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ABSTRAKT

Hrozno patri medzi najstarSie kultdrne plodiny. Mozo konzumouav surovom stave
ako ovocie, alebo pouzho ako surovinu na pripravu kompétov, Stiéiws'achtilého napoja
- vina. Celé generéacie vinarov sa snazia zlepSoiglen pestovaitské podmienky virda,
ale aj kvalitu vina. Vyznamnymi faktormi, ktoré mb#éepriaznivo ovplyvni kvalitu arody je
rada Skodlivychcinitelov, ako Ziv@iSny Skodcovia, choroby a buriny. K regulacii ich
vyskytu suU v systéme integrovanej ochrany vyuzivegrétechnické opatrenia, odolné odrody
a pesticidy. S narastajucimi poziadavkami na kwaptodukcie taktiez narastd mnoZstvo
a spektrum pouzitych pesticidov. AvSak zvySujudsah pouzivanych pesticidov so sebou
prinaSa aj isté rizika, ako pre vnutornu kvalitogukcie, tak aj pre Zivotné prostredie. Tato
skuta@nog’ vytvara potrebu sledovanepriaznivé vplyvy vratane obsahu rezidui pesticid
hrozne. Moja diplomova praca sa zaobera Studiotparanentalnym stanovenim vybranych
rezidui pesticidov vo vzorkach réznych vin.

ABSTRACT

The grape is one of the oldest cultivated plaritsah be consumed as a fruit or it can be
used as a raw material for making stews, juicebh®icultivated drink — wine. Generations of
wine-makers have been striving to improve bothdhkivating conditions of vineyards and
the quality of wine. Many harmful elements, suchhagbivorous pests, diseases and storms
are important factors that can have a negative ¢tnga crop quality. To regulate the effects
of these factors, an integrated protection systensed, incorporating agronomical measures,
resistant varieties and a wide spectrum of pesscidHowever, increasing the usage of
pesticides brings certain dangers to both the mtoalu quality and the environment. This
necessitates the monitoring of the negative efféstduding the content of pesticide residues
in the grapes. My thesis studies and experimentsblesses selected pesticide residues in
certain wine samples.

KLU COVE SLOVA:
Vino, pesticidy, insekticidy, fungicidy, herbicidktrakcia, SPE, GRGC, GC-MS.

KEYWORDS:
Wine, pesticides, insecticides, fungicides, hedasj extraction, SPE, GPC, GGC-MS.
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1 UvOD

UZ od pradavna ziskavalovek tekutiny samokvasenim sladkych plodov. Balgptave
Sava révy vinnej, ktorej kvasenim vznikol naps, sprevadz&udstvo od samého piatku
jeho existencie. Mozno teda twdie pestovanim vinnej révy Badstvo zaobera uz niekm
storai.

K vyrobe kvalitnych vin je nevyhnutné zdravé a @obyzreté hrozno, a prave preto sa
pouzivanie dinnych latok proti roznym Skodcom stalo beznou ptaxaj vo viniciach.
Doposid sa ako najtinnejSia metdda na regulaciu Skodlivy¢imitel'ov javi vyuzZivanie
chemickych pripravkov tzv. pesticidov [1,6,8]. Rddly predstavuju Specifickl skupinu
chemikalii, ktoré sa vyvijaju a vyrabaju z&itom ochrany pinohospodarskych plodin pred
vznikom chordb, napadnutim Skodcandi rastom burin. Nespravne pouzitie tychto
chemickych latok moéze maza nasledok pritomntsich rezidui v hrozne, alebo
v spracovanych vyrobkoch ako je vino a tym ohroZdyezpe&nos’ vyrobku. Z tohto dévodu
je v poslednych rokoch stanoveniu rezidui pesticidgotravinach alebo v surovinach
pouzitych na vyrobu potravin venovanalké pozorno& V zaujme ochrany zdravia
spotrebitéov boli v réznych krajinach stanovené maximalne itymrezidui (MLR)

v strapcoch na medzindrodnej Uro@adex Alimentariug21].

Cielom tejto prace je poskyttidpre’ad o pouzitych pesticidoch, moznostiach ich

stanovenia a zarouesi overi’ moznosti tychto analyz na vybranych pesticidockine.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Réva vinna

2.1.1 Pévod révy

Nie je mozné presne ditf vek vinnej révy, ale archeologické nalezy dokazuagibola na
svete skor akalovek. Stopy po nej sa nasli na brehoch Kaspickélooa, v Gronsku, v
Severnej Amerike, v Malej Azii. Vtedy iSlo o divokasticu révu.

Vedci sa domnievaju, Z¥/ITIS VINIFERA , botanicky nazov pre viéi hroznorody,
pochadza z udolia riek Eufrat a Tigris, kde sa tedpisickami rokov vyrabalo hroznové
vino. Trvalo v8ak vigmi dlho, kym sa vind rozSiril po celom svete. Pred viac ako 3500 rokmi
pred n. |. pestovali Egyjania kultirne vinnu révu a vyrabali z jej hroziezagny napoj. Uz v
tej dobe bolo vinarstvo na vysokej trovni a to eV Egypte, ale aj Syt Babylone.

Gréci pestovali a starali sa o winpodobne ako Egylania. Vino ctili ako "dar bohov".
Uz tam sa z&lo remeslo degustatora, pretoZze prave Gréci paralnvodu z réznych
prameiov.

Rimanom tiez patri W&a chvala. Pri rozSirovani rimanskej riSe zatovezSirovali aj
pestovanie vinnej révy po celej Europe. Svoje viadly zakladali len na tych najvhodnejSich
miestach.

V roku 892 kr& Svatopluk zaslal priesady viasi do Prahy vojvodovi Bovojovi a
LCudmile, ktora ich nechala vys&di okoli MéInika.

Bohuzid, nie su spravy o tom, ako sa pretkioni stora@iami hrozno zberalo, oSetrovalo,
a taktiez ako sa vyrabalo vino [3].

2.1.2 Botanické zatriedenie virda

Vitis vinifera sa systematicky radi delade Vitaceae ktord méa cca 600 druhoGelad
Vitaceae sa deli na dve pddrade, ato potklad Leeoidae ktora ma jeden rod.eea
a podelad’ Vitoidag ktorda ma 10 rodovCissus AmpelocissusPterisanthesClemanticissus
TetrastigmalLanducia ParthenocissusAmpelopsisRhoicissusa Vitis. NajrozSirenejsi je rod
Cissusa ma vyuzitie ako dekorativna rastlina. R@hpelocissuge najvyznamnejSi po rode
Vitis a rozSireny predovsetkym v tropickych krajinach.

Rod Vitis je rozSireny hlavne na severnej pologuli aljpdklasifikacie Planchona sa deli na
dva podrodyMuscadianas druhonVitis rotundifoliaaVitis Munsonianaa podrodEuvitis so
skupinami druhovVitis labrusca Vitis aestivalesVitis cinerascentesVitis rupestris Vitis
ripariae, Vitis labruscoideagVitis incertaea Vitis viniferae

Vplyvom rozdielnych ekologickych podmienok ma patiEuvitistri geografické skupiny:

= Vini¢ eurdpsky a zapadodzijsky jediny druh patriaci do tejto skupiny je wni
hroznorody, ktory zafiuje vSetky pestované odrody eurdpskeho caniod
najzapadnejsejasti Europy po strednl Aziu. Deli sa na poddruti¢viiroznorody
lesny —Vitis vinifera ssp. silvestria vin hroznorody -Vitis vinifera ssp sativa

» Vini¢ vychododzijsky -€lo tejto skupiny patria odrody vita pestované vo vychodnej
Azii. Zahiia 42 druhov s menej vhodnymi hospodarskymi vlastrog vyuZitie
maju predovSetkym ako okrasné rastliny. Vynimkouvijgei¢ amursky, ktory sa
vyuZiva na Bachtenie vinia na mrazuvzdornés

» Vini¢ americky —zahia 28 druhov, z ktorych je ¥&ina odolnd v& hubovym
chorobam [2].



2.1.3 Zlozenie hrozna

Vino sa vyrdba z najkvalitnejSieho dostupného hmoZDnes uZz maju vyrobcovia vin
rovnaky vplyv na pestovanie ako sami vinohradnici.

Hrozno vinnej révy sa sklada z bdbdduzina, Supka, semena a stopiek. VSetky tiasbi
hrozna maju pomerne Ky vplyv na kvalitu budiceho vina. Ich zastupenteezne je rézne
a zavisi od odrody hrozna, stig zrelosti a ekologickych podmienok. Hrozno obsahuij
cukry, kyseliny, vodu, triesloviny, tuky, dusikdédky, mineralne latky, farbiva a aromatické
latky [4,5].

DuZina je zastUpena v najg8om mnozstve, tvori v priemere 85 — 89% z hmotriostzna.
Jej chemické zlozenie a dfavé vlastnosti zavisia najma od odrody hrozna. Rijavi
zlozkami su cukry - glukéza, fruktéza a organick@&ediny, najma vinna a jaiia, ktoré su
vol'né aciastane viazané vo forme soli. Okrem toho duZina obsalayjdusikaté latky,
enzymy, vitaminy a minerélne latky. Farbiva, troeshy a aromatické latky sa v duZine
nachadzaju iba v stopovych mnozstvach [4,5].

Supkahrozna tvori 9 — 11% z celkového mnoZstva hrozrky vyskytujice sa v Supkach
maju najvési vplyv na cht, véiu a charakter odrody budiceho vina. V Supkéach dhely
odréd sa nachadzaju Zltozelené farbiva — flavarebhlorofyl. Veervenych a modrych
odrodach su ta@ervené farbivd — anthokyany. DoéleZitoucadiou Supiek su vosky, ktoré
vytvaraju voskovy povlakim chrania bobulu pred mechanickym poskodenim aneaglym
vyparovanim [4,5].

Semena sa vyskytuju v bobuliach hrozna. Hlavnymi zloZzkami gfiesloviny a oleje.
Triesloviny prechadzaju pri nakvasovani mlata doStwmu Pri vyrobecervenych vin sa
podporuje ich vyluhovanie, pretoZze si vyzaduju Vvy&bsah trieslovin. Pri bielych
aromatickych odrodach sa ponechavaju na mlate né@men2 dni, pretoze vysSi obsah
trieslovin je v tomto pripade nezZiaduci [4,5].

Stopky tvoria 3 - 5% hmotnosti bolit Ich chemické zloZenie zévisi od odrody hrozna,
klimatickych podmienok a stép zrelosti. Zo z&atku su sfarbené do zelena a maju vyssi
obsah vody. Dozrievanim hrozna hnednd a drevnatjapky obsahuju aj Veni malé
mnoZstvo cukru, kyselinu vinnu a jabl, triesloviny, dusikaté a mineralne latky [4,5].

2.1.4 Geologické, klimatické a pddne faktory

Pestovanie vinnej révy a kvalita vina su zavislé rade ¢initelov, predovSetkym na
geologickych pomeroch, klimatickych podmienkach deodovej skladbe. Vidi ako
viacrainu kultaru mozno vysatliiba do poléh, v ktorych su z hladiska ekoldgieigan
preStudované klimatické podmienky. Na komplexné Udesie vhodnosti stanovistnych
podmienok nestda iba kratkodobé sledovanie komponentov klimy, pdepotrebné ich
zhodnott’ za dlhoréné obdobie.

V ¢eskej vinarskej oblasti sa vinna réva vysadza ldava svahoch. Tieto vinice netrpia
tor'ko hubovymi chorobami ani neskorSimi jarnymi mrazila davaju najkvalitnejSie vina.
Na zakladanie vinic nie s vhodné mrazové kotlingolia, v ktorych sa udrzuje chladny
vzduch, uzavreté miesta, kde réva trpi chorobamrazomci miesta u riek, kde sa vytvara
hmla podporujuca hubové ochorenia.



Vini¢ hroznorody je citliva rastlina. V miernom klimdtamm pasme produkuje kvalitné
zrelé hrozno v komeéne dostaténom mnozstve. VyZaduje sikeeviahy a sinéného svitu.

Doélezitym faktorom je dostatoe dlhé a teplé leto, nie Rmai chladna jar a mierna zima
bez vé&kych mrazov. Dobry vysledok pri pestovani hroznatme zavisi aj od sldee]
energie, ktora vplyva na celkovy rast, vyvoj a plog vinica.

Vini¢ ma na rozdiel od inych kultirnych rastlin men&eoky na kvalitu pody. Ak je vidi
v ,strese” poaiuje potrebu reprodukcie, a teda rodi viac hrozmetoPsa niektoré z najlepSich
svetovych vinic zalozené na kamenitej, Strkovheglicovej i ilovitej pode. Kamenité pody
davaju akostné vina. Strkovité pddy obsahuji viainy preto je u nich Grodnésvyssia.
Piegité pody su vEmi vhodné na pestovanie vinnej révy, lebo dobrei@ju vodu d’ahko
sa obrabajTazké a studené hlinité pddy sa na pestovanie régdia.

Nemensi vyznam pre pestovanie vinnej révy ma anatie zlozenie pody. Ovplywije
rast révy i kvalitu vina. Chemické zloZenie po6dyighod mattnej horniny, z ktorej péda
vznikla [3,4,5].

2.1.5 Zdravé surovina - zdravé vino

Zdravou surovinou na vyrobu révového vina je zdrawdobre vyzreté hrozno, ktoré sa
zbiera iba zo zdravych kerov révy vinnej. Ker mioygi chraneni pred rozé¢mi a hlavne pred
nebezpénymi hubovymi chorobami. Proti nim sa vinice pretrene chrania m&natymi
a sirnatymi postrekmi, ktoré zakrgi vzniku neziaducej infekcii. Hrozna z vinic posglené
chorobami zasychaju alebo nezrefahko zahniju a plesnivejd. Ich cukornatge ve'mi
nizka a hodnota podpriemerna. Vina z nich su nigkaljty a utené skoér k destilacii. Zdrave
hrozna mozno ponechaa vinici vyzrievd dlhSiu dobu, hlavne ak je teplé a suchéasie
a nehrozi ich hnitie [1].

2.1.6 Choroby vina

Vinarstvo a vyroba vina zohravaji na celom svetsadnu ulohu v sociélno-
ekonomickych podmienkach. P@dorganizacie OlIVIfternationale de la Vigne et du Vin
celosvetovo vinice zaberaju plochy o rozlohe 6smidtibnov hektarov a priblizne 80%
produkcie hrozna sa pouziva na vyrobu vina. Tak@anBrancuzsko a Spanielsko produkuij
asi 50% svetovych vinDalsimi déleZitymi producentmi st aj USA, Argentisystrélia,
Cina, Nemecko, Juzna Afrik&jle a Portugalsko.

Na zvySenie vynosov finohospodarskych plodin sa stalo pouZivanie pesticatoti
Skodcom beZznou praxou aj vo viniciach. AvSak, tieteemikalie sa moézu dostado
rastlinnych tkaniv, takZze ich zvySky moéZzutbgetekované v hroznéi v spracovanych
vyrobkov ako je vino.

Okrem klimatickych¢i pddnych podmienok aj odroda mé délezita ulohwwlnosti alebo
citlivosti k r6znym Skodcom a predovSetkym tym hwudloo povodu. VSetky choroby a
Skodcovia naruSuju fyzioldgiu viga a tym mézu do ditej mieri ohrozi’ vynos a kvalitu
ovocia. NajvaSi vplyv na kvalitu plodov maju Skodlivéinitele, ktoré priamo napadaju
bobule. Medzi tri z hlavnych hubovych patogénowida patria Botrytis cinerea
Plasmopara viticola Uncinula necatof9,21,37].

Plesei siva Botryotinia fuckeliana— konidiové StadiumBotrytis cinerea

Jednd sa o rozSirené d&'we Skodlivé ochorenie vinnej révy. Nap&ie Skody vznikaju pri
napadnuti zrejacich a zrelych bobuli. V tomto olddesé priaznivych podmienok dochadza
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najma u nachylnych odréd k rychlemu Sireniu tejttekcie, co ma za nasledok podstatné
znizenie mnozstva a kvality zberu [7]

Priznaky

Ples& Seda napadé vSetky nadzen®aéti révového kra, mladé letorasty, listy, nezrelé,
zrejuce i zrelé hrozno. Na letorastoch vznikajunezéké vodnaté Skvrny avadnu. Pri
napadnuti listov moZzno pozoravaozSirujuce a od stredu zasychajuce Skvrny, vaoiép
napadnutia mladého hrozna dochadza k jeho zasych&@a stopkach vznikaju drobné
hnedozelené az Sedohnedé Skvrny, ktoré sa roz&@rogkrotizuji. Na zrejucich a zrelych
bobuliach vznikaja hnilobné Skvrny.

Za priaznivého péasia sa na postihnutyctastiach vytvaraju typické Sedé porasty
konidioforov.

Ekologia

Ples&a Seda sa dobre Siri za vlhkého dazdivéhgapa. Naroky na teplotu nie su
vyhradené, pohybuji sa v rozsahu 1 °GG optimum je 15 — 2%, nevyhnutnd je vysoka
vzdusna vihkos (viac ako 85%).

O stupni napadnutia rozhoduje predovSetkyntapie, mikroklima lokality, vysadby,
nachylnos odrbd a pripadné poranenia bobuli (krapy,foba), ktoré wahtuju infekciu.

Ochrana

Nepriama ochrana— preventivhe pestovdiké opatrenia, ktoré obmedzia zabrania
poSkodeniu hrozna (vyber lokality, zabe&pgevzdusnos porastu a kra, sulad odrody a
stanoviska, vyrovnana vyZziva, neprehnojenie dusikpm

Priama ochrana— zakladom racionalnej chemickej ochrany je vylbérmSetrenie.
OSetruju sa predovSetkym plochy s pravidelnym vi@ky za vhodnych podmienok pre
Sirenie ochorenia. V pripade pripravkov zo skuplimarboximidov bola lokalne preukazana
znizend &nnos — nastup rezistencieVzhladom k preukéazanej rezistencieCR sa
doporwuje pouzi’ maximalne 1x v priebehu vegetéacie [7].

Botrytis cineregje klasifikovany ako vysoko rizikovy patogén. Med¥znamné botryticidy
patria anilinopyrimidiny (pyrimethanil, cyprodinimepanipyrim), phenylpyrrol (fludioxonil)
a hydroxyanilid (fenhexamid). Biochemické Studieykazuju, Ze anilinopyrimidiny inhibuja
biosyntézu methioninu blokovanim cystathiofiirlyazy. Fludioxonil je Sirokospektralny
kontaktny fungicid, ktory inhibuje Kiénie konidii, rast mycélia hubB. cinerea ateda
dostat@éne pdsobi ako inhibitor prenosu signélov ovplyucich proteinkindzu. Fenhexamid
patri do skupiny hydroxyanilodov, pri pouziti gag’” W€innej latky naviaze na voskovy
povrch rastlinnycltasti a vytvara stabilny ochranny povlak. Inhibuljigdnie B. cinerealen
pri relativne vysokych koncentraciach [41] .

Plesdi vini¢ova Plasmopara viticola

Mimoriadne Skodlivé ochorenie révy vinnej aza pmigych podmienok dochadza
k epidemickému Sireniu. Pri napadnuti mladého haodnchadza k priamemu ohrozeniu
arody, pri posSkodeni listov je nepriaznivo ovplyméemnoZzstvo, kvalita zberu acagne aj
vyzretie révygim sa zvysuje riziko poskodenia pri prezimovani [7]
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Priznaky

Plesa& révova najskor napada plne vyvinuté a najma stdisty. Na napadnutych listoch
sa objavuju Zltozelené az Zlté roznelkée Skvrny. V neskorSich fazach vegetécie sa na
starSich listoch objavuju drobné, Zilkami oht@mé Skvrny a len vynintoe dochadza
k zazltnutiu celych listov. Postihnuté miesta néikigu, silne napadnuté listy préssne
odpadavaju. Na napadnutom mladom hrozne sa tvorikaly sporangioforov a sporangii a
dochadza k hnednutiu a zasychaniu. Napadnuté édausfarbuju do Sedohneda, postihnuté
pletiva sa prepadaju a na priereze je mozné poabnoapadnu hnedd mechoviti nekrézu
duziny a zasychanie. Pri napadnuti starSieho hreanporasty huby vytvaraju na stopkach
bobd’.

Ekologia
Plasmopara viticola obligatny ektotrofny parazit.

K vykli¢eniu zoospor je nevyhnutny dhfccal0 mm za 24 hod.), minimalna teplota nad
8°C a priemerna teplota nad 3. Pre sporulaciu je potrebné zidmie ¢i vysoka relativna
vihkost, vhodna teplota (optimum 15 — 2@) a tma. Za priaznivych podmienok déjde k
sporulacii za 4 hodiny. Na kKEnie sporangii a infekciu je rovanko nevyhnutnénie
listov a vhodna teplota (optimum 22 —%5). Inkub&na doba je najkratSia pri teplotach 22 —
26 °C (3,5 - 4 dni) a infekna peridda (sporulacia, kénie sporangii a infekcia) moze
prebehné za vhodnych podmienok za 8 - 10 hodin.

Ochrana

Nepriama ochrana- vSetky preventivne opatrenia, ktoré #aj§ vzdusnos porastu a kra,
¢im redukuju vhodnas podmienok pre Sirenie ochorenia. \é&snosti sa testuju tzv.
interspecifické odrodys toleranciou az rezistenciou k plesni révovejy&ou odolnau
k mrazu.

Priama ochrana- vyznamnym faktorom je vymedzbbdobie, kedy je nevyhnutné porasty
chemicky oSetti. DOlezitym predpokladom racionalnej ochrany jedeleanie vhodnosti
podmienok pre vyskyt a Sirenie ochorenia. Prvy yysiévovej plesni je nutné najskor
laboratorne ovefi

Spravidla sa porasty oSetruju preventivne. Pri prvoSetreni st vhodné kontaktné,
preventivne posobiace fungicidy. Zal'me vhodnych podmienok Sirenia sa uplgt
kombinované fungicidy — kontaktné + systémové appslednom oSetreni su to direaté
fungicidy.

Pri rozhodovani o pouziti d@atého fungicidu by malo Byoh’adnené maximalne vyuzitie
acinnosti na pleserévy a ich vethjsi vplyv na spevnenie pleti¥o moze zlepsivyzrievanie
a tak zvy& odolnog k mrazu V integralnej produkcii je nutné doditzsstanoveny limit
mnozstva medi (2 kg/ha/rok) [7].

Padli révovéUncinula necator

Patri medzi hospodarsky najSkodlivejSie ochoremey rvinnej. Pri napadnuti hrozna
dochadza k vyraznému zniZzeniu mnoZzstva i kvalitgrab— niZzSia cukornatés menej
aromatickych latok [7]
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Priznaky
Padli révoveé napada vSetky zel€aéti kra, letorasty, listy a predovSetkym nezretzho.

Napadnutétasti prerastd biele aZz bieloSedé podhubie. Poséhfasti sa sfarbuju do Seda
v dosledku poskodenia a odumierania povrchovychiwplddochadza k redukcii rastu a
deformaciam, na listoch vznikaju svetlé matné Skvmmalé bobule zasychaju v désledku
nadmernej straty vody a &&e bobule praskaju. Rmou praskania je okrem poskodenia
povrchovych buniek najméa nahly prijem vody. Na dasboch vznikaju r6zne Skvrny, ktoré
pri vyzrievani tmavnu aZerneju.

Ekologia

Padli révové sa Siri za tepléhoc¢psia a za vysSej alebo striedavej vzdusnej vihkosti
Vhodna teplota sa pohybuje v rozmedzi 6 — 35 °@pmapn 26 - 28°C. Vyskyt tejto choroby
podporuju prehanky, hmly, rosa a naopak obmedzug@ot dazdivé péasie, nizke teploty a
dihSie teplé obdobia, Hedochadza k znizZeniu relativnej vzdusnej vihkgstk(es pod 45 %).

Ochrana

Nepriama ochrana preventivne pestovd®ké opatrenia, ktoré zaigu vzdusnos porastu
a znizuju vnimavask napadnutiu (vyber vhodnych lokalit, vyrovnan&ivg, asné a uplne
prevedenie zelenych prac a iné). Vyhybea vysadbe nachylnych odréd na rizikovych
lokalitach.

