ze
zastosowanie metodyki QuEChERS pozwoli zmniejszy¢ ilos¢ etapéw procedury
analitycznej. Jest to bardzo wazne, gdyz kazdy dodatkowy etap komplikuje procedurg,
jest réwniez potencjalnym zrédiem btedow.

Opracowanie nowej metodyki wymaga ustosunkowania si¢ m.in. do nast¢pujacych
kwestii:
®  sposobu rozdrobnienia prébki i jej ilosci,
® wyboru rozpuszczalnika do ekstrakc;ji,

e wyboru odpowiedniego wspétczynnika ,,ilo§¢ prébki/ilos¢ ekstrahenta”,
e  sposobu prowadzenia ekstrakcji - wstrzgsanie czy mieszanie,
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e  sposobu zainicjowania rozdzielenia faz,
® sposobu oczyszczania ekstraktu.

Tradycyjne metodyla analizy
probek zywnosci pod katem Metodyka QuE ChERS
zawartoscl pestyeydow

®* wymagalg zazwyczal duzych ilosct o  umozliwia zmnigjzzenie 1logcl
probek, prébek oraz potrzebnego szkila
*  spto zarwyczaj procedury laberatoryinego,
wieloetapowe, ktdre wymagajg ® nie wymaga mieszania i
jednego badf wigce etapdw filtracyi, etapu
cczyszozania ekstraktu, a w zwigdo odparowywanialzateZania oraz
£ tym sg skomplikowane, drogie, wymiany rozpuszezalnikdw.

czaso- i pracochionne,
* wich wyniku powstaja znaczne
lodoi odpaddw,
Rys. 1. Poréwnanie tradycyjnego podejscia w analizie zywno$ci pod katem zawarto$ci pestycydow
oraz metodyki QUEChERS

Najprostszym sposobem poprawienia wydajnos$ci metody analitycznej jest zreduko-
wanie rozmiaru prébki do najmniejszej jej iloSci, ktéra pozwoli otrzyma¢é rzetelne wyni-
ki. W wigkszosci metodyk oznaczania pozostalo$ci potrzebna ilos¢ prébki to
ok. 50+100 g. Taka ilo§¢ prébki musi zosta¢ rozdrobniona za pomoca odpowiednich
urzadzen i technik, a w przypadku Zywnosci réwniez w odpowiednich warunkach. Tak
przygotowana prébka zywnosci o masie ok. 10 g zostala uznana jako odpowiednia
w przypadku metodyki QUEChERS. Nalezy pami¢taé, ze im lepiej rozdrobniona prébka,
tym lepsza penetracja matrycy przez rozpuszczalnik.

Wybor rozpuszczalnika do ekstrakcji

W przypadku oznaczania pozostaloéci pestycydéw w prébkach zywnosci najczgsciej
stosowanymi rozpuszczalnikami byly i sa: aceton [4, 5, 11, 13, 29], octan etylu [18-20]
i acetonitryl [1-3, 15-17], gdyz wszystkie one pozwalaja osiagna¢ duze odzyski analitéw.
W tabeli 3 przedstawiono wady i zalety tych rozpuszczalnikéw. Poniewaz jednak po
ekstrakcji z probek zywnosci (owocdw i warzyw) ekstrakty acetonirylem zawieraja mniej
substancji przeszkadzajacych niz ekstrakty octanem etylu i acetonem oraz stosunkowo
fatwo mozna oddzieli¢ acetonitryl od wody (za pomoca dodatku soli), to acetonitryl
zostal wybrany jako rozpuszczalnik ekstrakcyjny w przypadku stosowania metodyki
QuEChERS.
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Tabela 3
Poréwnanie rozpuszczalnikéw najczesciej stosowanych w analizie zywnoS$ci pod katem zawarto$ci
pestycydéw
Rozp :lslf czal- Zalety Wady

- jest mozliwe latwe

i skuteczne oddzielenie
acetonitryl 3;;:2};rcyhtiogiklrvoi)}ﬁ - ekstrakty zawieraja substancje przeszkadzajace

zamiast  niepolarnych
rozpuszczalnikéw

- dobrze miesza  sig¢|- nie jest mozliwe rozdzielenie wody i acetonu bez uzycia

aceton . L4
z woda niepolarnych rozpuszczalnikéw
- niektére z najbardziej polarnych pestycydow nie
rozdzielaja si¢ w nim,

