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Stanovenie rezidui herbicidov v cukrovej repe a produktoch
jej technologického spracovania. II

JOZEF TEKEL

Sthrn. Vyvinula sa jednoduchd, rychla a selektivna metéda na stanovenie
rezidui chloridazénu, lenacilu, desmedifamu a fenmedifamu v cukrovej repe, tazke]j
stave, melase a cukre. Metdda sa zakladd na biochemickej detekeii herbicidov
schopnych inhibitovat reakeciu po ich chromatografickom rozdeleni na vrstve silika-
gélu. Kvantitativne vyhodnotenie sa robi chronometricky, t. j. meria sa ¢as vy-
miznutia $kvrny, ktory je priamo timerny mnoZstvu herbicidu v §kvrne. V modelo-
vyeh pokusoch sa stanovila medza dékazu metdédy 0,005—0,001 mg.kg!, medza
stanovitelnosti metédy je 0,1—0,05 mg. kg~'. Priemernd vytaznost metédy je 90 %,.

Maniara a Pietr [1] vypracovali na stanovenie lenacilu a chloridazénu v pé-
de metédu plynovej chromatografie. Pouzili kolénu so zmesnou fazou 9 9,
SE-30—O0V-210 (1 : 2) na nosi¢i Gas-Chrom Q a plametiovoionizadény detektor.
Vytaznost metddy bola pre lenacil 96,5 9, pre chloridazén 81 9,. Medza sta-
novenia bola pre lenacil 0,016 mg.kg=2, pre chloridazén 0,08 mg.kg~1. Kuhl-
mann [2] pouzil na stanovenie rezidui chloridazdénu a jeho metabolitov v cukro-
vej repe plynova chromatografiu na sklenej kapildrnej koléne s fazou SP-2100
a N-P detektor. Medza stanovenia metédy bola 0,02 mg.kg-l, vytaznost
85—90 9%,. Reinfeld a kol. [3] pouzili plynovi chromatografin na stanovenie
chlérovanych pesticidov v cukrovarnickych produktoch. Na analyzu pouzili
kolénu so zakotvenou fazou 4 9%, DC-210 — 6 9, QF-1 na nosi¢i Gas-Chrom Q.
Kosmann [4], Schumann [5] a Dornseiffen a Verwaal [6] pouzili metédu ply-
novej chromatografie na stanovenie fenmedifomu v listoch cukrovej repy
a v pdde. Na stanovenie pouzili derivat 2,46-tribrém-m-toluidin. Medza de-
tekeie pri pouziti detekbtora na zachyt elektrénov bola 0,01 mg.kg—'. Vytaz-
nost metdédy pri réznych obsahoch fenmedifamu v listoch cukrovej repy,
kfmnej repy, v bulvach cukrovej, kfmnej a ¢éervenej repy a v jahodéach bola
95—108 9,. Fogy a kol. [7—9] vyuzili metédy vysokotéinne] kvapalinovej
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‘nromatografie na stanovenie fenmedifamu, desmedifamu a inych karbaméatov
v ovocl a zelenine. Medza stanovenia metddy bola 0,025—0,25 mg.kg! v zé-
vislosti od rastlinného materidlu. Pre vsetky karbaméaty je vhodnd metéda
stanovenia GLC a HPLC po vy¢isteni extraktov rozdelovanim v ststave
nemiesajicich sa rozpustadiel na stlpei Florisil [10]. Na stanovenie rezidui
tenmedifamu, desmedifamu a inych N-fenylkarbaméatov v mrkve, v zemiakoch
a vo vinnej réve sa rozpracovala metdda tenkovrstvovej chromatografie.
U¢inné latky sa po hydrolyze 7 %, KOH v metanole chromatografuji vo forme
vzniknutych derivatoch anilinu a detegujt fluoresceinom [11] alebo a fluores-
caminom s medzou stanovenia 0,1 mg.kg=! [12]. Shustrov a kol. [13] pouzili
na stanovenie lenacilu a chloridazénu vo vode, pode a cukrovej repe metédu
TLC na silikagéli s detekciou jodidom Zelezitym. Medza dokazu bola pre vodu
0,025 mg.dm=>, pre pédu a cukrovi repu 0,1 mg.kg, pre listy 0,2 mg.kg-L.

