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Analyza rezidui prometrynu v rastlinnych vzorkach
spojenim preparativnej izotachoforézy a plynovej chromatografie

ROBERT KUBINEC - JOZEF MARAK - JULIA GRAUSOVA -
MARIANA DANKOVA - DUSAN KANIANSKY- MIROSLAV STEKLAC

SunrN. Clénok sa zaoberd stanovenim reziduf prometrynu v lie¢ivych rastlinich po ich
extrakcii kvapalinovou a superkritickou fluidnou extrakciou. Vypracoval sa postup Ciste-
nia extraktu pomocou kolénovej chromatografie a preparativnej izotachoforézy s nésled-
nou plynovochromatografickou separdciou so selektivnou detekciou prvkov pomocou
AED.

Medzi vaZzne kontaminanty Zivotného prostredia patria aj herbicidy,
ktorych rezidua sa v suicasnej dobe nachddzaju v hydrosfére, pedosfére,
atmosfére aj biosfére v dosledku cielenej Cinnosti [udi. Bez ich aplikdcie
polnohospoddrska vyroba nie je schopnd pokryt poZiadavky na produkciu
potravin jednak ¢o do sortimentu, jednak ¢o do kvality [1]. Velky rozsah
pouzitia herbicidov, ich prienik do roznych zloZiek Zivotného prostredia
a nasledne i do potravinového retazca, obratili zdujem hygienikov a analy-
tikov na ich pravidelné sledovanie. Rezidud herbicidov mdzu preniknut
az do potravinového retazca a takto sa stavajui predmetom hygienicko-toxi-
kologickej kontroly [2].

Aplikdcia registrovaného a povoleného herbicidu na lie¢ivu rastlinu mdze
mat negativne vplyvy aj na zloZenie extraktov z tychto rastlin, pouZivanych
dalej vo farmadcii. Obsah rezidui pesticidov v sledovanych rastlinach musi
klesnut po uplynuti stanovenej ochrannej doby pod hodnotu maximélneho
rezidudlneho limitu, ktory je pre cerstvy rastlinny materidl vSeobecne uréeny
na hodnotu 0,1 mg.kg1 [3].

Identifikdcia a kvantitativne stanovenie rezidui herbicidov su velmi
narocné ulohy, pretoze vo vacSine pripadov ide o analyzu ldtok v rozmedzi
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koncentrécii 10-5 az 108 mg.kgl. Z uvedeného dovodu je nutné pracovat
s vyuzitim analytickych pristrojov so Spickovymi parametrami, pri vysokych
citlivostiach a s dostato¢nou rozliSovacou schopnostou pre jednotlivé kom-
ponenty. Vzhladom na rastice poziadavky stile pokracuje rozvoj citlivejSich
postupov, ktoré by umoznili stanovit nanogramové resp. sub-nanogramové
mnozstva rezidui. Pre tieto ucely sa pouzivaju spektrofotometrické, polaro-
grafické, mikrobiologické a chromatografické metddy [1].

Z chromatografickych systémov sa pri analyze triazinov okrem plynovej
chromatografie pouziva HPLC v spojeni s detektorom diddového pola
(diode-array detektorom - DAD), kvapalinovd chromatografia v spojeni
s hmotnostnym detektorom (LC-MS), vysokotcinna tenkovrstvovd chroma-
tografia (HPTLC), iénovymennd chromatografia a superkritickd fluidna
chromatografia (SFC) [4].

Material a metddy

Kvapalinovd extrakcia

Na kvapalinovu extrakciu sa pouZilo 0,25 g rastlinnej vzorky. K nej sa pri-
dalo 50 ml metanolu a trepalo na mechanickej trepacke 2 h. Po prefiltrovani
sa vzorka eSte dvakrdt pretrepala s 10 ml metanolu a opit prefiltrovala.
Ziskané spojené filtrdaty sa zahustili na rota¢nej vakuovej odparke na objem
1 ml

Superkritickd fluidnd extrakcia

Na SFE sa pouzil komercny extraktor fy Hewlett Packard HP 7680A,
pocitac VECTRA QS/165.

