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Vyuiitie tlakovej vrstvoYei chromafografie (OPLC) v anali'ze
rezidui herbicidov

JOZEF TEKEL - KATARINA SCHUI-TZOVA - TENE KOVACICOVA

Srihrn. Prdca infornrrje o technike OPLC a moZnosti jej uplatnenia v analyze rezidui

herbicidov - inhibitorov Hillovcj reakcie. Overili sa podmienky separ6cie herbicidnych

zhidenin zo skupiny devivdtov s-triaz(nu a fenf irnodoviny na chromatografickfch doskdch

Silufol@ (20 x 20 cm) s tenkou vrstvou silikagdlu. Na separdciu sa pouZili dvojzloZkov6

mobilnd f6zy na biize n-hex6n--octan etylovi a chloroform-octan etylovy. Skrimala sa z6-

vislost dasu separ6cie od prietokovej rf'chlosti mobilnej fLzy, bol odvodenli matematicky

tvar tejto zdvislosti pre mobilnri fdzu chloroform-octan etylovy (9 : l)'

Tlakovd vrstvov6 chromatografia (overpressure layer chrornatography,
CPLC) je vjslednicou vivoja rovinnej chromatografie. Met6da vyuZiva
reoretickd ziklady klasickej TLC roz5iren6 o vysledky te6rie HPTLC, resp.
FIPLC.

Separ6cia zloliek analyzovanej zmesi met6dou OPLC prebieha na chroma-
tografickej doske v tlakovej komore. Pracovny tlak vytvdra vodnd podu5ka,
ktorii pritl6da kryciu f<iliu na chromatografickri dosku a zabrafluje odparova-
niu mobilne j f.6zy z povrchu chromatogramu. Vodnri podu5ku vytv6ra privod
vody do rnedzif6liov6ho priestoru pomocou tlakovej pumpy. Mobilnri filzu
(eluent) privildza na chromatografickf dosku samostatn6 pumpa. Mobiln6 f6-
zaprechldza cez kovovri kapil6ru, rozvod mobilnej fdzy na chromatografic-
kej doske zabezpeduje rozvodni kan6lik na krycej f6lii. Pr6ca v uzavretom
chromatografickom systdme s nritenym prietokom mobilnej f.6zy vyLadtje
upravu okrajov chromatografickej dosky impregnadnfm pripravkom.
Funkdnd schdma zariadenia pre techniku OPLC je na obr. 1.

Cdstrdnenie otvoren6ho chromatografick6ho systemu (komora nasytend
parami mobilnej f.6zy) zvyiuj e reprodukovatelnost podmienok chromatogra-
fickej separricie. Tieto moZno definovat typom a hrribkou vrstvy sorbenta na
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ODPADOVA VODAI

chromatografickej doske, zloienim a prietokovou r;ichlostou mobilne j finy.
tlakom vodnej podu5ky na chromatografickri dosku, separadnou drdhou

a pracovnou teplotou. Separadnd ridinnost techniky OPLC sa d6 porovnat
s fdinnostou HPTLC.

MOBIL N A
FAZA2

VOOA 3

DOSK A6

KANALIKOMI

CHROMAT00R AFIC K /r

TLAKOVA KOMORA5

KRYCIA FOLIA S ROZVODNYM

Obr. l. Schdnra zariade'nia pre tcchniku OPLCI. Pr - tlakovh pumpa prc rnobilnf fiizu. P. - tlako-
vii pumpa pre vodu, a - scparadnd clrdha.

Fig. L Apparatus for thc OPLC' tcchniquc. P, - rnobile phase pump, P, - wate r pump, a - separa-
tion distancc. I -Wlstc \\'ater.2-Mobilc phase.3 -Water, '1 -Covering foil with thc mobile

phase channcl. -5 - Prcssure chambe r. 6 Chrornatographic plate.

Zdkladne teoretickd poznatky a informdciu o zariadeni pre tlakovf vrstvo-
vf chromatografiu poskytujf prdce [1-4], prehlad o sridasnom stupni vfvoja
techniky OPLC poskytuje [5]. Pri klasickej vrstvovej chromatografii postup
dela mobilnej finy sa spomaLuje s dasom. Vzdialenost' medzi delom mobilnej
f6zy a miestom jej privodu na chromatografickri dosku (Startom) rastie podla
vztahu

zl : k't'

kde z, - vzdialenost dela od Startu, / - das, k - kon5tanta.
Pri tlakovej vrstvovej chromatografii vSak plat( vztah

z, : k't

Znamen| to, 2e mobilnd fdza postupuje kon5tantnou rychlostou. Preto je
rozdelovanie technikou OPLC oproti klasickej chromatografii na tenkfch
vrstvdch rlchlejSie.
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Chromatogramy zfskand technikou OPLC moZno vyhodnotit' rovnako ako
klasicky zfskand chromatogramy, teda pomocou dal5ich dodatkovfch zaria-
ienf (napr. denzitometricky).