Priama ochrana - chemické oSetrenie (pouZzitie vhodnych pesticitinpcipravkov).
U lokélne systémovych fungicidov zo skupiny inlobdlv demethylacie bol zaznamenany
pokles @innosti (néstup rezistencie). Viadom k zniZenej citlivosti sa v podmienkaCR
doporiuje pouzi’ DMI fungicidy maximalne 3x a po 2 oSetreniach poéuiripravok s inym
mechanizmom pdsobenia [7].

K ochrane protUncinula necatorsa pouzivaju fungicidy zo skupiny triazolov —diraefon,
penconazol, flusilazoti tebuconazol, ktory v kombinacii s tolylfuanidore [&inny proti
vSetkym trom spominanim patogénom. Triazoly patriadzi najrozsiahlejSiu skupinu
organickych fungicidov. Z rady strobilurinov su laiky kresoxim-methyl a azoxystrobin,
ktory je taktiez dinny proti vSetkym spominanim patogénom. Kresoxyethyl sa po
aplikacii meni na plyn a vytvara okolo pletiv oatnma \fstvu, ktora brani kéieniu konidii.
Z pyrimidinov je to fenarimol [11].

Hrozno napadnuté Zivé&iSnymi Skodcami
Medzi chybné hrozno sa radi aj to, ktoré bolo pdgék@ Skodcami ako halkovec révovy,
vinovnik révovy, sviluSka ovocné oba’ova® jednopasy a mramorovany [7].

2.1.7 Ochrana vinéa

KedZe vyrobné néklady na pestovanie hrozna su vys@képotrebné ptas roka
zabezpeit starostlivi ochranu proti zteéniu chorobami alebo Skodcami. Vd'kevyrobe hra
ochrana vBmi vyznamnua ulohu. Za zlého gasia, najma v dazdivom obdobi, musia’ by
vyuzité vSetky moznosti, vratane leteckého postraki@¢i popraSovania, aby bola ochrana
vykonana vas. V&ky vyznam ma preventivna ochrana, ktora zaljeaprvotnému vyskytu
chordb a Skodcov. Podstatou UspeSnej ochrany gniadcia, ¥asnos, vyuZzitie vhodnych
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pripravkov a starostlivé postrekovanie a taktieAngiaduje zakladné vedomosti bioldgie,
chordb a Skodcov, priznaky, ich pésobenie a Skédliinky [23,46].

2.1.8 Spbsoby ochrany

Jeden z vyznamnych faktorov v rastlinnej vyrobeohrana kultirnych rastlin proti
réznym chorobam, Skodcoti burinam. V poslednom obdobi sa zvySena pozarvesuje
integrovanej ochrane. Tento spdsob ochrany vyuaigatky metédy (agrotechnicka,
biologicka, fyzikalna, chemicka ochrana a odolnéodg), ktoré smeruju k znizeniu rizika pre
ekosystémy (biocendzy), zdraviadi a zvierat.

Spbsoby ochrany:

=  biologické: ochranné opatrenia, pri ktorych sa pouziva jedeyn drganizmus
proti druhému, ptiom uzit@ny organizmus pouZzity na ochranu ma schopuej sa
rozmnozové (biopreparaty — viry, baktérie, huby a bioagegtenrovci).

» fyzikalne: sp6soby ochrany, ktoré natenie Skodcov vyuzivaju fyzikalne deje.
Skodcovia su ®eny priamo, alebo sa zhor3uji podmienky pre ichinvivmenia sa ich
Zivotné podmienky (mechanické zasahy, tepelné zmeektricky prud, infréervené
Ziarenie).

= chemické:ochrana pomocou chemickych pripravkov (pesticiddbajo metdéda
sa doposikjavi ako najdinnejSia k regulacii Skodlivychinitel'ov, ¢o naznduje aj jej
dominantny charakter v buddcnosti [11].

2.2 Pesticidy

2.2.1 VSeobecna charakteristika

Pesticidy su biologicky aktivne latky predstavujlieeinoduché alebo kombinované
pripravky utené proti Skodlivym organizmom kultarnych rastliie to taktiez suhrnné
oznaenie pre vyrobky pouZivané na ochranu Uzitkovydmoizmov, materialov i potravin
pred organizmami, ktoré sa premnozili alebo sa ytygl v miestach, kde nam Skodia.

Pesticidy nasli mnohostranné vyuZzitie vlIipohospodérstve, lesnictve, sladovnictyie,
v zdravotnictve (komunalna hygiena). i ich pouZzivania je kvantitativne a kvalitativne
zlepSenie kvality potravin, krmiv, priemyselnychralykov a zarovie zabezpé&t ich ochranu
pred Skodcami a chorobamicase usklatiovania. Ochranou pred Skodlivymiinite’mi sa
sleduje predovsetkym stabilizacia Urod, zniZzovapodielu r@nej prace a zvySenie kvality
finalnej produkcie.

Vo v&Sine pripadov su pesticidy ptéoveka a zvieratd toxické latky. Ich biologicka
aktivita je determinovana charakterom vlastnéjndej latky arovnako aj pomocnymi
latkami, ktoré su v pripravku obsiahnuté. Pricagsnom pouZivani viacerych druhov
pesticidov sa méze icktidok vzajomne potenciovacim sa ich riziko a Skodliva'szvysuje.

Z tohto dévodu je nutna znaltbscinkov, ako aj dosledok ich véajSieho pdsobeni&im sa
zabrani aplikovaniu nevhodnych pesticidov do pratebo sa obmedzi rozsah ich pouzitia.
Tato znalos tiez umoiuje stanou pristupné tolerancie pesticidov a praktické rediikel
limity najma v potravinach.

Zoznam povolenych pripravkov vydava kazdom Statna rastlinolekarska spravagqm
tento zoznam obsahuje obchodny nazosinmu latku, jej obsah v pripravku, davkovanie
a ochrannu lehotu [28].
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2.2.2 Vyvoj pesticidov

Pojem pesticid nie je &inové. Mozno tvrdi, Ze v priebehu rozvoja metdd anorganickej
i organickej chémie bolo nasyntetizovanych a otestgch ohromné mnozstvo zZEnin,
ktorych p@et neustale narasta. Priemerne vSak len jedna ladk 7 - 10 tis. zltenin
prechadza screeningom ako vyubit@ v praktickej ochrane rastlin. A tak v priebehu
chemickych modifikacii a syntéz boli ziskanécitgr typy potencialnych chemickych
pesticidov.

Od vSetkych typov pesticidov sa vyvijajialSie derivaty v snahe zachdvalebo zlep$i
acinok a vyznamne obmedzved’ajSie negativnedinky.

NajzavaznejSia faza vo vyskume pesticidov nastévahquinoteni dginnosti a vetlajSich
acinkov (&innej latky. Tieto ulohy su jednozér@e spojené s ekoldgiou a zalupl, aby sa do
praxe dostali latky, sice aktivne, ale pre svolagie &inky Skodlivé pre ekosystém. Jedna
sa 0 pomerne dlhodoby, vzajomne previazany sysadaratornych testov, ktoré s kéneu
platnogou uzatvaraju ptmé overovacie pokusy [11,14].

2.2.3 Rozdelenie pesticidov
Pesticidne pripravky predstavuju Siroku Skélu lakdkré rozdéujeme podia rozliénych
hradisk. Pre prakticki potrebu je délezita formalkdulie a spésob pdsobeni&innej latky
v slvislosti s chemickym zloZzenim — pdsobenie paxtimanitym Skodlivym organizmom.
Pod’a (£elu pouZzitia sa pesticidy roZdgi do réznych skupin.
1, Rozdelenie polia konzistencie:
» tuhé- praskove, granulované pripravky, navnady
» kvapalné- prave roztoky, suspenzie, emulzie, koloidnéalozt
»= plynné- plyny, vypary prchavych latok
»= aerosoly— hmly, dym, studeny aerosol

2, Rozdelenie polla iinnosti na Skodlivé organizmy:
= zoocidy- pripravky uéené proti ZivéiSnym Skodcom
a) insekticidy — dinkuju proti hmyzu, mézno ich deélipod’a skupin
Skodlivych organizmov napr. naficidy - proti voSkam, alebo pdd
vyvojovych Stadii Skodcov, na ktoré pdsobia ndgmvicidy, ovicidy—
likvidacia vajiok ai..
b) akaricidy — dinkuju proti rozt@om a pavakom
c) rodenticidy - dinkuju proti hlodavcom
d) nematocidy - &inkuju proti ha’atkam
e) moluskocidy — dinkuju proti makkySom
f) repelenty — odpudzuju Skodlivé organizmy
g) atraktanty — lakaju hmyz
» fungicidy- pripravky proti fytopatogénnym hubam
a) anorganické — sira, polysulfidy
b) organické — kontaktné a systémové
c) antibiotika
» herbicidy— pripravky proti burine
a) selektivne — wiia len ugity druh buriny
b) neselektivne — tiia vSetky, alebo skoro vSetky rastliny [12,14]
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3, Rozdelenie potia spdsobu dinku:
= kontaktné
» kvazi - systémové
= systémove
= kombinované
* mesostemické [28]
4, Rozdelenie polia pévodu:
= prirodné latky
» syntetické latky
» biopreparaty

5, d’alSie spdsoby rozdelenia:
- Rozdelenie pokh formulacie
- Rozdelenie padih toxicity
- Rozdelenie pokh stupa toxicity a iné [12,14].

2.2.3.1 Insekticidy

Chemické pripravky @ené na rienie Skodlivého hmyzu v jeho réznych vyvojovych
stupioch. Insekticidy sa pouzivaju vipmhospodarstve, k ochrane zasob i v oblasti hygieny
Su to latky, ktoré zasahuju najma nervovy systényzuma to dychacimi organmi, pri poziti
a taktiez kontaktom s telom hmyzu [11].

Rozdelenie poda G¢inku na vyvinové Stadia hmyzu, ktoré néia:
= ovicidy(nic¢ia vajicka)
= larvicidy (ni¢ia larvy)
= imagocidy( usmrcuju dospely hmyz)

Rozdelenie poda fyziologického &inku na organizmus hmyzu:
» plazmatické jedy
= |leptavé jedy
* nervove jedy
= dychacie jedy
= hormondlne pripravky

Pirimiphos-methyl

Patri do skupiny organofosfatov. Je to kontaktngekticid a akaricid, ktory ma
fumigantny a fokovy (&inok proti $kodcom s bodavo-cicavymi aj hryzavynstnymi
organmi. Na povrchu rastlin sa odpari v priebehu3dni. Je malo toxicky préloveka.
Pirimiphos-methyl pdsobi ako dotykovy, poZeravy yhihci jed s vyraznym ibkovym
acinkom [11].

Chlorpyrifos

Taktiez patri do skupiny organofosfatov. Je to ktiséd a akaricid s kontaktnymtimkom
a pomerne dlhou dobowianosti. Ma Siroké spektrumciinku a je toxicky aj pre d&ely.
Granularna formacia sa pouziva proti drotovcom kukici a v cukrovej aknnej repe.
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Dalsie formuléacie sa vyuZivaji na ochranu protifobatom na vinéi, kohutikom a hrb&ovi
obilnému na obilninach, obavatom révy a pod. [11].

2.2.3.2 Fungicidy

Fungicidy su zvlastnou skupinou pesticidov, ktdk&iduju alebo obmedzuju vyvoj hab
poSkodzujucich rastliny, drevo, kozu, papier a arganické latky. V&inou sa pouzivaju
preventivne. V pripade obmedzovania rastu hab himeoo fungistatickom dinku, v pripade
likvidacie o fungicidnom &inku. Niektoré druhy sa vyzfaju i bakteriostatickym &nkom,
takZze za ufitych okolnosti spomaja vyvoj baktérii. Fungicidy pésobia na huby tdl,
zabraiuju kliceniu spor, alebo likviduja, popripade obmedzujuojymycélia [11,14].

Podla G¢innej latky fungicidy rozdelujeme na:
= anorganické
a) mednaté
b) sirnaté
c) ortutnaté (dlhodobo nepouzivané — zakazané)
d) cin (dlhodobo nepouzivané — zakazané)
= organické
a) dithiokarbamaty
b) MBC fungicidy
c) CAA fungicidy
d) SBI fungicidy, najma DMI fungicidy
e) ftalimidy
f)  ostatné syntetické organickeé latky
= antibiotika (vCR nie s povolené)

Azoxystrobin

Unikatnou vlastna®u azoxystrobinu je jeho systemicky a Sirokospeki#inok. Ako
jediny zastupca zo skupiny strobilurinov je tatona latka plne systemicka a v rastlinach
akropetalne rozvadzana. Aplikuje sa vzdy prevesmtitn znamena, Ze pripravok must by
pouzity eSte pred alebo tesne nédiatiku infekcie choroby.

Je &inny proti Blumeria graminis, Plasmopara viticola, Uncinula ca¢or, Botrytis
cinereaai. [28].

Kresoxim-methyl

Ako samostatnadinna latka (s kvazi systémovyntigkom) je &inna proti Podosphaera
leucotricha, Uncinula necator, Plasmopara viticolgenturia inaequalisKkresoxim-methyl sa
po aplikacii meni na plynnd formu a vytvara okoletjyv ochrannu vrstvu, ktora brani
kliceniu konidii [11].

Picoxystrobin

Sirokospektralna dinna latka zo skupiny strobilurinov, ktora ako  initor
mitochondrialnej respiracie pésobi ako protektaktagkodobou kurativnouc¢innog’ou proti
Sirokému spektru hubovych chordb. V rastlinach isasgstemicky a translaminarne. Pésobi
dihodobo.
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Trifloxystrobin

Trifloxystrobin sa vyznéuje tzv. mesostemickym ¢inkom, spd@ivajucim v ukladaniu
acinnej latky do voskovej vrstiky a naslednou redistriblciou aj éasti rastlin, ktoré neboli
striekajucou kvapalinou priamo zasiahnuté. Triflstkgbin zvlag Gcinne brani kléeniu spor
a rastu mycélia hub na povrchu rastlin. Inhibwgé tryvoj patogénov v povrchovych vrstvach
rastlinnych pletiv. P6sobi proti kmi Sirokému spektru hubovych chorob.

Flusilazole

Flusilazol je triazol patriaci do skupiny inhibity biosyntézy ergosterolu, pdsobi na
Siroké spektrum hubovych choréb obilnin a niektbryechnickych plodin. Flusilazole dni
Kliciace spory a tiez hyfy, ktoré uz nasledne prenaslisijom. Zabrauje tvorbe novych
konidii a tymdaldej infekcii. inna latka je rovnomerne a plne systémovo rozvéizan
cievnymi zvazkami i do novych prirastkov.

Vo forme postreku dinkuje protiPodosphaera leucotricha, Venturia inaequalis, Undan
necator.

Penconazol

Systémovy triazol sdinnog’ou naUncinula necator.U¢inna latka prenika do rastliny
prostrednictvom listov a stoniek relativne ryctitangicidna Ginnos’ penconazolu sgiva v
tom, Ze brzdi syntézu ergosterolu a tym blokuje&éiunbun€nych membran.

Pouziva sa aj v kombindcii s captanom alebo difenazolom.

Tebuconazole

Po niekdko rocnom testovani roéznych pripravkov bolo zistené, ékativne dobru
acinnog” vykazuju fungicidy, ktoré akocinna latku obsahuju tebuconazol. Na rozdiel od
ostatnych triazolov, ktoré sa pocitej dobe kumuluju v Sgkach listov, je tebuconazol vzdy
rovnomerne rozdeleny po celej ploche listov atzgestak spdahlivi a dlhodobu ochrantio
je mimoriadne délezité. Tebuconazol naruSuje bitesam ergosterolu na viacerych miestach,
¢im sa podstatne zvySuje $pblivos’ zasahu.

Ma va’'mi dobrd @&innog’ proti Sirokému spektru hubovych patogénov a dibldudtrvania
acinku [22].

Triadimefon

Jedna sa o star$i triazolovy systémovy fungicidintbs’ vo forme postreku je
registrovanad protRhynchosporium secalis, Puccinia hordei, Blumenangnis, Puccinia
glumarum, Uncinula necatoRPouziva sa aj v kombinacii s tebuconazolom [11].

Fenarimol

Fenarimol pésobi systémovo. Inhibuje biosyntézuosteyolu fytopatogénnych hub,
predovSektym u ké#iacich spor. V dosledku blokovania tvorby ergodierkliciace spory
patogennej huby nevytvaraju bunkové steny a odwajdier

Fenarimol sa vyzraje sa dinnog’ou proti Venturia spp., Podosphaera leucotricha,
Erysiphe spp., Uncinula necator, Blumeriella jaapi
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Captan

Radi sa medzi kontaktny fungicid, ktory je zakladpra moridla a postrekoveé fungicidy.
V poslednych rokoch sa povazuje za toxikologickykovy latku. V s@asnosti tvori stag’
Sirokého spektra fungicidov na jadrovinach. Capmanvyznauje protektivnym ginkom
potl&ajuci rast mycélia a sporulaciu hubovych potagémastlin. Vyuziva sa aj v kombinacii
s penconazolom giinnog’ou protiVenturia inaequalis a Podosphaera leucotricha

Dimethomorph

Dimethomorph je systémova morpholinova fungicidatkd. N&i Siroké spektrum hab
triedy Oomycetes Dimethomorph u oSetrenych citlivych druhov hab 6sgbuje
morfogenézovd zmenu na bunej stene, ktora méa za nasledok preruSenie vyvolgy.h
V solo formulacii sa nevyskytuje. Je registrovankgowmbinacii s mancozebom. Mancozeb je
kontaktna Sirokospektralna latka, ktor4 blokuje pegogénnych hib na molekuléarnej arovni,
blokuje fazu Krebsovho cyklu [11,51].

Dinocap

Dinocap kontaktny fungicid zo skupiny dinitrifenyloJednd sa o kontaktna zloZku
~protimucénatkového” pripravku sdinnog’ou proti Erysiphe cichoracearum, Erysiphe spp.,
Uncinula necator, Podosphaera leucotrich4].

Vinclozolin

Kontaktny fungicid zo skupiny dikarboximidov. Naujg metabolizmus lipidov a syntézu
nukleovych kyselin. Vyzrilje sa dinnog’ou protiBotrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum,
Alternaria spp. VyuZiva sa aj v kombinacii s carbendazimom.

Folpet

Ucinna latka folpet sa vyziaje kontaktnym pésobenim, pagije (Einnog pripravku
proti peronospore vitia a bielej hnilobe. Einnog’ je registrovana profPlasmopara viticola,
Venturia spp., Phytophthora infestansPouziva sa v kombinacii s triadimenolom
a iprovalicarbom.

Pyrimethanil

Pyrimethanil patri medzi vyznamné botryticidy zaigky anilinopyrimidinov. Inhibuje
vylu¢ovanie enzymov hub, ktoré sa pd@igl na vzniku a rozvoji infekcie rastlidim sa
inhibuje a preruSuje inféky proces. Pyrimethanil je preventivny fungicid antaktnym,
translaminarnym a fumigaym &inkom [51].

2.2.3.3 Herbicidy
Herbicidy st chemické pripravkyd@né na riienie neziaducich rastlin.

Rozdelenie poda ich inku:
= selektivne (vyberové) pri vhodnom pouziti mia niektoré buriny, ptiom
nepoSkodia pestované rastliny
» neselektivne (totalne)nicia vSetky rastliny
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Rozdelenie poda spbsobu, akym na rastlinu dinkuju:
= dotykoveé (kontaktné) micia len zasiahnut&asti rastlin
= gsystémové (translokmé) - cievnymi zvazkami sa rozvadzaju do celého organizm
rastliny, t.j. do tyckRtasti, ktoré neboli priamo zasiahnuté postrekoatkol
= pddne - pbsobia cez pédu (predovSetkym kord), spravidla pri kiéeni a vchadzani
burin

Rozdelenie poda chemického zloZenia:
= anorganické
= organické

Anorganickeé herbicidy
Neselektivne herbicidy éené na odbufibvanie neptnohospodarskej pody a inych pléch.
Postupne ich vytt&aju moderné organické herbicidy.

Organické herbicidy
V poslednych rokoch sa pet organickych latok pouzivanych ako herbicidy g
zvySil a tento rozvoj stale pokmagje. Organické herbicidy roztigeme do tychto hlavnych
skupin:
= derivaty fenolov a herbicidnych olejovpdsobia kontaktne adia jednor@né buriny
v porastoch nfikovitych rastlin a obilninach.
= Derivaty triazinu -korenové systémoveé herbicidy, ickkinok sa obyajne vysvetuje
tym, Ze ruSivo zasahuju do fotosyntéziym sa poruSuje normalna asimilacia a tvorba
zasobného Skrobu. Zasiahnuté buriny maju zIté, ligtré na okrajoch zosychaju.
» Derivaty ma@oviny -na ich &inok ma véky vplyv vihkog’ pody.
» Karbamaty a tiokarbamaty prijimaju hlavne kidiace semena rastlin. Ichtigok
spaiiva vtom, Ze poruSuju delenie buniek.
= Chlorované mastné kyseliny herbicidy tejto skupiny sa pouZivaju nacemie
burinnych trav. Spésobujiazké fyziologické poruchy rastlin, pésobia tranatuie.
herbicid so systémovyntinkom. Niektoré su pédnymi herbicidmi.
= Substituované benzonitrily aamidy - G¢inné proti  jednoklnolistovym
a dvojkliénolistovym burinam.
= Derivaty fenoxyoctovych kyselinsystéemové herbicidy, ktoré rastlina prijima listami
a koreimi. V rastlinach su premiegivané a niia tak nadzemnu i podzemniag’
burin. V nizkych koncentraciach stimuluja rastliast vo vysSich davkach brzdia rast
tym, Ze spoOsobujiazké fyziologické poruchy a nartSaju latkovu premeRatria
k nim pripravky napr. na baze MCPA.
= Kvartérne amoniové soli pdsobia predovsetkym kontaktne i ako desikanty.
= QOstatné organické herbicidy patria sem rozéiné herbicidne latky, ktoré nemozno
zaradi’ do Ziadnej z predchadzajucich skupin [11].

2.2.4 Legislativa o vyuZziti pesticidov

Statna rastlinolekarska sprava (SRS) v sulade 8 8d3t. 3 zakond. 326/ 2004 Zb., o
rastlinolekarskej starostlivosti a 0 zmene niektbrguvisiacich zakonov v plathom zneni,
vydava Zoznam registrovanych pripravkov na ochramastlin. Zoznam informuje
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o aktudlnom stave registrovanych pripravkov, ktonézno uvadzé na trh a pouziua
Poskytuje len obmedzené informéacie o bémpen spésobe zachadzania s nimi. Touto formou
je verejnog oboznamenda o pripravkoch na ochranu rastlin, ktarézaklade prislusnych
rozhodnuti o ich registracii, su povolené k uvadzama trh a pouzitie (8 31 odst. 1 zakana
326/ 2004 Zb., v plathom zneni).

Rozhodnutie o registracii pripravkov na ochranutlirasje udd¢ované na zaklade
zhodnotenia SRS (8§ 72 zkota326/ 2004 Zb., o rastlinolekérskej starostlivogtplatnom
zneni) a na zéklade posudku Ministerstva zdraviv@{¢R (§ 33 odst. 4 zakona 326/ 2004
Zb., v plathom zneni). U pripravkov, ktorych planegistracia skafila, je obecne dovolené,
pokia’ nebolo rozhodnuté inak, spotrebéwveh v sulade s navodom na pouzitie uvedenom na
etikete, po dobu vyrobcom garantovanej poliaibsti.

UZivatelia nesmu pouzipripravky v rozpore s udajmi, ktorymi sa ozeaé. Pri aplikacii
pripravku nesmie uzivdtgrekrait' najvyssiu davku a kratiuvedené bezgaostné lehoty,
musi dodrziavé pokyny pre bezpmog zdravialudi a zvierat, vod, drel, zvery, vodnych
a poédnych organizmov uvedenych v navode k pouZzitiu.

Organy kontrolujucec¢innog’ uzivatdov pripravku, musia posudi ¢i pri pouzivani
pripravku ja dodrZzany navod a splnenie vSetkychnpedok spravneho pouZzitia uvedenych
na obale pripravku alebo v pribalenej dokumentacii.

