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Vyuzitie tlakovej vrstvovej chromatografie (OPLC) v analyze
rezidui herbicidov

JOZEF TEKEL - KATARINA SCHULTZOVA - JANA KOVACICOVA

Sahrn. Prica informuje o technike OPLC a moZnosti jej uplatnenia v analyze rezidui
herbicidov — inmbitorov Hillovej reakcie. Overili sa podmienky separdcie herbicidnych
zlaéenin zo skupiny devivédtov s-triazinu a fenylmocoviny na chromatografickych doskach
Silufol® (20 X 20 cm) s tenkou vrstvou silikagélu. Na separaciu sa pouZili dvojzlozkové
mobilné fazy na bazé n-hexan-octan etylovy a chloroform-octan ctylovy. Skumala sa z&-
vislost ¢asu separdcie od prietokovej rychlosti mobilnej fizy, bol odvodeny matematicky
tvar tejto zavislosti pre mobilnt fazu chloroform—octan etylovy (9 : 1).

Tlakova vrstvova chromatografia (overpressure layer chromatography,
OPLC) je vyslednicou vyvoja rovinnej chromatografie. Metdéda vyuZziva
teoretické zaklady klasickej TLC rozsirené o vysledky teérie HPTLC, resp.
HPLC.

Separdcia zloziek analyzovanej zmesi metédou OPLC prebieha na chroma-
tografickej doske v tlakovej komore. Pracovny tlak vytvara vodna poduska,
Ktoréa pritlaca kryciu féliu na chromatograficki dosku a zabranuje odparova-
niu mobilnej fazy z povrchu chromatogramu. Vodnu podusku vytvara privod
vody do medziféliového priestoru pomocou tlakovej pumpy. Mobilni fazu
(eluent) privddza na chromatografickd dosku samostatna pumpa. Mobilna f4-
za prechddza cez kovovu kapildru, rozvod mobilnej fazy na chromatografic-
kej doske zabezpecuje rozvodny kanalik na krycej folii. Prdca v uzavretom
chromatografickom systéme s nitenym prietokom mobilnej fazy vyZaduje
upravu okrajov chromatografickej dosky impregnanym pripravkom.
Funk¢na schéma zariadenia pre techniku OPLC je na obr. 1.

Odstranenie otvoreného chromatografického systému (komora nasytend
parami mobilnej fazy) zvySuje reprodukovatelnost podmienok chromatogra-
fickej separdcie. Tieto mozno definovat typom a hribkou vrstvy sorbenta na
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chromatografickej doske, zlozenim a prietokovou rychlostou mobilnej fazy,
tlakom vodnej podusky na chromatograficki dosku, separa¢nou drdhou
a pracovnou teplotou. Separa¢na uc¢innost techniky OPLC sa dd porovnat
s u¢innostou HPTLC.

ODPADOVA VvODA!

MOBILNA vODA3
FAZA?

CHROMATOGRAFICKA DOSK A®
TLAKOVA KOMORAS
KRYCIA FOLIA S ROZVODNYM KANALIKOM”

Obr. 1. Schéma zariadenia pre techniku OPLC. P - tlakova pumpa pre mobilni fazu, P, - tlako-
véd pumpa pre vodu, a — separacnd draha. i
Fig. 1. Apparatus for the OPLC technique. P, — mobile phase pump, P, — water pump, a — separa-
tion distance. | — Waste water, 2 — Mobile phase, 3 — Water, 4 — Covering foil with the mobile
phase channel, 5 — Pressure chamber, 6 — Chromatographic plate.

Zakladné teoretické poznatky a informaciu o zariadeni pre tlakovi vrstvo-
vi chromatografiu poskytuju prace [1-4], prehlad o si¢asnom stupni vyvoja
techniky OPLC poskytuje [5]. Pri klasickej vrstvovej chromatografii postup
¢ela mobilnej fazy sa spomaluje s casom. Vzdialenost medzi ¢elom mobilnej
fazy a miestom jej privodu na chromatograficku dosku (Startom) rastie podla
vztahu

kde z, - vzdialenost Cela od Startu, ¢ — Cas, k — konStanta.
Pri tlakovej vrstvovej chromatografii vSak plati vztah

Znamend to, ze mobilnd faza postupuje konStantnou rychlostou. Preto je
rozdelovanie technikou OPLC oproti klasickej chromatografii na tenkych
vrstvach rychlejsie.
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Chromatogramy ziskané technikou OPLC mozno vyhodnotit rovnako ako
«lasicky ziskané chromatogramy, teda pomocou dal$ich dodatkovych zaria-
Zeni (napr. denzitometricky).

