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Porovnanie stanovenia chloridazonu v repnom cukre chronometriekou
metodou a vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou

JOZEF TEKEL — MIROSLAV SPANAR
KOVAC

JANA KOVACICOVA — MILAN

Suhrn. V praci sa porovnédvaju dve nezdavislé metddy na stanovenie rezidui
chloridazénu — chronometrickd metdda zalozend na technike inhibicie Hillovej
reakcie a metéda vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie. Rezidud chlorida-
z6énu sa stanovili vo fortifikovanych vzorkach repného cukru. Hladina fortifikdcie
bola 0,1 mg.kg, resp. 0,5 mg.kg-l. Statisticky sme vyhodnotili 10 paralelnych
stanoveni chloridazénu na oboch hladindch pre kazdui metédu. Priemernd vytaz-
nost chronometrickej metédy bola 89,2 9, pre hladinu 0,1 mg.kg™?, resp. 80,1 %,
pre hladinu 0,5 mg.kg~!. Priemernd vytaznost metédy vysokotlakovej kvapalinovej
chromatografie bola 88,5 9, resp. 90,9 9. Pre zvolené hladiny fortifikdcie sme ove-
rili pre kazdda metédu priebeh analytickej krivky. Medza stanovenia chloridazénu
chronometrickou metédou je 0,01 mg.kg-!, pre vysokotlakovi kvapalinovi chro-
matografiu 0,05 mg.kg-!. Na hladine 0,1 mg.kg-! nebol zisteny $tatisticky vyznam-
ny rozdiel medzi porovndvanymi metédami. Na hladine 0,5 mg.kg™! poskytuje
chronometrickd metéda nizsie vysledky.

Na ochranu porastov cukrovej repy sa v CSSR vSeobecne pouziva herbicidny
pripravok Burex, ktorého t¢innou zlozkou je chloridazdn.

Kuhlmann [1] pouzil na stanovenie rezidui chloridazénu a jeho metabolitov
v cukrovej repe metédu kapilarnej plynovej chromatografie. Sledovanim re-
zidui chlérovanych pesticidov v cukrovarnickych produktoch sa zacberali
Reinefeld a spol. [2]. Maniara a Pietr [3] sa zaoberali stanovenim lenacilu
a chloridazénu v pode.

Chronometricki metédu na stanovenie herbicidov zo skupiny inhibitorov
Hillovej reakcie vypracovali Kovaé a spol. [4]. Metéda bola rozpracovani na
stanovenie herbicidov mocovinového a triazinového typu v zemiakoch a mrk-
ve [5], vo vodach [6] a aj na sledovanie obsahu fenmedifamu, desmedifamu,
lenacilu a chloridazénu v cukrovej repe a produktoch jej technologického spra-
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covania [7]. Princip metédy a postup analyzy podrobne opisuja prace [5—7].
Vo vsetkych uvedenych pripadoch sa chronometrickou metédou prednostne
analyzovali herbicidy, ktoré st silnymi inhibitormi Hillovej reakeie. Porovna-
nie stanovenia prometrynu v zemiakoch a mrkve chronometrickou metdédou
a metédou vysokotlakovej kvapelinovej chromatografie [8] s dobrou zhodou
vysledkov na fortifikovanych vzorkéch rastlinnébo materidlu potvrdilo per-
spektivi chronometricke] metddy stanovenia rezidui herbicidev, inhibitorov
Hillovej reakcie, v réznych substrdtoch. V tejto prici, ktord nadvézui- na
pracu [7], sa zameriavame na porovnanie chronometrickej metédy s me-
tédou HPLC pri stanoveni slabého inhibitora Hillove] reakcic — chlcridazd-
nu.