Na extrakciu modelovych vzoriek sa pouzili vzorky s hmotnostou 0,25 g.
Extrakcia bola vykonand za nasledovnych podmienok:

A: Vlastnosti extrakéného fluida

extrakéné fluidum: CO2

hustota: 0,95 g.ml-!

prietok: 2 ml.min’!

modifikdtor: 10 % (objemovych) metanolu

B: Extrakeénd cela
teplota: 40 °C
rovnovazny cas: 25 min
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extrakeny Cas: 10 min
objem cely: 7 ml

C: Analyticky trap

restriktor: 45 °C
trap: 40 °C
sorbent: ODS

prazdny kompenzacény objem: 0,9 ml

Kolonovd chromatografia

V kolonovej chromatografii sa pouzila ako ndpln do kolon s priemerom
1 cm 3 g silikagélu, resp. 3 g Florisilu.

Aktivdcia silikagélu: Silikagél zrnitosti 70 - 230 mesh sa zihal pri teplote
600 °C po dobu 5 hodin v muflovej peci.

Aktivécia Florisilu: Florisil zrnitosti 100 - 200 mesh sa Zihal pri teplote
400 °C po dobu 5 hodin v muflovej peci.

Zahustené extrakty z kvapalinovej extrakcie a metanolické frakcie zo su-
perkritickej fluidnej extrakcie boli kolénovou chromatografiou separované
tak na silikagéli, ako aj na Florisile. Metanolické frakcie ziskané zo SFE boli
separované len na Florisile.

Pri gradientovej elucii s pouZzitim rozpustadiel (v poradi: 50 ml hexdnu,
50 ml octanu etylnatého a 40 ml metanolu) sa ziskali tri frakcie, ktoré sa za-
hustili na rotac¢nej vakuovej odparke na objem 1 ml. Frakcie boli analyzo-
vané v plynovochromatografickom systéme GC-AED.

Preparativna kapildrna izotachoforéza

Extrakty z kvapalinovej extrakcie a metanolické frakcie zo superkriticke;j
fluidnej extrakcie boli preparované i s pomocou pITP.

Na prepardciu vzoriek sa pouzil upraveny izotachoforeticky analyzator
ZKI-001(Villa-Labeco, SpiSska Nova Ves). Separacnd jednotka, vyrobena
v laboratoriach Chemického ustavu Prirodovedeckej fakulty UK v usporia-
dani column-coupling (spdjania koldn), pozostdvala z ddvkovacieho kohtita
s objemom 50 pl. Na frakcionéciu bol pouZzity frakcionacny kohtt s objemom
vnutornej slucky 7 pl.

Podmienky pITP separacie [5]:

LE: 1,5.10-2 mol.I'! NaAc + HAc, pH = 5,6, 25 % MeOH
TE: 5.10-2 mol.I'1 HAc, 30 % MecOH
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SPACERY: 4.10* mol.I'! glycylglycin
4.10-4 mol.l-! karnitin. HCI
I1= 600 pA; I,= 200 pA

K 100 pl extraktu sa pridala deionizovand voda a spacery (latky
vydelujice zénu s analyzovanou zlozkou) na vysledny objem 300 pl. Takto
upraveny roztok bol naddvkovany v objeme 50 ul do ddvkovacieho kohita
a frakcia s prometrynom sa z mikropreparativneho kohita vypldchla
s MeOH na vysledny objem 50 pl. Takto pripravend vzorka bola dalej
podrobend plynovochromatografickej analyze s pouzitim GC-AED.

Plynovochromatografickd analyza systéemom GC-AED

Na plynovochromatografickd analyzu sa pouzil plynovy chromatograf
HP 5890 Series II (Hewlett Packard, Germany) s atdmovym emisnym
detektorom HP 5921A (Hewlett Packard, USA) a s automatickym injekto-
rom HP 7673A (Hewlett Packard, USA).