Pesticidy umofuju dosiahnt maximélne pbtnohospodarske vynosy a vyhotie
poziadavkam na ochranu rastlin, no niektoré v pigtomné latky maju siasne nepriaznivy
dopad na imunitny a endokrinny systém a mozu spidslrakovinu. Obzvlas zraniténymi
skupinami su starSie osoby, tehotné Zeny a male, apkeSte nenarodené deti, I'udia
s oslabenou imunitou. Eurépsky parlament preto &dhvalik legislativnych sprav, ktorych
cielom je regulové vyuZzivanie pesticidov a znfzZich Skodlivy dopad na zdravigoveka a
Zivotné prostredie. To vSetko pri &snom zachovani konkurencieschopnosti
polnohospodarstva [38,29].

2.2.5 Nariadenie o uvadzani pesticidov na trh

Nariadenie o uvadzani pesticidov na trh si kladieci® aktualizové sitasné eurdpske
predpisy v tejto oblasti a prinaSa podmienku pog&hm procesu schiiavania licencii,
ktorému budu podlieanové pesticidy zo strar®jenskych Statov.

Zakladom sa stane zoznam aktivnych latbkavnych ginnych latok obsiahnutych v
pesticidoch), ktory bude scHieavany na trovni EUN&sledne na jeho zéklade budi produkty
na ochranu rastlin (pesticidy) schis@ané na narodnej Urovni jednotlivyélenskych krajin.
Dolezitu ulohu v tomto procese bude zohrakaropska agentira pre bezpes’ potravin.

Chemické latky maju by schvdované na rézne€asové obdobia, v zavislosti od ich
toxicity. Pokid’ sa preukaze, Ze k niektorym vyrobkom existuju b&zgjSie alternativy, tieto
vyrobky budl nahradzované. Europsky parlament grigsaby bola doba nahradzania
skratena z 5 na 3 roky s Ben umozni, ¢o najrychlejSie nahradenie nebesamgch vyrobkov
bezpénejSimi alternativami.

Clenské krajiny bud( pesticidy schivaa’ na zaklade vnutrostatnych postupov, alebo na
zaklade systéemu povinného vzajomného uznavania.lddly posudzovania v ramci tohto
nariadenia bude EU rozdelena do 3 geografickych(géver, stred a juh) [29].
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2.2.6 Prenikanie, &inky a metabolizmus pesticidov

Do vnutra rastlin zw&a prenikaju iba systémovo pbésobiace pesticidytakome fungicidy
spravidla ostavaju lokalizované iba na povrchulirast

Niekedy pesticidy prenikaju aj z pédy do rastlin feome rezidui. V tomto pripade ma
hlavny vyznam perzistencia, koncentracia pesticdiruh pddy, ktory ma vky vplyv na
odburavanie rezidui. Do rastlin v piésatych pédacliahSie prenikaju pesticidne pripravky
pevného skupenstva, kvOli pribuznosti s humusomti REak zasad&im je vasia vihkos
pody, tym rychlejSie z nej rastliny prijimaju pestiy.

Pb&sobenim rastlinnych a mikrobialnych enzymov md@dju @inné latky aich rezidua
v rastlinach biotransformacii. Vo vSeobecnosti setabolity v rastlinach malo odliSuju od
metabolitov, ktoré vznikaju v teldch Zi&ighov. OdliSnosti maju z¥&a kvantitativny, nie
vSak kvalitativny charakter. Pri&@snom mnozstve vyuzivanych pesticidov sa vynaranénoz
riziko ich vzajomného pdsobenia a interakéie,m6ze ma za nasledok produkciu ziénin
s vysSou perzistenciou alebo toxicitou [11].

2.2.7 Zasady pri praci s pesticidmi
» Osoby pracujuce alebo prichadzajuce do styku s$gbdisti musia by nalezito
powene.
» Pouzive sa m6zu iba pripravky, ktoré presli registraciadl platnych predpisov
a su uvedené v plathom zozname povolenych pripravko
» Pripravky musia b skladované pdé predpisov, aby nedoSlo kich zamene,
zneuzitiu, znehodnoteniu, alebo k inej manipulaii na uteny (&el.
» Pred aplikadciou konkrétneho pesticidu je najskdéirgbmé sa dokonale obozn&mi
s nAvodom na pouzitie a postuptva zmysle navodu a platnych metodickych
priruciek.
Pri praci pouzivapredpisané ochranné pomaocky.
Pri praci s pesticidmi je zakazanétjgsit’ a fagit.
Pred aplikaciou je potrebné preskiiSaunkénog® mechanizénych prostriedkov
(pracovny tlak, davkovanie a pod.).
> Pri praci dbd na to, aby nedoSlo k zasiahnutiu neoSetrovany@thpl
» Po skokeni prace s pesticidmi je potrebna dbékladeiata a dodrzanie hygienickych
zasad.
» Mechanizé&né prostriedky je potrebné po aplikacii dokladnéistit” a nakonzervova
> Zvysky pripravkowi postrekovej kvapaliny sa likviduju pta navodu. Pri zvySkoch
zarobenej postrekovej kvapaliny sa vytvori na suthuieste oSetrovanej parcely
plocha ryha, do ktorej sa pripravok vyleje a zakrgeminou. Takuto likvidaciu
mozno aplikové iba na takych miestach, kde nehrozi kontamindotizemnych véd.
» Pri zasiahnuti pripravkom treba pdgeostihnutému prva pomoc pkainavodu na
etikete pripravku a rychlo zabezpielekarske oSetrenie [11].

Y V V

2.2.8 Pesticidy a ich rezidué v rastlinnych produldch

Aplikacia pesticidov na kultdrne rastliny sa mézejgvit nielen hromadenim ich rezidui,
ktoré mozno zisfi iba analytickymi metéodami, ale aj zmenou organitd&gch viastnosti
produktov. Hromadenie rezidui vSakéSg@ou nie je spojené so zmenou organoleptickych
vlastnosti, ale ich obsah predovSetkym zavisi gl §tinnej latky, davky,casu aplikacie,
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doby zberu a spdsoby spracovania. V minulosti IpatriajfrekventovanejSim reziduam latky
z0 skupiny chlérovanych tibvodikov (DDT — dnes uz zakazany).

Znizit rezidua mozno nasledujucimi spésobmi:

» Umyvanie surovin — stara, atasto podcgovana hygienicka zasada znizuje hladinu
rezidui v zavislosti od ich povrchu. Takymto spasuobsa odstiguju rezidua
pritomné na povrchu, alebo vo voskovej vrstve. Tatipnajma pre kontaktne
pdsobiace pesticidy, systematicky pbésobiace metgboémozno odstratii tymto
spésobom.

> Supanie produktov mé obdobny efekt ako umyvane palrchové kontaktné zlozky
su takmer Uplne odstranené.

> Uginnog’ pasterizacie, sterilizacie a su3enia zavisi odurpesticidu. Vo w&ine
pripadov pasterizacia a sterilizacia malo znizupioastvo rezidui, ale u niektorych
acinnych latok mézu naopak podpordveh degradaciu.

» Skladovanie je z hladiska zmien obsahu rezidukgreané vémi malo. Je zname, Ze
pri chemicky stalejSich zt@nindch sa ich obsah podstatne nemeni. Ich perziate
zavisi od teploty, doby skladovania, druhu pesticdglodiny.

» Konzervovanie minimélne zniZzuje obsah rezidui \Jsiésti od druhu plodiny
a pesticidu.

» Tepelné Upravy opa ovplyviiuji obsah rezidui v zavislosti od druhu plodiny
a pesticidu.

» Kvasenie a jeho vplyv na obsah rezidui zavisi ddwdn&innej latky a typu kvasenia.
Opany efekt na kvasenie mdzu thaajma rezidua fungicidov, ktoré pa@#gu rozvoj
kvasiniek, ¢im dochadza k retardacii kvasného procesu. Pretgrsiniektorych
pesticidoch pouzivanych na uhidiferencované ochranné lehoty pre hrozno na
konzum a kvasenie, predovSetkym pri pripravkoclyrazanym inhibénym (Einkom
na kvasinky [11].

2.2.9 Maximalne limity rezidui pesticidov (MLR)

Za posledné roky sa venuje stanoveniu pesticidoetravinach, a teda aj vo vine zvySena
pozornos. Nespravne pouzitie tychto chemickych latokemych na ochranu plodin méze
ma’ za nasledok pritomntsch rezidui v hrozne, alebo v spracovanych vyrabkeko je
vino a tym ohrozowabezpé&nos’ vyrobku. Aby sa zabranilo vzniku neziaduciatinkov je
potrebné dodrZiava spravne pouzitie pesticidov, najma pdkigle o davkovanie. Za
dodrzania podmienok uvadzanych vyrobcom sa dosiaysledku, kedy vysledna hladina
pesticidov vo vine je natko nizka, Ze ned6jde k Ziadnym negativnym zmenana &i
dokonca k ohrozovaniu zdraviu spotrebé¢20,21].

V zaujme ochrany zdravia spotrelfite@ boli v rdznych krajinach stanovené maximalne
limity rezidui (MLR) v strapcoch na medzinarodnepuni Codex AlimentariusEurépska
Gnia stanovuje maximalne limity rezidui (MLR) prezidua pesticidov vyskytujlcich sa
v hrozne v rozmedzi 0,001 — 10 mg/kg v zavislostikonkrétnych pesticidov. Aj krajiny
mimo EU si maju zakladavlastné MLR pre hrozna. Aviak MLR nie je uplatnems
spracované vyrobky, ako su musty alebo vina. Ekadpsia taktiez navrhuje harmonizdéva
MLR namiesto narodnych MLR [21]. VSeobecny pristppjaty Eurépskou Uniou pre
spracovanie potravinarskych komodit je, Ze maximdimity rezidui v surovom tovare
(hrozno) sa uplauju na spracovanie komodit (napr. vino) s prihligén k zmenam v
koncentracii rezidui (kb riedenie alebo obohatenie) gas spracovania. V pripade vina,
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spravidla koncentracia reziduigas vyroby vina klesa, aj &eproces vinifikacie zatta vd’a
réznych technoldgii, ktoré menia koncentracie nezigesticidov. Nedavne Studie vsSak
ukazujd, Ze existuje potencialny problém kontamim&éna r6znymi pesticidmi. V doésledku
toho, metddy detekcie a kvantifikacie rezidui megdtv vo vine, musia lfyvel'mi citlivé a
rovnako aj selektivne [13].

2.3 Stanovenie pesticidov vo vine

Analyza pesticidov vvine je nevyhnutna predov3etkyz hladiska bezgeaosti
a zdravotnej nezavadnosti, d&k&e tieto latky aich rezidua znamenaju pre spdeibi
potencialne riziko.

Monitorovanie nizkych koncentracii rezidui pestsicdl matrici si vyZzaduje Jeni citliva
a selektivnu metodu. V dosledku toho sa pripravarigk stdva Riacovym krokom
analytického postupu. V poslednych rokoch doch&lzazvoju novych technik pripravy
vzorky, ktoré Setrigas, pracu a znizuju spotreby rozfadiel. Vlastna analyza sgiza vo
vyuziti chromatografickych technik, ako je plynov& vysoko&inna kvapalinova
chromatografia [20,42].

2.3.1 Metddy izolacie rezidui pesticidov vo vined@stenie extraktov

Analyzy vzoriek na obsah rezidui vybraného orgagtickanalytu vyZzaduju spravny vyber
metddy izolacie analytu z matric&istenia surového extraktu matrice a vhodnej metdaly
identifikdciu a stanovenie analytu. Spdsob izolaamalytu z matrice a spbsalistenia
suroveho extraktu zavisi od mnohych parametroviozykh najvyznamnejSie su povaha a
obsah analytu v matrici, charakter matrice, medadkadu a medza stanovenia pouzitej
analytickej metddy a pritomné koextrakty [17,18].

Izolatné acistiace techniky vyuzivané v analyze rezidui péddie a ich degradaych
produktov su extrainé metddy ako extrakcia nadkritickou kvapalinou EfFextrakcia
kvapalina-kvapalina, extrakcia tuhou fazou (SPBgl@va chromatografia (GPC) [16].

2.3.1.1 Extrakcia

Extrakcia je sepatad metdda zaloZzena na prechode sledovanej zloZtoheg alebo
kvapalnej latky do rozptiadla, ktoré nie je mieSdtee so vzorkou. Extraké metddy sa
vyuzZivajd na separdciu, zakoncentrovanie aleb@istgnie pozadovanej zlozky od
nieziaducich primesi. Zlozky mozno extrahteauhej fazy (extrakcia tuhej fazy kvapalinou)
alebo roztoku (extrakcia kvapalina — kvapalina), 821

2.3.1.2 Extrakcia nadkritickou kvapalinou (SFE)

Extrakciu analytu nadkritickou kvapalinou charakteye vysoky izolgny acistiaci efekt.
Vyhodou tejto metody je, Ze nadkriticka kvapalingberne prenikd do matrice atym
pozitivne vplyva na selektivitu extrakcie analytysoku cistotu extraktu a na schopmos
acinne izolova termolabilné analyty z matrice. Technika SFE jedia najma pre izolaciu
analytu zo suchej vzorky. Obsah vody vo vzorke valya vyaznos extrakcie analytu, a
preto mokré vzorky musia Byysusené pridavkom inertného desikantu. Nevyhdlel je
poziadavka na vysokdistotu extrakného média a vysoké vstupné naklady na zariadenie
[16].
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2.3.1.3 Gélova perméaa chromatografia (GPC)

Najjednoduchsi sepatiay princip mechanickej separacie na zaklade rozejield’kosti a
tvaru molekul delenej zlozky. Zakladom metbédy jengteacia separovanych molekul do
kvapalnej fazy, ktora je v péroch gélu a ich naslew vymytie do mobilnej fazy.

Stacionarna faza je tvorena malymi’guitymi ¢asticami, ktoré obsahuju ziv&& mnoZzstvo
porov o definovanom priemere. Pory a cely zvysSnipgpor medzi¢asticami je vyplneny
mobilnou fazou, ktorej Glohou je transportovanieZzkly kolénou. Mechanizmus delenia na
géloch je obdobou "molekularneho sita". Zlozky aélade svojho priemeru Buwstupuja do
porov, alebo sa pre svoju ks’ do poérov nedostand a postupuju kolénou rovnakou
rychlog’ou ako mobilna faza. Molekuly, ktoré prenikaju darqw gélu, mézu v zavislosti na
svojom priemere vyuzivavasSiu alebo menSikas’ objemu pérov. NajdlhSiu drahu pri
prechode kolonou prekonavaju najmensie molekulgda sa eluuju s najsim elEnym
c¢asom. NajrychlejSie sa koldnou pohybuju nagré molekuly, eluuju sa ako prvé a dochadza
u nich k tzv. totalnej exklazii .

Vorba gélu na analyzu zavisi od I'kesti separovanych molekul a taktiez od ich
chemickych vlastnosti. Kazdy typ gélu je Specifickp separaciu molekdl sditymi
molekulovymi hmotnog&ami .

Gélova chromatografia je bezproblémova, vyhovujimaphostranna a rychla separa
technika vhodna néstenie extraktu matrice [19,32].

2.3.1.4 Extrakcia kvapalina — kvapalina

Pri tomto type extrakcie sa zlozky z roztoku extjahextrahovadlom. Jedna sa o
jednoducht metodu, ktord mozno vyihielen na analyzu hlavnych zloZiek, ale aj zloziek
ktoré su vo vzorke pritomné v stopovych koncené@dti PoZzadovana extrakcia sa ziska
Gpravou experimentalnych podmienok pri extrakainéna pH roztoku, vyber extrahovadla a
iné) [32].

Pokid’ je afinita rozpu&adla k jednej zo zloZiek v analyzovanej kvapalngjrke véSia,
ako afinita vzorky, tato zlozka $ahko extrahuje. Afinitu mozno kvalitativne posiigpd’a
empirického pravidla: , Podobné sa rozfal¥ podobnom®. Na extrakciu polarnych zloZiek
sa teda pouzivaju polarne extrahovadla a na extrakepolarnych zloziek nepolarne
rozpu¥adla.

Rozpugadla vhodné na extrakciu musia okrem vysokej afikiseparovanym zlozkam
splnat’ aj schopnasnezmieSavsa s analyzovanou vzorkou.

Na extrakciu z kvapaliny do kvapaliny sa dagtejSie pouzivaju odtievacie lieviky. Tvar
a vea’kod’ lievika zavisi od objemov kvapalnych faz, gomn jeho vékos’ sa voli tak, aby
objem oboch kvapalin nepresahoval 70% objemu leef84].

2.3.1.5 Extrakcia tuhou fazou (SPE)
Princip

Extrakcia pevnou fazou (Solid Phase Extraction EXSE alternativou klasickej organickej
extrakcie, ktord predstavuje jeden z novSich spdsdipravy vzoriek pred nastrekom. Jedna
sa o extrakciu Ziadanej latky z kvapalnej vzorkigba oddelenie latky od ruSivej matrice,
pricom ziskany extrakt ma vysstistotu a koncentraciu Ziadanej latky. Okrem spraci
kvapalnych vzoriek, najmé pre extrakciu strednén@vgch a neprchavych analytov sa SPE
metodika méze poufZiaj na pevné vzorky, ktoré je nutné previde roztoku. Takto ziskany
extrakt je vhodny pre analyzu chromatografickountekou.
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Extrakcia latok na tuhej faze sa prevadza orgamckpzpu$adlami s réznou polaritou,
alebo priamo mobilnou fazou. Takto ziskané extraddypreistené tuhou fazou, alebo su
priamo pouZité ako nastrek na analytickd kolonu.

Princip sorbcie a desorbcie je podobny ako u kwapatj chromatografie. Jedna sa o
extrakény postup, v ktorom sa upiatje rovnovaha medzi tuhou a kvapalnou fazoul'@ié
analyty aj interferujuce latky v kvapalnej faze zadrziavané na tuhom sorbente, ktory je
ulozeny v Specialnych SPE koldnkach alebo diskoch.

K extrakcii tuhym sorbentom mozno potizako usporiadanie statické aj usporiadanie
dynamické. Statické usporiadanie predstavuje mieSeoztoku analytu so sorbentom a
nasledné prefiltrovanie sorbentu. V dynamickom pdani pretekd cez s@mi kolonku
malych rozmerov roztok vzorky, ktora obsahuje radawiligramy az gramy vhodného
sorbentu. Prietok vzorky je umozneni gravitacioazifivnym tlakom ¢erpadlo, injekna
striekaka) alebo negativnym tlakom ( prostrednictvom gapého vakua).

Metdda SPE je rychla, presna, reprodukoirsiea umoiiuje si&asné spracovanie 12, 24 a
96 vzoriek. Vyhody pouZzitia SPE sfigaju v jednoduchom postupe, dostupnej metbde,
nizkej spotrebe rozptddiel, vysoky vyazok, uspora&asu pri priprave vzorky a zisk eluatu
bez emulzii.

Pri pouziti SPE metodiky sa dahko vyhnti problémom, ktoré so sebou prinasa iny typ
metddy pripravy vzoriek extrakcia kvapalina — kdama V porovnani s extrakciou
kvapalina — kvapalina je SPEiAnejSia, rychlejSia, moze Byutomatizovana a naviazaa
dalSie inStrumentalne metody. Taktiez odpada vysgp@ireba organickych rozpiagiel,
ktoré sucasto zardované medzi jedovate latky, latky¢rsice ozonovu vrstvu alebo latky inak
nebezpeéné, odpada dlha extr&ka doba a pojem nemiedates’ pouzitych kvapalin, ktorym
je limitovana extrakcia kvapalina — kvapalina [1533,34,39].

VyuZzitie metody:
* izol4cia stopovych mnoZstiev
» selektivna prekoncentracia vzorky
e odstranenie ruSivych zloZiek matrice
e vymena rozpu&dla vzorky [34].

InStrumentacia

Ide o priefiadny a vakuovo pracujuci pristroj vyrobeny zo skl@ry sa mdze pouzina
pripravu 12 vzoriek siasne. Pozostava z manometra - umiestneny na pretlasy nadoby
a sluzi k kontrole véakua, ventilu - individualngeinoduché nastavenie ré6znych prietokov,
sklenen&a nadoba, stojan a Standardné prisluSengtvbené z inertného lahkoistitelneho
materialu Qbr.1) [33].
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Popis obrazku Obr.2):

1, sklenena nadoba

2, manometer na meranie vakua

3, zberné nadoby

4, vietko so zavitovymi ventilmi
kontrolujucimi prietok

5, SPE kolonky

Obr.1: SPE pristroj [33]

Sorbenty

Vorlba spravneho sorbentu je najdolezitejSim krokomtrha je ich ponuka Jieni Siroka
Mechanizmus retencie v SPE je rovnaky ako u kvape#j chromatografii, a preto aj
pouzivané sorbenty (stacionarne fazy) s@’migodobné. Sorbent ma vSakeseu zrnitos
ako pri kvapalinovej chromatografii, takze je moZpéacova pri nizkom podtlaku i
pretlaku.

Pouzitie pevnej fazy ako predseparacie extraktudweavyhody — moznaszbavi’ extrakt
neziaducich latok, ktoré by mohli narti&tanovenia danej latky (matrix efekt), alebo latok
s ve’kym retenym objemom a tymto je mozné extralkdlej zakoncentrova

Pri separacii sa vyuZzivaju r6zne mechanizmy zaehyia latok, ktoré spivaju
v odliSnych molekularnych interakciach medzi amatyt a povrchom stacionarnej fazy.
Medzi bezne uplabvané interakcie patria Van der Waalsove sily (H§doe,nepolarne®),
vodikové vazby a dipdél-dipdloveé interakcie (,poléfha kation-anionové interakcie (iontove
interakcie). Kazdy sorbent poskytuje Specificku grtyehto vlastnosti.

Pouzivaju sa klasické sorbenty s fazami od Uplpelaenych typov ako su C8, C18 azZ po
- sorbenty vysoko polarne
- sorbenty ionexoveho typu
- sorbenty Specifického polymérneho typu
- Specialne sorbenty pre analyzu drog é&vie

Sorbent so stacionarnou fazou je umiestneni v kaldm z polypropylénu alebo zo skla

(Obr.2) nad fritou, alebo sklenenou vatou, alebo je zhsry so sklenenymi vlaknami do
diskov. Obr.3).
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Obr.2: SPE kolonky [33] Obr.3: SPE disky [33]

Koldnky — jednorazovy spotrebny material v tvare itjey striekaéky bez pohyblivého
piestu, plnené modifikovanymi sorbentami s rézmelkos'ou ¢astic. Rozd&uju sa potia
typu stacionarnej fazy, objemu (2ajne 1 — 10 ml), kapacity sorbentu, max. priet@fov
rychlosti, min. eldného objemu a materialu (sklo, PP).

Extrak’né disky -moderna forma SPE, ktora predstavuje kompozin&é membrany
z teflébnu a prislusného modifikovaného sorbentu (@®Mot.%). Vé&ka hustota disku
umoziuje pouzitie vakua. Membrany su umiestnené v Sélnkach s predradenym sedem
vrstvovym filtrom. Vyhodou diskov je neobmedzendefokova rychlos, zakoncentrovanie
vzorky vo vémi Uzkej zone membrany a k eluacii@teadovo 1l rozpu§adla,cim odpada
odparovanie nadbytoého rozpi&dla pred chromatografickou analyzou.

Stasnym pouzitim nielixych (desiatok) SPE koldniek, alebo diskov sa skecas
potrebny na pripravu vzoriek [15,33,34].

Vyber vhodného SPE sorbentu

Pred vyberom vhodného sorbentu je potrebné Ziskanajviac informacii o vzorke, teda
zvazr vlastnosti matrice a analytu a na zaklade tycmalasti nasledne zvdlityp fazy a
vel’kog’ kolonky [33].

Specialne sorbenty

Do tejto skupiny sorbentov nezdigeme fazy zaloZzené na silikagélu, ale vyuZivajinéa
typy baz ako napr. aluminy (oxid hlinity). Pri esdcii latok na alumine mézu nastéi
priklady. Prvy suvisi s hlinikovym atomom, ktory s@Ze uplatni ako centralny atom
vznikajuceho komplexu, druhym je mozrhosvorby vodikovej vazby s hydroxylovou
skupinou, ktord sa daka vlhkosti nachadza na povrchiastic aluminy a poslednou
moznosgou je ibnovo — vymenna reakcia. Povrch aluminugpred upravovany alkalickymi,
bazickymici neutralnymi roztokmi.

