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Porovnanie stanovenia rezidui prometrynu v zemiakoch a mrkve
chronometrickou metédou zaloZenou na inhibieii Hillovej reakeie
a vysokotlakovou kvapalinovou ehromatografiou

JOZEF TEKEL — MIROSLAV SPANAR — JOZEF KOVAC

Sthrn. Vypracovany postup rychlej, jednoduchej a selektivnej chronome-
trickej kvantitativnej analyzy rezidui prometrynu (zaloZenej na inhibicii Hillovej
reakeie) v zemiakoch a mrkve sa porovnal s metédou vysokotlakovej kvapalinovej
chromatografie (HPLC). Na analyzu chronometrickou metédou sa pouili for-
tifikované vzorky rastlinného materidlu s obsahom prometrynu 0,05 a 0,5 mg .
. kg L, pre metédu HPLC boli vzorky rastlinného materidlu fortifikované na
trovni 0,1 a 0.5 mg . kg~t. Priemerny obsali  prometrynu ndjdeny chronome-
trickou metédon vo fortifikovane] vzorke zemiakov a mrkve poukdzal na
dobrtt zhodu vysledkov pri obidvoch metédach na urovni 0,5 mg . kg1, Vy-
sledky sa vyhodnotili Statisticky. V intervaloch spolahlivosti sa pre porovnavané
metédy nezistili podstatné rozdiely. Rozdiely sa nasli v medziach stanovenia
prometrynu v zemiakoch a mrkve, ktoré si pre chronometrickt metédu 0,005 mg .
. ke 1t a pre metédu HPLC 0,08 g . kg 1.

Pre kontrolni prax je dolezité vypracovanie rychlych, citlivych a dostatoc-
ne presnych analytickych metdd stanovenia rezidui herbicidov v polnohos-
podarskyeh plodinach, resp. v potravinich, vhodnych na rutinni analyzu.

Chronometrickd metdda stanovenia prometrynu v rastlinnom materiali
(zemiaky, mrkva) je zaloZend na predbeznom oddeleni prometrynu od ostat-
nych herbicidov chromatografion na tenkej vrstve silikagélu pri vyuziti bio-
chemickej detekcie prometrynu technikou inhibicie Hillovej reakecie. Povodny
sposob selektivnej biochemickej detekcie herbicidov zo skupiny substituova-
nych derivatov fenylmocoviny a triazinu inhibujicich Hillovou reakciu vy-
pracovali Kova¢ a Henselova [1]. Vysokd dokaznost a selektivita biochemic-
kej detekcie sa vyuzili na semikvantitativnu analyzu rezidui prometrynu,
simazinu a atrazinu v pode. Metéda sa rozpracovala aj na semikvantitativnu
analyzu mocovinovych herbicidov v povrchovych a spodnych vodach [2, 3].
Tiato metédu tspesne vyuzil Lawrence [4] na dokaz pritomnosti inhibitorov Hil-
lovej reakcie v zemiakoch, mrkve a kukurici. Suzuki a Casida [5] pouzili me-
tédu pri §tidiu metabolizmu fenylmocovinovych herbicidov. Chronometrickit
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metddu stanovenia herbicidov na baze substituovanych derivatov triazinu a fe-
nylmocoviny vypracoval Kovac a spol. [6]. Chronometrickd metéda vyuziva
prednosti tenkovrstvovej chromatografie, obsah herbicidu vo vzorke sa vy-
hodnoti chronometricky po chromatografickom deleni z priamej ¢asove]
zavislosti zmiznutia inhibitnej zény od mnozstva herbicidu v zéne.

Smolkova a Pacdkovd [7] vyuzili metédu HPLC na separdciu prometrynu
70 zmesi herbicidov na béaze substituovanych derivatov triazinu. Metdda bola
vypracovana na delenie referencnych latok. Beilstein a spol. [8] rozpracovali
metédn HPLC na stanovenie prometrynu a niektorych substituovanych de-
rivitov triazinu za vyuzitia reverznej fazy.