GC parametre pre analyzu prometrynu:

Injektor: Split/Splitless
Splitless: 90 s
Teplota injektora: 300 °C
Koloéna: 2,5 mx 0,2 mm x 0,50 um, HP-5
Teplotny program: od 60 °C (0 min izotermicky), potom s gra-
dientom teploty 20 °C.min-! do 300 °C (5 min
izotermicky)
Daévkovany objem: Tul,3ul
AED parametre pre analyzu prometrynu:
Analyzované prvky:
Prvok Vlnova dizka [nm] Reagencny plyn
C 191 O2, H2
S 183 O2, H2
Vyplach eludtu: 2,5 min
Teplota transferline: 330 °C
Teplota cely: 330 °C
Teplota chladiacej vody: 63 °C
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Vysledky a diskusia

Extrakcia kvapalinou (LSE) patri dnes medzi najrozsirenejSie extrakéné
postupy. Vzhladom na dobru rozpustnost prometrynu sa ako extrahovadlo
na jeho extrakciu z rastlinnych matric vybral metanol. Na extrakciu sa pouzi-
lo 0,25 g repika lekdrskeho nekontaminovaného a kontaminovaného na ob-
sah 14 a 1,4 mg.kg! prometrynu. Extrakcia bola vykonana podla uvedeného
postupu a extrakty boli analyzované plynovochromatograficky s AED detek-
ciou na uhlikovom a sirovom kandli. Rovnako ako extrakty z LSE extrakcie
boli analyzované i extrakty repika lekdrskeho ziskané superkritickou fluid-
nou extrakciou (SFE), kde bol predpoklad nizSieho obsahu koeluentov.

Extrakcia vzoriek pomocou SFE sa Studovala pre rastlinnd matricu
na vzorkdch repika lekarskeho s hmotnostou 0,25 g s pridavkom modifika-
tora. Modifikdtor bol priddvany do extrakcnej cely v obsahu 10 % obje-
movych metanolu a hustote CO2 0,95 g.ml-1. Po statickej extrakcii v extrak-
¢nej cele boli vyextrahované latky dynamicky vymyté superkritickym CO2
a zachytené na kolone s ODS. Na elidciu vyextrahovanych latok sa pouZili
1 ml metanolu a 3 ml chloroformu a ziskané frakcie boli zachytené v objeme
1 ml. Uvedené frakcie sa analyzovali v systéme GC-AED.

Plynovochromatografické zdznamy jednotlivych frakcii si uvedené
naobr. 1. Zo zdznamov je zrejmé, Ze vyextrahované organické latky
zo vzorky repika lekdrskeho pomocou SFE sa na koldne s ODS distribuuju
do prvych troch frakcif, pricom prometryn eluuje z ODS kolonky uz v prvej
metanolickej frakcii.

Z obr. 2. je zrejmé, ze uvedenym postupom je mozné€ detegovat prome-
tryn na hladine kontaminacie 1,4 mg.kg! v suchej matrici. Dalsie zvySovanie
citlivosti pomocou zakoncentrovania vzorky alebo zvac¢Senia davkovaného
objemu sa ukazuje byt neschodnym, nakolko za tychto podmienok dochddza
k predavkovaniu kolony koeluentmi prometrynu a tym k zniZeniu citlivosti.
Problematickym sa stdva aj kvantitativna analyza prometrynu v ddsledku
interferencie signdlu z uhlikového kandla na sirovy. Na zniZenie detekéného
limitu je preto potrebnd dalSia uprava povodného extraktu. Boli preto Stu-
dované moznosti selektivnej upravy primdrnych extraktov s vyuzitim
kolonovej chromatografie na silikagéli a Florisile.

Z tabulky 1. je zrejmé, Ze presnost merani na koncentrac¢nej hladine
1,4 mg.kg! sa pohybuje od 5,8 % do 19,1 %, pricom vytaznost jednotlivych
extrakcif je na drovni od 47,1 % do 75,6 % s priemernou hodnotou vytaz-
nosti 63,0 % a s RSD 20,1 %.
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OBR. 1. Plynovochromatograficky zdznam extraktu repika lekarskeho ziskaného
zo SFE namerany v syst¢éme GC-AED na uhlikovom kandli.
FI1G. 1. Gas chromatographic (GC-AED) analyses of SFE extract of non-contaminated
Agrimonia eupatoria L. monitored on the carbon channel.