Dalsim prikladom Specialneho sorbentu je aj gél wtidreénatého a krenditého tzv.
Florisil® [15].
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Nepolarne viazané fazy

Vyznauju sa hydrofobnymi vlastnéami. VyuzZivaju sa na extrakciu stredne polarnych az
nepolarnych zléenin. Selektivita pre bazické #Eniny sa zvySi, ak sa u neuzavretych
sorbentoch uplatnia silanolové skupiny.

Tab.1: Nepolarne sorbetny [15]

Oznatenie Funkénd skupina -R
C18 oktadecyl -GgH37
C8 Okty| -GH17
C2 ethyl -GHs

CH cyklohexyl m
PH fenyl @

CN kyanopropyl -CHCH,CH,CN

Polarne viazané fazy

Vyzn&uju sa selektivitou pre polarne z&niny. PouZivané polarne sorbenty su uvedené
v Tab.2. V pripade silanolu a aminopropylu ako ftmjch skupin sa sekundarne uplgée
ibnova vymena, pretoze silanolova skupina je slkafsta a vymi#a kationy, aminopropylova
skupina je slabo zéasaditd ateda vyiaieaniony. Kolonky s aktivnymi silanolovymi
skupinami sa musia uchovava suchom prostredi nakao ochotne zachycuju vzdusnu
vihkog'.

Aminopropyl zachytava z nepolarnych rozfadiel molekuly obsahujuce -OH, -NH
alebo -SH skupiny. Spominana ionova vymena moZsepraf vo vodnom roztoku pri pH =
7,8 az nizSim, pretoze dochadza k hydronizacii easknpiny a tym dochadza k putaniu
anionov:

R-NH, + H — R-NH;"
R-NH" + X' — R-NH;'X

Kyanopropylové skupiny zachytavaju polarne aj népw rozpugadla, ktoré moézu
extrahové z vodnych roztokov. Polarne molekuly mézutbyachycované aj z menegj
polarnych rozpu&diel prostrednictvom dipdl — dipdlovej interakereedzi kyanoskupinou
a polarnou skupinou analytu. Rovnako aj pomoco@ 2,dihydroxypropoxy)propylovej
skupiny mozno zachytavgoolarne a nepolarne molekuly, no dztejSie sa vyuzivaju pri
extrakcii polarnych molekul z relativne nepolarnyabzpu$adiel za tvorby vodikovych
vazieb.

Tab.2: Polarne sorbenty [15]

Oznafenie Funkénd skupina -R

Silica silanol -OH

NH> aminopropyl -CHCH,CH,;NH,

DIOL 3-(2,3-dihydroxypropoxy)propyl -(ChHsOCH,CH(OH)CH,(OH)
CN kyanopropyl -CHCH,CH,CN
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I6bnovo — vymenneé viazané fazy

Do tohto typu fazy patria aj aminopropylové skupiitoré su uz uvadzané v polarnych
sorbentoch. Silnym iédnome@m je trimethylamoniumpropyl — chloridova faza, réoz
vodnych alebo nevodnych roztokov vyrfgeanion nahradou za svoj chloridovy anion. Na
vymenu katiénov su silnymi ibnomeémi benzénsulfonova a propansulfonova kyselina,
pricom benzénsulfonova kyselina sekundarne vykazugdreg nepolarne interakcie. Slabym
ibnomentom typu katex je karboxypropylova skupina, ktord wguZiva k extrakcii
alkalickych zl&enin z roztoku o pH = 6,8 a vySSom, kedy karboxypska disociuje. VSetky
su uvedené v Tab.3.

Tab.3: Ibnovo - vymenné sorbenty [15]

Oznatenie Funkéna skupina -R
NH- aminopropyl -CHCH,CH,;NH,
SAX trimethylamoniumpropyl -(CHy)sN"(CHa)sCI
(kvartérny amin)
CBA karboxypropyl -(CH)3COOH
SCX benzénsulfonova kyselina < >
(4 — sulfofenyl) %,
PRS propansulfonova kyselina -(CH,)3sSGsH
(3 — sulfopropyl)

Funkcie kolénky pre SPE

Skoncentrovanie analytu

Zv&Sa nie je problém zvySikoncentraciu analytu o niekko radov. Vhodné pre zachyt
nepolarnych a malo polarnych latok z vodnych roatoka hydrofébnom sorbente.

Cistenie vzoriek
Pouzitim hydrofébnych sorbentov sa dosahujecibatainé vytistenie, preto je vyhodnejSie
pouziva ibnomenéove sorbenty, ktorymi su zabezpeé lepsSie vysledky.

Uchovavanie vzoriek

Vhodné pre odber vzoriek z terénudksa zniZzuje hmotn@dsmaterialu transportovaného do
laboratoria. ZvéSa dochadza k zniZeniu biologického nebéapstva, alebo je zabranené inej
degradacii vzorky.

Predkolonka
V ,on-line* zapojeni chrani drahu analyticku kolangred kontaminaciou.

Derivatizacia vzorky
Impregnovany sorbent moZe sliako nost derivatiz&néhocinidla [39].

Vyber vhodnej SPE kolonky
Typ fazy a vékos’ kolonky sa vybera na zaklade vlastnosti analyhatice.
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Vyber mnoZstva sorbentu:
Mnozstvo sorbentu, ktoré je potrebné pdisa riadi pomerne jednoduchymi pravidlami:
a) obratené a normalne fazy, adsorbenty — obsah zagygh analytov, by nemal ty

sy w7

b) iGnomenée — treba péitat’ s ibnovo — vymennou kapacitou sorbentu [34].

Tab.4: Vdba vékosti kolonky a priemeru disku [34]

Mnozstvo vzorky Verkost kolonky/ d disku | MNOZStvo
sorbentu

< 1ml 1ml 50 mg /100 mg
1 ml - 250 ml, pomald rychlés 3ml 500 mg
extrakcie

1 ml — 250 ml, rychle extrakcie 6, 8 ml 500 mg
10 ml — 250 ml, vi&ka kapacita sorbentu6, 8, 15, 19, 45 ml 1,2,10 g
<1l 6, 8,19, 45, 70 ml 12,109
100 ml— 1| 47 mm disk -

> 1 |, vd’ka kapacita sorbentu 90 mm disk -
Postup SPE

Uspednos SPE koloniek zavisi na dokladnom prevedeni vétkkrokov extrakcie.
Zakladnym ci€éom predapravy vzorky je vytvatitaké chemické zloZenie, ktoré podporuje
retenciu analytov na vybranej exttalej kolonke. Pred samotnou SPE sa vzorka fyzikalne
chemicky upravuje. Pod chemickou pripravou vzorkyazumie napr. pridanie pufra, alebo
zmena pH vzorky. V pripade pevnych vzoriek je nuytnévies vzorku do kvapalnej fazy,
pretoZe extrakcia tuhou fazodigne pracuje len u kvapalnych vzoriek. Tuhé vzonkysia
byt zhomogenizované, extrahované do roZpdh, prefiltrované, alebo scentrifugované.
Niektoré kvapalné vzorky je vhodné pred aplikaai@uSPE koldnkach prefiltrova

Patas extrakcie tuhou fazou nesmie vzorka ani romllé prechadzakolonkou prilis
rychlo, najma nie u iénovo - vymennych extrakciiphpade, Ze vzorka obsahujastice, na
ktoré by sa mohli adsorbowvaanalyty, je nevyhnuté tietdastice najskdr odstrahi(napr.
filtraciou). Pokid su analyty vo vzorke viazané nal’ké molekuly, pre dosiahnutie vysokej
acinnosti extrakcie, musi dGjk poruSeniu tejto vazby.

Typicky SPE postup pozostava zo 4 krokov:
1) Zm&anie (kondiciovanie) SPE koldnky a zrovnovaznealerilibracia)
2) Aplikécia vzorky na SPE kolonku
3) Premytie koldnky (eluacia interferujucich latok)
4) Vymyvanie analytov z SPE kolonky

1, Kondiciovanie SPE koldnky a ekvilibracia

Ak ma by sorbent v SPE kolonkec¢inny a zadrzové analyty, je nevyhnutné najskor
kolénku zméat’ a vytvori’ tak na pevnej faze vrstkiu kvapaliny. Tento solvatay proces je
zvycajne prvym krokom extrakcie a zah premytie koldnky methanolom, acetonitrilom
alebo inymi organickymi rozpé€iddlami. Tieto rozpi®dla zabezp®iju solvataciu sorbentu,
a tym aj interakciu s matricou vzorky.

Ekvilibracia prebieha pomocou rozpasla, ktoré je svojou chemickou povahou vhodné
pre danu vzorku. Pokiaje extrakt vzorky v organickom rozpiagle, mdze by kolonka
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uvedend do rovnovahy rovnakym organickym roZpdom. Zrovnovaznenie méze zvySéva
retenciu analytov. Typicky objem na ekvilibraciuge8 ml vhodného rozpé&dla na 100 mg
sorbentu Qbr.4).

2, Aplikacia vzorky na kolonku

Roztok vzorky je za pdsobenia vakda tlaku nuteny prechadgacez kondiciovanu
extrakenu kolénu. Prili§ rychly prietok vzorky kolonkou e ma za nasledok zniZzenie
vytaznosti, a preto je nevyhnutné zachbwostaténe dihd dobu kontaktu vzorky so
sorbentom. V idealnom pripade vSetky matricové komemty prejdd do odpadu, ateda sa
neadsorbuju na sorbentelr.5).

EKondiciovanie SPE Kolonky Pridavol: vzorky

] [ | | ] | !

oY |
9]
A 4
. 50
Obr.4: Schéma kroku 1 [35] Obr.5: Schénakl 2 [35]

3, Premytie SPE kolonky

Po aplikacii vzorky musi hy kolonka premyta rozpéadlom. Ci€om tohto kroku je
selektivne eluovanie neziaducich &ain zo sorbentu tak, aby neboli vyplavované sladév
analyty. Pre tentodel su najvhodnejSie také rozgadla, v ktorych nie su analyty rozpustné.
DélezZitou sdag’ou premytia kolonky je kontrola prietoku, pretozdig vysoky prietok moéze
zaprtinit, Ze vysledny extrakt nebude dosahbpazadovandistotu Obr.6).

4, Vymyvanie analytov z SPE koldnky

Eluacia analytov za pouzitia vhodného rozjaala do zbernej nadoby je poslednym
krokom SPE. PozZiadavkam na &ié rozpugadlo mbze zodpovedaviacero rozpuzadiel.
Vyber vhodného rozptiddla je ovplyvneny jeho odparfteog’ou a konénou analytickou
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technikou. Rovnako ako v predchadzajucom kroku §ee4it4 kontrola prietoku, nakko
prilis vysoky prietok ma za nasledok znizenéa#nos analytov.

Po extrakcii na tuhu fadzu je stanovovany analyt oztoku, obsahuje minimum
interferujucich latok a je v dostatoej koncentracii@Qbr.7) [33,36].

Premyvanie kolonlky Elnacia analytov

[ ] [ | | | ]
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Obr.6: Schéma kroku 3 [35] Obr.7: Schéma kroK8%]

2.3.2 Chromatografické stanovenia pesticidov

Chromatografia sa radi medzi vyznamné seerametody, ktoré nasli uplatnenie vo
vSetkych vedeckych odvetviach. VyuZiva sa na sepajadnej alebo viacerych zloZiek zo
zmesi, Cistenie latok od réznych primesi, rozdelenie zmmesichemickycisté latky aich
identifikaciu.

Spolanym znakom vsSetkych chromatografickych metdd jetiknidlina separacia zloziek
medzi nepohyblivi — stacionarnu fazu a pohyblivinebilni fazu. Stacionarna faza moze
byt kvapalina alebo tuha latka a mobilnou fazou kviapahlebo plyn. Separéacia vzorky je
dosiahnuta pohybom jednotlivych zloziek chromatGgkgm systémom réznymi
rychlog’ami, ktoré zavisia od interakcii zloZiek s mobilnatstacionarnou fazou. Prienik
zloziek chromatografickym systémom je sprostredkgvanobilnou fazou. Zlozka, ktorej
interakcie so stacionarnou fazou su najsilnejSiejebnajdihSie zadrZzovana v stacionarnej
faze, a preto bude prechadzystémom pomalSie ako zlozky, ktoré sa prednoztinzuju
v mobilnej faze [15,31].
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Rozdelenie chromatografickych metéd
» pod’a skupenstva mobilnej fazy
» Plynova chromatografia (GG} mobilna faza je plyn
» Kvapalinova chromatografia (LG} mobilna faza je kvapalina
» pod’a usporiadania stacionarnej fazy
» Kolénova chromatografia stacionarna faza je umiestnena v trubici
* Plo3né techniky:

Papierova chromatografia (PC— stacionarna faza je &g’ou
chromatografického papiera

Tenkovrstva chromatografia (TLC) stacionarna vrstva je
umiestnena na pevnom plochom podklade

» pod’a povahy deja, ktory prevlada pri separacii

* Rozdéovacia chromatografia= o separacii rozhoduje odliSna
rozpustnos zloziek vzorky v stacionarnej fazy (kvapalina) abiinej
(kvapalina alebo plyn)

* Adsorpgna chromatografia— o0 separacii rozhoduje rbzna
schopnos zloZiek putd sa na povrch stacionarnej fazy (tuha latka)

* lonovo-vymenna chromatografia o separacii rozhoduju rézne
vel’ké elektrostatické piazlivé sily medzi funknymi skupinami
stacionarnej fazy a ibnmi vzorky

» Gélova chromatografia- zlozky sa separuju pbal va’kosti na
porovitej stacionarnej faze (gélu), mensSie molekudprky sa v gély
zdrZiavaju dlhsie

» Afinitna chromatografia- stacionarna faza je schopna viaza
vzorky prave tie zloZky, ku ktorym ma Uzky selekifwz'ah [15,31].

2.3.3 Plynova chromatografia (GC)

Principom tejto sepataej metddy je rovnovazna distribacia zloZziek medge fazy:
mobilnu fazu - plyn a stacionarnu — kvapalina alaldta latka. K separécii zloZiek dochadza
vzdy v plynnej faze. Pokia dochadza k stanoveniu zloziek zmesi metddou plghov
chromatografie, musia Byjednotlivé zloZzky vyparené definovanym sposobowdrienkou
je, aby sa latky pri vyparovani nerozkladali. GC/ie@dna aj pre stanovenie anorganickych
latok, ktoré sfhaji podmienku prchavosti. V niektorych pripadochZzmédochadza aj
k analyze neprchavych ziénin, ale az po ich prevedeni na prchavejSie dgriva

Pod’a typu stacionarnej fazy pouzitej v GC rozliSujgohanovi adsorgnu chromatografiu
(GSC) - adsorpcia zlozky z plynnej fazy na povrathého adsorbentu a plynovu
rozddovaciu chromatografiu (GLC) - distribacia zloZzky daée mobilnou (plyn)

a stacionarnou fazou (kvapalina) [19].

2.3.3.1 Princip GC

Podmienkou pre separéciu zloZiek zmesi pomocou opkjn chromatografie je, Ze
analyzovana zmes musi tbyplynna, aleborahko odparittna kvapalna (teplota varu do
300 °C).Vzorka sa davkuje do prudu plynu, ktorydialej unaSa kolénou. Mobilna faza sa
preto nazyva aj nosny plyn. Na to, aby mohld fagorka transportovana, sa musi okamzite
premenf na plyn. V koléne potom dochadza k separécii eloria zaklade r6znej schopnosti
puta’ sa na stacionarnu fazu. Stacionarnou fazou ¢ kuapalina alebo povrchovo aktivny
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adsorbent, pdé coho potom rozliSujeme chromatografiu plyn — kvapala plyn — pevna
latka. ZloZzky opuU&juce kolonu indikuje detektor. Nakoniec sa vyhadnpe signal
z detektoru a z intenzity piku sa&udruh a kvantitativne zastupenie zlozZiek.

Z dévodu nutnosti premeny analytov na plyn mozmuyne separouataké latky, ktoré
maju relativnu molekulova hmotndsensiu ako 1000, su tepelne stabilné a maju ddstat
tlak sytej pary [15].

2.3.3.2 Kvalitativne vatiny v plynovej chromatografii

Chromatogram je zaznam vychadzajuci z detektorudgpagujlci zavislas odozvy
detektoru | natase | = (t). Kazda latka vtomto zazname sa pregoi pik, teda lokalne
maximum. Cas v ktorom sa ziska maximum piku danej latky jeamisli na latkovom
mnoZstve a teda charakterizuje latku kvalitativne.

Vzorovy chromatogram
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Obr.8: Ukazka chromatogramu delenia dvojzloZzkoveggi [22]

Reterny ¢as — doba, ktora uplynie od nadavkovania vzorky az pgaami piku na
chromatograme. Vyjadruje hotah (1):

ty =t +tg 1)
kdetr je reterny ¢as,ty — nitvy retergny ¢as atg - redukovany retefmy ¢as.

MFAtvy reterny ¢as - retergny ¢as analyzovanej latky, ktord sa vObec nezachycaje n
stacionarne fazy a teda prechadza kolonou rovnalailog’ou ako mobilna faza.

Redukovany reteény ¢as— doba, ktora prislusna vzorka stravi v stacioegfdize.

Poloha piku v chromatograme (retey ¢as analyzovanej latky) zavisi na kvalitativnych
vlastnostiach analyzovanej latky. Plocha piku nesidormacie o kvantitativnych
vlastnostiach.

Reterény faktor - vyjadruje mieru interakcie analytu s materialkohdny (2):

(@)
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Miera u¢innosti separ@nej kolony— vyjadruje poet teoretickych poschodi (3):

n= 5,545{ e } 3

Wl/ 2

VysSkovy ekvivalent teoretického poschodtamozno ho vypétat pomocou retetného
¢asu, plati £im mensi, tym lepSi (4):

H = L (4)
n
kdeL je celkova {Fka separmej koldny,n je paset teoretickych poschodi

w1/2- Sirka piku v polovici jeho vySky
R1,R2- rozliSenie dvoch pikov je mierou vzajomnej separ dvoch analytov (5):

2'(tR 2 ~tg 1)
=-—R2_RU 5
R = (5)
A - plocha symetrického Gaussovského piku (6):
A=1064w,, (6)

Zavislog’ vysky poschodidd na rychlosti nosného plyrnu vyjadruje teoria formulovana
van Deemterom (7):
H=A+B/u+Cu (7

Kde A, B, C su konStanty pre dity chromatograficky systém @ je priemerna linearna
rychlog’ plynu v koléne [19,22].

2.3.3.3 Kvantitativne valiny v plynovej chromatografii

S kvantitou danej latky Uzko suvisi plocha pikuc$i@ mnoZstvo analytu v danotase
poskytuje vasi signal. Stet signalu na kontinuumtasu musi b Umerné mnozstvu danej
latky vo vzorke. S&€et signalu cezasové kontinuum predstavuje integral odozvy detekto
cezcas. A = I(t) = dt — kde medze integralu vymedzupbu, kedy bola dana latka vymyvana,
teda od doby a do doby b [15,22].

2.3.3.4 InStrumentacia v plynovej chromatografii

Plynovy chromatograf je schematicky zobrazenyia.9 a pozostava z tychto zakladnych
Casti: zdroj nosného plyn, zariadenie pre regulécioneranie prietoku nosného plynu,
nastrekova komérka, chromatograficka kolona, tetatpdetektor a zariadenie pre zosilnenie
signalu, zaznam a vyhodnotenie signalu detektd®li [1
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Plynovy chromatograf

vzorek vystup plynu do atmosfery

| 4 signal detektoru
. T

\ \ N vyhodnocovaci

N zafizeni
davkova¢  iolona detektor
regulaéni
] systém
' \ termostat

Cistici zafizeni

zdroj nosneho plynu

Obr.9: Schéma plynového chromatografu [15]

Ako zdroj nosného plynuslizi tlakova fasa plnena pernamentnym plynom - vodikom,
dusikom, héliom alebo argonom. Uloha nosného pjgnpomerne jednoducha. Nosny plyn
unasa kolénou vzorku a musi sa spfax@i jej zlozkam inertne. Nosny plyn matyysokej
Cistoty, bez vlhkosti a neobsahdviyslik. Preto sa do potrubia nosného plynu zaédza
sustky a absorbéry kysliku. Prietok nosného plynu saltge jemnymi ihlovymi ventilmi a
tlak plynu sa meria pomocou manometru alebo tenaackgm cidlom. Olktas sa prevadza
presné meranie prietoku plynu pomocou bublinkovgtetokometru, ktory sa umidstie za
detektor.

Cistiace zariadenie zachycuje vihkog nesistoty, zbavuje nosny plyn neZiaducich stop
ostatnych plynov. Odstliaje stopy reaktivneho kysliku, ktory nevratne pakkge
stacionarnu fazu.

Regula‘ny systém zais’uje staly alebo programovo sa meniaci prietok niesrgynu. Pri
zmenach teploty p@as separécie je mozné elektronickou regulaciouetiocstanoveného
prietoku.

Nastrekovd komérka(davkova) slizi k zavedeniu vzorky do pradu nosného plynu,
davkovanie musi liyrychle, vzorka v roztoku sa musi okamzite odpadéstrekova komorka
je pripojena k vstupu chromatografickej kolony.

Ma vlastné regulované kurenie (cca 350 °C) a jeplachovana nosnym plynom.
Komérku z vrchu uzatvara septum zo Specialnej prideré odolava vysokym teplotam.
Kvapalné vzorky sa davkuju do mikrostriélek a po prepichnuti septa sa nastrekne objem
vzorky (0,1 — 5 pl), ktory je okamzite odparenyastiekovej komorke. Teplota komérky ma
byt vysSSia nez je teplota varu najmenej prchavej ztozkorky. Nasledne su pary vzorky
undSané nosnym plynom do kolony.

Koléna —umiestnena v peci, ktorej&g’ou je stacionarna faza. Dochadza tam k separacii
zloZiek. Kolony menSieho vnutorného priemeru pogkytrysSiu @innog’ separacie, naopak
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kolény vasieho priemeru maju vysSiu kapacitu, teda su sah@eparovavasie mnozstvo
vzorky.

Detektor -slizi k detekcii latok v nosnom plyne, signalizigke pritomnos.

Vyhodnocovacie zariadenie spracuva signal z detektoru, zakKige chromatograficku
krivku (chromatogram) a vyhodnocuje ju.

Termostat -zaig'uje dostatdne vysoku teplotu davkowa, kolony a detektoru, aby bola
vzorka udrZzana v plynnom stave. Teplotu mozno @nogvo meni. Na termostaty sa klada
vel’ké naroky. Aby bolo mozné reprodukdveluiné charakteristiky, je potrebné udrziéva
teplotu vtermostate na ditom intervale. Spolénou ¢rtou vSetkych termostatov je
regulovany pritok tepla do okolia chromatografidkyolon [15,19,32].

2.3.3.5 Nosny plyn

Mobilna faza v plynovej chromatografii ja oziowand ako nosny plyn, ktorého uloha je
pomerne jednoducha. Nosny plyn zabégpe transportovanie zloziek cez kolénu,cpm
sam sa nezastiuje separéného procesu. Né&stejSie vyuzivané mobilné fazy su
permanentné plyny ako hélium, dusik, vodik, argégramacne aj iné. Mozno predpoklatia
Ze sa tieto plyny v kvapalnej stacionarnej fazemak nerozpi®ju. Nosny plyn musi ky
zbaveny vodnych par, pripadne inychciet. Na jeho suSenie sa &agtejSie vyuZiva
silikagél a vhodné molekulové sitd. Od prietoku mé@® plynu zavisi chromatograficka
analyza, apreto je potrebné zabempejeho konStantna’s Vo va&Sine kometnych
chromatografov su zabudované ihlové ventily, redgekmanostaty s ihlovymi ventilmi.
Prietok nosného plynu je merany rotametrami, ataldgdinkovymi prietokomermi.