- tylko czgéciowo miesza |-  jego uzywanie pociaga za soba izolacj¢ z badanej
si¢ z woda, co czyni do- prébki  znacznych ilosci niepolarnych substancji
dawanie  niepolarnych przeszkadzajacych, takich jak lipidy czy wosk

octan etylu S . P . .
rozpuszczalnikéw, aby epikutykularny, ktére nalezy usunaé przed etapem
oddzieli¢ go od wody, oznaczen koncowych, oczyszczenie tak otrzymanego
zbednym etapem ekstraktu ~wymaga czasochtonnej techniki, np.

chromatografii Zelowej (GPC), co réwniez skutkuje
powstaniem duzych ilo$ci odpadéw.

Wspotczynnik ,,ilos¢ probkifilosé ekstrahenta”

Im mniejsza ilo$¢ ekstrahenta jest uzywana na jednostke masy prébki, tym bardziej
skoncentrowany ekstrakt mozna otrzyma¢. Pozwala to unikna¢ etapu odparowywania
rozpuszczalnika i, przynajmniej teoretycznie, obniza granice wykrywalnosci. W trakcie
opracowywania metodyki QuEChERS autorzy poréwnali dwa wspdtczynniki ,.ilo§¢
probki/ilos¢ ekstrahenta’:

e 1/1-10 g prébki + 10 cm’ ekstrahenta,
e 2/1-10 g prébki + 5 cm’ ekstrahenta.

Okazatlo si¢, ze odzyski dla najbardziej polarnych pestycydéw w przypadku zasto-
sowania wspotczynnika ,,ilo$¢ probki/ilos¢ ekstrahenta” réwnego 2/1 nie byly tak duze
jak w przypadku wspétczynnika 1/1. Mimo to odzyski wszystkich pestycydéw wynosity
ponad 75% zaréwno dla wspdtczynnika 2/1, jak i 1/1.

Wstrzgsanie czy mieszanie

Zdaniem autoréw metodyki QUEChERS, wstrzasanie powinno by¢ zawsze rozpa-
trywane przed mieszaniem z uzyciem okreslonych urzadzen (mieszalnikéw), o ile oczy-
widcie ekstrakcja wspomagana wstrzasaniem dostarcza mozliwe do przyjecia wyniki, np.
dla materiatéw odniesienia. Na poparcie swojego twierdzenia przywotuja nastepujace
zalety wstrzasania nad mieszaniem:

e w trakcie wstrzasania prébka nie jest narazona na kontakt z metalowymi
powierzchniami, ktére wystepuja w mieszalnikach,

® w razie potrzeby wstrzgsanie moze by¢ wykonane recznie zaréwno w laboratorium,
jak i w terenie,

e brak koniecznosci czyszczenia pojemnika na probke w mieszalniku migdzy
ekstrakcjami kolejnych prébek,
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® wstrzgsanie odbywa si¢ w zamknietym naczyniu, co jest bezpieczniejsze ze wzgledu
na brak emisji par rozpuszczalnika,

® nie jest potrzebna dodatkowa ilo$¢ rozpuszczalnika do ptukania naczynia, w ktérym
odbywalo si¢ mieszanie,

e  koszt zakupu i utrzymania wytrzgsarki jest mniejszy niz mieszalnika,

e w trakcie mieszania w mieszalniku generowane jest ciepto wywotane przez tarcie
(szczegdlnie w przypadku dodatku soli), wstrzgsanie eliminuje ten problem.

Sposob zainicjowania rozdzielenia faz

Aby uniknaé stosowania cze¢sto toksycznych i drogich wspétrozpuszczalnikéw,
opracowujac metodyke QUEChERS, przeprowadzono szereg eksperymentéw z dodat-
kiem réznych soli, ktére miaty zainicjowaé rozdzielenie faz wodnej i organicznej. Zasto-
sowanie réznych soli umozliwiato analiz¢ pestycydéw o réznej polarno$ci. Sposréd soli,
ktére badano, siarczan magnezu zapewnial najbardziej kompletng ekstrakcje ciecz-ciecz,
co miato bezposrednie przetozenie na najwigksze odzyski pestycydéw, szczeg6lnie tych
najbardziej polarnych, jak metamidofos, acefat czy ometoat. Do dalszych eksperymen-
tow wybrano mieszaning 4 g MgSO, i 1 g NaCl.

