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- (54) Sposob kvantitativnej anylyzy obsahu stopovych mno¥stiev herbicidov

Sposob kvantitativnej analyzy obsa- t
"hu stopovych mnoZstiev herbicidov inhibu-
Jdcich Hillovu reakciu chromatograficky na
.tenkej vrstve, nanesenim roztoku herbici-
du so znémymi koncentrdciemi, po vyvijani
‘v mobilnej féze a po jej ndslednom odpare- 200
ni, po postriekani chromatogramu detekinym
skiimadlom, pozostévajiicim zo zmesi homoge-
nédtu chloroplastov a roztoku sodnej =moli
2,6 ~ dichlorfenolindofenolu, pridom po
ukonleni chromatografie sa chromstogram
podrobuje Udinku viditeIného svetla a% do
vymiznutia tmavomodrého sfarbenia inhibile
‘nej zony. Gas, potrebn§ pre vymiznutie 100
‘sfarbenej inhibi¥nej zony je priamo Umer=-
ny koncentrdcii stanoveného herbicidus
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Vyndlez sa t¥ka spdsobu kvantitativnej analyzy obsahu her-
bicfdov, inhibujicich Hillovou reakciou.

Rozsiahle pouZivaenie pesticidov a narastajici polet kombino-
venych pripravkov s rdznou Struktirou Géinnych ldtok vyvoldve sté-
le neliehavejsiu potrebu analyzovat rezidud tychto multizloZkovych
zmesi v zloZkdch Zivotného prostredia. V poslednych desatroéiach
nasli Siroké upletnenie v boji proti burindm najmi selektivme her-
- blefdy zo skupiny substituovanych triazinov a derivdtov modoviny,
Pri hodnoteni rizika z kontamindcie Zivotného prostredia vystﬁpu-
je do popredia aj problematike stanovenia stopovych mnoZstiev tych-
to herbicidnych zmesi vo voddch, pdde, pripadne v rastlinnom orga=-
nizme., VeImi déleZité je tieZ poznanie hladiny perzistentnych her-
bicidov pred sejbou néslednichnkultﬁr, vo&i ktorym tieto herbici-
dy maji veImi mald, alebo Ziadnu selektivitu. Najmd pri pouZiva-

n{ niektorych perzistentnych triazinovych herbicidov v kukurici md-
Ze d5jst vplyvom nepriaznivych klimetickych podmienok, kedy roz-
klad i8innej ldtky byva veImi spomaleny, k podstatnému zniZeniu
vynosov pri nédslednych obilninédch. V pripade vlasného zistenia zvy=-
Senej hladiny herbicidov v péde moZno véas zmenit osevny progrem

z aspektu selektivity prisludnych herbicidov. Pre tento licel tre=-
ba mat k dispozicii enalytickd metodu s velmi nizkou medzou stano-
venia hladiny rezidui herbigidov v pdde, bezprostredne pred sej-
bou nédslednych kultir. Anelyticky postup musi byt rychly /ide vidy
o veTky podet analyzovanych vzoriek pddy/, ale zdroven ej jedno=-
duchy a pristrojove nendrodny, aby sa anelyzy mohli uskutoénit ru-
tinne aj v podmienkach okresnych poInohospoddrskych stanic. Medzou
stanovenia a presnostou sa musi vyrovnat modernym metodam inStru-
mentdlnej analyzy.

Na stanovenie herbicidov v Zivotnom prostredi sa prevaZne pou-
Zivaji metody chromatografické, z ktorych najmi metody plynovej
chromatografie sd veImi ndroéné na drahé pristrojové vybavenie, vy-
Zaduji 3pecidlne, selektivne detektory, importované zo zahranilia
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a zZvl45t zedkolené kddre. VSetky tieto metody vyZaduji predbef-
ni separdciu rusiacich koextraktov, &o znacne predlZuje analytic-
k¥ postup a ovplyvnuje presnost stanovenia.

V poslednych rokoch boli zverejnené pévodné analytické postu-
py /KovéE J., Henselovd li. : J.Chromatogr., 133, 420-422, /1977/,
Kovd® J., Henselovd M.: Photosynthetica, 10, 343-344, /1976/, Sack-
mauerovd M., KovdE Je.: Z.Anal.Chem., 292, 414, /1978/, Kovdé J.,
Henselovd M., Seckmauerovéd M.: Agrochémia, 1, 20-22, /1980/ na se-
mikventitati{vne stanovenie rezidui herbicidov v Zivotnom prostre-
df, ktorych mechanizmus G&inku spofiva v inhibicii Hillovej reek-
cie. Metoda je jednoduchd, mé potrebni selektivitu a medzu stano-
venia. Bolae tspedne pouZité ne stanovenie rezidui linuronu v ze-
miakoch a zrne /Lawrence J.F., J.A.0.A.C., 63 , 758-761 /1980//,
ako aj pri Stddiu metabolizmu herbicidov v rastlinnom orgenizme.