Tlakov6 vrstvov6 chromatografia sa doteraz najviac vyuZiva pri separ6cii
zmesi prirodnich l6tok. Dallenbach-Toelke a kol. [6] separovali technikou
OPLC flavonoidn6 glykozidy, chromatogram vyhodnotili denzitometricky.
Fat€r a kol. [7] separovali aminokyseliny po derivatiz6cii na fenyl-2-tiohydan-
:ofnov€ deriv6ty, takisto s denzitometrickfm hodnotenfm chromatogramu.
Petit-Paly a kol. [8] pouZili techniku OPLC na separ6ciu zmesi alkaloidov.
.{cz6l [9] stanovil obsah karotenoidov v dervenej paprike po separ6cii techni-
kou OPLC spektrofotometricky.

Je zn6me i vyuZitie OPLC pri analyze kontaminantov v potravindch. V6radi
e Hars6nyi [10] tak separovali aflatoxfny B'Bz, G, a G, v araSidoch. Praco-
r ali na chromatografickich dosk6ch HPTLC silica gel 60 Fzs4 (Merck Darm-
.tadt) s mobilnou f.6zou chloroform-octan etylovi-tetrahydrofurdn
-l:6:0,3). Chromatogramy hodnotili denzitometricky. Technika OPLC

sa pouZila aj pri stanoveni zearelen6nu v kukurici a ryZi [11]. Na na3om pra-
;ovisku sme aplikovali techniku OPLC pri analyze rezidti triazinovich a fe-
nvlmodovinovfch herbicidov. Chromatogramy sme kvantitatfvne hodnotili
chronometrickou met6dou [12] s vyuZitfm biochemickej detekcie na zdklade
:nhibicie Hillovej reakcie.

Experimentdlna iasf

Pom)cky a zariadenia. Pristroj CHROMPRES 25 na tlakovri vrstvovri
;hromatografiu (Labor MIM Budapest, Hungary). Polym6rny pripravok
I\IPRES (Labor MIM Budapest, Hungary). Chromatografickd dosky Silu-
folo (20 X 20 cm), hrribka vrstvy silikagdlu d,: 0,1mm (skl6rny Kavalier
\-otice). Chromatografickd dosky sme pred pouZitim predistili jednoduchfm
,-hromatografovanfm v acet6ne. Ultrazvukov6 zariadenie UC 005 (Tesla,
k. p., Vr6ble). Standardnd roztoky herbicidnych zhidenfn v acet6ne (c : 10
,rg.ml-l, resp. c: 1pg.ml-1).

Materidl a met6da

Pripravu detekdndho skfmadla, izolatn1 a distiace postupy na stanovenie
rezidui triazinovych a fenylmodovinovych herbicidov v rastlinnlich materi6-
loch opisujri prdce 112, 16l.
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Pracovnd podmienky pre techniku OPLC:
Externli tlak vodnej podu5ky: 1,5 MPa
Zailatotny tlak mobilnej fdzy:0,05 MPa
Separadn6 dr6ha: 16 cm
Prietokov6 rfchlost mobilnej tizy: 0,17 -0,98 rnl. min-r
Pracovn6 teplota: 23 "C
PouZit6 mobiln6 fi{zy: S, aZ Su

ZloLenie mobilne j frizy :

Sr: n-hexiin-octan etylovf (3:1), v/v
Sr: n-hexdn-octan etylovi (2:1)
Sr: n-hexiin-octan etylovf (1:1)
S*: chloroform-octan etylovf (3: 1)
Sr: chloroform-octan etylovf (4: 1)

S.: chloroform-octan etylovf (9: 1)
Sch6ma pracovndho postupu je na obr. 2.

Obr. 2. Sch6ma postupu stanovenia rezidui herbicidov triazinov6ho a fenylmoiovinov€ho typu
metddou OPLC.

Fig. 2. Procedure for the determination of triazine and phenylurea herbicides by OPLC. I - Cle-
aned-upsample,2-Mobilephase(eluent).3-Pressurechamber.4-Watercushion.5-Chro-
matogram, 6 - Detection reagent, 7 - Detected chromatogram 8, Evaluation of the chromato-

gram.