Sposob oczyszczania ekstraktu

W konwencjonalnej odmianie techniki ekstrakcji do fazy statej uzywa si¢ najczes-
ciej plastikowych badz szklanych kolumienek wypetnionych zlozem materiatu ekstrak-
cyjnego o masie 250+1000 mg. Niezbedny jest tez zestaw do oczyszczania
i wzbogacania ekstraktéw technikg ekstrakcji do fazy stalej (komora prézniowa ze szkla
borokrzemianowego, pokrywa, kré¢ce i zawory, manometr kontrolny, pompa prézniowa,
odbieralnik rozpuszczalnika i odbieralnik prébki), a takze etap kondycjonowania zloza
i odparowywania rozpuszczalnika. Chociaz technika SPE z zastosowaniem kolumienek
ekstrakcyjnych ma wiele zalet, nie jest jednak technika idealng. Dlatego w metodyce
QuEChERS zastosowano tzw. dyspersyjny wariant techniki SPE (d-SPE), ktéry pozwala
na oszczednos¢ czasu, wysitku, pienigdzy i rozpuszczalnikéw w poréwnaniu z tradycyjna
SPE, co $wietnie ilustruje rysunek 2 [31], przedstawiajacy schemat postgpowania
w dyspersyjnej technice SPE.

Probéwki zawierajace ztoze materialu ekstrakcyjnego do d-SPE mozna przygotowac
w laboratorium, ale réwniez sa one dostepne handlowo i moga zawierac:
® siarczan magnezu - w celu rozdzielenia wody od rozpuszczalnika organicznego,

e zloze zawierajace pierwszorzedowe i drugorzgdowe grupy aminowe (PSA) - w celu
usunigcia cukréw i kwaséw ttuszczowych,

e zloze sadzy grafityzowanej (GBC) - w celu usunig¢cia barwnikdéw i steroli,

e zloze Cig - w celu usuni¢cia niepolarnych substancji przeszkadzajacych, takich jak
lipidy.

Na rysunku 3 [29, 33, 35] przedstawiono poréwnanie dwéch odmian techniki eks-
trakcji do fazy stalej: tradycyjnej (kolumnowej) oraz dyspersyjnej SPE. Na tej podstawie
wybrano dyspersyjna odmiang techniki SPE na zlozu PSA.
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1. Przeniesienie odwirowanego ekstraktu do probdwli zawierajgce) zloze odpowiedniego
sotbenwizorbe ntéw.

2. Energiczne wstrzgsanie (ok. 30 s - 2 min).

3, Wirowanie (5 min, 3000 obr./min) w celu oddzielenia zloza sorbentu od oczyszczonego
elestraltu.

4. MNatychmiastowe nastawienie miana pH (jesli jest to konieczne). Ekstrakt tak preygotowany
jest gotowy do oznaczen kofcowych technika GC lub LC.

Rys. 2. Schemat postgpowania w przypadku techniki d-SPE

Tradycyjne kolumnowe SPE Dyspersyjne SPE oraz d-SPE
® zapewnia lepsze ocZyszczenie o umo:zliwia  ofrzymanie  wickszych
prébl, i bardzie] powtarzalnych odzyskéw
®  wymaga wickszej ilodci préblki, analitdw o wihasciwodciach kwasowych
®»  wymaga kondycjonowania rloza badz  zasadowych  (np. acefat,
i etapu  odparowania  roz- katbendazym, imazalil, metamidofos,
puszczalnikea, pymetrozyna i tiabendazol),

® nie wymaga kondycjonowania zloza
i etapu odparowania rozpuszczalnika,
jest wiec szybszg technika,

® wymaga mniejsze] ilodci  prébki,
sorbentu  oraz sprzetu, jest wiec
techniky tafiszg 1 latwiejsza,

* mofe byl stosowana tylko, gdy na
zlogu sorbentu  zatreymywane  sg
substancie  przeszhadzajgee, a  nie
analit.