Experimentalna ¢ast

Material a pomébcky

Vsetky chemikalic a rozpustadla boli analytickej ¢istoty, pred pouzisim dor-
stvo predestilovené. Pouzili sme kvapalinovy chromatograf Varian 8500 s de-
tektorom Vari-Chrom a integratorom Hewlett—Packard 3380 A. Rozicky
chloridazénu (referen¢éné latka) boli v chloroforme (1—5 pg.cm=3),

Priprava homogenétu chloroplastov, detekéného éinidla a charakteristika
chronometrickej metédy su opisané v pracach [5—7].

Postup

100 g cukru sme rozpustili v 400 em3 10 9, vedného roztoku chloride: dressl-
ného. Roztok sme extrahovali 2 X 100 em?® chloroformu na mechanickej tro-
patke 10 min. Spojené organické podiely sme prefiltrovali cez vrstvu 2 g bez-
vodého siranu scdnéhe a chloroform sme odparili na vakuovej rotaénej odpar-
ke pri teplote 40 °C.

Chroncometrické stanovenie
Odparck sme rozpustili v 2 em? chlorofermu. Nu chromatograficktt dosku
Silufol ® sme noniesli 10 mm3 chloroformového roztoku vzorky = po 10 mm?
chloroformovych roztokov §tandardu chlovidazénu (1—5 pg.cm-3). Na vyvi-
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janie chromatografickych dosick sme pouzili vyvijaciu ststavu benzén—atyl-
acetat—aceton (1 :3 :1). Obsah chloridazénu vo vzorke sme vyhodnotili
pomocou analytickej krivky.

Vysokotlakova kvapalinovd chromatografia

a) Koldéna Separon six C 18, 300 X 3 mm
mobilnd faze CH;OH — 0,05 M NaH,PO (45 : :
prictok mobilnej fazy 30 cm?®. h—?
detektor UV 280 nm

b) Koléna MicroPack CH-10, 300 X 4 mm
mobilné faza CH;OH — 0,05 M NaH,PO (45 : 55)
prietok mobilnej fazy 70 cm3.h-!
detektor UV 280 nm

Pracovné podmienky a) a b) sa lisia iba velkostou prietoku mobilnej fazy
a priemerom koldény. Pri fortifikdcii 0,1 mg.kg=! sme pouzili pracovné pod-
mienky a), pri fortifikécii 0,5 mg.kg=! podmienky b). Odparok chloroformového
extraktu sme rozpustili v 1 cm® mobilnej fazy. Na kolénu sme ddvkovali ob-
jem 100 mm?®. Kventitativne vyhodnotenie sme urobili pomocou integratora
HP 3380 A metddou analytickej krivky.

Ot
Ct

Vysledky a diskusia

Ziskené hodnoty vytaZnosti stenovenia chloridezénu vo fortifikovanych
vzorkach krystilového repného cukru uvédza tabulka 1 pre cbidve metddy.
Urobili sme stbor 10 stanoveni, kory sme Statisticky vyhodnotili vypodtom
aritmetického priemeru @, intervalu spolahlivosti L, 5, pre hladinu vyznamnosti
95 %. Na vyltaéenie cdlahlych vysledkov sme pouzili Grubbsov test. Na testo-
vanie zhodnosti vysledkov, ktoré sme ziskali dvoma réznymi analytickymi me-
tédami, sme pouzili Studentov ¢-test [9].

Na obrézku 1 st typické chromatogramy pri stanoveni chloridazénu v rep-
nom cukre metédou HPLC. Z perovnania zaznamov je zrejmé, Ze v eludnej
oblasti chloridazénu je interferencia pozadia minimdlna. Oblast linearity sta-
novenia pre HPLC vyjadruje obrdzok 2. Analytickd krivka je linedrna v ob-
lasti koncentracii 5—60 pg.cm™2. Oblast linearity stanovenia chronometrickou
motédou zndzoriiuje obrazok 3. Vidiet, Ze v tomto pripade oblast linearaity je
podstatne uzdia & krivie pri vySsich koncentraciach straca linearitu.
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Obr. 1. Vysokotlakovéd kvapalinové chro-
matografia. a — chromatogram vzorky
cukru bez fortifikdcie, b — chromatogram
chloridazénu v cukre na hladine 0,1
mg.kg™!, ¢ — chromatogram chloridazé-
nu v cukre na hladine 0,5 mg.kg™1.
Fig. 1. High-pressure liquid chromato-
graphy. a — chromatogram of a sugar
sample without fortification, b — chro-
matogram of chloridazone in sugar on
the level 0.1 mg kg-!, ¢ — chromato-
gram of chloridazone in sugar on the
level 0.5 mg kg~