Nosny plyn, ma vSak jednu vilastipktora méze do ditej miery ovplyvni’ separaény
proces a vypéty zakladnych parametrov v GC. Jedna sa @igtlanos’ plynov. K tomu, aby
plyn pradil kolénou, ktora predstavujecity odpor, je potrebné, aby tlak nac¢aku kolony
bol vysSi ako na jej konci. Pri vysSom tlaku sa mguge objem plynu. Pokiama
chromatograficka koléna, ktorou prechadza nosnyn pigvnaky priemer, je na &atku
kolony mensSia linearna rychldplynu, nez v mieste odKiavychadza plyn z kolony. Tato
skutanog’ vystihuje modifikovany Boylov zakon (8):

P;U; = PoUg (8)

kde pi apo su tlaky na vstupe a vystupe chromatografickephp]u; auosu odpovedajice
linearne rychlosti.

Premenlivé hodnoty tlaku v chromatografickej koléspdsobuju, Ze nie je mozné
jednoducho spiitat’ objemovy prietok a eliny objem. Mozno vSak zmetaetertny cas
zloZky tr. a, Objemovy prietok na vystupe z kol6fy, a vstupny tlakp. Vystupny tlakpo je
spravidla totozny s atmosferickym tlakom. Bez korekna tlak je mozné vygdar
redukovany retefmy objem (9):

Veoa = (tea * ty JFu 9)

kdety je retegny ¢as nezadrZzovanej zlozky.
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Pri beznych vyp&och mozno pditat’ s priemernou linearnou rychlimsi nosného plynu aj
s jeho priemernou objemovou rychios. K korekcii sa pouziva kompresibilitny faktpr
vypaocitany zo vstupného a vystupného tlaku (10):

P = 3(pi/p0)2 -1 10
J 2(pi/po)s_l 4o

Pomocou kompresibilitného faktofusa v GC koriguje vplyv tlakového spadu v koléne a
aj hodnota redukovaného retegho objemu. Ziska sa taisty reteny objem (11):

Via= Vioa (11)

Cisty eluwiny objemVy a treba pouZivas ugitou rezervou, pretoZe objemovy prietbk
sa meria za kolénou pri teplote okolia, o samotna koléna pracuje pri Zna vysSich
teplotach. Rovnako délezité je aj spravnéenie nitveho retetnéhocasuty [19,32].

2.3.3.6 Kolény

NajdolezitejSoucag’ou chromatografického zariadenia, v ktorej sa ndzhastacionarna
faza. Od jej vlastnosti najstejSie zavisi Uspech analyzy. V plynovej chrompatfi sa
vyuZivajua dva typy kolénnapliovéakapilarne

Naplkiové kolonysu trubice zo skldi nerezovej ocele naplnené granulovanym materialom.
Vzhradom k vysSej &innosti satastejSie vyuzivaju kapilarne kolony.

Kapilarne kolénysu otvorené kapilary, kde funkciu nésizastavaju vnutorné steny
kapilar, ktoré su pokryté stacionarnou kvapalnaofa Naleptanim vnatornych stien mozno
dosiahnti zvySenie obsahu stacionarnej fazy a na takto emtakolonu davkowavasie
mnoZstvo vzorky. Tieto typy koldn sa ntagtejSie zhotovuju z taveného krarag ktorych
povrch je potiahnuty polyimidovov vrstikou. Tato vrstwika zabezp&uje pruznos kolény.
Menej casté je zhotovenie koldn zo skla, ktorych nevyhomourehkos. Kapilarne kolény
byvaju dlhSie nez napbvé, v rozmedzi do 10 — 200 m s vnatornym prieme&hum —

1 mm.

Pod’'a spdsobu uloZenia stacionarnej fazy rozliSujemgpy kapilarnych kolonWCOT
PLOTaSCOT.

WCOT (Wall Coated Open Tubular) — koléna s tenkym filmstacionarnej faze priamo
nanesenej na vnutornej stene koldny (hrdbka filnfu-01 um, vnatorny priemer a hrabka
steny kapilary sa pohybuje v stovkach pm).

PLOT (Porous Layer Open Tubular) — kolona, kde na wmajostene kapilary je nanesena
(popripade chemicky vytvorena z materialu stenyppiéa istva o hribke 10 um i viac.

SCOT (Support Coeted Open Tubular ) — koléna so zakwiu kvapalinou na nasj
zachytenou na vnuatornych stranach kapilary.

Popri mechanicky nanesenym fazam rozoznavame &jniok viazanou stacionarnou
fazou. Stacionarna faza je chemicky viazana na ornyt povrch kapilary, alebo je
spolymerizovana do takej miery, Ze ju nie je moddstrant rozpugadlom.

Ulohou stacionarnej fazy v GC je zadrzanie jedagth zloZiek v zavislosti na ich
distribwtnych konstantach. Voli sa plalcharakteru vzorky a rozsahu teplét varu. Obegne b
mala by podobného typu ako analyzovana vzorka. U staci@jdézy byva uvadzana dolna
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a horna hranica pouZiteosti. Dolna hranica je dana teplotou topenia eteuinej fazy
a horna takou tenziou par, ktoré sa prejavi akemesna chromatograme [19,40].

Existuje mnozstvo stacionarnych faz, no ¢asjejSie sa vyuZivaju fazy na baze
polysiloxanov. Pri klasifikacii stacionarnych faa pouzivaju rézne kritéria. Pkalinterakcii
S0 separovanymi latkami ich mozno roztiela:

- polarne fazy— do tejto skupiny sa radia ZEniny, ktorych interakcie so
separovanymi latkami  maju  charakter vodikovych efizi ako napr.
polyethylenglykoly, cukry a pod.

- semipolarne fazy— do tejto skupiny mozno zahthieliceniny, ktorych
interakcie s rozd®vacimi latkami ovplyiuju permanentné a indukované dipély ako
napr. halogénderivaty libvodikov, estery karboxylovych kyselin, étery, ihita iné.

- nepolarne fazy— do tejto skupiny patria nasytené alifatickéravodiky
(parafinové oleje, skvalan...), ktorych interaketeseparovanymi latkami studégnou
nepolarne (Van der Waalsove sily) [19,32].

Tab.5: Stacionarne fazy na baze polysiloxanov [19]

Substituenty Polarita Pouzitie
R1 = methyl . Uhrovodiky
R> = methyl Nepolarne Rozpugadla
R1= methyl
R, = fenyl (50%) Fenoly
R1= methyl stredne polarne chlérované pesticidy
R, = fenyl (75%) estery
R1 = methyl (25%)
R, = CH.CH,CN silne poléme Alkoholy
R; = CH=CHCN Aldehydy
R, = CH=CHCN

2.3.3.7 Detektory

Detektor je zariadenie, ktoré zaznamendva vystupdelenych zloziek z koldny.
Z detektoru vychadza elektricky signal, ktory jesleéine spracovany pidacom. Kon€&nym
vystupom je chromatogram, ktory pozostava z pikasljchajucim jednotlivym zloZzkdm
zmesi. Poloha piku né&asovej osi chromatografu (os x) predstavuje miesality zlozky —
identifikacia. VySka teda plocha piku je mierou kiy zloZky — kdko je danej zloZky
V zmesi.

Predpokladom kazdej UspeSnej detekcie je dobreetezie analyzovanej zmesi na
kolone. Charakteristikou dobrého detektoru je daadilita signalu, M&a citlivog’ a rychla
reakcia na zmenu v zloZeni prechadzajuceho elj&fin2,32].

Typy detektorov

Tepelne vodivostny detektor (TCH typom univerzalneho detektoru, teda dava odozvu
na vSetky latky a niekedy je nazyvanym aj katar@meNosny plyn prudi cez vlakno
Zeravené stalym elektrickym pridom a ochladzuj@&aigita teplotu. Pritomnaszlozky sa
prejavi zmenou tepelnej vodivosti prostredia v okmdravého vidkna, a tym zmeni jeho
teplotu a elektricky odpor. Obgjne sa pracuje s dvomi vlaknami, kde cez jedndligfigty
nosny plyn a cez druhé pradi plyn z kolény. Ichk#ieké odpory sa porovnavaju vo
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Wheatstonovom mostiku. Pritomiiadozky sa prejavi jeho rozladenim. Pre tento detgk
vhodny nosny plyn s vysokou tepelnou vodiams ako napr. vodik alebo hélium. Tento
detektor sa pouziva pri analyzach anorganickychqiya nizkomolekularnych organickych
latok. Jeho citlivo$je mensSia, deteké limity su v mikrogramoch analytu.

lonizacné detektorysu zalozené na vedeni elektriny v plynoch. Zakiadaparatary je
izolovana nadoba, ktora je tvorena dvomi kovovyosldami (elektrodami), medzi ktorymi je
elektrické pole. Pomedzi tieto dve elektrédy proigh.

. Plameiovy ionizany detektor (FID)— funguje na principe ionizacie
molekul plynu v kysliko-vodikovom plameni, poim tieto molekuly zérove
vedu ioniz&ny prad medzi elektrédami. Nosny plyn sa pred vstomo horaku
miesi s vodikom a vzduch sa privadza z vonku. Pritms’ zloZky sa prejavi
zvySenim ionizacie a zaraveaj zva&Senim elektrického prudu. Jednotlivé
konStrukcie detektorov sa od seba liSia UGpravouecangtriou elektrdd.
Mechanizmus ionizacie uFID nie je dopdsigednoznéane vysvetleny.
Predpokladd sa, Ze vredwej zéne plam@&g dochadza k hydrogenacii
a vytvoreniu CH radikalov, ktoré s kyslikom produkuju idony schogsrénosu
elektrického prudu. Teda iba hydrogenovatelny uhfi&dlieha ionizacii
v podmienkach FID, a preto Meos’ jeho odozvy je umerny gtu efektivnych
uhlikovych atbmov. Tento detektor jel'wa citlivy a vyuZiva sa prakticky vSade
s vynimkou anorganickych par a plynov.

. Plameiovy ioniza’nhy detektor s alkalickym kovom (AFIDpbsahuje
v iinnom priestore doalkalického kovu. Teplom plama sa iony alkalickeého
kovu dostavaju do plynnej fazy. lény ochotne reaggheteroaromatmi
organickych latok, hlavne s fosforom a dusikom.

. Bezplaméiovy detektor s alkalickym kovom (TIB} zdrojom iénov je
elektricky vyhrievana db alkalického kovu. Na jej povrchu dochadza
k spd&ovaniu vodika ginkom vysokej teploty. Energia pri dfmvani stai na
Specifické reakcie s fragmentami obsahujucimi foafdusik.

. Fotoionizadny detektor (PID) - G¢inkom ultrafialového Ziarenia
dochadza k ionizéacii latok. Selektivitu tohto tydetektoru mozno ovplyvtii
volbou vinovéj dzky. lonizované st organické latky, kyslik, amoniaklfan.
Neionizuju sa niektoré anorganické plyny, dusikjumé a voda. Je nesmierne
citlivy (100krét viac nez FID).

. Detektor elektronového zachytu (ECD)Podstatnouc¢ag’ou tohto
detektoru su dve elektrédy. Emitor, kde sa ako jzorékkého radioaktivneho
Ziarenia poZiva izotof’Ni a druhou elektrédou je kolektor. Medzi elekéu
ja vkladané napétie zo zdroja. Vlastnym Ziarefijmadioaktivny Ziafi ionizuje
molekuly dusiku ako nosného plynu a vyvolava iofigaprad. Dochadza tak k
uvolnovaniu pomalych elektrénov, ktoré zachytavaju wt@legativne atomy
zloziek, a tym znizuju ionizmy prad. Toto zniZzene je zaznamenané po
zosilneni. Tento detektor je Rrai citlivy na halogenované zéniny a zldeniny
obsahujuce fosfor, kyslik, siru, olovo, nitrosiny a arény,éo ho ¢ini
vhodnym detektorom na stanovenie pesticidov. Naopdk malu citlivos
k uhrovodikom, alkoholom a ketonom.

. Plameiovy fotometricky detektor (FPD) citlivy na latky obsahujice
siru a fosfor. Je zaloZzeny na merani intenzity chenniscencie. Meria sa
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emisia Ziarenia pri sfiavani zloZiek vo vodikovom plameni. Svetelné kvasita
zaznamenavané fotoelektrickym nasolbn, pred ktorym je predradeny
interfererny filter prepugajici Ziarenie ufitej vinovej dzky. Maximum emisie
pre fosfor je pri 525 a 565 nm a pre siru 390 nm.

NajvhodnejSim typom detekcie pre stanovenie stoglovgnozstiev pesticidov je spojenie
plynového chromatografu &motnostnym spektrometrom (GC-MS)GC-MS analyza
umoziuje na zaklade reténychcasov a hmotnostnych spektier identifik6wveeznamu latku.

Kombinacia GC-MS v dnesnej dobe patri k najprogregsim analytickym technikam,
ktoré sluzia k identifikacii mnozstva neznamycbzzék zmesi [15,19,24,25].

2.3.3.8 Vplyv teploty v plynovej chromatografii

Teplota chromatografickej koldny ovpliuje retegny objem eluovanych komponentov.
VSeobecne plati, Ze s rasticou teplotou kolonksEcsju retetiné ¢asy jednotlivych zloziek.
Pokid” sa zmes analyzovanych zlozZiek li8i v teplote varviac nez 100 K, potom sa pri
teplote kolony eluuju menej prchavé zlozky v tvaieokych pikov s dihymi retémymi
¢asmi, préom prchavé komponenty sa neseparuju. Tento probiém u vasiny
chromatografickych pristrojov vyrieSeny programuoma teplotou termostatu. lde o zmenu
teploty kolény pdas analyzy. Vyuziva sa pri separdcii latok s rdndie teplotou varu [19].

2.3.3.9 Kvalitativha analyza GC

V plynovej chromatografii je identifikacia latok Iedena na porovnavani reterehocasu
alebo objemu neznamej zloZzky s reteym ¢asom alebo objemom Standardu za rovnakych
podmienok chromatografickej separacie. Porovnasajlidaje ziskané z merani najmenej na
dvoch kolénach s réznou polaritou stacionarnej f&2gkid su retetiné data niektorej
z analyzovanej zlozZiek zmesi totozné sefimi datami Standardu, mozno predpokitadze
latka je totozna so Standardnou latkou. Pre pomuenaameranych vysledkov sa pouZziva
niekd’ko spésobov vyjadrenia retarych dat:

a) pomocou Specifickych ret@mych objemov— predstavujudisty retegny objem
vztiahnuty na 19 stacionarnej fazy akorigovany R#3 K. Jedna sa o
teoreticky exaktné hodnoty.

b) pomocou relativnej retenciee nazornejSie je vyjadrenie éhych dat pomocou
relativnych retetnych hodnét. Udaje sa tahuji na retefny ¢as alebo objem latky
zvolenej ako Standard. Nevyhodou je, Ze nie je laqiouzi’ iba jeden Standard na
analyzu vSetkych latok. Relativne raeteé ¢asy sa ziskaju z podielu redukovanych
retertnych ¢asov vSetkych zloziek s redukovanym retenm casom zlozky zvolenej
ako Standard.

c) pomocou retednych indexov— vyjadruju retetiné chovanie sledovanej latky
v jednotnej stupnici, v ktorej za pevné zakladnéybboli zvolené retamé hodnoty
nerozvetvenych alkanov. Retegry index nerozvetvenych alkanov bol definovany ako
stonasobok pftu uhlikov [19].

2.3.4.0 Kvantitativna analyza GC

Kvantitativnej analyze predchadza meranie plochiyu,piprostrednictvom digitalnych
integratorov. Po zmerani mozno pristigivlastnej kvantitativnej analyze prostrednictvom
niektorej z nasledujucich metod.
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Metdda vnutornej normalizacie

Touto metodou sa zigje pomerné zastupenie jednotlivych zlozZiek vo keoPercentove
zloZzenie zmesi sa vypita na zéklade zmeranych pléch vSetkych pikay A A, TakzZe
v danej zmesi je X % zlozky A,y % zloZzky Bfat

K analyze postd jeden nastrek, pfom nie je potrebné pozthigeho objem.

Metdda absolutnej kalibracie

Casto je tato metoda ozfmvana aj ako metdda vonkajSieho Standardu a&iemo
v davkovani znameho mnoZstva analyzovanej vzorktaadardu za rovnakych podmienok.
Vyhodnocuje sa porovnanim nameranych ploch aleb&ekypikov. Touto metddou sa
stanovuje absolutna koncentrdcia alebo mnoZzZstvky lata zaklade kalibtmej krivky.
Spravnos absolutnej kalibracie zavisi na dobrej reprodukeiresti davkovanych objemov.

Metoda vnutorného Standardu

Metdda je taktiez zndma ako relativna alebo ne@iamatéda. Spidva v pridani witého
mnozstva znamej latky (vnatorny Standard) do vzorkgnto pridavany Standard nesmie
interferova s ostanymi pikmi vzorky, rovnako nesmiet’bgritomny v pévodnej vzorke
a musi tvori samostatny pik v blizkosti piku stanovovanej lalyhodou metody je, Ze nie
je potrebné pozmapresné mnozstvo vzorky davkovanej do chromatogralier musia bty
zistené odozvové faktory, ktoré su ré6zne pre zlaAtgndard.

Metdda Standardného pridavku

Metéda Standardného pridavku &p@a v priddvani znameho mnoZstva analyzovanej
zlozky (Standard) k znamemu mnoZstvu vzorky. Befiie plochy piku je priamo Umerné
pridanému mnozstvu Standardu. V zavislosti na koreptoch mdéze nrapridavana latka
charaktercistej latky alebo roztoku danej latky vo vhodnonepoadle. Pre vypeet
koncentracie vzorky je potrebné pogZrabjemy nastrekov a taktiez objemy mieSanej vzorky
a Standardného pridavku [15,19,41].

2.3.4 Plynova chromatografia — hmotnostna spektrontea (GC-MS)

Hmotnostna spektrometria patri medziininé identifik&né techniky. Této fyzikalno-
chemickad metdda sluzi kdovaniu hmotnosti atbmov, molekul a i¢asti po prevedeni na
kladné alebo zaporné iony. NaSla Siroké uplatnenigeSeni analytickych problémov
v organickej chémii, biochémii, pri analyze anorgégich materialov a povrchov tuhych
latok.

K rozSireniu techniky hmotnostnej spektrometrie albasti aplikovaného analytického
vyskumu vyrazne prispievaju nasledujuce faktory:

- kombinacia MS s beznym stolnymdi@atom a vyvoj uzivatksky prijaténého
programového vybavenia

- komekna dostupnas hmotnostnych spektrometrov nizkeho ivySSieho
rozliSenia

- komegna dostupnasnovych typov ibnovych zdrojov

- spojenie MS so sepairaymi metdédami (GC, LC)

- prijate’né ceny malych hmotnostnych spektrometrov nizkehb3enia
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Ako uZ bolo spominané, spojenie plynovej chromatfigrs hmotnostnym spektrometrom
vyrazne prispelo k rozvoju metdédy hmotnostnej sqmeRetrie a tym bola vytvorena dopdsia
najefektivnejSia znama technika¢ena na analyzu zlozitych zmesi organickychiehin.
Technika GC-MS zarovieumoziuje analyzu organokovovych a anorganickych zmeergk
spinaju podmienku, Ze budu prechatizhromatografickou kolénou ako pary.

Vyhody oboch metdd sa vyuzivaju vich kombinacikaAnosny plyn sa musi pouziva
vel'mi ¢isté hélium —Cistota 99,999% a tym sa zabrani vplyvu mobilnejyfaa ioniz&ny
prud pri detekcii latok vystupujucich z chromatdgra

Vyhody GC — MS analyzy:

- kombinacia GC-MS umditije efektivnhu analyzu zlozitych mnohozlozkovychtaus

- na vyhodnotenie Y&ého pé&tu GC a MS udajov mozZno potizpcZitaé, ktory nielen
zaznamenava a vyhodnocuje Udaje, ale méze’riadly experiment

- meranie celkového ibnového pradu (TIC — Total Ghromatogram)

- hmotnostné spektrd mozno vyhodtiaiubovd’ného miesta chromatogramu

Vyhody spojenia oboch metdd sa vyuzivaju predov@etk organickych syntézach, na
kontrolu Zzivotného prostredia, antidopingova kolatroalebo kontrola technologickych
procesov [19,43,45].

2.3.4.1 Princip GC - MS

GC-MS analyza umaitije identifikova neznamu latkuina zéklade reténych ¢asov a
hmotnostnych spektier. K tomut@elu sltzi aj monitorovanie dvoch iénov, ktoré sé ganu
latku charakteristické a v niektorych pripadocimanitorovanie molekulového iénu, ktory je
taktieZ cenny pre zhodnotenie typu a mnoZstvaprittho metabolitu. Spektra analyzovanej
latky sa porovnavaju s databazou kniznic spektier.

Tato chromatograficka technika sa’me ¢asto vyuziva v analytickej chémiitaka svojej
citlivosti, ¢i Sirokému rozsahu pouZligosti. Kombinacia GC-MS v dneSnej dobe patri
k najprogresivnejSim analytickym technikam, ktorlizim  k identifikacii mnoZstva
neznamych zloziek zmesi [15,25].

2.3.4.2 Experimentéalne usporiadanie

BeZzny hmotnostny spektrometer pozostava z nasleidbj&astic: vstup, ibnovy zdroj,
separator, detektor so zdsivatom a zaznamovych zariadenim, vakuovy systém.

Vstup je miesto, kam sa zavadza vzorka. Bezny je vstzpzésobnik (objem 1 — 2 1), kde
sa nastreknuta vzorka vypari za tlaku nlgkoPa. Malym otvorom sa potom napasdo
ibnoveho zdroja. Pre malo prchavé latkydjaelSou mozna®u tzv. priamy vstup, kedy sa
vzorka nadavkuje priamo do iébnoveho zdroja. Prgespe GC-MS sluzi chromatograficky
vstup - interfejs.

I6bnovy zdroj sluzi k prevedeniu analyzovanej latky do ionizodam stavu. V tomto
priestore dochadza k &&ine fragmentych reakcii, ktoré vedua k deStrukcii chemickych
vazieb vzniknutého i6nu. Pre spojenie GC-MS su éedma sposoby ionizacie vzorky:
ionizacia narazom elektronov a chemické ionizécia.

Hmotnostny analyzatosluzi ako disperzny prvok, ktory unmiage v priestore alebdase
separové zmes i6nov o rdznych hmotnostiach produkovanydtnevom zdroji. 16ny su
delené pobh pomerum/z, kdem je hmotnos idnu az je paiet elementarnych nabojov, ktoré
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nesie ion. Pre spojenie GC-MS sacaajejSie pouZzivaju tri typy separatorov: sektoredeli
iony v magnetickom poli, kvadrupoOlovy separator Oava pas — VvyuzZivaju
vysokofrekveriné pole.

Detektor poskytuje analégovy signal umerny ¢po dopadajucich idnov. Signal je po
digitalizacii prevedeni do @gitacta a vhodnym programovym vybavenim spracovany do
formy hmotnostného spektra. #@¢ zaig’'uje okrem zberu dat a ich spracovaniedajSie
riadiace a kontrolné funkcie slvisiace s chodonstgmjia a optimalizaciou prevadzkovych
parametrov.

Vakuovy systénje nevyhnutnou siag’ou hmotnostného spektrometra, ktory zabeéajee
udrza’ dostaténe nizky tlak. Pri spojeni GC-MS je nevyhnutné, alpl vakuovy systém aj
potrebny vykon. V sfasnosti sa Vv spojeni plynového chromatografu s hosthym
spektrometrom pouzivaju kapilarne kolény. Negplé kolony, ktoré dosahuju podstatne
vySSie prietoky mobilnej fazy, ale mensitinhog’ sa nepouzivaju [19,40,43].