Experimentalna ¢ast
Materidal a pomocky

Vsetky chemikalie a rozpustadld boli analyticky cisté. Rozpustadla sa pred
pouzitim cCerstvo predestilovali. Na pripravu homogenatu chloroplastov sa
pouzil homogenizator ETAMIRA, typ 07 a na homogenizaciu vzoriek homo-
genizdtor ULTRA TURRAX. Dalej sa pouzili: vikuova rotatni odparka
UNIPAN, typ 350, kvapalinovy chromatograf VARIAN 8500 s detektorom
VARI-CHROM, zapisova¢ TZ 4100 (Laboratorni pristroje, n. p., Praha),
chromatografické dosky SILUFOLR (20 x 20 ecm, Sklarny Kavalier, n. p.,
Votice) — dosky boli pred pouzitim vyvijané v aceténe a roztoky prometrynu
(referencnd latka) v aceténe (0,05—1,00 pg . em=3).

Priprava homogenatu chloroplastov

30 ¢ fazulovych listov (Phaseolus vulgaris L. ev. HArRserus) v $tadiu 14-
diiového rastu sme umyli destilovanou vodou a vysusili medzi filtraénym
papierom. Listy sme zhomogenizovali na homogenizitore, k homogénnej
zmesi sme pridali 15 g ladu z destilovanej vody a 3 em3 glycerolu. Zmes sme
homogenizovali do kasovitej konzistencie 30 s. Homogenat sme prefiltrovali
cez Styri vrstvy gazy. Pripraveny homogenat chloroplastov sme udrziavali
v tme, pri teplote 2 4+ 1 °C a spracovali do 5 dni.

Priprava detekéného ¢inidla

Trepanim na laboratérnej mechanickej trepacke 30 min sme pripravili
roztok  sodnej soli  2,6-dichlérfenolindofenolu  (DCPIP)  koncentracie
0,4 mg.cm=3 v tlmivom boritanovom roztoku (pH 8,6). Roztok sme pri-
pravili pri laboratérnej teplote a prefiltrovali cez papierovy filter. Tlmivy
boritanovy roztok sme pripravili zmiesanim 0,5 M vodného roztoku boraxu
a 0,1 M HCI v pomere 7 : 3. Detekcéné ¢inidlo sme pripravili tesne pred pouzi-
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tim zmieSanim roztoku DCPIP a homogenatu chloroplastov v pomere 2 : 1.
Pouzili sa tieto vyvijacie sistavy:

chloroform —etylacetat —acetén (17 :2:1) zemiaky
petroléter—acetdn (7 : 3) mrkva
Postup

25 ¢ vzorky zemiakov (mrkvy) sme po homogenizicii extrahovali 5 min
pri laboratdrnej teplote 100 cm? aceténu. Extrakt sme prefiltrovali cez vrstvu
vaty a filtrat doplnili na urcity objem a odobrali ¢ast zodpovedajtcu 10 g
vzorky. Acetén sme odparili na rotatnej odparke za znizeného tlaku pri te-
plote 40 °C. Po odpareni aceténu sme vodnu fazu extrahovali vytrepanim
2 % 10 em? chloroformu. Spojené organické podiely extraktu sme prefiltrova-
li cez vrstvu 2 g bezvodého NaoSO4, ktory sme premyli 10 em3 chloroformu.
Chloroform sme odparili na rotacnej odparke za znizeného tlaku pri 40 °C.

Chronometrickd metdda

Odparok sme rozpustili v 0,5 cm? aceténu. Na chromatograficki dosku
SILUFOLR sme naniesli kapildrnou mikropipetkou 5 mm3 aceténového roz-
toku vzorky a 5mm3 aceténového roztoku série standardov. Po vyvinuti
chromatografickej dosky s nanesenou vzorkou a kalibra¢nou sériou Standardov
sme dosku vysusili pri laboratérnej teplote. Prometryn sme detegovali postre-
kom zmesou DCPIP a homogendtu chloroplastov. Postriekanti dosku sme
dali pod ziarivkové osvetlenie 3 < 40 W, vo vzdialenosti 20 em. Po 1—2 min
sa objavili na zltozelenom pozadi modré Skvrny inhibi¢nej zény prometrynu.
Stopkami sme sledovali ¢as zmiznutia inhibi¢nej zény prometrynu vo vzorke
a v kalibra¢nej sérii standardov. Obsah prometrynu sme vyhodnotili pomo-
cou analytickej krivky.