Obr. 2. Analytickd krivka stanovenia
chloridazénu v cukre metédou vysoko-
tlakove] kvapalinovej chromatografie.
Fig. 2. Analytical curve of chloridazone
determined in sugar by the method of
high-pressure liquid chromatography.

Obr. 3. Analytickd krivka stanovenia
chloridazénu v cukre chronometrickou
metédou.

Fig. 3. Analytical curve of chloridazone
determined in sugar by the chronometric
method.



Tabulka 1. Stanovenie chloridazénu vo fortifikovanej vzorke repného cukru chronomet-
rickou metédou a vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou (HPLC)

Table 1. Determination of chloridazone in a fortified sample of beet sugar using the
chronometric method and the high-pressure liquid chromatography (HPLC)

Vytaznost? (%)
Vzorkat Chronometrické metdda? l HPLC?
0,1a 0,5b j 0,1a | 0,6b

1 84,0 79,0 | 67,8+ ! 89,0

2 80,0 77,0 ‘ 101,0+ ; 86,6

3 90,0 82,0 g 99,3 , 93,1

4 96,0 72,0 ' 84,4 . 87,5

5 90,0 85,0 85,6 1 87,3
6 96,0 70,0 96,6 ‘ 92,7 j
7 92,0 80,0 93,5 94,9 ‘
8 88,0 90,0 80,0 93,2 |
9 90,0 85,0 86,8 96,3 ,
10 86,0 81,0 81,4 88,0 :
’ E
z 89,2 80,1 88,5 90,0 l
Li,e 89,243,4 80,144,1 88,5+3,8 90,042,4 '

+0dIahlé hodnoty. a — hladina fortifikécie 0.1 mgykg™, b — hladina fortifikdcie 0,5 mg.kg=1.5
1Sample, *Yieldability, *Chronometric method, ‘High-pressure liquid chromatography,**+Extrin-
sic values. a — fortification value 0.1 mg kg=!, b — fortification value 0.5 mg kg-*.

Medza stanovenia chloridazénu v cukre chronometrickou metédou je 0,01
mg.kg-1, pre HPLC 0,05 mg.kg~'. Pouzitim Studentovho f-testu na zistenie
zhodnosti vysledkov pre dve analytické metddy sme zistili, ¢ na hladine
0,1 mg.kg™! a « = 0,05 rozdiel aritmetickych priemerov nie je Statisticky
vyznamny. Na hladine 0,5 mg.kg~! sa zistil Statisticky vyznamny rozdiel
aritmetickych priemerov. Chronometrickd metéda poskytuje na hladine
0,5 mg.kg-! signifikantne nizsie vysledky. Vysvetlujeme to nelinearitou ana-
lytickej krivky pri vyssich koncentricidch. Chronometrickd metéda je vyhod-
nejsia pre niZSie obsahy chloridazénu, kde poskytuje spravne vysledky. Me-
téda HPLC poskytuje dobré vysledky v Sir§om intervale.