Kovaé a Henselova [14] vypracovali pévodny sposob selektivnej biochemic-
kej detekcie herbicidov zo skupiny derivatov moc¢oviny, triazinu, karbamatov
a uracilu, ktoré st inhibitormi Hillovej reakcie. Na zaklade zistenia priamej
casove]j zavislosti zmiznutia inhibi¢nej z6ny herbicidu od mnoZstva herbicidu
v z6ne (Skvrne) vypracoval Kovaé a kol. [15] kvantitativhu chronometrickii
metdédu stanovenia inhibitorov Hillovej reakcie. Kova¢ a kol. [16] aplikovali
chronometricki metédu na stanovenie herbicidov mocovinového a triazino-
vého typu v zemiakoch a mrkve. Metéda vyuziva prednosti tenkovrstvovej
chromatografie na silikagéli; jej vyhodou je jednoduchost, rychlost, selektivita
a nizka medza stanovenia.

Charakteristika chronometrickej metédy

Proces fotosyntézy v zelenych rastlindch rozdelujeme podla sdéasnych
nazorov na a) svetelnti reakeciu I a svetelnu reakciu II a b) temnd reakeiu.
Néslednost svetelnej reakeie I a svetelnej reakeie II sa nazyva Hillova reakeia.
V' podstate ide o fotolyzu vody, ktord prebieha v chloroplastoch zelenych
rastlin i¢inkom svetla absorbovaného chlorofylom

h
9H,0 — e~ — 4H+ 1 O,

Svetelnt reakeiu II mézeme od systému oddelit pridanim umelého akeepto-
ra elektrénov. Herbicidy zo skupiny derivatov fenylmocoviny, triazinu, feny!l-
karbamétov a uracilu zasahuju pri pésobeni na rastliny prave do mechanizmu
spatosti svetelnej reakeie I a II, t. j. inhibuju Hillovu reakeiu. Zéakladom ana-
Ivtického vyuzitia Hillovej reakcie je skutoénost, ze tato reakeia méze prebie-
i+t aj v izolovanych a neporusenych chloroplastoch in vitro [14]. Chronometrie-



k& metdda stanovenia herbicidov schopnych inhibovat Hillovu reakeiu sa za-
kladéd na poznatku, Ze fotolytickd aktivitu chloroplastov mozno vyjadrit
(kvantifikovat) mierou redukeie vhodného akceptoru elektrénov, napr. 2,6-di-
chlérfenolindofenolu. Ak st v inhibi¢nej zéne pritomné chloroplasty a inhi-
bitor v takom pomere, Ze vSetky chloroplasty nie st inhibované, inhibi¢né
zény pocéas osvetlenia chromatografickej dosky po urfitom ¢ase zmizni. Cas
trvania zény je priamo umerny mnozstvu a inhibiénej schopnosti herbicidu
v zéne [15]. Mnozstvo herbicidu vo vzorke sa vyhodnoti pomocou analvticke]
krivky, ktord vyjadruje zdvislost ¢asu trvania inhibi¢nej zény od mnozstva
herbicidu pritomného v zéne.

Experimentalna ¢ast

Material a pomodcky

a) rozpustadla analytickej Cistoty, Cerstvo predestilované;
b) hemogenizér
1. ULTRA TURRAX na homogeniziciu rastlinného materialu,
2. homogenizér na pripravu homogenatu chloroplastov;
¢) biele neénové svetlo
vyrobca: Tesla, n. p., HoleSovice, Czechoslovakia, typ 34 0007 IP 54
(3 X 40 W trubice);
d) acetonové roztoky standardov 0,06—1,00 pg.cm=3, resp. 0.5—5 pg.cm—3
(chloridazoén) ;
e) chromatografické dosky SILUFOL"™ na tenkovrstvovi chromatogra-
fiu na silikagéli, 20 x 20 cm
vyrobea: sklarne Kavalier, n. p. Votice, Czechoslovakia. Dosky boli pred
pouzitim vyvijané v aceténe, vysusené pri laboratérnej teplote a pouzité bez
2 ktivacie;

f) bezecké stopky.