T4to metoda napriek svojim prednostiam, poskytuje iba semi=
kvantitativne vysledky.

Deraz sa zistilo, %e kvantitativna analyza obsahu stopovych
mnoZstiev herbicfdov, inhibujicich Hillovou reakciou, Je moZnd spd-
sobem podla vyndlezu.

Pri tomto stanoveni sa vyuz1va poznatok, Ze aj izolované chlo-
roplasty si schopné ,in vitro' ‘fotolyzou rozkladat vodu na pri-
slufné redukiné ekvivelenty a kyslik. Fotolytickd aktivitu chloro-
plastov moZno teda vyjadrit mierou redukcie vhodného akceptora
elektronov, ktord sa prejavi farebnou zmenou prisluiného redox =
- systém, USinkom pritomného herbicidu dochéddza k inaktivécii chlo-
roplastov, ktorej rychlost je zdvisld od inhibiénej aktivity a kon-
centrdcie prisludného herbicidu. Vysokd dbkaznost a selektivite
tejto biochemickej detekcie spoliva v saemotnom mechanizme zviditeI-
nenie prltomnych herbicidov vo forme kontrastnych modrych zon na
¥1tozelenom pozadi, po ich rozdeleni chromatografiou na tenkej vrat-
ve. ,

Podstata vyndlezu spodiva v tom, Ze vzniknutéd tmavomodrd in-
hibiénd zona G&inkom svetla vymizne, prifom Cas vymiznutia inhibic=-
nej zony sa vynesie do kelibre¥nej krivky ako zédvislost asu vymiz-
nutia inhibidnej zony od koncentrdcie herbicidu a stanovovany ob-
sah herbicidu sa zisti odéitanim z takto zostrojenej krivky.

Vyhody stanovenia spSsobom podTa vyndlezu Spoclvaju hlavne
v tom, %e reprodukovateInost tejto chronometricke] metody je na u-
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rovni plynovej chromatografie, prifom rufivy vplyv koextrahova-
nych balastov je podstatne ni#¥i. MNetodu moZno poufit na stano-
venie stopovych mnoZstiev herbicidov - inhibitorov Hillovej reak=-
cie - vo vietkych zloZkéch Zivotného prostredia, ako aj na kvan-
titativne hodnotenie inhibicie Hillovej reakcie jednotlivymi sub-
stanciami pripadne ich zmesami. Metodu je mo¥né pouZit aj pri ana-
1yze findlnych produktov herbicidnych pripravkov, ktorych mecha-
nizmus fytotoxického Glinku spoéiva v inhibovani Hillovej reakcie,

Prikledy si zndzornené ne priloZenych vykresoch, kde obr. 1
je zévislostou Sasu vymiznutia inhibidne] zony od koncentrécie me=
toxuronu, obr. 2 je zdvislostou dasu vymiznutia inhibi¥nej zony
od koncentrdcie terbutylazinu a obr. 3 je zdvislostou casu vymize
nutia inhibiéne] zény od koncentrdcie linuronu. Na osi X Jje kon-
centrdcia nandSaného roztoku prlslusného herbicidu vaug . om -3
8 na osi y &as vymiznutia inhibiénej zony v sekundéch.

Nasledujice priklady ilustrujd, ale neobmedzuji predmet vyné-
lezu.

Priklaed 1l

Kvetitativne chronometrické analyza obsshu N-/3-chlor-4-metoxy=
fenyl/-N?, N?-dimetyl modoviny /metoxuron/.

PouZité chemikdlie a rozpistadld boli p.a.. Rozpistadld boli
pred poufitim predestilovené. PouZité Standardy boli od Poly Scien-
ce Corporation Chemical Division, Analytical standards.

Priprava homogendtu chloroplastov

50 g listov 14-dnovej fazule /Phaseolus vulgeris L.ev. Hars-
grus/ vypestovanej v sklenikovych podmienkach sa po umyti desti-
lovanou vodou a vysuseni medzi vrstvemi filtraného papiera zho-
mogenizovalo v mixéri do kaovitej konzistencie, Pridalo sa 25 g
ladu z destilovanej vody, 5 em’ glycerinu a este 1 min., sa homoge-
nizovalo. Homogendt sa prefiltroval vytladenim cez 4 vrstvy gdzy
" a uskladnil v tmavej nddobe v chladnidke pri teplote 1 a¥ 2 °C.
Takto pripraveny homogendt mé pocas )-tich dni skladovania zacho-
vani inhibidnd aktivitu.

Priprava roztoku redox-indikétora /sodnej soli 2,6-dich16rfenolin-
dofenolu/.