V praxi nie je redlne predpokladat v cukre pritomnost rezidui chloridazénu
na hladine 0,5 mg.kg-!. Napriklad v NSR je maximélny limit rezidui chlori-
dazénu v cukrovej repe 0,3 mg.kg~! [10]. Chronometrickéd metéda je vhodna
a mozno ju odpori¢at na praktickd kontrolu rezidui. Na pripadnt analyzu
vzoriek s vyS8im obsahom rezidui chloridazénu je vhodnej$ia metéda HPLC.
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CpaBHEHHe onpenelIieHus1 XJIOPHIA30Ha B CBEKOJIbHOM caxape MeTOXOM
XPOHOMETPHI 11 METOIOM H\'HJIKOOTHOﬁ xpoma'rorpa(bun MOJ{ BBICOKHM JIaBJ/ICHUEM

PesioMme

B paGore cpaBHEBaIOTCS JIBa HE3aBHCAMBIX METO OIIPEIe/IeHUs 0CTaTKOB XJI0OpHIA30HA:
METO;i XpOHOMETPHN, OCHOBAHH AL Ha NHIMOMPOBAHNY PeaRm X Iia, I MeTOJ[ KIjIKOCTHOIT
xpoMarorpaguir moj{ BRICORUM jlaBiaeHueM. OcTaTOR XJIOpHIA30HA YCTHABIHBAICSH B obora-
meHHLIX 00pasllaXx CBCROJBLHOIO caxapa. YpoBeHb oboramerus cocraBisi 0,1 mr.wr-1,
o sKe 0,5 mMr.wr—!. Boita mposejieHa craTicTaveckad odpaborka 10 mapamienbHbIX ompe-
JIeJTeHIIT XT0pu3a[0Ha Ha 0001X YPOBHAX A RAKIOTO MeToa. CpelHUIl BHIXO 10 METOLY

xporomerpin cocraBirsanr 89,2 % s ypoBua 0,1 mr.xr—!, m coorserctBeHO — 80,1 9%
g yporHa 0,5 mr.wr—t. CpejHHil BLIXOJ IO METONY FKHIKOCTHOI XpoMmatorpaduir Iroj
BLICOKNM JaBieHneM coctaBisanx 88,0 9, m coorBerctBenHo — 90,9 9. [l BoiOpaHHBIX

ypoBmreil 000rameHnsa Mbl HPOBEPIIIA LA KayKJ0r0 MeTOJa XOJ aHAIUTHYCCKOH KpPUBOIL.
ITpemen ompejesienus XJ0pusafoHa II0 METO)y XpoHoMerpmu cocrasiser 0,01 mr.wr—t,
TI0 METOMY JKIJIKOCTHOI Xxpomatorpaduir mojg BeicoruMm JaBienuem — 0,05 mr.xi—t. Ha
yposae 0,1 Mr.xr—! He Gbl;I0 OGHADPYAEHO CTATHCTHYECKH 3HAUMMOIl PasHUIBI MEKLY CpaB-
HuBaeMoiMit Metojtamii. Ha yvposge 0,5 mMr.xr—! Gojlee Hu3Kue pesyiibTaThl JTACT METO/[ XPOHO-
MeTpHil.

Comparison of the chronometric method and the high-pressure
liguid ehiromatographie method applied to determine the residues
of ehloridazone in beet sugar

Summary
The subject of this study has been to compare two separate methods applied to deter-
mine the residues of chloridazone, namely the chronometric method based on the techni-

que of inhibition the Hill reaction and the method of high-pressure liquid chromatogra-
phy. Residues of chloridazone were determined in fortified samples of sugar beet. The
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fortification level was 0.1 mg kg, or 0.5 mg kg*. Ten parallel determinations of chlorida-
zone were evaluated statistically on both levels for each method, respectively. Average
recovery of the chronometric method was 89.29) for the level 0.1 mg kg1, and 80.19,
for the level 0.5 mg kg~1. Average recovery of the high-pressure liquid chromatography
method was 88.59%,, eventually 90.99%,. As to the chosen fortification levels, the course of
analytical curve was verified for each method, respectively. With the chronometricme-
thod, respectively. With the chronometric method the limit of determining chloridazone
was 0.01 mg kg, in high-pressure liquid chromatography it was 0.05 mg kg=!. As to the
level 0.1 mg kg™ no statistically significant difference was found between the two com-
pared methods. As to the level 0.5 mg kz~! the chronometric method was found to provide
lower results.

129