Vyvijacie ststavy:
S, — etylacetat-chloroform-benzén (2 : 2 : 1)
S, — benzén-etylacetat-acetén (4 : 1 : 1)
S, — etylacetat-benzén-chloroform (1 : 2 : 1)

S, — petroléter-etylacetat-acetén (7 : 1 : 2)
S5 — benzén-etylacetat (7 : 3)
S¢ — benzén-etylacetat-acetén (3 : 1
S; — benzén-etylacetat-acetén (1 : 3 : 1)
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Priprava homogenatu chloroplastov

30 g fazule obycajnej (Phaseolus vulgaris L., event. Harsgrus) v §tadiu
14-dnového rastu sme umyli destilovanou vodou a vysusili medzi filtraénym
papierom. Listy sme zhomogenizovali na homogenizatore, k homogénnej
zmesi sme pridali 15 g ladu z destilovanej vody a 3 em? glycerolu. Zmes sme
homogenizovali do kaSovitej konzistencie 30 s. Homogendt sme prefiltrovali
cez 4 vrstvy gazy. Pripraveny homogenéat chloroplastov sme udrziavali v tme
pri teplote 241 °C a spracovali sme ho do 5 dni.

Priprava detekéného dinidla

Trepanim na laboratérnej mechanickej trepadke 30 min sme priprevili roz-
tok sodnej soli, 2,6-dichlérfenclindofenolu (DCPIP) s koncentriciou 0,4 mg.
.em~3 v tlmivom boritanovom roztoku (pH 8,6). Roztok sme pripravili pri
laboratérnej teplote a prefiltrovali sme ho cez papierovy filter. Tlmivy borita-
novy roztok sme pripravili zmieSanim 0,5 M vodného roztoku boraxu a 0,1 M
HCI v pomere 7 : 3. Detekéné ¢inidlo sme pripravili tesne pred pouzitim zmie-
sanim roztoku DCPIP a homogenatu chloroplastov v pomere 2 : 1. Na chro-
matografickd dosku 20 X 20 em je spotreba detekéného ¢inidla (DCIP - ho-
mogenat chloroplastov) 6 cms3.

Postup

a) Cukrovd repa. Z priemernej vzorky pokrajanej na kisky 25 g cukrovej
repy extrahujeme 100 cm? aceténu na homogenizitore ULTRA TURRAX,
homogenizicia trvé 5 min. Extrakt sfiltrujeme cez vatu, z filtratu odoberieme
40 cm?, t. j. Cast ekvivalentnu 10 g rastlinného materialu. Acetén odparime
na vakuovej rotacnej odparke pri teplote 40 °C. Vodnu fizu extrahujeme 2 x
X 10 cm?® chloroformu. Spojené podiely organickej fazy prefiltrujeme cez
vrstvu 2 g bezvodého Na,S0,, ktori premyjeme 10 cm3 chloroformu. Chloro-
form odparime pri 40 °C. Odparok rozpustime v 0,5 cm? aceténu a cely nanesie-
me na Start chromatografickej dosky vo forme tenkého pésika. Na pravy okraj
dosky nanesieme prislusSny Standard herbicidu. Dosku vyvijame v ststave S;.
Po vyvinuti dosky odstrihneme éast so Standardom, ktorého polohu deteguje-
me postrekom zmesou indikdtora DCPIP a homogenatu chloroplastov, po-
striekant ¢ast chromatografickej dosky vystavime pod svetelny zdroj vo vzdia-
lenosti 20 em. Zdénu hladaného herbicidu v chromatografovanej vzorke (ne-
postriekand ¢ast dosky) vystrihneme a eluujeme 25 cm3 aceténu za intenzivneho
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trepania 10 min. Eluét sfiltrujeme cez papierovy filter a acetén odparime pri
teplote 40 °C. Odparok rozpustime v 0,5 em? aceténu. Na chromatograficka
dosku nanesieme pomocou sklenej kapilarnej mikropipety sériu aceténovych
Standardov herbicidu a roztok vzorky. Nanésame objem 10 ul. v pripade chlo-
ridazénu 20 pl. Dosku vyvijame v ststave S;, po vyvinuti dosku vysusime na
vzduchu pri laboratérnej teplote a postriekame detekénym &inidlom. Stopka-
mi sledujeme ¢as zmiznutia prislugnych inhibiénych zén standardov a vzorky.
Obsah herbicidu vyhodnotime pomocou analytickej krivky, ktord vyjadruje
zévislost Casu zmiznutia zony herbicidu od jeho mnoZstva v inhibi¢nej zdéne.