Do 250 cm’® fosfétového tlmivého roztoku s hodnotou pH 8,5 sa
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pridalo 100 mg sodnej soli 2,6-dich16rfenolindofenolu A za mie-
Sania sa zohrieval pri teplote veru 30 mindt. Po ochleden{ na la-
boratornu teplotu sa roztok prefiltroval a uloZzil do chlednilky
pri teplote 1 aZ 2 °C. |

Priprava detekéného skimadla.

Detek®né skimadlo se pripravi tesne pred pouZzitim intenziv-
nym premieéanlm homogendtu chloroplastov a roztoku redox-indiké-
~tora v objemovom pomere 1 s 2,

Chromatografis na tenkych vrstvéch.

PouZité boli komerdiné vrstvy SILUFOL /kyslicnik kremility/
20 x 20 cm. Pred pou#itim boli vrstvy premyté vyvijenim v aceto-
ne s 0,5 %-nym obsahom vody. Po odpareni acetonu pri leboratornej
teplote sa na Start chromatogramu nanieslo kepildrnou mikropipe-
tou 2,5 mm® roztokov metoxuronu v rozpidti od 3 do 9 mg . cm"‘3 8 anaw
lyzovany roztok metoxuronu v koncentrdcii 5,5 ug . em™3, Chroma-
togram bol vyvijeny v sistave chloroform : octan etylovy : aqetén,
85 3 10 : 5 obj.. Po odpereni mobilnej siustavy volne na vzduchu
bol chromatogrem vo zvislej polohe postriekany detekinym skimad-
lom tak, aby tenkd vrstva bola dostatone a rovnomerne zméland,
ale aby roztok nestekal., Chrometogram bol potom exponoveny zdroju
svetla s tromi Ziarivkemi /3 x 40 W/, vo vzdialenosti 25 cm tek,
%e chromatogram bol ulo¥eny rovnobeZne s rirkovymi Ziarivkami, aby
osvetlenie bolo rovnomerné. Pomocou stopiek sa zaznemenal Cas, ke-
dy vzniknuté tmavomodré inhibiéné zony zmizli, t.j. ich sfarbenie
se vyrovnaelo so Zltozelenym sfarbenim pozadia. /Zeliatok merania
 esu nie je podstatny, ale musi byt rovnaky pri vietkych zonach na
| jednej tenkej vrstve/. Do kelibradne]j zévislosti sa neniesli Cas
zmiznutia zony proti prisludnej koncentrdeii herbicidu. Z asu tre
vania zony anglyzovanej vzorky sa interpoldciou z kalibralnej zé-
vislosti od&fitale prisludnd koncentrdcie herbicidu vo vzorke. Pres-
nost metody bola vyhodnotend Statisticky z 10-tich analyz
- pomocou regresnych koeficientov, ktoré v percentdch vyjadruji

pravdepodobnogt s akou body kalibradnej zdvislosti leZia na priame-
ke

- aritmetickym priemerom koncentrdcie vzorky X ;
- smerodajnou odchylkou 8 .
Pre metoxuron si hodnoty regresnych koeficientov v rozpiti
od 92,42 do 99,73 % ; aritmeticky priemer X = 5,659 pg . em™>
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smerodajnd odchylke s = 0,095 mg . cm"3.
7 obrézku 1 je zrejmy linedrny priebeh zévislosti Casu t
vymiznutia inhibiénych zon v sekunddch od koncentrdcie 1 metoxu=-

ronu v Mg . em™3, ‘

Priklad 2

Kventitativna chronometrickd analyza 2-etylamino-4=-chlor-G6-terc.
butylamino-l,3,5~triazfnu /terbutylazin/ na tenkej vrsive SILU-
FOL, po detekcii technikou inhibicie Hillovej reakcie.

Postup pripravy detekdného skimadla a enalyzy vzorky je to-
tofny s prikladom 1. Na zostrojenie kalibradnej zdvislosti boli
pouiité roztoky terbutylazinu v acetone, v rozpiti koncentrdeif
od 0,5 do 4,0 ng . cm"3 a roztok vzorky terbutylazinu s koncentrd-
ciou 2,25 ug . o>,

Hodnoty regresnych koeficientov boli v rozpdti od 96,92 do 99,89%;
aritmeticky priemer ¥ = 2,384 ng o em™3;
smerodajnd odchylka s = 0,045 mg . om™>,

2 obrdzku 2 je zrejmy priebeh zdvislosti €asu t vymiznutia

:lnhib:;iinjch zon v sekunddch od koncentricie 1 terbutylazinu vug

e CIN T,
Prf{klad 3

Kvatitat{vna chronometrickd analyza veImi zriedeného roztoku
/0,09 pg . cm"3L N~/3,4-dichlorfenyl/=N’-metoxy-N’-metylmofovi-
- ny /linuron/ ne tenkej vrstve SILUFOL technikou inhibicie Hillo=-
vej reakcie,

Pre mimoriadne nizke koncentricie pouZitych roztokov bolo na=
néSenie ne tenkd vrstvu 10 krét po 2,5 mm® tak, aby vznikli rovne-
ko velké zony. Dald{ postup enalyzy vzorky a pripravy detek&ného
skiimadla bol totoZny s prikladom l.