Data systém

A 4

vakuum

GC

Vakuova
pumpa detektor

[6novy

interfejs 2droj

Obr.10: Blokové schéma hmotnostnej spektromeplgriovou chromatografiou [45]

2.3.4.3 Chromatograficky vstup

Chromatograficky vstup predstavuje prepojenie plajachromatografie s hmotnostnym
spektrometrom. Z pravidla nie je mozné priame zamexvystupu chromatografickej kolony
do i6énového zdroja, pretoZze k& mnoZstvo nosného plynu by mohlo nafugakuum
v hmotnostnom spektrometr¢o by mohlo vies k rade problémov. NajjednoduchSim
spojenim je defi, ktory je umiestneny na vystupe z kolény a delidomobilnej fazy na dve
vetvy. Jedna vetva vstupuje do pouzitého detektamruhd privadza nosny plyn aj
s analyzovanymi zloZkami do ibnoveho zdroja. Pbkig vakuovy systém dostétty vykon,
post&i, ked’ su prudy delené v pomere 1 : 1 (pre prietok nosmpéynu 1 — 2 ml/min). Pomer
je vdak mozné vhodne upravdveriemerom aifkou restriknej kapilary, ktora spaja dali
s hmotnostnym spektrometrom.

V siasnosti sa predovSetkym vyuzivaju kapilarne kolokipré su cez vyhrievaciu
restrikknd kapilaru priamo spojené s hmotnostnym spektname[19].
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2.3.4.4 lonizé&cia

lonizacia analyzovanej latky je nevyhnutnym predadem analyzy ajej energeticka
nara:nog’ zavisi od typu vzorky.

Pod’a mnozstva dodanej energie rozliSuje makké a tvotézainé techniky. Makké
ionizatné techniky predstavuju maly energeticky prebytimdany ionizovanej molekule
a pravdepodobndsfragmentacie je nizka. U tvrdych ionérgch technik dodana energia
post&uje k rozsiahlejSej fragmentécii primarne vznikinatéonu.

Dalsim triediacim kritériom je skupenstvo vzorky ponizéacii. NajbeznejSie techniky
ionizacie su z plynného skupenstva, kedy je anabaé vzorka vopred odparena do vakua.
Nutnym predpokladom aplikovdteosti je dostat@na prchavos vzoriek. Na analyzu
neprchavych zloZziek si vhodné techniky ionizacieordenzovanej fazy, kedy dochadza
k tvorbe ionov priamo v kvapalnej alebo pevnej fR44].

lonizacia narazom elektronov (El — Electron impaizinization)

Priklad tvrdej ionizénej techniky z plynnej fazy. V gésnosti sa radi medzi najbeznejSie
a najlepSie prepracovany pracovny spdsob ionizacie.

Energeticky proces, ktory vedie k tvorbe ionov @pa v interakcii analyzovanej latky
s pradom urychlenych elektrénov, za vzniku radikéintu (M) alebo radikalaniontuM").
Z hradiska energetickej stabilizacie vzniknutého iéeupyeferovani dej, veduci k tvorbe
radikalkationtu, oproti rezonanému elektronovému zachytu vedudceho Kk tvorbe
radikalaniontu. lba pritomnéssysoko elektronegativneho prvku (napr. halogegjruktare
vzorky mdze zvysi populaciu negativne nabitych ionov pri EL.

M+e— M"+2¢
M+ées M

Ako zdroj elektrobnov sa né&stejSie vyuziva elektricky Zhavené vlakno z rhéaiiebo
wolframu. Vékos' Zhaviaceho prudu &wje mnozstvo emitovanych elektronov. Prud
elektrébnov smeruje priestorom idbnového zdroja kdendenergia elektronov prichadzajucich
do kontaktu s ionizovanou vzorkou jecena potencialovym rozdielom medzi viaknom
a anodou. Za Standardny je povazovany rychly zvatekironov s energiou 70 eV, ktory vo
zvySenie pravdepodobnosti interakcie s molekuloahal elektrénov zakrivena polom malého
permanentného magnetu v ionimaj komoérke. Vzniknuté idny su z priestoru iorize]
komorky vytla&ované elektrostatickym polom pomocnej elektrodypéier) s vhodnym
potencialom. Sustava akceléngch a fokusénych elektrod uryckuje a smeruje prad i6nov z
ionizatného zdroja.

Efektivnos’ El je ~10°, v&sina molekdl zo vzorky je odstranenych z iénovédooja
a hmotnostného analyzéatoru prostrednictvom koatireuvakuovych pump [43,44].

Chemické ionizicia ( Chemical ionization — CI)

Jedna sa o bezny priklad mékkej ionizacie z plyrfagy. Rovnako ako v predoSlom
pripade je primarnym zdrojom , prud urychlenyckk&tmov. Ich energia vSak nie je priamo
prenaSana na analyzovanu molekulu, ale prostredmicteakného média. Regké médium
sa nachédza v ioniziaej komorke relativne pod Keym tlakom (65 — 130 Pa). NggstejSie
ide oplyn alebo pary nizko-vriacej kvapaliny. ViyS8ak v zdroji vyrazne zvysSuje
pravdepodobna’s medzimolekularnych a medziibnovych interakcii. ddatejSie pouzivané
reakéné plyny su uvedené v Tab.6.

46



Tab.6: Preliad reaknych plynov pouzivanych v CI [45]

Reakény plyn Protonova afinita Realkény i6n I6n skimanej latky
CH, 536 CH' MH"

H,O 724 HO" MH*, MH30"
(CHg3)3CHj3 828 (CH)sC" MH"

NH; 858 NH" MH*, MNH,4"

Mechanizmus reakcii CI
CH;+e — CH4+' + 2e
CHs” —CH'+ H
CH4+' + CH; — CH5+ + CH3-
CH3Jr + CHy — C2H5+ + H»

vznik radikalkationu

vznik katiénu

vznik stabilnych reatych kationov
vznik stabilnych realnych kationov

Po vneseni analytu do tohto prostredia dojde kgmerprotonu z re&kych katidbnov na
neutralnu molekulu za vzniku katiomdH® a odstiepeniu neutralnej molekuly methanu alebo
ethylenu.

M + CHE,Jr — MH" + CH,
M + C2H5+ — MH" + CoHg4

Vyber reakného média pre Cl ovplywje mnozstvo predanej energia v procese chemickej
ionizacie atym aj rozsah moznych fragmentacii. tEmicita reakcie prenosu protonu je
dana ochotou regkéeho kationu odsStiepi protdn (kyslos) a afinitou ionizovanej latky
(bazicita).

Vyhody CI

- metdda MS — Cl umaitije analyzu optickych a priestorovych izomérov

- velky vytazok protonizovanych iondMH™ pri malom vyazku Stiepnych i6nov

- ibny OH a CHO vznikaju vo vékom mnozstve bombardovanim zodpovedajucich zmesi
N»O s CH, alebo (CH)3CHs, H,O a NO s CHOH

- ¢asto je tato metdda citlivejSia ako ionizacia nanazlektronov, pretoze vsSetky elektrony,
ktoré su pritomné v ionizaej komorke sa vyuZiju na ionizaciu [43,44,45].

Dal3ie spdsoby ionizacie

V hmotnostnej spektrometrii sa vyuzZivaju aj iné |pgiy ionizacie, respektive uvedenie
analyzovanej latky do plynného stavu.

lonizéacia elektrickym polom (FI -Field lonization}- ide o typ makkej ionizacie z plynnej
fazy, kde v désledku pdésobenia nehomogenného eleddro pola vytvoreného medzi ostrym
hrotom dochadza k vytrhnutiu valerého elektronu z ionizovanej molekuly. Podmienkou
spesnosti je dostatioe vysoka intenzita pola v okoli pracovnej elekyr¢td’ V/cm a viac).

Desorpcia elektrickym polom (FD - Field Desorptiory vyuZiva sa kionizacii
neprchavych latok, ktoré nie je mozné odpaio vakua. U tejto ionizmej techniky sa
analyzovana latka priamo nanesie na povrch prag@leierody.

Desorpcia bombardovanim rychlymi atbmami a ionmiAB - Fast Atom Bomardemet
— k ioniz&cii sa vyuzivaju urychlené atdmy vzacnyptynov, nagastejSie argéonu a xenéomul.
Jedné& sa o makku ionigal techniku z kondenzovanej fazy.
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lonizacia rychlymi ionmi (SIMS - Secondary lon Mas$pectrometry)— pribuzna
technika k FAB, kde sa najstejSie pracuje s urychlenymi ‘C&nmi. FAB aSIMS sa
vyuzivaju k analyze teplotne nestélych neprchavétik.

Plazmova desorpcia (PD - Plasma Desorptienjadi sa medzi mékkeé iontzee techniky
z kondenzovanej fazy, kde sa k ionizacii caajejSie vyuzivaju Stepené produkty izotopu
52Cf. PD nasla uplatnenie pri analyzach teplotne nestatfiimyakromolekul&rnych latok.

Matricou asistovana laserova desafpd ionizacia (MALDI — Matrix Assisted Laser
Desorption) — tento typ desotmej fotoionizacie sa v spojeni s preletovym sepaoab
vyuZziva na analyzu biopolymérov. Radi sa medziziacie z kondenzovanej fazy.

Sprejové ionizacie- makka ionizéna technika z kvapalnej fazy. RozliSuje sa varianta
termospej (TS) a elektrosprej (ES), ktoré sa oc s spd6sobom rozpraSovania kvapalnej
fazy so vzorkou. U oboch sprejovych technik je alsuty prevod ionov z kvapaliny priamo
do vakua prostrednictvom rychleho vysuSenia mikapiiiek spreja.

Iné typy ionizaénych technik :

lonizécia pri atmosferickom tlaku (Atmospheric Pu@® lonisation, API)
Povrchova ionizacia (Surface lonisation, Sl)

Desorp’na ionizacia (Desorption lonisation, DI)

Desorpcia laserom (Laser Ablation, LA)

Multifotonova ionizacia (MultiPhoton lonisation, NP

Fotoionizacia (Photoionisation, PI)

lonizécia v tlejucom vyboji

lonizacia v iskrovom vyboji

lonizacia v indukne viazanej plazme (Inductively — Coupled PlasiG®) |

Kazda z tychto metdéd madawe vyhody aj nevyhody a obvykle je jej vyuZitienitované
prave jej vyhodou [43,45].

2.3.4.5 Hmotnostné separatory

Hmotnostné analyzatory slizia k separacii zvazkonov vychadzajacich zionového
zdroja. Zvazok ibnov mozno separévaod’a zodpovedajucich hmotnosti iGnov za vyuZitia
réznych technik. V skutmosti to vSak prebieha ptmlm/z — jedna sa o pomer hmotnosti
k patu prislusnych nabojov, ktory je znamy aj pod @emam ,Thomson®“.

Kvadrupdlovy analyzator

Tento typ separatoru byvada®’ou hmotnostnych spektrometrov spojenych s plynovou
alebo kvapalinovou chromatografiou.

Pole analyzatoru je tvorené kvadrupdlovym kondesrpéh (tzv. kvadrupol), ktoré
pozostava zo Styroch diy okrahleho, Stvorcového alebo hyperbolického pder Tieto
vodivé tye su umiestnené symetricky ¥adom na centralnu os a paraleln@a. Protfahlé
ty¢e su spojené do dvoch parov, ku ktorym sa privgddaosmerné a vysokofrekwaré
striedavé napétie. 16ny z iénového zdroja su paeaé do analyzatora pdzdsi kvadrupdlu,
kde axialne driftujd okolo vodivostnych &y V kvadrupélovom spektrometre prebieha
separacia ionov v prg@aom elektrickom poli s hyperbolickou distriblciowtenciélu. Pri
fixovanych hodnotach frekvencie a amplitidy striedavého napati iba u idGnov s ufitou
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hodnotoum/z, amplitida odklonu driftu v smere kolmom na osaséafora, neprevysuje
vzdialeno§ medzi tgami. Tieto i6ny aka svojej zotrvénosti prechadzaju
analyzatorom, vystupuju z neho cez Strbiny a sisteyané po dopade na kolektor ibnov
(detektor).

Kvadrupo6lom prechadzaju iba iony, ktoré vyhovujtiatau (12):

w? (12)
kdea — konStanta pristrojay — frekvencialUy - amplitida striedavého napétia.

Vyhody:

- lepSie rozliSenie sa dosahuje pouzitim 6smyctafmk) alebo dvanastichdy(dodekapadl)
- niektoré spektrometre mdzu obsahtkambinéciu dvoch alebo troch kvadrupdlov

- dosahuje sa rozligenie od*tb 1¢[43,45].

Detektor

rezonandény ion H I

lonovy
zdroj

jenosmeme a
striedavé napitie

Sm—

T

Obr. 11: Schéma kvadrupolového analyzatora [45]

I6bnova pag’

Jedna sa o trojdimenzialnu analdgiu kvadrupdlu. odgu ionovej pasce pred
magnetickym separatorom je, Ze polia potrebné kgékii jednotlivych hmotnosti mézu thy
zmenené J@mi rychlo, ¢o je dblezité pre potacom riadené merania, predovSetkym
v pracovnhom mode SIM — Selected lon Monitoring.

I6bnova pas je zariadenie, ktoré umbdje prostrednictvom elektrického pola uzatri@ny
v ohrantenom priestore. Pozostava zo vstupnej a vystupobjokej elektrody a prstencovej
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stredovej elektrody. Obe krajné elektrédy su uzeréna na prstencovu elektrodu je
privadzané vysokofrekvéné napétie s premennou amplitidou. 16ny, ktoré iknén do
vnatorného priestoru pasce su nuatené pohybma po uzavretych kruhovych drahach.
S narastajucou amplitidou vkladaného napatia stues idny s rasticirm/z dostavaju do
nestabilnej trajektérie, optEju vnutorny priestor pasce a smeruju do deteKusui5].

Privod

Kruhova elektréda

Elektrody koncovych uzaverov
oll

I6nové delo ¢s* —
Injection lens system

Obr.12: 16novéa pas[45]

Magneticky hmotnostny separéator

Jednofokusujuci hmotnostny spektrometer vyuzivdkyerozdiel v napati medzi
urychfujucimi elektrédami. Malé potencialy aplikované watlacacie* a ,ion — fokusujuce”
elektrédy su nastavené na maximalizaciu ionovéhadyrvychadzajuceho zo Strbiny
ibnoveho zdroja. Tato Strbina predstavuje vstuphgiiskovy bod systému ibnovej optiky
separatora hmoét. Umdidje fokusaciu vystupného zvazku ionov s rovnakymmemm
hmotnosti k ndbojuni/2) na vystupnej Strbine analyzatora [45].

Princip magnetického analyzatoru &pa v tom, Ze vytvorené magnetické pole posobi ako
analyzator hmotnosti. Hodnota i6navzv Thomsonoch, ktoré mdzu vychadzaz vystupnu
Strbinu zavisi od polomeru (cm) drahy iénov v magnetickom poli s intenzitool’'gpB (v
gaussoch) aion - urythjuceho potencialuV (volt), je definovana fundamentalnou
empirickou rovnicou (Beynon, 1960) (13):

. B?r?
m/z=482.10°——
V (13)
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lénovy zdroj

Do vikuove]

Separovany
Zvizok ionov

Kolektor
ignov

analyzatora

$trbina pre
vystup

Obr.13: Hmotnostny spektrometer s jednou fokusaziopouzitia magnetického sektoru [45]

Casovo — preletovy analyzator (TOF — Time of flight)

Ide o najjednoduchSi hmotnostny analyzator, kdens#&ivaju ¢asové rozdiely, p@mas
ktorych i6ny prechadzaju cez sepa@ pole, pdom dochadza kich separacii fjad
hmotnosti. K¢asovému rozdeleniu i6nov s rdznymi’z dochadza na zaklade ich odliSnej
doby letu z ibnového zdroja do detektoru. Pracajes pulznom maode, a preto ibny musia
vznika, alebo by extrahované zidnového zdroja v pulznom rezimeetks idny su
dosledkom elektrického a urycifované do bezpdlovej oblasti driftovania s kineticko
energiouzV, kdezje naboj ionu & je aplikované napéatie. K&e kinetick&d energia ionu je
0,5mV, lahsie i6ny maju W&iu rychlos, ateda dosahuji detektor na konci oblasti
driftovania skor aka’azSie ibny. Rychlaspohybujucich iénov je imerna druhej odmocnine
pomeru ich dvojnasobku kinetickej energie a hmdinésu (14):

V = [22zV
m (14)

Doba preletu cez driftujdcu trubicu j&/V, kdeL je dZka driftujicej trubice (15):

L

2V (15)
m/z

t =

Aby zariadenie nebolo prili§ rozmerné, fmsto konsStruované s reflektronom. Ide
o elektrostatické zrkadlo, ktoré kompenzuje rozdiel kinetickych energiach iénov
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prechadzajucich cez obtadriftovania a tym zlepSuje aj rozliSenie pristrajpredlZzuje drahu
letu v obmedzenych miestach spektrometra. Vystupktlera je zobrazeny na osciloskope
akocasova funkcia a tym vznikd hmotnostné spektrumdfs,

.-« BXtrakcia
laserowy luc R

ionov driftujuca
ionizacna

m trubica  reflektron
komora t:ﬂn_q
detektor

Obr.14: Schéma TOF analyzatora [45]

Analyza elektrostatickym polom

Elektricky analyzator umditije zjednoti prad idnov vychadzajacich z ibnového zdroja
nezavisle na ich hodnotaam/z Pésobenim elektrostatického pola su iényghrované
k spol&nému centru, t.j. radidlne pole sa bude taktiezzisnéokusujuco posolsi na
divergujuci zvazok iénov. Radialna sila elektrostedho pda pésobiaca na iény budg, ¢o
predstavuje vysledok interakcie llpoE a ndboja iénwz , je rovna dostredivej silemir)
¢astice s hmotn@su m, pohybujucej sa rychlésuv okolo polomeru [43,45] (16):

r (16)

Obr.15: Fokusujuce posobenie radialneho elektraskaho pda na monoenergeticky zvazok
iGnov. l16ny divergujuce z bodu A su privadzané litiska v bode B [45]
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2.3.4.6 Zaznamy z analyz GC — MS

Ako uz bolo spominané, prediios spojenia tychto dvoch technik je ich vysoka saipeh
a identifika&¢tnd schopnas Pri analyze vzoriek metédou GC-MS sa ziskavaja druhy
zadznamov. Jednym je chromatogram, ktory zhrubanmige o pdte zloZiek pritomnych vo
vzorke a druhym je hmotnostné spektrum jednotlivpdkov, z ktorych sa usudzuje kvalita
zloziek, popripade mozno preukéizaltasnu eluaciu viacerych zlozZiek v jednom piku.
Existuje eSte zvlaStny typ zaznamu, ktory do istigry spaja obidva druhy informacii [19].

Hmotnostné spektrum v technike GC-MS

Hmotnostné spektra vyjadruju zavigigsoctu idbnov na ich hodnote/z V technike GC-
MS ostava ich podstata nezmenend, no napriek texistuju isté faktory, ktoré treba Isredo
avahy. NajdoélezitejSi jecasovy faktor. Suvisi stym, Ze hmotnostné spekitaré sa
vyskytuju v kniznici spektier boli merané za podnik, kedy boli pary analyzovanej latky zo
zasobniku naptiané do iénoveho zdroja molekularnym tokom, kde pelncialny tlak bol
dlhodobo staly. Pri technike GC-MS je spravidlaidpdzicii doba 19— 10 s, za ktorl sa
eluuje pik a koncentracia latky v nosnom plyne &mimZ toho vyplyva, aby doba zaznamu
hmotnostného spektra bata najkratSia. To vSak odporuje poziadavke na citly pretoze
v kratSom ¢asovom intervale dopadne na detektor menej ibnbymasiEasne klesa aj
rozliSovacia schopnéshmotnostného spektrometra. Kompromisnym rieSeminz¢ bezne
pouzivané doby zaznamu su 1 -5 s.

Zaznam spektier je mozno riddimanualne, kedy operator sleduje chromatogram
a v okamziku, kedy eluuje pik zaznamenava spektraebo cyklicky. S rozvojom
vypoctovej techniky sa v praxi upustilo od manualneladenia hmotnostnych spektier.

Cyklicky zaznam spi@iva v pravidelne opakovanom snimani hmotnostnyakisgr. Na
z&iatku si operator navolias potrebny k zaznamu jedného spektra a k tofrago prida aj
dobu potrebnu k preladeniu ibnového analyzatoraydbadzajucej polohy. Cyklicky zaznam
sa spravidla pd®& az po ellcii rozpdiadla, v ktorom je dana vzorka rozpustena. Tym sa
zabezpéi zniZzenie p&tu zaznamenanych spektier. Cyklicky zaznam sa vgudipristrojov
napojenych na piita¢, kde sa nasledne digitadlne ukladaju vSetky nangespektra. Na konci
analyzy pg@ita¢ zrekonStruuje chromatogram na zaklade celkovéhoviého pradu a operator
vyberie ¢isla zo zaznamu hmotnostnych spektier, ktoré séndr kd'alSiemu spracovaniu
[19].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie, roztoky a Standardy

Chemikalie:

Deionizovana voda
Methanol, M = 32,04 g/mol, CAS No: 67-56-1 [Fluka]
Acetonitril, M = 41,05 g/mol, CAS No: 75-05-8 [Sigraldrich]

Roztoky:

2M hydroxid sodny

Zriedena kyselina chlorovodikova

10 % ethanol

extrakeny roztok : methanol : ethylacetat (1:1)

Standardy:

Azoxystrobin, M = 403,39 g/mol, CAS No: 131860-388uka], Fungicid
Captan, M = 300,59 g/mol, CAS No: 133-06-2 [Flukalngicid

Fenarimol, M = 331,20 g/mol, CAS No: 60168-88-Quk], Fungicid
Flusilazole, M = 315,39g/mol, CAS No: 85509-19-%a], Fungicid

Folpet, M = 296,56 g/mol, CAS No: 133-07-3 [Supégldaungicid

Kresoxim — methyl, M = 313,35 g/mol, CAS No: 14333®-0 [Fluka], Fungicid
Penconazol, M = 284,18 g/mol, CAS No: 66246-8846K&], Fungicid
Picoxystrobin, M = 307,32 g/mol, CAS No: 11742828luka], Fungicid
Trifloxystrobin, M = 408,37 g/mol, CAS No: 141517-Z [Fluka], Fungicid
Pyrimethanil, M = 199,25 g/mol, CAS No: 53112-28Fuka], Fungicid
Tebuconazol, M = 307,82 g/mol, CAS No: 107534-9618ka], Fungicid
Triadimefon, M = 293,75 g/mol, CAS No: 43121-43FR3uUka], Fungicid
Vinclozolin, M = 286,11 g/mol, CAS No: 50471-4448l(ika], Fungicid
Dimethomorph, M = 387,86 g/mol, CAS No: 110488-7[Fluka], Fungicid
Dinocap, M = 364,39 g/mol, CAS No: 39300-45-3 [RiK-ungicid

Pirimiphos — methyl, M = 305,34 g/mol, CAS No: 22233-7 [Fluka], Insekticid
Chlorpyrifos, M = 350,59 g/mol, CAS No: 2921-88%upelco], Insekticid

3.2 Pouzité laboratérne pomocky, vybavenie a pristje

Laboratorne pomdocky:
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Automaticka pipeta, TRANSFERPETTE, BRAND (0,5-B5 m
Sklenené pipety (1 ml, 5 ml, 10 ml)

Srdcové banky (25 ml)

Skleneny valec (100 ml)

Skleneny nadstavec (100 ml)

Odmerné banky (10 ml, 25 ml)

Pasterove pipety



= Kadicky

= Ependorfky

= Vialky

= KlieSte pre uzatvaranie a otvaranie vialok pre hesghce

Laboratérne vybavenie a pristroje:
» Analytické vahy (Metlet Toledo)
» Ultrazvukovy kupé (TESLA)
» Rotana vakuova odparka (IKA.RV 10 digital)
= Vakuovy SPE pristroj (SUPELCO Visiprep)
» SPE kolonky — LiChrolut, EnviCarbll
= Chladiaci pristroj (ARDO)
= Tlakova flasa He, N
» Plynovy chromatograf, TRACE GC ULTRA, FINNIGAN
= Hmotnostny spektrometer, MS TRACE DSQ, FINNIGAN
» GPC kol6énaDB - 5MS
» Automaticky davkovapre 100 vzoriek, AS 3000
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3.3 Vzorky vin

K analyze pesticidov bolo celkovo pouzitych 28 nadnvzoriek vin, Zoho prevahu mali
biele vina, ktorych bolo 16 druho¢ervenych 9 aruZzovych 3 druhy. Jednalo sa o vina
ziskané z lokalit Moravy, FranclUzska, Grécka, Syska, Portugalska, Chile, Marska,
Slovinska, Rakuska a tri boli oztené ako zmes EU.