Rys. 3. Poréwnanie tradycyjnego kolumnowego SPE oraz dyspersyjnego SPE

Oznaczanie pozostalo$ci pestycydéw w owocach i warzywach

Opracowana przez Anastassiadesa i wsp6tpr. w 2003 roku [29] procedura (rys. 4)
polegata na ekstrakcji przez wirowanie prébki zywnosci z acetonitrylem. Wodg i acetoni-
tryl rozdzielano, dodajac do ekstraktu bezwodnego siarczanu magnezu oraz chlorku
sodu. Nastepnie ekstrakt oczyszczano przy uzyciu techniki d-SPE z zastosowaniem ztoza
PSA, ktére efektywnie usuwa wiele polarnych substancji przeszkadzajacych, znajduja-
cych si¢ w prébkach zywnosci. Tak przygotowane ekstrakty byty gotowe do oznaczen
koncowych.

Kontynuacja badan Anastassiadesa i wspétpr. byta przeprowadzona przez Lehotaya
i wspolpr. w 2005 roku [32] walidacja procedury dla ponad 200 réznych pestycydéw
w kilkunastu prébkach o zréznicowanym skladzie matrycy. Na etapie oznaczen konco-
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wych wykorzystano chromatografi¢ gazowa sprz¢zona ze spektrometriag mas (GC-MS)
oraz chromatografi¢ cieczowa z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS). Otrzymane
wyniki byly bardzo dobre dla wigkszos$ci pozostalosci analizowanych pestycydéw
w warzywach i owocach, wyjatek stanowity pewne pestycydy stabilne wylacznie w $ro-
dowisku o okreslonym pH. W prébkach, ktérych matryce nie zawieraja kwaséw, jak
satata, zaobserwowano degradacj¢ pestycydéw wrazliwych w $rodowisku zasadowym,
takich jak kaptan, folpet, dichlorofluanid i chlorotalonil. Problem ten jednak przezwycie-
zono, dodajac podczas ekstrakcji 0,1% roztworu kwasu octowego lub mréwkowego [33,
34]. Dla réznych warzyw i owocéw z dodatkiem pestycydéw zaréwno polarnych, jak
i zasadowych otrzymano odzyski przekraczajace zazwyczaj 90% oraz powtarzalno$¢
najczesciej mniejsza niz 5% (miara powtarzalnosci jest odchylenie standardowe powta-
rzalnosci oznaczen).

Odwazanie probla (10 g iteflonowe
probéwl wirdwloowe)

dodanie acetonitrylu (10 cm®)
1 wymieszanie {1 min)

Dodanie MgS04 (4 g) i NaCl (1 g)

@ wytieszanie (1 min)

Dodanie roztwory wzorca
wewnegtrne go

wymieszanie (30 ) 1 odwirowanie
elestralketu (1 min)

Przeniesienie 1 cm® z gdrne] warstwy
acetonitrylu do mikroprobdwl
wirdwhkowe] rawierajace] zloze P3A
(253 mg) i bezw. WgE0y4 (150 mg)

wytmieszanie (30 ) 1 odwirowanie
elstraletu (1 min)

Dodanie roztworu 3 % kwasu
mréwkowego (jedli konieczne)

4L

Oznaczenie koficowe
fnajoredcie] GUO-MME

Rys. 4. Gléwne etapy procedury analitycznej wykorzystywanej do oznaczania pestycydow
w prébkach zywnosci (owoce i warzywa)
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Oznaczanie pozostalo$ci pestycydéw w zywnosci
o duzej zawartosci tluszczu

Bardzo dobre wyniki, ktére udato si¢ otrzymaé, stosujac metodyke QuEChERS do
analizy warzyw i owocéw, spowodowaly zainteresowanie tg procedurg i préby jej zasto-
sowania do oznaczania pozostatoéci pestycydow w zywnoS$ci zawierajacej wigksze ilosci
thuszczu [35].