Rozpiitie regresnych koeficientov bolo od 97,63 do 99,71
aritmeticky priemer X = 0,0922 mg . em™> 3 :
smerodajné odchjlka s = 0,0009 mg » cm >,

7 obrézku 3 je zrejmy linedrny priebeh zdvislosti fasu t
vymiznutie inhibidnFch zon v sekundich od koncentricie 1 linuro-
nu vpg . em™3, '
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Kvantitativna chronometrickd analyza linuronu v radelinovej pdde.

Postup pripravy detekéného skimadla, analyzy vzorky a Statise
tického vyhodnotenia bol totoZny s prikladom 1.
Na extrakeiu bolae pouZitd raselina v mnoZstve odpovedajicom 10 g
sudiny, 60 em’ vody a 240 cm’ ecetonu. Po filtrdcii sa odobralo
100 om® extraktu, aceton sa odparil za zniZeného tlaku a vodny roze
tok sa extrahoval 2 x 30 cm3 chloroformu. Spojené chloroformové
extrekty sa odparili do sucha a 2zvysSok sa rozpustil v 1 cm? aceto-
nu, Na tenki vrstvu bolo nanésSené po 2,5 mm’ roztoku vzorky a Stan-
dardnych roztokov linuronu v rozpéti od 0,1 do 0,5 mg . om™> v ace=
tone.
Rozsah regresnych koeficientov bol od 99,57 do 100 %3
aritmeticky priemer X = 6,417 . 10~2 ng . kg'1;
emerodajnd odehylke s = 1,11 . 107> mg . kg™l.

Priklad 5

Kvatitativne chronometrickd analjza prometrynu /2-metyltio-4,6-
~bis~-izopropylamino-s-triazin/ v rastlinnom materidli /mxrkve/.

100 g mrkvy sa zhomogenizovalo s 25 cm3 tlmivého roztoku
pH 7,5 v elektrickom mixéri. V modelovom pokuse sa pridalo 0,1 mg
prometrynu do kaSovitej zmesi, ktord sa dokonale premiesSala so
70 g SILOXIDU /aktivovany zrdZany oxid kremidity/ a vnieslo sa do
kolony /4,5 x 80 cm/, st{pec sa eluovel 500 o’ petroléteru /fr.
t.ve 35 - 65 °¢/ rychlostou prietoku 5 em? . min.~t. Eluét sa
za zniZeného tlaku zahustil na 200 om a pretrepal v deliacom lie-
viku 8 3 x 70 cm® kyseliny chlorovodikovey, /Cyy = 0,1 mol . 171/,
Spojené vodné vrstvy sa zneutralizovali roztokom hydroxidu sodné-
ho na pH cca 7 a extrahovali 2 x 100 om’ petroléterom. Petroléter
ga za znifeného tlaku a t = 30 °C odparil préve do sucha, odparok
se rozpustil v 1 cm’ acetomu p.a. destilovaného, roztok sa pridom
zehustil ne objem 0,1 e, Postup pri priprave detekEného skimadla
" a enalyze vzorky bol toto¥ny s prikladom 1 ; na zostrojenie kali-
bradnej zévislosti sme pouZili roztoky prometrynu.
Chronometrickou analyzou bolo stanovené v modelovom pokuse po od-
poditani hodnoty kontroly 0,129 mg prometrynu.
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. Sp6sob kventitativnej enalyzy obsahu stopovyich mnoZstiev
herbicidov inhibujdcich Hillovu reakeiu chromatograficky na ten-
kej vrstve, nahesenim roztoku herbicidu so zndmymi koncentrécia-
mi, po vyvijeni v mobilnej fdze a po jej néslednom odpareni, po
postriekani chromatogramu detek&nym skimedlom, pozostdvajicim
zo zmesi homogendtu chloroplastov a roztoku sodnej soli 2,6-di-
chlorfenolindofenolu, vyznaSujlici sa tym, Ze.po ukondeni chroma=
tografie sa chromatogram podrobuje Gdinku viditeIndho svetla aZ
do vymiznutia tmevomodrého sfarbenia inhibidnej zony, pridom Zas
potrebny pre toto vymiznutie sfarbenej inhibi¥nej zony je priamo
Umerny koncentrdcii stanovovaného herbicidu,

3 vikroey
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