Tlakové vrstvova chromatografia sa doteraz najviac vyuziva pri separacii
zmesi prirodnych latok. Dallenbach-Toelke a kol. [6] separovali technikou
JOPLC flavonoidné glykozidy, chromatogram vyhodnotili denzitometricky.
Fatér a kol. [7] separovali aminokyseliny po derivatizécii na fenyl-2-tiohydan-
toinové derivaty, takisto s denzitometrickym hodnotenim chromatogramu.
Petit-Paly a kol. [8] pouzili techniku OPLC na separaciu zmesi alkaloidov.
Aczél [9] stanovil obsah karotenoidov v ¢ervenej paprike po separacii techni-
«ou OPLC spektrofotometricky.

Je zndme i vyuzitie OPLC pri analyze kontaminantov v potravinach. Varadi
= Harsényi [10] tak separovali aflatoxiny B,, B,, G, a G, v arasidoch. Praco-
vali na chromatografickych doskach HPTLC silica gel 60 F,;, (Merck Darm-
stadt) s mobilnou fazou chloroform-octan etylovy—tetrahydrofurédn
<:6:0,3). Chromatogramy hodnotili denzitometricky. Technika OPLC
sa pouzila aj pri stanoveni zearelenénu v kukurici a ryZi [11]. Na naSom pra-
covisku sme aplikovali techniku OPLC pri analyze rezidui triazinovych a fe-
nvlmocovinovych herbicidov. Chromatogramy sme kvantitativne hodnotili
chronometrickou metédou [12] s vyuzitim biochemickej detekcie na zaklade
nhibicie Hillovej reakcie.

Experimentalna ¢ast

Pomécky a zariadenia. Pristroj CHROMPRES 25 na tlakovid vrstvova
chromatografiu (Labor MIM Budapest, Hungary). Polymérny pripravok
IMPRES (Labor MIM Budapest, Hungary). Chromatografické dosky Silu-
f01® (20 X 20 cm), hrabka vrstvy silikagélu d; = 0,1 mm (sklarny Kavalier
Votice). Chromatografické dosky sme pred pouzitim precistili jednoduchym
chromatografovanim v aceténe. Ultrazvukové zariadenie UC 005 (Tesla,
<. p., Vréable). Standardné roztoky herbicidnych zli¢enin v aceténe (c = 10
sg.ml, resp. ¢ = 1 pg.ml™).

Material a metoda

Pripravu detek¢ného skumadla, izola¢né a ¢istiace postupy na stanovenie
rezidui triazinovych a fenylmocovinovych herbicidov v rastlinnych materia-
loch opisuju prace [12, 16].
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Pracovné podmienky pre techniku OPLC:
Externy tlak vodnej podusky: 1,5 MPa
Zaciato¢ny tlak mobilnej fazy: 0,05 MPa
Separacnd draha: 16 cm
Prietokova rychlost mobilnej fazy: 0,17-0,98 ml. min™!
Pracovna teplota: 23 °C
PouZité mobilné fazy: S, az S,

Zlozenie mobilnej fazy:

: n-hexan—octan etylovy (3:1), v/v

: n-hexdn—octan etylovy (2:1)

: n-hexan—octan etylovy (1:1)

: chloroform-octan etylovy (3:1)

: chloroform—octan etylovy (4:1)

: chloroform—octan etylovy (9:1)
Schéma pracovného postupu je na obr. 2.
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Obr. 2. Schéma postupu stanovenia rezidui herbicidov triazinového a fenylmocovinového typu
metédou OPLC.
Fig. 2. Procedure for the determination of triazine and phenylurea herbicides by OPLC. 1 - Cle-
aned-up sample. 2 — Mobile phase (eluent). 3 — Pressure chamber. 4 — Water cushion, 5 - Chro-
matogram, 6 — Detection reagent, 7 — Detected chromatogram 8, Evaluation of the chromato-
gram.