Lehotay i wspélpr. [35] postawili sobie za cel oznaczy¢ zawarto§¢ pozostatosci pe-
stycydéw w zywnosci zawierajacej do 20% ttuszczu (mleko 1 jaja) metodyka
QuEChERS. Uznali oni, ze w Zywno§$ci zawierajacej od 2 do 20% tluszczu moga wyste-
powac pozostatosci zaréwno lipofilowych, jak i hydrofilowych pestycydéw, stad stusz-
no$¢ poszukiwania i rozwoju metod analitycznych pozwalajacych na jednoczesne
oznaczanie analitow o szerokim spektrum polarno$ci. Do zywnosci takiej zaliczy¢ mozna
m.in. mleko, jaja, orzechy, kukurydze, soje, pszenice¢ oraz inne ziarna, ryby i owoce
morza, a takze nerki, watrobe i migso drobiowe, wieprzowe czy tez wotowe, réwniez
awokado. Natomiast w zywnosci zawierajacej powyzej 20% ttuszczu (m.in. oleje roslin-
ne, tluszcz zwierzecy oraz masto) wystepuja gléwnie anality niepolarne, stad brak ko-
niecznosci opracowywania metodyk analitycznych pozwalajagcych na oznaczanie
polarnych pestycydéw w prébkach o takim sktadzie matrycy.

Chociaz tluszcze nie rozpuszczaja si¢ najlepiej w acetonitrylu, jednak pewne ich ilo-
$ci beda si¢ wspotekstrahowaly z analitami, stad konieczno$¢ usunigcia ich przed etapem
oznaczen koncowych. Dlatego tez modyfikacje metodyki QuEChERS zmierzajace do
zastosowania jej do analizy zywnos$ci zawierajacej ttuszcz rozpoczeto od ponownego
ocenienia etapu oczyszczania ekstraktu. W przypadku prébek praktycznie niezawieraja-
cych tluszczu (owoce i warzywa) oczyszczanie za pomocg techniki d-SPE (na ztozu PSA
z dodatkiem bezwodnego MgSO,) zapewniato mozliwo$§¢ usunigcia substancji przeszka-
dzajacych bez negatywnego wptywu na odzysk analitéw [29]. W przypadku ,,ttustych”
probek oczyszczanie ekstraktdw na ztozu sadzy grafityzowanej (GCB) najlepiej sposréd
analizowanych zt6z usuwalo substancje przeszkadzajace, usuwalo jednak réwnoczes$nie
niektére pestycydy, jak terbufos, tiabendazol, heksachlorobenzen i inne - zawierajace
w molekule plaskie pierscienie. Dlatego poréwnano efektywno$¢ oczyszczania takich
Ltustych prébek”, jak jaja, mleko, awokado i tkanki zwierzece, metodyka QuEChERS
z wykorzystaniem takich sorbentéw, jak PSA, GCB i Cig3 za pomoca réznych odmian
techniki SPE (tradycyjnej i d-SPE). Poréwnano réwniez ,oryginalng” metodyke
QuEChERS, w ktérej zastosowano NaCl i MgSO,, aby zapoczatkowaé rozdzielenie
acetonitrylu i wody, oraz procedur¢ zmodyfikowana, w ktérej do acetonitrylu dodano 1%
roztworu lodowatego kwasu octowego i soli sodowej kwasu octowego zamiast NaCl, aby
osiggna¢ state pH procedury niezaleznie od poczatkowego pH prébki.

Okazato si¢, ze zastosowanie modyfikowanej metodyki QuEChERS pozwolilo na
otrzymanie wigkszych odzyskéw analitow i wigkszej stabilnosci tych pestycydéw, ktdre
sa wrazliwe na zmiany pH, dlatego w dalszych eksperymentach stosowano t¢ metode
[33]. Dowiedziono réwniez, iz zastosowanie ztoza sadzy grafityzowanej do oczyszczania
probek moze mie¢ miejsce tylko w przypadku analizowania ich pod katem zawartosci
pestycydéw innych niz anality zawierajace ptaskie pierScienie w molekule. Zastosowanie
kombinacji sorbentéw PSA i Cg na etapie oczyszczanie ekstraktéw za pomocg techniki
d-SPE pozwolito na efektywne oczyszczanie probek w przypadku koniecznos$ci oznacze-
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nia analitéw zawierajacych plaskie pier§cienie w molekule. Udowodniono tez, ze trady-
cyjna kolumnowa technika ekstrakcji do fazy statej zastosowana w zmodyfikowanej
metodyce QUEChERS pozwala na usunigcie wigkszej ilosci substancji przeszkadzaja-
cych z ekstraktéw z jaj niz technika d-SPE [35].