Vysokotlakova kvapalinova chromatografia

Koléna: MicroPack CN (250 x 2 mm), mobilna fiza: n-heptdn UV —2—pro--
panol (500 : 7), prietok mobilnej fizy: 80 cm3 . h-1, detektor: UV 250 nm,
citlivost detektora: 0,5, rychlost posunu papiera: 1,5 ¢cm . min-1,

Odparok sme rozpustili v 10 em3. 2-propanolu. Na kolénu sme davkovali
objem 20 mm3. Obsah prometrynu sme vyhodnotili pomocou analytickej
krivky.

Vysledky a diskusia

Ziskané hodnoty obsahu prometrynu vo fortifikovanej vzorke zemiakov
a mrkvy pre chronometricki metédu uvadza tabulka 1, pre metédu HPLC
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Tabulka 1. Stanovenie prometrynu vo fortifikovanej vzorke zemiakov a mrkvy
chronometrickou metédou (hodnoty v mg . kg—1)

Table 1. Prometryne determination in fortified samples of potatoes and carrots by
chronometric method (values are given in mg kg—1)

- ~ Fortifikdcia®
'Vzorka(l) Zemiaky (3 1 Mrkva(®)

o005 | 05 005 05

1 0,041 0.45 0,035 0,44

2 0,041 0,39 0,039 0,46

3 0,045 0,39 0,039 0,41

4 0,044 0,41 0,036 0,41

5 0,044 0,43 0,039 0,44

6 0,042 0,39 0,034 0,41

7 0,045 0,42 0,037 0,43

8 0,041 0,43 0,040 0,44

9 0,044 0,42 0,035 0,44

10 0,045 0,44 0,038 0,41

<

z 0,043 0,42 0,037 ' 0,43
L1 0,043 - 0,001 0,42 - 0,02 0,037 - 0,002 j 0,43 - 0,02
Ii,_w. e ——————————— S R

(WSample, (@) Fortification, (3 Potatoes, (4)Carrots.

tabulka 2. Urobili sme subor 10 stanoveni, ktory sme Statisticky vyhodnotili
vypoc¢tom aritmetického priemeru, ¥, intervalu spolahlivosti, L, pre 95 9,
pravdepodobnost a na vylicenie odlahlych vysledkov sme pouzili Grubbsov
test [9]. Priemerné ndjdené hodnoty prometrynu vo fortifikovanej vzorke
zemiakov a mrkvy uvadza tabulka 3.

Porovnanim ziskanych priemernych hodndt moézeme konstatovat dobru
zhodu vysledkov ziskanych chronometrickou metédou a metédou HPLC na
urovni 0,5 mg . kg~1 pre zemiaky a mrkvu. Vzhladom na to, Ze sa porovnava-
li dve metddy zalozené na tplne odlignych principoch, pokladdme zhodu vy-
sledkov za velmi dobri. V literatire [10] sme sa v v niektorych pripadoch
stretli s podstatne horSou zhodou vysledkov pri porovnavani principidlne
odlisnych analytickych metdéd. V intervaloch spolahlivosti sa pre porovnava-
né metddy nezistili podstatné rozdiely. Podstatné rozdiely st v medziach sta-
novenia pre chronometricki metédu (0,005 mg . kg 1) a metédu HPLC
(0,08 mg . kg~1).

Prednostou chronometrickej metédy v porovnani s metédou HPLC je
vysSia dokaznost, jednoduchost, selektivna detekeia a nendroénost na pristro-
jové vybavenie laboratdria.
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Tabulka 2

. Stanovenie prometrynu vo fortifikovanej vzorke zemiakov a mrkvy

metdédou HPLC (hodnoty v mg

kg

1

Table 2. Prometryne determination in fortified samples of potatoes and carrots by
HPLC method (values are given in mg kg-1)

(MSample, @ Fortification, (3 Potatoes, 4Carrots.

~ Fortifikdcia®
Vzorka(l) Zemiaky (3 i Mrkva(4)
b e f 08 0 ol [ 0B
1 0,070 0,395 0,085 0,48
2 0,080 0,480 0,070 0,42
3 0,085 0,300 0,090 0,40
4 0,070 0,480 0,085 0,48
5 0,085 0,395 0,060 0,50
6 0,085 0,395 0,070 0,50
7 0,070 0,420 0,085 0,40
8 0,060 0,300 0,060 0,42
9 0,085 0,480 0,085 0,48
10 0,060 0,395 0,100 0,48
& 0,075 0404 | 0,079 0,458
Ing 0,075 -+ 0,007 0,404 & 0,059 ; 0,079 - 0,008 0,458 - 0,029