VSetky analyzované vzorky vin boli zakupené v ollttyeh réazcoch.

Tab.7: Pouzité vzorky vin

Oznafenie Znadcka Druh Pévod

1 Stolné vino stolné biele vino zmes EU
2 Stolné vino stolné vino biele Morava
3 Gruner Veltliner - Rakusko

4 Veltinske zelené moravské zemské vino Morava

6 Ryzlink vlassky moravské zemské vino Morava

7 Ryzlink vlassky odrodové akostné vino Morava

9 Muller Thurgau moravské zemské vino Morava
10 Muller Thurgau moravskeé zemské vino Morava
11 Chardonnay moravské zemské vino Morava
12 Pinot Gris kvalitné vino Mdiarsko
13 Pinot Gris biele vino Slovinsko
14 Palava moravské zemské vino Morava
15 Tramincerveny moravské zemské vino Morava
17 Stolné vino stolné vineervené Morava
18 Stolné vino stolné vinéervené zmes EU
19 Modry portugal moravské zemské vino Morava
20 Modry portugal moravské zemské vino Morava
414 MATEUS ROSE polosuché ruzové vino Portugalsko

. . éervené polosladké stolové .
421 Tsantali - Imiglygos PO Grecko
vino
Torre De Rejas znamkové révovéervené = .
422 . . Spanielsko
Tempranillo vino
425 Limnio & Merlot ovocnécervené vino Grécko
426 Cuvée Du Bailly Rosé ruzoveé vino Francuzsko
430 Rosé D* Anjou ovocnéervené vino Francuzsko
TP Cabernet Sauvignon gervené vino Cile
) vino s privlastkom, neskor
S Sauvignon P X ) Morava
zber, suché
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3.4 Postup pripravy a analyzy vzoriek

3.4.1. Priprava, zakoncentrovanie a analyza vzoriek

Stanovenie rezidui pesticidov vo vine dpa z niekdkych po sebe iducich krokov. Ako
prvé je potrebné vyizolova analyty z matrice za dosiahnutia maximalnejta#nosti
a zarové minimalizova izolovanie matricovych giasti. Nasledne sa ziskany extrakt
predistuje, aby sa zbavil maximalneho mnozstva koextramgsia latok zo surového extraktu
a zarové sa minimalizovali straty pesticidov. Vfmn kroku dochadza k identifikacii
a stanoveniu prislusnych analytov za pouZzitia viepdohromatografickej metody so
selektivnym detektorom. A na koniec sa potvrdzpj@enos vysledkov.

K vyizolovaniu rezidui pesticidov vo vine mozno psumetédu SPE (Extrakcia tuhou
fazou), alebo extrakcia kvapalina — kvapalina, &tsa vSak v tomto pripade javi ako menej
acinna, z dévodu Vi&kej spotreby organickych rozpialiel ¢i pracnosti.

K samotnej analyze vyizolovanych a zakoncentrovargmalytov sa vyuzila metoda GC-
MS, teda plynova chromatografia s detekciou hmatrés spektrometra [47].

3.4.1.1 Extrakcia tuhou fazou (SPE)

Izolacia maximalneho mnozstva analytov zo vzorkynggddlezitejSim krokom celej
analyzy, preto je potrebné jej venowael’ki pozornos, aby nedoslo k pripadu, kedy je spolu
s analytom vyextrahované ajlk& mnoZstvo interferujicich latok, ktoré by neskdohli
skomplikova analyzu. Metdda SPE za pouzitia vhodnej kolonkgdpkuje vysoku
vytaznos analytov.

Neupravené vzorky su ¥8inou nevhodné préalSie chromatografické analyzy, gwm
pricinami mézu by nizke koncentracie analytov, interferujucecismty, nezlg@itelnog’
vlastnej matrice vzorky s chromatografickym systémalebo jej nebezpaog'.

K izolacii rezidui pesticidov z vin som pouzila &oky LiChrolut, ktoré boli Specialne
vyvinuté a testované pre aplikdcie z oblasti Ziebtm prostredia. Pracovala som ped
navodu, ktory ufil vyrobca [33].

Postup SPE za pouZitia kolén LiChrolut

> V pripade kolénLiChrolut je nutné pri stanoveni pesticidov uprapH vzoriek na

hodnotu 5,5 — 6,0 za pomoci 2M NaOH.

» Koldny LiChrolut sa aktivovali kondiciovanim 3 ml methanolu a 3vady, prcom
kolény nesmeli vyschnil teda objem sa nevypustil cely!
Po aktivacii kolon sa aplikovali vzorky. Opkolény nesmeli vyschnti
Premytie kolén 1ml vody a Uplne vypustenie.
SusSenie koldn v atmosfére dusikiwta® 10 minut.
Eluacia adsorbovanych analytov 2 x 3ml roztokomhaeolu : ethylacetatu (1:1).
Ziskany eluéat sa vysusil do sucha pomocou vakuosegrky.
K ziskanému vysuSenému eluatu sa pridal 1ml methano
Prostrednictvom ultrazvuku sa vzorka sonifikovala tminatu.
Na zaver sa ptistend a zakoncentrovana vzorka s jednotlivymi yinmal
prepipetovala do vialky, ktora bola prisluSne @ama, viozena do boxu a uschovana
v chlade [36].

VVVVYVYYVYYVY
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Obr.16: Obrazok extrakcie tuhou fazou u vzoriekyie vin za pouzitia kolén LiChrolut

3.4.1.2 SPE kolonky

V sikasnosti je na trhu Siroka Skala SPE koldn, ktorar&ené na aplikacie z réznych oblasti,
¢i uz to je farmacia, analyza potravin, biochémiagthé prostredie a iné. Typ fazy a'kes’
kolénky sa voli na zaklade znalosti vlastnosti mata analytu [33].

Kolonka LiChrolut®

LiChrolut kolony su wené na rychlu a spahliva extrakciu tuhou fazou. K extrakcii
dochadza v désledku silnych, ale reverzibilnycherakcii medzi analytom a povrchom
stacionarnej fazy. R&zne povrchové Upravy uiiogZ priebeh nepolarnych extrakcii
(Lichrolut ® RP-18 a RP-18), polarne extrakcie (bhiGlut® Si a LiChrolut® KN), kation
vymenné extrakcie (LiChrolut® SCX). Kombinacia mezi extrakcie (LiChrolut® TSC)
a nepolarnej extrakcie polymérnych faz (LiChroluB®) je vhodna na extrakciu pesticidov
a fenolov vo vode alebo drog v telesnych tekutin@&h.
Vyhoda SPE za pouzitia LiChrolut® :

= rychla priprava vzoriek

» vySSia hodnota \aznosti bez tvorby emulzie

= vysoka preciznasanalytickych vysledkov za pouzitia prisluSnychtkezov

» Uspora rozpd®dla, zniZzenie materidlovych nakladov a nakladoliwalaciu

* mozno$ automatizacie celého procesu

= optimalizovand, validované a certifikovana vyroB8&][

Charakteristika LiChrolut®

Kapacita kolény je zmerand v mg analytu/ g sorbetiuznamend, Zze za rovnakych
podmienok kondiciovania, dochadza k r6znej adsaribdesorubcii rovnakym mnozstvom
vzorky.
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Multi-stupiovy purifikatny proces uskutmeny prostrednictvom kolon LiChrolut® sa
stava obzvlaScenny, pokié sa jedna o stopové analyzy. Podiel eluovanych koraptov je
zanedbatine maly,¢o ma za nasledok vyssieste vytazky.

Kolény LiChrolut® podliehaju prisnym kontrolam Kitg, ktoré sa zaéinaju uz pri vybere
materialu. Prave Specialne vyvinuté, overené afikertané vyrobné procesy zabezpgi
vysoky stupe cistoty LiChrolut® sorbentu.

LiChrolut®EN

Tento typ kolony zabezpaje najvysSiu kapacitu pre SPE. LiChrolut®EN bgiesialne
vyvinuté pre pouzitie v analyze Zivotného prostedVyuzivaju sa na stanovenia vysoko
kontaminovanych latok alebo Kmai polarnych organickych komponentov. VyZoal sa
vybornou adsormou kapacitou na polarne organické rozid$a (anilin, triazin, fenol a iné),
¢o spbsobuje My merny povrch. V porovnani s LiChrolut®RP-18 (okEpne) ma
LiChrolut®EN ma des@nasobne vysSiu kapacitu. Uz 200 mg sorbentu jeatise na
reprodukovatinu extrakciu a vysokld ¥azZnos.

Vyhody LiChrolut®EN
» pouzitie beznych organickych rozgasliel, tlmivych roztokov, kyselin azasad
v celom rozsahu pH
» (spora rozpu&diel — malé mnozZstva potrebné na kondiciovaniea&cea kolony
= (sporatasu
» zlepSené analyzy — menSie mnozstva rozgdigl potrebnych na eluacidp vedie
k niz§im stupom zneistenia a zvySeniu citlivosti detekcie [36].

Tab.8:Specifikacia LiChrolut®EN [36]

Typ sorbentu Ethyl vinyl benzén, divinyl benzénovy polymer
Tvar ¢astic Neusporiadany
Verkost’ ¢astic 40 — 120 pm

Specificky povrch | 1200 ni/g

Objem porov 0,75 ml/g

Stabilita pH1-13

500 mg kafeinu /g sorbentu (polarne analyzy), 500 BIDP/g

Kapacita sorbentu (nepolarna analyza)
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3.4.2 GC-MS analyza

Tato metdda bola vyuZzitd k stanoveniu 17 pesticidovvzorkach vina. GC-MS bolo
napojené na pdtac prostrednictvom ktorého sa riadil cely proces wnalza pouzitia
programuXcalibur .

Obr.17: Plynovy chromatograf s MS detektorom

3.4.2.1 Chromatograficka kol6na

Vorba stacionarnej fazy je tovana predovSetkym potrebnym rozliSenim, aby doslo
k dokonalej separacii jednotlivych komponentov. melya chromatografia za vyuZitia
kapilarnych kolén patri medzi najvykonnejSie metokipré slizia predovSetkym k analyze
mnohozlozkovych a izomérnych zmesi. Najvyznamnegkapina stacionarnych faz sua
polysiloxany s réznymi postrannymi tiezcami. V stasnosti su preferované najma
siloxanoveé stacionarne fazy s fungmi polarnymi alebo nepolarnymi skupinami.

K separécii pesticidov vo vine som pouZzila kolddB — 5MS Ide o kapilarnu kol6nu
s chemicky viazanou nepolarnou fazdbb(.18, ktora vykazuje vynikajucu inertnosoci
aktivnym zlozkam. Je vhodna pre aminy, narkotilenofy, pesticidy¢i barbituraty. Jej
zakladné parametre su uvedené v Tab9.

c“; c||'||

0—Si 0—Si

CH, 95% C,H,
Obr.18: Fenyl-arylenova (95%) ekvivalentna faza (B#enol) — methylpolysiloxan [48]

60



Tab.9: Charakteristika kolébny DB — 5MS

Dizka kolény 60 m

Vnutorny priemer 0,25 mm

Hrubka 0,25 um
Teplotny limit 60 — 325 (350) °C

3.4.2.2 Podmienky GC-MS analyzy
Chromatograficka kolonaKapilarna kolén@®B — 5MS
Nastrek:1 pl
Doba analyzy73 min
Teplotny programZatiatocna teplota 70 °C, Hold Time 1 min
Rampa: Rate 5 °C/min., teplota 280 °C, Hold Time 30min
Pec:max 330°C
Regulovany prietok nosného plynu:
Zaciatocny prietok 1,5 ml/min, Hold Time 1 min
Rampa: Rate 0,1 ml/min/min, Prietok 3 ml/min, Holdhe 7 min
Splitless rezimSplit flow — 50 ml/min
Split time — 0,80 min
Inlet temperature — 280 °C
Zvoleny spektrometricky rezifull scan (50 - 450)
Scan SIM (Selective lon Monitoring) — vyber prenetlivé

analyty
Hmotnostny analyzatoKvadrupol

3.5 Validacia metody

Validacia analytickej metddy slazi k overovaniu dnosti, spravnosti a spahlivosti
danej metédy. Cimm validacie je preukagaci je vypracovana metdda vhodna k danej
analyze.

Validacia analytickej metédy vyZzaduje stanovenie sledujucich validénych
charakteristik metody:

» Zhodnos (Opakovaténog)

» Medza detekcie a medza stanokiitesti [49]

3.5.1 Zhodno¢’

Opakovaténog’ charakterizuje relativna smerodajna odchykél7), ktora sa vypsita zo
smerodajnej odchylkys a aritmetického priemerux v sérii merani v podmienkach
opakovaténosti. Je definovana ako miera tesnosti zhody medajomne nezavislymi
vysledkami skusok ziskanych tou istou metddou eatidkych skuSanych materialoch, v tom
istom laboratériu, tym istym operatorom, za poaZibho istého vybavenia ¢as kratkeho
¢asoveho rozpatia.

s, = 2100% (17)
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3.5.3 Medza detekcie a medza stanoviteosti

Medza detekcie (LOD — Limit Of Detection) individného analytického postupu vo
vSeobecnosti predstavuje najnizSie mnozstvo anatytezorke, ktoré sme schopni detekiva
Pod touto koncentraciou teda nie je mozné s dwstati pravdepodobnésu rozhodnt
0 pritomnosti daného analytu.

Medza stanovitosti (LOQ — Limit Of Quantification) individualneh analytického
postupu vo vSeobecnosti predstavuje najnizSie ntwozanalytu vo vzorke, ktord sme
schopni stanovis prijaténym stugiom spravnosti a presnosti.

Medza detekcie a medza stanokniesti je viazana ku koncentracii analytu vo vzorke,
ktory v pouzitom detelnom systéme vykazuje pomer signalu k Sumu 3 (LODY 4LOQ)
[49].

LOD = 3.hy/m
LOQ =10.hy/m
hhiulml
h, Sum na zékladnej linii

m smernica kalibrénej krivky

h
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

VSetky vzorky boli préistené metddou SPE a nasledne analyzované techGi€eMS,
kde boli analyty stanovené na zaklade r&tgnhc¢asov a hmotnostnych spektier. GC-MS
umoziuje kvalitativnu a rovnako aj kvantitativnu analyzu

Kvalitativna analyza bola uskutwena prostrednictvom prograndcalibur za pouzitia
Quality Browsey kde boli jednotlivé analyty vyhodnotené pomocanolnostnych spektier,
ktoré boli porovnavané s databazou spektierditas. Standardy boli nastreknuté jednotlivo,
ale aj vo forme zmesného Standardu.

Kvantitativna analyza bola vyhodnotena pomoQuantity BrowseprogramuXcalibur .

4.1 Standardy

Nasledujuca talika obsahuje préad zakladnych parametrov jednotlivych analytov
ziskanych GC-MS analyzou za pouzitia kapilarnej 6kgl DB — 5MS Ukézky
chromatogramov a hmotnostnych spektier su uvedgmiéohe.

Tab.10: Prefad analytov

Hmoty pouZité pre SIM
uéinna latka Skratka | M [g/mol] | Rt ¢as [min] m/z

1 | Pyrimethanil Py 199,25 27,36 77,198, 200, 211, 27p
2 | Vinclozolin Vi 286,11 29,20 53, 124,187, 198, 21p
3 | Pirimiphos-methyl P-M 305,34 30,18 233, 262, 276, 290, 305
4 | Chlorpyrifos ChP 350,59 30,90 97, 197, 258, 314

5 [ Triadimefon TDM 293,75 31,35 57, 85, 128, 181, 208§
6 | Penconazol PA 284,18 32,46 159, 161, 186, 245, 248
7 | Captan C 300,59 32,97 77,79, 117, 149, 264
8 | Folpet F 296,56 33,19 76,104, 117, 130, 26D
9 [ Picoxystrobin PS 307,32 33,92 145, 173, 204, 303, 335
10| Flusilazol FIA 315,39 35,03 123, 206, 220, 234, 315
11| Kresoxim-methyl K-M 313,35 35,09 89, 116, 131, 206, 233
12| Trifloxystrobin TS 408,37 37,41 116, 131, 146, 186, 206
13| Tebuconazol TA 307,82 38,32 70, 83, 125, 250, 252
14| Dinocap 1 D1 364,39 38,18 69, 150, 207, 281

14| Dinocap 2 D2 364,39 38,67 69, 150, 207, 282

14| Dinocap 3 D3 364,39 39,15 69, 150, 207, 283

14| Dinocap 4 D4 364,39 39,60 69, 150, 207, 284

14| Dinocap 5 D5 364,39 40,56 69, 150, 207, 285

15| Fenarimol FA 331,20 41,93 107, 139, 219, 251, 330
16| Azoxystrobin AS 403,39 50,80 207, 344, 345, 388, 403
17| Dimethomorph 1 DM1 387,86 51,26 165, 301, 303, 387
17| Dimethomorph 2 DM2 387,86 52,59 165, 301, 303, 388

4.2 Kalibraéna krivka
Na ziskanie kalibrnej krivky bola pouzita pabodova kalibracia s postupne vzrastajicou
koncentraciou zmesného Standardu. Hodnoty kona@isa pohybovali v rozmedzi 0,02 — 2
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mg/l. Kalibra&na krivka bola zostrojena ako graficka zavislptochy piku na koncentrécii
analytu v jednotlivych Standardoch.

Graf ¢.1: Kalibracna krivka — Trifloxystrobin a Folpet
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Graf ¢. 2: Kalibrach& krivka — Captan a Vinclozolin
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Graf ¢&.3: Kalibracna krivka —Tebuconazol a Fenarimol
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Graf ¢.4: Kalibracna krivka — Penconazol a Picoxystrobin
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Graf ¢.5: Kalibracna krivka Dinocap
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Graf ¢.6: Kalibracna krivka Dimethomorph
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Graf &.7: Kalibracna krivka Flusilazol
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Graf ¢.8: Kalibracna krivka: Azoxystrobin a Triadimefon
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Graf ¢.9: Kalibracna krivka Kresoxim-methyl

Kalibra €éna krivka

45000000
40000000 -

35000000 - .
Kresoxim-methy |

30000000 - R?=0,9911

© 25000000 -
S

S 20000000 -
15000000 -
10000000 -

5000000 -

0

N
(V)
w
I
a1

0
¢ [mgl/1]

Graf ¢.10: Kalibracha krivka: Pyrimethanil, Pirimiphos-methyl a Chlgmifos
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4.3 Optimalizacia SPE

Izolacia acistenie pozadovanych analytov zo vzorky je najd@dgdm krokom celej
analyzy, pretoZe je potrebné zabtgpienikaniud’alSich neziaducich komponentov, ktoré by
mohli skomplikova@ analyzu. V mojej praci som sa zamerala na izolacarové aj ¢istenie
jednotlivych &innych latok pomocou metédy SPE za pouzitia kdlé@hrolut, ktoré boli
Specialne urené na environmentalne analyzy. SPE ufm@ pouZzitie aj inych kolén s touto
Specifikaciou (napr. ENVI CARB-II/PSA), ktoré vSakmojom pripade nevykazuju taku
acinnog” ako uz spominané kolonkyiChrolut, u ktorych vyrobca il presny navod na
analyzu pesticidov.

Vytaznosti jednotlivych analytov vo vzoriek vina zaupitia koloniek Lichrolut su
uvedené v prislusnej tatke (Tab.11) a nasledne su vyjadrené aj grafimafc.11).

Tab.11: Vyaznos

Analyt Vytaznog’ [%]

Pyrimethanil 92,25
Vinclozolin 104,24
Pirimiphos-methyl 94,24
Chlorpyrifos 54,23
Triadimefon 104,81
Penconazol 91,79
Captan 79,30
Folpet 61,28
Picoxystrobin 98,59
Flusilazol 100,22
Kresoxim-methyl 98,86
Trifloxystrobin 85,62
Tebuconazol 101,96
Dinocap 1 19,22
Dinocap 2 14,36
Dinocap 3 12,82
Dinocap 4 9,77

Dinocap 5 8,02

Fenarimol 101,91
Azoxystrobin 103,65
Dimethomorph 1 102,95
Dimethomorph 2 100,82
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Graf ¢.11: Vyaznosti danych analytov za pouzitia kolénky LiCtirol
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4.4 Optimalizacia GC-MS

K zabezpe&eniu UspeSnej detekcie jednotlivych reziddinaych latok, bolo potrebné
optimalizova pouZziti metédu stanovenia - plynova chromatografdS detektorom. Tento
krok zahnoval vyber vhodnej kol6ny, optimalizaciu metédy mbyej chromatografie
a hmotnostného spektrometru.

Vyber kolony

Vyber vhodnej kolény je nevyhnutny pre zabemee dostattnej separacie analytov.
Pouzita kapilarna kolonBB — 5MSvykazala inertnasvoci analyzovanym &innym latkam a
umoznila ich vyborné rozdelenie.

Optimalizacia metody plynovej chromatografie

Vorba vhodného teplotného rezimu, ktory zabeéitpstat@nu separaciu analytov, a teda
aj dostaténé rozliSenie pikov. Za Startovaciu teplotu saatém 70 °C. Po prvej mindte sa
zatala zvySové teplota 0 5 °C za minatu az do dosiahnutia maxiegjakeploty 280 °C.

Taktiez vdba vhodného prietoku nosného plynu je délezitymzaokat€éom UspesSnej
separacie a eluacie analytu.

Optimalizicia metody hmotnostného spektrometra

Suavisi s vbou SIM rezimu, kedy sa do systému zadavali hmotg) (charakteristické
pre jednotlivé vybrané dginné latky atym sa ziskalo hmotnostné spektrunmissu$nymi
analytmi.
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4.5 Validacia metody

Validacia metdd je nevyhnutna k tomu, aby sme paeak, Ze je vypracovana metdda

vhodna k danej analyze.

4.5.1 Medza detekcia a medza stanoviteosti

Medza detekcia (LOD) a medza standtntesti (LOQ) boli vyp@itané pomocou programu
Xcalibur pomerom signal Sum.

Tab.12: Valid&né parametre

‘Ji‘:'ndna;:‘aet g’“ametre LOD [mg/l] LOQ [mg/I
1 | Pyrimethanil 0,002 0,007
2 | Vinclozolin 0,0005 0,002
3 | Pirimiphos-methyl 0,000001 0,000003
4 | Chlorpyrifos 0,001 0,002
5 | Triadimefon 0,006 0,020
6 | Penconazol 0,0004 0,001
7 | Captan 0,017 0,057
8 | Folpet 0,008 0,027
9 | Picoxystrobin 0,001 0,002
10| Flusilazol 0,001 0,002
11| Kresoxim-methyl 0,004 0,015
12| Trifloxystrobin 0,004 0,013
13| Tebuconazol 0,004 0,014
14| Dinocap 1 0,001 0,003
14| Dinocap 2 0,002 0,006
14| Dinocap 3 0,002 0,006
14| Dinocap 4 0,002 0,006
14| Dinocap 5 0,001 0,004
15| Fenarimol 0,001 0,003
16| Azoxystrobin 0,003 0,01
17| Dimethomorph 1 0,007 0,023
17| Dimethomorph 2 0,002 0,006

4.5.2 Relativna opakovatenost’ (RSD)

Data na vyhodnotenie relativnej opakovatesti boli namerané za podmienok merania
opakovaténosti, t.j. v tom istom laboratoriu, tym istym poatikom, za pouZzitia toho istého
vybavenia poas kratkehotasového intervalu. RSD u jednotlivych analytov balakana
Z vypaitov relativnej smerodajnej odchylky, ktora sa paiwdda od 10 — 20. Presné hodnoty
su uvedené v nasledujucej téke (Tab.13).
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Tab.13: Opakovat@os’ metody

Analyt RSD [%]
Pyrimethanil 11,87
Vinclozolin 11,29
Pirimiphos-methyl 10,34
Chlorpyrifos 12,46
Triadimefon 13,48
Penconazol 13,35
Captan 13,11
Folpet 11,54
Picoxystrobin 12,87
Flusilazol 15,27
Kresoxim-methyl 11,62
Trifloxystrobin 11,78
Tebuconazol 13,80
Dinocap 1 14,51
Dinocap 2 14,89
Dinocap 3 14,59
Dinocap 4 14,35
Dinocap 5 15,82
Fenarimol 14,06
Azoxystrobin 16,23
Dimethomorph 1 17,16
Dimethomorph 2 19,98

4.5 Namerané hodnoty

V 28 vzorkach vin bolo stanovovanych 17 druhov ipakiv, z ktorych Dinocap mal 5 a
Dimethomorph 2 druhy izomérov. K analyze tychtmkatktoré sa vo vzorkach vyskytuju
v stopovych mnozZstvach bolo poZzita vysoko citliveetektivna metdda, ktor4 &asto uvadza
v odbornej literatare. ISlo o plynova chromatoguadi detekciou hmotnostného spektrometra.
Skutané hodnoty analytov boli ziskané pomocou progratoalibur za pouzitiaQuantity
Browser prep@itané na pouZzité objemy vzoriek a nasledne wairjos.