Techniku OPLC sme vyuzili pri hladani moznosti lepsej separacie rezidui
vybranych typov herbicidnych zli¢enin zo skupiny inhibitorov Hillovej reak-
cie. Pri analyze vzoriek rastlinného materidlu a mlieka sme pouzili ¢istiaci
a izolacny postup vypracovany pre techniku TLC, resp. pre kone¢né stanove-
nie metédami GLC alebo HPLC [12, 13, 16]. Overili sme moznost pouZzit
chromatografické dosky Silufol® s hribkou silikagélovej vrstvy 0,1 mm na
techniku OPLC.
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“plvv prietokovej rychlosti mobilnej fazy na ¢as separdcie sme skumali
—delovo pre mobilnd fazu S.

Vysledky a diskusia

Prednostou OPLC je moznost volby prietokovej rychlosti mobilnej fazy,
ra vvznamne vplyva na ¢as separécie analyzovanej zmesi pri konstantnej
cozaracnej drdhe (obr. 3a). ZvySenim prietokovej rychlosti sa skriti ¢as ana-
= Pre zavislost separa¢ného Casu od prictokovej rychlosti mobilnej fazy
~lati vztah

t = a + b/V),

¢ 1 je separacny cas [s], a, b — konstanty, V — prietokova rychlost mobilne]
“zzv [ml. min™].
Pre mobilnd fazu S, (chloroform-octan etylovy 9:1) sme odvodili na za-
_zde experimentalnych adajov (obr. 3b) tvar rovnice

»

t = 121,83 + 204,15(1/V).

Separacny cas pre triazinové a fenylmocovinové herbicidy na chromatogra-
“ckej doske Silufol (20 X 20 cm) je ast 40 min; technika OPLC skriti tento
Zas asi na 14 min pri pouzitej prietokovej rychlosti 0,27 ml. min~!. ZvySovanie
~rietokovej rychlosti mobilnej fazy nad hodnotu 0,4—0.5 ml. min™! uz vyrazne
ncovplyvni ¢as separdcie (obr. 3a). Pri skrateni separa¢ného ¢asu pod 10 min
moze nastat deformdcia tvaru Skvfn a zhorSenie rozdelenia separovanych
~erbicidnych zldcenin.

Technika OPLC umoznuje pracu s roznymi mobilnymi fadzami, najcastejsie
Zvojzlozkovymi alebo trojzlozkovymi. Na separdciu triazinovych a fenylmo-
covinovych herbicidov sme pouzili dvojzlozkové mobilné fazy S, az S.. Do-
<izhnuté rozdelenie herbicidnych zlic¢enin zhffia tab. 1. Triazinové herbicidy

sz vyhodne delia v sistave S, alebo S, fenylmocovinové v ststave S,. Doko-

nalé sucasné rozdelenie trlaunovych a fenylmocovinovych herblcldov sme
iedoslahh, sucasny vyskyt tychto ldtok v praxi vSak neprichddza do uvahy.
Zluceniny s velmi blizkou chemickou Struktirou (prometryn—terbutryn,
linuron-chlorbromuron—metobromuron) sme uspokojivo neoddelili ani
technikou OPL.C. Urc¢ité moznosti separdcie zhicenin s blizkou chemickou
Struktdrou naznacuje praca [14], ktord opisuje upravu zariadenia na gradien-
tovi eldciu.
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Obr. 3. Zavislost ¢asu separdcie herbicidnych zlu¢enin od prietokovej rychlosti mobilnej fazy
chloroform—octan etylovy (9:1). a — graf experimentalnych hodnét, b - linearizovany tvar.
Fig. 3. The dependence of the separation time of herbicides on the mobile phase flow rate chloro-
form—-ethyl acetate (9:1). a — experimental values, b - linearized form.

Tabulka 1. Separdcia herbicidnych zlic¢enin technikou tlakovej vrstvovej chromatografie.
Prietokova rychlost mobilnej fazy 0,27 ml.min™"
Table 1. Separation of herbicides by overpressure layer chromatography. Mobile phase flow
rate 0.27 ml. min™!