b) Tafkd Stava, melasa, cukor. 10 g tazkej 8tavy (melasy, cukru) rozpustime
v 50 cm?® destilovanej vody a extrahujeme v deliacom lieviku vytrepanim
2 X 100 em? chloroformu. Spojené chloroformové vrstvy sfiltrujeme cez vatu
ovlhéenti chloroformom a zvysck vody odstranime prefiltrovanim cez vrstvu 2 ¢
bezvodého Na,S0,, ktorti premyjeme 10 em3 chloroformu. Chloroform odpari-
me na vakuovej rotadnej odparke pri teplote 40 °C a odparck rozpustime v ob-
jeme 0,5 cm? aceténu. Dalsf postup je spoloény s postupom pre analyzn cukro-
vej repy.

Vysledky

Hodnoty Ep a medza detekcie jednotlivych herbicidov st uvedené v ta-
bulke 1. Udaje o vytainosti chronometrickej metédy stanovenia chloridazé-
11, lenacilu, desmedifamu a fenmedifamu vo fortifikovanych vzorkach analy-
zovaného materidlu na drovni 0,1, resp. 0,5 mg.kg~1 uvddza tabulka 2. Uve-

Tabulka 1. Rozdelenie zmesi herbicidov chromatografiou na tenkych vrstvach SILUFOL
v réznych ststavich a medza dékazu

Table 1. Separation of herbicides using the thin layer chromatography SILUFOL in various
systems and the limit of detection

b2l 4 2 A a
Herbiofdt Lp.100 v ststave* ‘ Medza dc,»k_{.;zuv
S |8 |'s | s | s | s | s | ug.10
' | |
Chloridazon 11 15 4 14 ( 5 17 | 36 | 30
Lenacil 23 31 9 45 13 31 ‘ 43 3
Desmedifam 58 58 44 53 ’ 45 58 7l 1,5
Fenmedifam 51 51 | 35 | 5 | 38 51 J 66 | 1,5
! |

*Zlozenie mobilnych faz (vyvijacich ststav) 8,—S; pozri v Experimentilne] ¢asti.t
*Herbicide; 2R.100 in systems; 3Limit of detection ; *Composition of mobile phases (development
systems) S;—S, see the Experimental part.
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Tabulka 2. Vytaznost chronometrickej metédy stanovenia rezidui chloridazénu, lenacilu

d lifamu a fenmedifamu v cukrovej repe a produktoch jej technologického spracovania

ble 2. Yield of chronometric method for detecting residues of Chloridazon, Lenacil, Desmedi-
fam and Fenmedifam in sugar beet and products of its technological processing

—— Fortifikdcia? Vytaznost® [9)]
’ mg.kg™* Chloridazon Lenacil | Desmedifam | Fenmedifam
(Cukrova repat 0,1 81,6 86,6 87,5 90,6
0,5 84,5 83,7 80,4 84,0
| Tasks stavas 0,1 87,5 98,0 89,0 91,5
| 0,5 87,5 95,0 94,0 81,5
l Melasa$ 0,1 91,3 89,5 89,0 83,0
‘\ 0.5 96,2 91,6 90,2 92,5
i
Cukor? 0,1 86,7 90,9 85,0 85,1
0,5 88,0 91,4 90,2 87,4

! Material; *Fortification; *Yield; *Sugar beet; *Heavy juice; *Molasses; 7Sugar.