Techniku OPLC sme vyuZili pri hladani moZnostf lep5ej separ6cie rezfduf
vybranich typov herbicidnych zlfdenin zo skupiny inhibftorov Hillovej reak-
cie. Pri analyze vzoriek rastlinn6ho materidlu a mlieka sme pouZili distiaci
a izoladnf postup vypracovanf pre techniku TLC, resp. pre konedn6 stanove-
nie met6dami GLC alebo HPLC U2, 13, 16]. Overili sme moZnost' pouZii
chromatografickd dosky Silufol@ s hnibkou silikag6lovej vrstvy 0,1 mm na
techniku OPLC.
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nin-

ia.a r icn\lmocovinov€ho typu

r-: :::r:.:des bv OPLC. I - Cle-
-: - - \\dler cushion, 5 -Chro-
r :. =-.:.uation of the chromato-

nr l;rsei separiicie rezidui
tnhi :ittrro'u' Hillovej reak-
nliei: smc pouzili distiaci
'::i rre konedn6 stanove-
uenir sme moZnost pouZit'
g€itr',g-1 \'rstvy 0,1 mm na

i':lrr prietokovej rlchlosti mobilnej f.azy na das separ:icie sme skrimaii
- Jclovo pre mobiln(l fdzu Su.

Vfsledky a diskusia

?;cdnostou OPLC je moZnosf volby prietokovej rfchlosti mobilnej fi{zy,
. : :a r'('znamne vplyva na das separdcie analyzovanej zmesi pri kon5tantnej
':::raanej drrihe (obr. 3a). Zvyienim prietokovej rfchlostisa skr6ti das ana-

-' Pre z6r,islost separadndho dasu od prietokovej rychlosti mobilnej fdzv
:.i:l Vztah

t:a+b(trl\!),

. :: i je separadny das [s], a, b - konitanty, V- prietokovii rlchlost mobilnej
:.:r [ml.min-t].

Pre mobilnf fazu Su (chloroform-octan etylovi-9:1) sme odvodili na 26,-

.-.,de experimentrilnych fdajov (obr. 3b) tvar rovnice

t : 121,83 + 204.15(llV).

Separadnf das pre triaz(novd a fenylmodovinov6 herbicfdy na chromatogra-
:.,-kej doske Silufol (20 x 20 cm) je asi 40 min; technika OPLC skr:iti tento
-:s asi na 14 min pri pouZitej prietokovej rfchlosti 0.27 ml . min-r. ZvySovanie
:retokovej rychlosti mobilnej fdzy nad hodnotu 0,4-0,5 ml. min-r uLv'irazne
:;(rvplyvn( das separdcie (obr. 3a). Pri skriitenf separadndho dasu pod 10 n:in
rti2e nastad deformricia tvaru Skvfn a zhor5enie rozdelenia separovanych
:.;rbicidnych zhidenin.

Technika OPLC umoZf,uje priicu s r6znymi mobilnymi ffzami, najdastejSie
,:iojzloZkovfmi alebo trojzloZkovfmi. Na separiiciu triazinovych a fenylmo-
:ovinovych herbicfdov sme pouZili dvojzloZkov6 mobiln6 fiizy S, aZ So. Do-
:rahnut6 rozdelenie herbicidnych zlfdenin zhfia tab. 1. Triazinovd herbicidy

': r'yhodne delia v sfstave S, alebo So, fenylmodovinovd v sristave S-,. Doko-
:ald sridasnd rozdelenie triazinovfch a fenylmodovinovfch herbicfdov sme
:edosiahli, sridasny qiskyt tychto liitok v praxi v5ak neprichiidza do fvahy.
Zlrideniny s velmi blfzkou chemickou Struktrirou (prometryn-terbutryn,
iinuron-chlorbromuron-metobromuron) sme uspokojivo neoddelili ani
iechnikou OPLC. Urdit6 moZnosti separiicie zlirden(n s blfzkou chemickou
irruktfrou naznaduje prdcal1,4l, ktorii opisuje irpravu zariadenia na gradien-
tovu ehiciu.
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Obr. 3. Zrivislost dasu separ6cie herbicfdnych zhidenin od prietokovej rlchlosti mobilnej frizy
chloroform-octan etylovi (9:l). a - graf experiment:ilnych hodn6t, b - linearizovanyi tvar.

Fig. 3. The dependence of the separation time of herbicides on the mobile phase flow rate chloro-
form-ethyl acetate (9:l). a - experimental values, b - linearized form.

T a b u I k a 1. Separdcia herbicfdnych zlridenin technikou tlakovej vrstvovej chromatografie.
Prietokovd rlchlost mobilnej f6zy 0.27 ml.min-l

T a b I e l. Separation of herbicides by overpressure layer chromatography. Mobile phase flow

| - Herbicide, r - Disturbing zone.
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rate 0.27 ml . min-r

Herbicidr
Rr

sl S, s. s{ ss S,,

Atrazine
Simazine
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Cyanazine
Terbutryn
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Linuron
Chlorbromuron
Metobromuron
Chloroxuron
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Me ta be nzthiazu ron
Izoproturon

0,39
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0.02
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0,44
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0,23
0,53
0,31
0,30
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0,34
0,04
0,02
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0.06