Tabulka 3. Priemerny obsah prometrynu vo fortifikovanej vzorke zemiakov a mrkvy
uréeny chronometrickou metoédou a metédou HPLC (hodnoty v mg . kg=1)

Table 3. Average content of prometryne in fortified samples of potatoes and carrots
determined by means of chronometric method and HPLC method (values are given
in mg kg1)

Fortifikacia(2)
Plodina(l) Chronometric. metédal(3) [ HPLC®
o Loes 05 |0l 05
Zemiaky® | 0,043 042 | 0,075 0,404
Mlkva(ﬁ) \ 0,037 0,43 L 0,079 0,458
(WProduct, @ Fortification, (3)Chronometric method, AHPLC, G)Potatoes, (6)Carrots.
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CpaBHenue ompejejieHus 0CTAaTKOB MpomeTpuna B Kaprodenae M MOPKOBH
X[JOHOMETPIMYECKMM METOJO0M, OCHOBAHHBIM HA MHIMOMIMM pearuyy Xuiia,
U KUAKOCTHOM Xxpomatorpadivent moj aasjieHueM

Peswme

PaszpaboTaHHblil METOJ OBICTPOrO, MPOCTOTO U CEIECKTUBHOIO XPOHOMETPUUECKOIO KOJIM-
YCCTBEHHOTO aHANIM3a OCTATKOB IPOMETPMHA (OCHOBAHHOTO HA MHIMOWMIMM peakiuyu Xujuia)
B Kaprodene M MOPKOBYM CPABHMBAJCSI C METOJIOM JKUJIKOCTHOI XpomaTtorpacuu Ioj jas-
sneanem (HPLC). [nsg aHauyu3a XPOHOMETPUYECKUM METOJOM MCIIOJIB30BANNCh OOOTraleHHbIC
ofpasibsl  pacTUTENBHOrO MaTepuaia C CoJAep)KaHMemM mnpomerpuHa 0,05 mr.kr—1
n 0,5 mrxr—!, mgna meroga HPLC o6pasubl pacturelbHOTO Marepuana oboramjanuch Ha
yposHe 0,1 mr.kr—! u 0,5 mr.kr—!, CpepHee cojepskaHme NpPOMETPUHA, OOHAPYKEHHOE
XPOHOMETPUYECKMM METOJIOM B o0oralieHHOM o0pasic kapTodesas M MOPKOBM IIOKA3aJ0
XOpOlIee COBHAJIEHUE PE3YJbTATOB MPU 000UX METOJAX HA YPOBHE 0,5 MI.Kr—! Pes3yiabrarsl
OLCHMBAJUCh CTATUCTUMUECKM, B JIOBEPUTEIBHOM MHTEDBAJEC y CPABHUBAEMBIX METOJOB HE
ObI0 OOHAPY’KEHO CYL[ECTBEHHBIX pasdimunit, Pasmyuus ObUIM HAMAEHBI JMINL B IpEJEie
OIPEJICNICHNST IPOMETPUHA B KapTOMENE M MOPKOBY, KOTOPBII JUIS XPOHOMETPUYECKOTO

MeTtona cocramisan 0,005 mMr.kr—l, o Metoma HPLC mnpejgen omnpepelneHus CoCaBis
0,08 mr.kr—1,

Comparative analysis of prometryne residues in potatoes and carrots
by a chronometric method based on inhibition of the Hill reaction
and by high-pressure liquid chromatography

Summary

A recently developed quick, simple and selective quantitative chronometric analysis
of prometryne residues (based on inhibition of the Hill reaction) in potatoes and
carrots was compared with high-pressure liquid chromatography (HPLC). Plant
material samples fortified with 0.05 and 0.5 mg kgl prometryne were used for
the chronometric analysis. Samples fortified with 0.1 and 0.5 mg kg~ prometryne were
used for the HPLC analyis. The average prometryne contents in potatoes and
carrots analyzed by the chronometric method showed a conformity of results in both
methods on the level of 0.5 mgkg-1. The results were statistically evaluated. There
were not found any substantial differences with both methods in reliability intervals.
Some differences were found within the limit of prometryne determination in pota-
toes and carrots, which was 0.005 mg kg~ for the chronometric method and 0.08
mg kg1 for the HPLC.
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