A - C-kandl prvej (metanolickej) frakcie, B - C-kandl druhej (chloroformovej) frakcie, C -
C-kandl tretej (chloroformovej) frakcie, D - C-kandl §tvrtej (chloroformovej) frakcie.

A - first fraction (methanol), B - second fraction (chloroform), C - third fraction (chloro-
form), D - fourth fraction (chloroform). For the details see text.

Hodnoty vytaznosti mensie ako 100 % poukazujui na jednak na nedosta-
tonu selektivitu vlastnej extrakcie a jednak na mozné straty analytov
v extrakénom systéme. Tieto moZu vznikat tak miniatirnymi netesnostami
tlakového systému, ktoré nie je mozné registrovat a ndsledne korigovat, ako
aj neselektivnou eliciou prometrynu zo zdchytnej kolénky s ODS.
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OBR. 2. Plynovochromatograficky zdznam SFE extraktu repika lekdarskeho
ziskaného zo vzorky kontaminovanej prometrynom na hladinu 1,4 mg.kg-! namerany
v systéme GC-AED na uhlikovom a sirovom kanli.

Fi1G. 2. Gas chromatographic (GC-AED) analyses of SFE extract

of Agrimonia eupatoria L. contaminated by prometryne at the 1.4 mg.kg-! concentration
level monitored on the carbon (A) and sulphur (B) channels, respectively.

A - C-kandl prvej metanolickej frakcie, B - S-kandl prvej metanolickej frakcie, VS - vnitorny
Standard, PR - prometryn.
A - trace from the carbon channel from the first fraction (methanol); B - trace from the sul-
phur channel from the first fraction (methanol); VS - internal standard; PR - prometryne.

TABULKA 1. Vytaznost prometrynu ziskaného SFE extrakciou

pre hladinu kontamindcie 1,4 mg.kg L.

TABLE 1. Recovery [%] of SFE at the concentration level 1.4 mg.kg-!1 of prometryne.

Vzorka! A SD RSD [%] R [%]
1 51 2,9 58 75,6
2 42 4,1 9,8 62,9
3 45 8,5 19,1 66,5
4 32 2,9 9,2 47,1
1-4 42% 8,5* 20,1* 63,0*

A - priemernd plocha z troch merani, SD - smerodajnd odchylka, RSD - relativna smerodaj-
nd odchylka, R - vytaznost, * - hodnoty ziskané zo vSetkych merani.
1 - sample, A - mean value of the peak area of prometryne calculated from the 3 independent
measurements, SD - standard deviation, RSD - relative standard deviation, R - recovery,
* - values were calculated from all measurements.
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Uprava extraktov s pouzitim kolénovej chromatografie

Extrakty ziskané z LSE a z SFE sa podrobili uprave s pouzitim kolénovej
chromatografie v snahe zniZenia detekéného limitu a mnozstva interferuju-
cich latok ruSiacich analyzu prometrynu.

Na kolénovu chromatografiu sa pouzili extrakty ziskané z kvapalinovej
extrakcie a metanolické frakcie superkritickej fluidnej chromatografie.

Na obr. 3. si zndzornené plynovochromatografické zaznamy LSE extrak-
tu repika lekdarskeho kontaminovaného prometrynom na obsah 14 mg.kg!
po separdcii na koldne s Florisilom.

Z obr. 3. je zrejmé, Ze balastné latky z povodného SLE extraktu sa distri-
buuju do vsetkych troch frakcii, ¢im dochddza k zniZeniu obsahu tychto
koeluentov v kazdej z nich v porovnani s pdvodnym extraktom. Porovnanim
chromatogramu povodného extraktu a chromatogramov jednotlivych frakcii
mozno pozorovat i irevirzibilnu sorpciu €asti balastnych latok, ktoré eluovali
v povodnom LSE extrakte, pricom prometryn eluuje vo frakcii octanu etyl-
natého v majoritnom obsahu a v metanolovej frakcii sa objavuje jeho menSia
Cast.