Z vysledkov analyz je zrejmé, Ze Ziadnac¢maych latok sa nevyskytovala vo vzorkach
vin vo v&Som mnozstve ako je povoleny limit (Tab.14). Nie&taruhy analytov sa vo
vzorkach vbbec nevyskytovali,com vypoveda ozrignie N, iné sa nachadzali pod medzou
stanoviténosti, ¢o je charakteristické zganim < LOQ. VSetky ziskané hodnoty su uvedené
v Tab.15 a Tab.16.
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Na MLR sa vrahuje vyhlaska¢.381/2007 o stanoveni maximalnych limit rezidui
pesticidov v potravinach a surovinach. Tato vyhdassla novelizovana na 387/2008.

Vyhlaska ¢. 381/2007
. 82
Clenenie potravin, ndzvy a definicia rezidui pestidbv a ich mnoZstva

.Potraviny rastlinného pévodu moézu obsahovgssi obsah rezidui pesticidov iba v pripade,
Ze potravina nie je @ena k priamej konzumacii spotrelitben a za podmienky, kedy spbsob
spracovania preukazafiee znizi obsah rezidui pesticidov v nich aleboioh absiahnutych
tak, aby vysledné mnoZstvo rezidui pesticidov kayine neprekrgilo maximalne limity
rezidui pesticidov upravené v prilohe k tejto vyhlaske. Takto upravené potraviny riarmo
pouzi’ k vyrobe potravin pre vyZivu kojencov a malych‘d¢50].

Tab.14: Limity jednotlivych analytov v potravinaf$o]

U¢inna latka MLR [mg/I]

Pyrimethanil 2
Vinclozolin 5
Pyrmiphos-methyl 2
Chlorpyrifos 0,5
Triadimefon 2
Penconazol 0,1
Captan 10
Folpet 10
Picoxystrobin 0,05
Flusilazol 0,1
Kresoxim-methyl 1
Trifloxystrobin 3
Tebuconazol 0,5
Dinocap 0,1
Fenarimol 0,3
Azoxystrobin 2
Dimethomorph 0,2
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Tab.15: Namerané hodnoty analytov vo vine

Analyt
[mg/l] Py Vi P-M | ChP | TDM PA C F PS
vzorky vin
1 0,054 0,060 N N | <0,0200,049 | <0,057 N | 0,025
2 0,054 0,068 N N | <0,0200,049 | <0,057 N N
3 0,054 0,055 N N | <0020 N <0,057] N | 0,025
4 0,054 N N N | <0,020 N <0,057| N N
5 0,019 0,076 0,019 0,07k 0,020, 0,046 | 0,002 N| 0,021
6 N N N N |<0,020 N 0,008| N| 0,021
7 0,020 0,079 N N | <0020 N 0,004 | N| 0,021
8 0,019 0,079 N N | <0,0200,046 | 0,011] N| 0,021
9 0,019 0,079 N N | <0020 N 0,013| N| 0,021
10 0,029 N 0,028 N | <0020 N 0,185| N | 0,030
11 0,020 N N N | <0,020 N 0,119| N | 0,020
12 0,019 N N N | <0,020 0,036 | 0,127 N| 0,02(¢
13 0,024 N N N | <0,020 0,036 | 0,119| N N
14 0,019 N N N | <0,020 0,036 | 0,117 N N
15 0,045 0,097 0,032 N| <0,020 N 0,004| N | 0,002
16 < 0,007 <0,002 N N | <0020 N <0,057| N N
17 0,074 0,072 N N | <0,0200,005 | 0,099/ N| 0,01Q
18 < 0,007 <0,002 N N | <0,020<0,001|<0,057| N |< 0,002
19 0,071 0,071 N N | <0,0200,003 | 0,106/ N| 0,009
20 0,075 0,065 N N | <0,0200,003 | 0,076/ N| 0,008
414 0,029 0,056 0,029 N| <0,020 N N N | 0,001
421 0,033 | <0,002] <3.10] N [<0,020 <0,001/<0,057| N |<0,002
422 < 0,007 <0,002 | <3.10| N |<0,020 <0,001/<0,057 N |< 0,002
425 0,029 N N N | <0,020 0,008 N N| 0,001
426 0,029 N 0,029 N N 0,008 N N N
430 0,032 N N N | <0,020 N N N | 0,001
S 0,050 0,050 N N | <0020 N <0,057] N | 0,023
TP < 0,007 N N N |<0,020 <0,001|<0,057| N |<0,002
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Tab.16: Namerané hodnoty analytov vo vine

analyt
[mg/l] FIA K-M TS TA D FA AS DM1 | DM2
vzorky vin
1 N 0,103 | 0,040, 0,150 N 0,080 0,45®,081| 0,098
2 N 0,103 | 0,040, 0,132 N 0,07f 0,459,081 | 0,077
3 N 0,103 | 0,040, 0,144 N 0,075 0,459,080 | 0,091
4 N 0,103 | 0,040| 0,145 N 0,077 0,454,080 | 0,091
5 0,025 | 0,089| 0,025 0,104 N 0,041 0,338,076 | 0,088
6 N 0,086 | 0,025| 0,096 N 0,041 N 0,076 0,088
7 N 0,086 | 0,025/ 0,097 N 0,040 0,336 N 0,088
8 N 0,087 | 0,025| 0,128 N 0,040 N 0,076 0,088
9 N 0,086 | 0,025/ 0,131 N 0,040 N 0,076 0,088
10 N 0,132 | <0,013 0,146 N 0,027 N N 0,042
11 N 0,087 | <0,013 0,088 N 0,023 N N 0,042
12 N N N 0,085 N 0,017 N N 0,048
13 N N N 0,080 N 0,017 N N 0,04p
14 N N N 0,082 N 0,017 N N 0,04B
15 N 0,067 | <0,013 0,065 N 0,001 N 0,080 0,087
16 N N N 0,002 N N N N N
17 N 0,089 | <0,013 0,053 N 0,020 N 0,033 0,070
18 < 0,002/ < 0,015/ < 0,013 0,020 N N N N N
19 N 0,086 | <0,013 0,052 N 0,023 N N N
20 N 0,084 | <0,013 0,047 N N N N N
414 N 0,058 | <0,013 0,106 N 0,002 N N 0,099
421 <0,002/<0,015/< 0,013 0,127 N <0,003 N 0,053| 0,086
422 < 0,002/ <0,015/< 0,013 0,097 N <0,003 N N N
425 N 0,058 | <0,013 0,122 N 0,003 N N 0,099
426 N N <0,013 0,176 N 0,006 N N 0,099
430 N N <0,013 0,054 N N N N 0,099
S 0,014 | 0,093 0,03 0,112 N 0,070 <0/0Q,065| 0,090
TP < 0,002/ <0,015/< 0,013 0,007 N <0,003 N N N
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5 ZAVER

Tato diplomova praca sa zaobera multirezidualanganovenim vybranych pesticidnych
latok vo vine metddou GC-MS.

V teoretickej ¢asti som sa predovSetkym zamerala na e&t@kiechniky a analytické
metddy vyuZivajuce k analyze pesticidov. V Uvodesp@minané hrozno — ako zékladna
surovina na vyrobu vina, jeho botanicky povod, vieé#limatické a geografické podmienky,
zaoberala som sa jeho poruchami, poSkodenim adméskj jeho ochranou. VSeobecne pod
ochranou mozno rozumiesubor opatreni, ktorymi v pestovanych plodinachvasame
priaznivé podmienky pre ich rast, ale nepriaznivé pzvoj Skodlivych faktorov. &y
vyznam v ochrane vitia ma preventivna ochrana, ktora zabja prvotnému vyskytu choréb
a Skodcov. Podstatou UspesSnej ochrany je orgamizagiasnos, vyuzitie vhodnych
pripravkov a starostlivé postrekovanie. Rovnako zsgSeni doraz kladie na zakladné
vedomosti z biologie, chor6b a dbkladné poznanieogenov, priznaky, ich pésobenie,
priciny premnozZenia a Skodliv&iaky.

V dnednej dobe pesticidy zohravaju dolezitu ulohuzpbezpé&ovani efektivnej a trvalo
udrzaténej konkurencieschopnosti pwhospodarskej vyroby. VyuZitie maju nielen
v pa’nohospodarstve, ale aj na riadenie rastu rastlinepgnohospodarskych plochéach. Vv
sitasnosti si kazdy Stat mbéze stanoviastné narodné limity pesticidov. MoZno tydie
VvyVvoj v oblasti chemickej ochrany zaznamenava zqomé roky dynamicky rozvoj, ktory sa
odzrkaduje v kvalite pouzivanych pesticidov, na ktoré kall stale vySSie naroky. Avsak,
okrem Zelanych efektov pri ochrane rastlin, tiétty mdéZzu ohroziludské zdravie a Zivotné
prostredie. Prave preto je nevyhnutné tietinie latky ustavine sledov& Pre rychle a
flexibilné monitorovanie hladin rezidui pesticidea vyuzZivajua multirezidualne metody.
Presnos tychto analyz musi odpovetlaSeobecnym regutaym poziadavkam a vyhovova
aj vedeckym &elom. Multirezidualne metody sa vyvijajua 30 rokoich zmeny su zavislé na
Vvyvoji a vylepSovani inStrumentalnych technik at&asm mnoZstve registrovanych
pesticidov s réznymi fyzikalno-chemickymi vlastfiasii. BeZne tieto metddy pozostavaju
z nasledujucich krokov: izolacia, @gistenie a detekcia [23,29,46].

V experimentalnefasti je okrem pouzitého vybavenia, pomdcok a chéhiikkompletne
popisanda metdda izolacieciatenia - SPE a detekcie pomocou GC-MS. Celkovao bol
analyzovanych 28 vzoriek vin, v ktorych sa stan@o\.7 druhov vybranych¢innych latok.

K izolacii a preisteniu analytov bola vyuzita extrakcia tuhou fazktora v porovnani s GPC
a extrakciou kvapalina - kvapalina, ktoré mozndiéakvyuZzi’ k ¢isteniu analytov, vykazuje
vySSiu vyaznos i Ucinnog. V pripade extrakcie kvapalina - kvapalina je rfexgou
dodrzanie podmienky nemieSktesti kvapalin a vysoka spotreba roziatsel. Po pré&steni
vzorky dosSlo k samotnej analyze. K stanoveniu pa&kiv vo vine sa vyuzZivaju
chromatografické analyzy. V mojom pripade iSlo o/npli chromatografiu v spojeni
s hmotnostnym spektrometrom ako detektorom, ktergpauziva k analyze kontaminantov
Zivotného prostredia. Tato metéda sa vym@a vysokou citlivosou a rozliSovacou
schopnogou, ¢o ju zarové predutuje na stanovenia Vmni nizkych obsahov Skodlivych
latok (latky s toxickymi a karcinogénnymiciakami a iné). GC-MS analyza umoje
identifikova neznamu latkuna zaklade retémych casov a hmotnostnych spektier. Rovnako
mozno k analyze vyugZi aj spojenie HPLC-MS, ktoré sa predovSetkym vyuZiwa
stanoveniach latok, ktoré nie sme schopritumetédou GC-MS z dévodu ich fyzikalno-
chemickych vlastnosti.
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Vysledky analyz su zhrnutédasti ,Namerané hodnoty“. V tejto stati su uvedendroty
vytaznosti dosiahnuté pouzitim kolonkyChrolut vratane grafického vyjadrenia a taktiez
namerané hodnoty jednotlivych pesticidov.

Metdéda bola validovana, &ili sa valid&né parametre ako medza detekcie, medza
stanoviténosti a zhodnas ktorych hodnoty su uvedené v tékach.

Z experimentalnych vysledkov GC-MS analyzy u vSetkyzoriek vin mozno tvrdj ze
Ziadna zo vzoriek neprekiita stanoveny limit reziduidinnych latok v potravindch. Tento
vysledok bol dakavany, ké&ze sa latky s pesticidnymiciakami davkuju tak, aby bola
spd’ahlivo zaistenda inhibici&i eliminacia neziaddcicliinitelov a zarov#é ich obsah rezidui
v oSetrenom produkte neprekilomaximalny rezidualny limit (MLR). Niektoré pesfdy sa
vyskytovali vo vzorkach pod medzou stanoktesti, a teda je pochopfee, Ze sa nedali
zmera. Ziadna zo vzoriek sa nepriblizila maximalnemuitinrezidui utenych pravnym
predpisom pre tieto analyty.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

ai. aine.

a pod. a podobne

atd’ a takdalej

AS azoxystrobin

C captan

ChP chlorpyrifos

CAS NO registranécislo latky
CO, oxid uhlicity

¢. ¢islo

CR Ceska republika

D dinocap

DM dimethomorph

DDT dichlérdifenyltrichloretan
DIDP diisodecylftalat

EP Eurdpsky parlament
EU Europska Unia

F folpet

FA fenarimol

FIA flusilazol

Full scan celé hmotnostné spektrum
GPC gélova chromatografia
GC plynova chromatografia
GC-MS plynova chromatografia v spojeni s hmotnastspektrometrom
hmot.% hmotnostné percento
K Kelvin

K-M kresoxim-methyl

I liter

LC kvapalinova chromatografia
LOD medza detekcie

LOQ medza stanovifaosti
min. minimalne

min minuta

MeOH metanol

MLR maximalny limit rezidui
MO mikroorganizmy

NaCl chlorid sodny

napr. napriklad

nm nanometer

ods. odstavec

Pa Pascal

PA penconazol

P-M pyrimiphos-methyl

PP polypropylen

PS picoxystrobin

PY pyrimethanil



RSD
pred n. |.
SPE
SIM
SRS

TA

TDM

TS

tzv.

Vi

ul

pm

Zb.
zmes.stan
°C

84

relativna opakovdieos’

pred nasim letoftom

extrakcia tuhou fazou
hmotnostné spektrum vymedzené natéhmotnosti
Statna rastlinolekarska sprava
tebuconazol
triadimefon

trifloxystrobin

takzvané
vinclozolin

mikroliter

mikrometer

zbierka

zmesny Standard
Celziov stupg



8 ZOZNAM POUZITYCH PRILOH

PRILOHA C. 1: Chromatogram zmesného Standardu Full scan

PRILOHA C. 2: Chromatogram zmesného S$tandardu Full scan a 8o SIM —
Pyrimethanil(PY), Vinclozolin(Vi), Pyrimiphos-methyl(P-M), Chlorpyrifos(ChP),
Triadimefon(TDM)

PRILOHA C. 3: Chromatogram zmesného Standardu Full scan a8n SIM —
Penconazol(PA), Captan(C), Folpet(F), Picoxystrobii?S), Kresoxim-methyl(K-M),
Trifloxystrobin(TS)

PRILOHA C. 4: Chromatogram zmesného $tandardu Full scan a 8o SIM — Dinocap
1(D1), Tebuconazol(TA), Dinocap 2(D2), Dinocap 3(D3Dinocap 4(D4), Dinocap 5(D5)

PRILOHA C. 5: Chromatogram zmesného Standardu Full scan a 8o SIM —
Fenarimol(FA), Azoxystrobin(AS), Dimethomorph 1(DM1), Dimethomorph 2(DM2)

PRILOHA C. 6: Chromatogram zmesnéno Standardu Full scan, veky Sauvignon Full
scan a scan SIM — Azoxystrobin(AS), Dimethomorph OM1)

PRILOHA C. 7: Hmotnostné spektrum pre dimethomorph
PRILOHA C. 8: Hmotnostné spektrum pre capatan
PRILOHA C. 9: Hmotnostné spektrum pre tebuconazol
PRILOHA C. 10: Hmotnostné spektrum pre vinclozolin
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9 PRILOHY

Priloha ¢&.1:

C:\Renata\...\24.03.2010\zmes_stan_03_1

zmes.standard

3/24/2010 10:38:17 AM

RT: 26.04-52.92 SM: 7G

31.33 NL:
1005 9.05E6
— TICF:+c
90+ Fullms [
- 50.00-
1 29.18 450.00] MS
807 zmes_stan_0
] 31
704 30.14 35.07 37.37
g 7
G 60
° ]
5 1 27.32
2 50 |
2 7
% 407
&3 3313
804 50.71
20 38.28
E 33.88 4188
10
] 39.56
1 35.70 44.44 47.16 48.86
0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\'\'\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
28 34 40 42 44 46 48 50 52
Time (min)
Priloha €.2:
C:\Renata\...\24.03.2010\zmes_stan_03_1 3/24/2010 10:38:17 AM
zmes.standard
RT: 26.58-31.80 SM: 7G
100- 31.33 NL:9.05E6
] 2918 o004 TIC F: + ¢ Full ms [ 50.00-450.00] MS zmes_stan_03_1
50 27.32 30.85
01,2684 K 28.23 29.93
100- 27.31 NL: 3.05E6
] TIC F: + ¢ SIM ms [ 76.50-77.50, 197.50-198.50, 198.50-199.50,
5o PY 199.50-200.50, 210.50-211.50] MS zmes_stan 03_1
o 12662
° 0
S 100 29.17 NL: 1.60E6
e | , TIC F: + ¢ SIM ms [ 52.50-53.50, 123.50-124.50, 177.50-178.50,
2 7 i Vi 197.50-198.50, 210.50-211.50, 212.50-213.50] MS
i 507 [ zmes_stan 03_1
2z A 2865 ||
< 100 3013 NL: 2.38E6
o TIC F: + ¢ SIM ms [ 232.50-233.50, 261.50-262.50, 275.50-276.50,
= P-M 289.50-290.50, 304.50-305.50] MS zmes_stan_03_1
50+ -
e 3131 NL:4.01E6
] TDM —/  TICF: +cSIMms[56.50-57.50, 84.50-85.50, 96.50-97.50,
= || 127.50-128.50, 180.50-181.50, 196.50-197.50, 207.50-208.50,
50 ChP~ 3087 || 2575025850, 313.50.31450] MS mes stan 03 1
o _J\ S\
27 28 29 30 31
Time (min)
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Priloha ¢&.3:

C:\Renata\...\24.03.2010\zmes_stan_03_1 3/24/2010 10:38:17 AM
zmes.standard

RT: 31.93-37.98 SM: 7G

100+ 35.07 37.37
B 33.13
503 3291 33.88
o 3240 33.71 34.26 34.45 3570 3599  36.63 36.83 37.96
3.10
100+ 3292 J\
1 PA F
507 32.42
) ] C
o 0
= 89
S 100, 30
S 3 I\ PS
< 50
S /|
= | _J A
s O
X 35.05
& 1007
] K-M
50
0: 35.68 36.29 36.51
100+ 3?{38
] TS
50
] 3689 | |
L0 e e L e e s e e e sy B B e B sy B
320 325 33.0 335 34.0 345 35.0 355 36.0 36.5 37.0 375
Time (min)
Priloha €.4:
C:\Renata\...\24.03.2010\zmes_stan_03_1 3/24/2010 10:38:17 AM
zmes.standard
RT: 36.85-40.71 SM: 7G
3737 NL: 6.03E6
1007 TIC F: + ¢ Full ms [ 50.00-450.00] MS
804 zmes_stan_03_1
60
405 38.28
20
1 37.06 3796 3812 38.61 39012 3956 3996 4022 4054
0 38.29 NL: 8.38E5
g 1007 TIC F: + ¢ SIM ms [ 68.50-69.50,
S o0 69.50-70.50, 82.50-83.50,
3 807 TA 124.50-125.50, 249.50-250.50,
3 60 251.50-252.50] MS zmes_stan_03_1
< 7
2 405 D1 D2
% 204 38.13 38.63
o 0:
NL: 2.12E5
1007 TIC F: + ¢ SIM ms [ 68.50-69.50] MS
80 zmes_stan_03_1
607
E D5
407
207 40.53
] J 4004 4036 /\_
G e s e e s e e e e s s e Bt B s A
37.0 375 38.0 38.5 39.0 395 40.0 40.5

Time (min)
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Priloha ¢&.5:

C:\Renata\...\24.03.2010\zmes_stan_03_1 3/24/2010 10:38:17 AM
zmes.standard

RT: 40.98 -58.37 SM: 7G

100 50.71 NL: 2.33E6
. TIC F: + ¢ Full ms [ 50.00-450.00] MS zmes_stan 03 1
14188
50
B 51.16
] 44.44 47.16 48.86 - 52.50 54.50 56,32
8 1087 4189 NL: 4.68E5
s h FA TIC F: + ¢ SIM ms [ 106.50-107.50, 138.50-139.50,
= . 218.50-219.50, 250.50-251.50, 329.50-330.50] MS
2 501 zmes_stan_03_1
g -
E o 4294 44.48 47.08 48.30 49.57
& 50.73 NL: 1.03E6
100 | :
B AS TIC F: + ¢ SIM ms [ 164.50-165.50, 206.50-207.50,
] ‘H 300.50-301.50, 302.50-303.50, 343.50-344.50,
50] “‘ DM1 344.50-345 .50, 386.50-387.50, 387.50-388.50,
7 “ 5114 402.50-403.50] MS zmes_stan_03_1
- |y
o _J J\«g
100 52.49 NL: 1.20E5
B TIC F: + ¢ SIM ms [ 164.50-165.50, 300.50-301.50,
] 302.50-303.50, 386.50-387.50] MS zmes_stan_03_1
] DM2
50
n 5324 5587 57.12
€ e e s s L e e e
42 44 46 48 50 52 54 56 58
Time (min)
Priloha ¢€.6:
C:\Renatal...\24.03.2010\zmes_stan_03_1 3/24/2010 10:38:17 AM
zmes.standard
RT: 44.87 -54.14 SM: 7G
50.71 NL: 2.33E6
1007 TIC F: + ¢ Full ms [ 50.00-450.00] MS
80| zmes_stan_03_1
60
40
20 51.16
J 4551 46.21 47.16 47.57 48.86 49.39
0 NL: 1.89E5
g 1007 TIC F: + ¢ Full ms [ 50.00-450.00] MS savignon
c 45,18 46.21
3 807 | 4647 45 o6
2 7 1e° 4800 4965 9068 51 19
3 607 . 52.17 53,31 53.75
2 7
o 407
= 7
< 207
s <7
o 0*
50.73 NL: 1.03E6
1007 | TIC F: + ¢ SIM ms [ 164.50-165.50, 206.50-207.50,
804 AS I 300.50-301.50, 302.50-303.50, 343.50-344.50,
E I 344.50-345.50, 386.50-387.50, 387.50-388.50,
60— \‘ 402.50-403.50] MS zmes_stan_03_1
] H‘ DM1
407 “ |
] | |5114
207 [
] ) \J \\,
O L s s
45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Time (min)
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Priloha &.7:

301
100+

Cl

50

165 / 387

50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440
(nistdemo) dimethomorph

Priloha &.8:
79
1004
/o
N——S
501 cl
149
ci
] 117 © cl
51 70 264
95 134|156 182 236 299

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310
(mainlib) Captan
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Priloha ¢.9:

100+ 125
250
| 70 HO
83
50+
C' »
\
N
| 57
7
0 II.|:|| Il..:l. |:|.| |.|:I.|I|.|

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310
(replib) Tebuconazole

Priloha €.10:
212
1001 285
cl o 108
@7 »‘O 187
] N /
- S 124
53
50
| 145
73 97 159 4175 241
88
62 109
‘ AN EN |
o T VL |l || — |

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290
(mainlib) Vinclozoline

90