R,

Herbicid! ~

S, S, S S, S S,
Atrazine 0,39 0,44 0,65 0,51 0,45 0,27
Simazine 0,34 0:55 0,35 0,33 0,24
Prometryn 0,56 0,77 0,72 0,67 0,59
Cyanazine 0,23 0,52 0,34 0,25 0,20
Terbutryn 0,53 0,75 0,71 0,67 0,61
Desmetryn 0,31 0,54 0,37 0,34 0,25
Linuron 0,27 0,30 0.53 0,77 0,74
Chlorbromuron 0,26 0,30 0,53
Metobromuron 0,28 0,34 0,54
Chloroxuron 0,04 0,04 0,17
Metoxuron 0,02 0,02 0,10
Metabenzthiazuron 0,10 0,10 0,25 0,47 0,45
Izoproturon 0,05 0,06 0,20
Rusiva zona’ 0,71 0,72 0.82 0,89 0,88 0,81

! — Herbicide, * - Disturbing zone.
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\'zhladom na pouzivané pracovné tlaky pri technike OPLC moze sa vy-
“worit pri praci so zmesnymi mobilnymi fazami tzv. rusiva zéna (disturbing
zone). na ktord upozornil Nyiredy a kol. [15]. Poloha zény méze narusit sepa-
--ciu analyzovanej zmesi. Odstranenie rusivej zony dosial nie je uspokojivo

vriesené. V nasej praci sme sa pokusili eliminovat tvorbu rusivej zény odply-

~<nim mobilnej fazy na ultrazvukovom zariadeni tesne pred pouzitim. Pouzi-
¢ ultrazvuku (5 min alebo 10 min) znacne znizilo ostrost rusivej zony, nepo-
Zarilo sa ju vSak uplne odstranit.

Techniku OPLC sme overili aj pri rozdeleni rezidui triazinovych a fenyl-
mocovinovych herbicidov v pritomnosti koextraktov z redlnych materialov,
menovite z mlieka a niektorych polnohospodarskych plodin. Izola¢né a Cistia-
- postupy, vypracované pre konecné stanovenie tychto rezidui metédami
TLC. GLC a HPLC, boli vhodné aj na spracovanie vzoriek technikou OPLC.
_hronometrickd metdda na stanovenie inhibitorov Hillovej reakcie sa uplat-
~ila rovnako na klasickych tenkovrstvovych chromatogramoch, ako aj na
-hromatogramoch ziskanych technikou OPLC. Z toho vyplyva, ze tlakovu
.rstvovi chromatografiu mozno povazovat za perspektivnu v oblasti analyzy
rezidui pesticidov, kde moze slazit ako rychlejsia, exaktnejsia a lepsie repro-
Zukovatelnda moderna nahrada klasickej TLC.
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Hemonp3oBanue CACHHONM XPov©  °© DHH 00K JaBACHHEM B aHAIN3E OCTATKOB
. JOKUUICB

Pezmome

Pabora MHDOPMUPYET O TEXHMKE CIIOMHOM XpOMaTOrpad i o, JaBJIEHEeM 1 0 BO3MOK-~
HOCTHAX €1 IPVMEHEeHNA B aHaJM3€e OCTATKOB repOMIMIOB — MHIMOUTOPOB peakuyy Xuia.
ABTOPBI NPOBEPWIIN YCJIOBUA OTAETCHNA TepPOMIMIHBIX COSAVMHEHN TPYIIITLl MPOM3BOJ -
HBIX C-TPMasuHa 1 (QEeHMIMOYEBYHB! Ha XDoMaTorpadyecsyx mmrax Silufol® (20 X
20 M) ¢ TOHRYM CJIOEM CHIMKaress. JlJ1s oTAeeHns aBTOPbI IPUMEHMIIN [BY X KOMITOHEHT~
HbIe TIOIBM¥KHbIE (Pa3hl HA OCHOBE H-TeKCAH-9TMJIALETAT M XJOPOOpPM—STHIIALETAT.
Brura ncenenosana 3aBUCHMOCTL BpeMA OTHENEHMUA OT IIPOTOYHOM CKOPOCTY TIOABUIKHON
Pasbi, ObLT BLIREJEHLIT MAaTeMa I ueCkIii ocOpaser] 3ToM 3aBUCUMOCTH A (asbl XJI0po-
dgopm-9otnmnamnerat (9:1).

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

Summary

The paper informs on the OPLC technique and the possibilities of its utilization in the analysis
of the residues of herbicides which are the Hill reaction inhibitors. The separation conditions for
s-triazine-based and phenylurea-based herbicides were tested on chromatographic plates Silufol®
(20 x 20 cm) with a silica gel thin layer. Two-component mobile phases on the basis of
n-hexane—ethyl acetate and chloroform—ethyl acetate were used for the separation. The depen-
dence of the separation time on the mobile phase flow rate has been investigated and the mathe-
matical form of this dependence hes been derived for the mobile phase chloroform—ethyl acetate
(9:1).