Tabulka 3. Udaje pre matematicko-$tatistické vyhodnotenie stanovenia rezidui chloridazénu,

lenacilu, desmedifamu a fenmedifamu vo fortifikovanej vzorke melasy na trovni 0,5 mg.kg—!

Table 3. Data for a mathematical-statistical evaluation of results obtained through the detection

of residues of Chloridazon, Lenacil, Desmedifam and Fenmedifam in a fortified sample of molasses
at a level 0.5 mg.kg1

Stanove- Stanoveny obsah! [mg.kg~1]
nie? Chloridazén Lenacil Desmedifam Fenmedifam
1 0,490 0,475 0,445 0,430
2 0,470 0,475 0,445 0,470
- 0,480 0,460 0,475 0,480
4 0,500 0,475 0,440 . 0,460
I 0,480 0,500 0,475 0,500
L6 0,500 0,485 0,440 0,420
P 0,460 0,420 0,460 0,500
L8 0,480 0,430 0,480 0,500
9 0,480 0,480 0,480 0,410
|10 0,490 0,470 0,440 0,450
11 0,480 0,425 0,480 0,500
12 0,470 0,470 0,440 0,430
| 0,481 0,485 0,451 0,463
I ez 0,0118 0,0258 0,0172 0,0351
;
| Lis | 0.481-0,008 0,458 10,017 0,451+0,011 0,463 10,023
|
]

1Detection; 2Detected amount.
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dené hodnoty st aritmetickym priemerom 4 paralelnych stanoveni. Vysledky
12 paralelnych stanoveni rezidui Studovanych herbicidov vo fortifikovanej
vzorke melasy na trovni 0,5 mg.kg~! zhfna tabulka 3.

Diskusia

Ziskanie spravnych vysledkov stanovenia rezidui herbicidov chronometric-
kou metédou je podmienené oddelenim rusivych zloziek koextraktov metédou
tenkovrstvovej chromatografie a volbou vhodnej vyvijacej sustavy tak, aby
farebné koextrakty neprekryvali inhibi¢ni zénu herbicidu. Pre analyzu cukro-
vej repy, tazkej Stavy, melasy a cukru sa ukdzala najvyhodnejsia ststava Sq
na predistenie extraktov a stistava S; na kvantitativnu analyzu. Je nevyhnutné
vyhodnotif ¢as zmiznutia inhibi¢nej zény Standardov analytickej krivky
a vzorky na spolo¢nej chromatografickej doske. Objemy aceténovych roztokov
Standardov a vzorky, ktoré sa nanaSaju na chromatograficki dosku, musia
byt kostantné. Linearita analytickej krivky je predpokladom spravneho vyhod-
notenia obsahu herbicidov vo vzorke. Priklad analytickej krivky je na obrazku
1. VeImi dobré vysledky mozno dosiahnut pouzivanim homogenatu chloro-
plastov, ktory nem4 viac ako 2 dni. Pred¢istenic extraktu cukrovej repy, tazke]
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Obr. 1. Analytickd krivka fenmedifamu. Zévislost ¢asu trvania inhibiénych zén od
mnozstva fenmedifamu v zéne.
Fig. 1. The analytic curve of Fenmedifam. Time dependence of inhibitory zones on the
amount of Fenmedifam in the zone.
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stavy, melasy alebo cukru metédou tenkovrstvovej chromatografie na silika-

géli v ststave Sy mozno vynechat v pripade, ak predpokladany obsah stanovo-

vaného herbicidu (lenacil, desmedifam, fenmedifam) prekrodi hodnotu 0,1 me.
3 ) i)
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Obr. 2. Struktdrne vzorce $tudovanych herbicidov: I — desmedifam, IT — fenmedifams,
III — lenacil, IV — chloridazén.