Podjeto réwniez préby zastosowania metodyki QuUEChERS do badan analitycznych
innych prébek zywnosci o duzej zawartosci ttuszczu, jak oliwki i olej z oliwek, pod ka-
tem zawartosci pestycydow nalezacych do réznych klas [36] (chloroorganiczne, fosforo-
organiczne oraz triazyny). Na etapie oczyszczania ekstraktéw zastosowano mieszaning
3 sorbentéw: Cig, PSA i GCB, otrzymujac obiecujace wyniki. Dla wigkszo$ci analitow
otrzymano duze odzyski, jedynie dla mato polarnych analitéw (chloroorganiczne) odzy-
ski byly mniejsze niz 70%.

Podsumowanie

Zmodyfikowana metodyka QUEChERS z wykorzystaniem dyspersyjnego wariantu
techniki SPE jest tatwym 1 szybkim podejsciem w przypadku konieczno$ci
przygotowania prébki pod katem analizy zawarto$ci pozostato$ci pestycydéw. Jednak
wydaje si¢, iz nie nadaje si¢ do zastosowania w przypadku ekstrakcji lipofilowych
pestycydéw z probek zywno$ci o duzej zawarto$ci tluszczu. Moze by¢ natomiast
przydatna do ekstrakcji pestycydéw polarnych i $redniopolarnych z zywnosci o réznej
zawarto§ci tluszczu. Z cala pewnoscig jest to uzyteczna technika ekstrakcyjna
w przypadku analizy zywno$ci niezawierajacej tluszczu pod katem zawarto$ci
pestycyddw o szerokim zakresie polarnosci.

Spis akroniméw

AKronim Termin obcojezyczny Termin polski
ASE Accelerated Solvent Extraction Przyspieszona ekstrakej a za pomoca roz-
puszczalnika
FDA Food and Drug Administration Agencja ds. Zywnosci i Lekéw
GC-MS Gas Chromatography - Mass Spectrome- | Chromatografia gazowa sprz¢Zona ze spek-
try trometrig mas
GCB Graphitized Carbon Black Sadza (czern weglowa) grafityzowana
GPC Gel Permeation Chromatography Chromatografia zelowa
Liquid Chromatography - Tandem Mass Chromatografia cieczowa sprz¢zona
LC-MS/MS :
Spectrometry z tandemowa spektrometrig mas
Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika
MAE Microwave - Assisted Extraction wspomagana promieniowaniem mikrofalo-
wym
MRMs Multi-Residue Methods Metodyki oznaczania pozostalo$ci
MSPD Matrix Solid Phase Dispersion Ekstr}a kcg & za pomocg rozp usz?zalmka
z probki zmieszanej z wypetniaczem
PLE Pressurized Liquid Extraction Przyspieszona ekstrakej a za pomoca roz-
puszczalnika
PSA Primary Secondary Amine Zlf)ze zawierajace plerWSZO{z¢dowe
i drugorzgdowe grupy aminowe
SFE Supercritical Fluid Extraction Ekstrakeja za pomocg plynu w stanie nad-
krytycznym
SPE Solid Phase Extraction Ekstrakcja do fazy stalej
SPME Solid Phase Microextraction Mikroekstrakcja do fazy stalej
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QUECHERS APPROACH FOR THE DETERMINATION
OF PESTICIDE RESIDUES IN FOOD MATRIXES

Department of Analytical Chemistry, Chemical Faculty, Gdansk University of Technology

Abstract: Pesticide-resideue determination in food samples is becoming a very challenging issue because of
large amounts of interferents, such as proteins, saccharides and fats, which in most cases cause negative
impact on the method. On the other hand, ensuring ,.food safety” requires monitoring pesticide residues. For
this task, the development of multi-residue methods, which allow proper control of a large number of pesti-
cides in a unique analysis, is the most common strategy. However, the different classes and physicochemical
properties makes it difficult to develop methodologies that cover all the analytes under one study.

Keywords: pesticides, food, sample preparation, extraction, clean-up, QUEChERS method
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