Okrem Florisilu bola moznost precistenia povodného SLE extraktu Stu-
dovand i na koldne so silikagélom, kde prometryn po separdcii na kolone
so silikagélom eluuje v metanolovej (poslednej) frakcii. Cast prometrynu
eluuje pritom uz vo frakcii octanu etylnatého, pricom obsah nepresahuje
2 % z celkového obsahu prometrynu. Zo Studif dpravy primdrnych extraktov
na Florisile a silikagéli vyplyva, Ze silikagél je pre selektivnhu separdciu
extraktov obsahujicich prometryn menej vhodnym sorbentom vzhladom
na jeho Ciastocnu ireverzibilnud sorpciu, ¢o potvrdzuju aj udaje ziskané z lite-
ratury. Preto sme v dalSej praci na dpravu SFE extraktov pouzivali iba
Florisil.

Latky vyextrahované pomocou SFE a po ndslednom precisteni na koléne
s ODS nachddzajuce sa v metanolickej frakcii, sa po dalSej separdcii
na kolone s Florisilom rozdelili do troch frakcii, tym sa dosiahlo zniZenie
obsahu balastnych latok v porovnani s primarnym SFE extraktom. Po dvoj-
rozmernej separacii na koncentracnej drovni 1,4 mgkg! uz nedochddza
k interferencii koelujucich latok na sirovy kandl, to znamenad, Ze je mozné
analyzovat prometryn na drovni niz$ej ako 900 mg.kg-! (vypocitané z hodno6t
v tabulke 1.). Uvedenym sposobom sa dosiahla moznost dalSieho zakoncen-
trovania extraktu, nakolko tento bol zbaveny vyznamnej Casti balastnych
latok, a tym zniZenie detekéného limitu. Nakoncentrovanie extraktov
ziskanych z LSE extrakcie je problematické, nakolko tieto obsahuju aj také
interferujuce latky, ktoré€ sice nie su viditelné zo ziznamu GC-AED, ale ich
vysoky obsah by vyrazne zvySil viskozitu zahusteného extraktu.
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OBR. 3. Plynovochromatograficky zdznam LSE extraktu repika lekdrskeho
kontaminovaného prometrynom na obsah 14 mg.kg-! po separdcii na kol6ne s Florisilom,
namerany v systéme GC-AED na uhlikovom kanali.

F1G. 3. Gas chromatographic (GC-AED) analyses of SFE extract of Agrimonia eupatoria L.
contaminated by prometryne at the 14 mg.kg-! concentration level after the liquid
chromatographic separation on Florisil column monitored on the carbon channel.

A - C-kandl povodného extraktu ziskaného z LSE, B - C-kandl prvej (hexdnovej) frakcie, C -
C-kandl druhej frakcie (octanu etylnatého), D - C-kandl tretej (metanolovej) frakcie.

A - crude LSE extract, B - first fraction (hexane), C - second fraction (ethyl acetate), D - third
fraction (methanol). For the details see the text.
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Uprava s pouZitim preparativnej kapildrnej izotachoforézy

Dalifm spdsobom tpravy LSE a SFE extraktov bolo pouzitie prepa-
rativnej ITP. Jej hlavnd vyhoda spociva v selektivnej separacii zloziek podla
ich pohyblivosti v elektrickom poli, pri¢om tdto pohyblivost nemd Ziadnu
suvislost s retenciou na GC-kolone. Tym sa ukazuje moznost dosiahnutia
vysokého cistiaceho pomeru.

Na obr. 4. su uvedené plynovochromatografické zdiznamy analyzovanych
liecivych rastlin na uhlikovom kandli pred a po separacii extraktov s pouzitim
preparativnej kapildrnej ITP.