Fig. 2. Structure formulae of herbicides investigated : I — Desmedifam, IT — Fenmedifam,
IITI — Lenacil, IV — Chloridazon.

kg1, resp. 0,2 mg.kg™? (chloridazén). Vytaznost metddy sa stanovila v mo-
delovych pokusoch pridanim aceténovych roztokov Standardov sledovanych
herbicidov k analyzovanému substratu. Hodnoty vytaznosti boli od 80,4 9,
(desmedifam, cukrové repa, 0,5 mg.kg=') do 96,2 9, (chloridazén, melasa,
0,5mg.kg™1).

Zaver

Vypracovand chronometrickd metéda stanovenia rezidui chloridazénu,
lenacilu, desmedifamu a fenmedifamu v cukrovej repe, tazkej Stave, melase
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a cukre je rychla, jednoduché a selektivna. Umoznuje kontrolovat technolo-
gicky proces spracovania cukrovej repy. Vyfaznost metédy, overend na for-
tifikovanych vzorkéach rastlinného materidlu na hladine 0,1 mg.kg-t, resp.
0,5 mg. kgL, pohybuje sa v intervale 80—95 9,. Vytaznost zavisi od typu ana-
lyzovaného materidlu. Ziskané vysledky sa daji porovnat s vysledkami, ktoré
poskytuje metéda plynovej chromatografie. Medza stanovenia sledovanych
herbicidov je 0,1—0,05 mg.kg™!, medza dokazu mctdédy je 0,005—0,001 mg.

kgL
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Ornpesiesieniie OCTATKOB TePOMIUIOE B caxapHOil CBeKIe W B HPOAYKTAX ee
TexHoJornyeckoii mepepadorku. II.

Pesdome

Lot paspadoran npoctoii, ObCTPBIT I CeJI@RTHBHLIT MCTO/ 110 OMPEJIeIeHII0 0CTATROB
NJOPUI@B0HA, JeHala, jgecMenndama 1 feEMeipaMa B caxapHOil CBERJIE, B TAHCJIOM
CORe, B Mejacce i ¢ caxape. MeToj ocHOBAH Ha 0MOXMMHUYECKON AeTeRIMM repOUIjioB,
CHocoOHBIX NHrHOHPOBATE peaRIuo XUiNIa II0C/Ie X XPOMaTorpauueckoro pasieiemis
Ha cJoe cuimrares. RojmuecTBenHas OICHKA IPOU3BOJUTCS XPOHOMETPHUYECKM, T. C.
HBMEPACTCH BpeMs HCUe3HOBEHHS IATHA, KOTOPOe HPfAMO HPOHOPIUOHAILHO KOJIHYECTBY
repOnmma B msaTHe. B MOJeALHBIX onbiTaX ObLT OLPEJEe/IeH Ipejesl JT0Ka3aTeabHOCTI!
meroga — 0,005—0,001 Mr.wr—t, npemen ompepesnemus Meroga — 0,1—0,05 mr.wkr—t.
Cpe;tHitii BLIXO0{ METOJIA COCTABIIICT 90 9%.

Detection of residues of herbicides in sugar beet and in
produets of its technological processing. II.

Summary

A simple, time-saving and selective method for detection of residues of Chloridazon,
Lenacil, Desmedifam, Fenmedifam in sugar beet, heavy juice, molasses and sugar was
developed. The method is based on a biochemical detection of herbicides capable of in-
hibiting Hill's reaction after they had been separated chromatographically in a silica gel
layer. Qualitative evaluation is made chromatometrically, i.e. we measure the time needed
for disappearance of the stain, which is proportional to the amount of herbicide in the
stain. The limit of detection of the method stated in model experiments is 0.005—0.001
mg kg1, limit of determination of the method being 0.1-—0.005 mg kg=!. The mean yioeld
of the method is 90 9.
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