0,65
0,55
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t),52
0,75
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0.53
0.53
0,54
o,t7
0,10
0.25
0.20
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0.72
0,34
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0.77
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0,67
0,34
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0.45

0,27
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0.20
0,61
0.25
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x n:.-bile phase flow rate chloro-
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Vzhladom na pouZfvand pracovnd tlaky pri technike OPLC m6Ze sa vy-
:'. orii pri prdci so zmesnimi mobilnfmi f.6zami tzv. ru5iv6 z6na (disturbing
: rne). na ktorf upozornil Nyiredy a kol. [15]. Poloha z6ny m62e naru5it sepa-
.:.iu analyzovanej zmesi. Odstriinenie ru5ivej z6ny dosial nie je uspokojivo
'.'. rie5end. V na5ej preci sme sa pokfsili eliminovat' tvorbu ruSivej z6ny odply-
::nim mobilnej finy na ultrazvukovom zariadeni tesne pred pouZitim. PouZi-
::e ultrazvuku (5 min alebo 10 min) znadne znililo ostrosf ru5ivej z6ny, nepo-
:arilo sa ju vSak fplne odstrdnit'.

Techniku OPLC sme overili aj pri rozdeleni rezfduf triazinovych a fenyl-
:trievin6vtch herbicfdov v pritomnosti koextraktov z re:ilnych materi6lov,
:enovite z mlieka a niektorfch polnohospod6rskych plodin. Izoladn6 a distia-
,'i postupy, vypracovand pre konedn€ stanovenie tfchto rezidui met6dami
TLC. GLC a HPLC, boli vhodnd aj na spracovanie vzoriek technikou OPLC.
Chronometrickii met6da na stanovenie inhibitorov Hillovej reakcie sa uplat-
:ila rovnako na klasickfch tenkovrstvovych chromatogramoch, ako aj na
:hromatogramoch zfskanlich technikou OPLC. Z toho vyplyva, Ze tlakovri
', rstvovri chromatografiu moZno povaZovat za perspektfvnu v oblasti analyzy
:ezfdui pesticfdov, kde m6Ze shiZit ako rfchlejSia, exaktnejSia a lep5ie repro-
:ukovatelnd modernii niihrada klasickej TLC.
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llcno"rrmonaHne cJroiiHori xpo,r,r " l. rpHfi IroA AaBJIeHT{ett B aHal'rll3e ocTaTKoB
16rqrnoB

Pesronre

PaSota t{H$opMrlpyer o rexH}tKe c.noriroff xpoMarorpa+uu noA AaB.rreHrireM r{ o Bo3Mox<-
trocrEx ert [pr4MeHeHtrs B arraJltl3e ocrarKoB repdnqr4oa - raurr6lrropoB peaKr{tfi{ Xlrn.na.
Astopsl npoBepl4Jrl4 ycJroBl4.a orAeJleur{s rep6r{rlr4AHbrx coeAr4Heur4ft rpynnbr [por{3BoA-
Hbrx c-Tpl4a3r4Ha u QeHtrJrMoqeBrHr'I Ha xpoMaroritaSrrecKax urr4Tax Silufolar (20 X
20 qu) c rorrKlrM c!'IoeM cr{JrrKare;ra. .{.na orAeJreHr4.fl aBTopr,r [prrMeHt{JIrl AByxKoMloHeHT-
Hbre noABrDr(Hbre Sa3br Ha ocHoBe rr-reKcaH-gTr4Jrallerar 14 xJlopooopM-gTrioral{erar.
Rrr,la rcc.ne4oBaHa 3aB]4cr{Mocrb Bpelrjr orAeJreHr{fi or rrporovxoft cKopocrr4 no4atoxnorZ
cpa:s;, 6tr.lr BbrB€,{eHl:ri Marertar}illecxnrr o6paseq grorZ gasr4czNroc,t},1 ;{Jra $astr x.nopo-
$opru -:T rr.nauerar (9: I).

Utilization of overpressure layer chromatography (OPLC) in the analysis of herbicide
residues

Sumrnary

The paper informs on the OPI-C technique and the possibilities of its utilization in the analysis
ol thc rcsiclues of herbicides rvhich are the Hill reaction inhibitors. The scparation conditions for
s-triazine-based and phenylurea-based herbicides were tested on chromatographic plates Silufol@
(.2(\ x 2(l cm) with a silica gel thin laver. Two-conrponent mobile phases on the basis of
n-hexane-ethyl acetatc and chloroform-ethyl acetate werc used fol tlte separation. The depen-
dence of the sepalation time on the mobile phase flou, rate has been investigated and the mathe-
rnatical form of this dependence her been derived for the mobile phase r:hloroform-ethyl acetate
(9:i).
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