Z obr. 4. je zrejmé, Ze napriek roznym rastlinnym matriciam, ktoré déava-
ju odliSné chromatografické zdznamy, sa po separdcii pomocou prepa-
rativne] kapildrnej ITP ziskali extrakty, v ktorych sa neprejavuje vplyv
matrice. Z uvedeného mozno usudit, Ze pouZitie preparativnej kapildrnej
ITP sa javi ako velmi vyhodné najmé z toho dbovodu, Ze nie je potrebné
hladat nové experimentdlne podmienky pri uprave extraktov z rdéznych
rastlinnych matric v porovnani s pouZitim separdcie na kolénach, kde dany
analyticky postup plati len pre dany typ matrice. PouZitim pITP dochddza
k takému vycisteniu SLE extraktu, Ze je moznd analyza prometrynu na kon-
centra¢nych drovniach nizsich ako 1 mg.kg! bez zakoncentrovania extrak-
tu. Takto upravené extrakty je mozné zakoncentrovat bez toho, aby doslo
k predavkovaniu koldny a tak znizZit detekény limit priblizne o jeden az dva
poriadky. Je to zrejmé z tvaru chromatografickej viny prometrynu, ktory
nie je deformovany pritomnostou balastnych ldtok.

Zaver

Vypracoval sa separacny postup pre stanovenie prometrynu. Uvedeny sys-
tém umoziuje stanovenie prometrynu na koncentra¢nej drovni 80 mg.kg!
v ddvkovanom roztoku. Pri extrakcii prometrynu pomocou extrakcie tuhd
faza - kvapalina sa ako vhodné rozpustadlo zistilo pouzitie metanolu.
V takto ziskanom extrakte z LSE extrakcie eluuju okrem prometrynu
aj dalSie latky, ktoré neumoziuju stanovit prometryn na pozadovanej kon-
centracnej urovni. Pri stanoveni podmienok pre SFE extrakciu prometrynu
z rastlinnej matrice sa ako vhodna hustota extrakéného fluida zistila hodno-
ta 0,95 g.ml! s pridavkom 10 % objemovych metanolu. Maximdlne mnoz-
stvo vzorky extrahovatelné pomocou SFE je 0,25 g, nakolko pri vécsich
mnozstvach dochddza k upchdvaniu kapildr a ventilov. Na upravu primar-
nych extraktov ziskanych z LSE a SFE extrakcie sa pouZila preparativna
kapildrna izotachoforéza. Pri uvedenom pouziti sa dosiahlo takmer dplné
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OBR. 4. Plynovochromatograficky zdznam SFE extraktu saturejky obycajnej (A, B)
a Salvie obycajnej (C, D) ziskaného zo SFE a po separdcii s pouzitim preparativnej ITP,
namerany v systéme GC-AED na uhlikovom kanali.
FIG. 4. Gas chromatographic (GC-AED) analyses of SFE extracts of Satureja hortensis L.
(A, B) and Salvia officinalis L. (C, D) respectively, after their isotachophoretic clean-up,
monitored on the carbon channel.

A - C-kandl povodného extraktu ziskaného zo SFE, B - C-kandl po separdcii s pomocou
preparativnej ITP, C - C-kandl pévodného extraktu ziskaného zo SFE, D - C-kandl po sepa-
rdcii s pomocou preparativnej ITP.

A, C - crude SFE extracts; B, D - the same extracts as in A and C after their isotachophore-
tic clean-up. For the details see the text.
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oddelenie prometrynu od balastnych latok. Tymto systémom sa analyzovali

a]

redlne vzorky (dodané pestovatelom liecivych rastlin) a zistilo sa, Ze

precistenie primarnych extraktov pomocou pITP je uréované len experi-
mentdlnymi podmienkami na ITP a vObec nezdvisi od typu matrice. V Ziad-
nej z analyzovanych redlnych vzoriek nebola zistend pritomnost prometrynu
na koncentracnej urovni vyssej ako 200 mg.kg-! v suchej matrici.
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Analysis of prometryne residues in plant samples
coupling preparative isotachophoresis and gas chromatography

KUBINEC, R. - MARAK, J. - GRAUSOVA, J. - DANKOVA, M. - KANIANSKY, D. - STEKLAC, M.:

Bull. potrav. Vysk., 36, 1997, p. 9-20.

SumMARY. The determination of prometryne in plants following the solid-liquid and super-
critical fluid (SCF) extractions is described. The cleaning procedure of the crude extracts
based on column (liquid) chromatography and preparative capillary isotachophoresis
with final gas chromatographic separation and element selective detection (atomic emission
detection) was evaluated.
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