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Optimization of MSPD extraction technique
in pesticide residue analysis in herbs

Optymalizacja ekstrakcyjnej techniki MSPD
w analizie pozostatosci pestycydow w ziotach

Bozena tozowicka, Magdalena Jankowska, Piotr Kaczynski,
Ewa Rutkowska, Izabela Hrynko, Teresa Janowicz

Summary

The widespread use of pesticides to protect crops makes the control of residues has become a necessity. The aim of this work was
optimization of matrix solid phase dispersion MSPD (matrix solid phase dispersion) extraction technique for qualitative and
quantitative analysis of pesticide residues in herbs.

The study was carried out taking into account different parameters: sample weight, sorbent, extracting solvents and sorbents for
clean-up step. The optimum parameters were 2 g of sample with 4 g of florisil as a sorbent. Extraction was carried out on column
chromatography. The pesticides were extracted by acetone/methanol (9:1, v/v) mixture. For clean up SPE octadecyl columns
(C15 500 mg/3 ml) were used. Optimized MSPD method was validated by fortification of lungwort (Pulmonaria L.) blank samples with
146 active substances. Under optimized conditions the obtained recoveries of fortified samples at three concentration levels (0.005;
0.1; 0.5 mg/kg) were in the range 75.3-107.5% with relative standard deviation RSD < 19% for most of the analyzed compounds.

Key words: matrix solid phase dispersion, pesticide residue, gas chromatography, herbs

Streszczenie

Powszechne stosowanie srodkdw ochrony roslin ($.0.r.) w celu ochrony upraw zielarskich powoduje, iz kontrola ich pozostatosci
stata sie koniecznoscia. Celem pracy byta optymalizacja procesu przygotowania, ekstrakcji i oczyszczania z wykorzystaniem
rozproszenia matrycy na fazie statej MSPD (matrix solid phase dispersion) do jakosciowego i ilosciowego oznaczenia pozostatosci
pestycydéw w ziotach.

Optymalizacji MSPD poddano rézne parametry, tj. mase probki, faze rozpraszajacg, eluenty i sorbent na etapie oczyszczania.
Optymalne warunki otrzymano dzieki zastosowaniu 2 g prébki ziét z 4 g aktywowanego florisilu. Anality wyizolowano przy pomocy
mieszaniny aceton/metanol (9:1, v/v). W dodatkowym etapie oczyszczania wykorzystano kolumienki SPE wypetnione sorbentem
oktadecylowym Ci3 (500 mg/3 ml). Walidacje zoptymalizowanej metody wykonano poprzez wzbogacenie probek miodunki
(Pulmonaria L.) 146 substancjami aktywnymi. Srednie odzyski analizowanych zwigzkéw na trzech poziomach stezeri (0,005; 0,1;
0,5 mg/kg) miescity sie w granicach 75,3-107,5% z wzglednymi odchyleniami standardowymi RSD < 19%, poza kilkoma wyjgtkami.

Stowa kluczowe: rozproszenie matrycy na fazie statej, pozostatosci pestycydéw, chromatografia gazowa, ziota
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Wstep / Introduction

Powszechne stosowanie srodkow ochrony roslin ($.0.r.)
w celu ochrony upraw zielarskich powoduje, iz kontrola
ich pozostatosci stata si¢ koniecznoscia. Zapewnienie bez-
pieczenstwa produktéw ziotowych wymusza posiadanie
certyfikatu badania zawarto$ci pozostatosci pestycydow.

Przygotowanie probki jest kluczowym etapem w ana-
lizie pozostato$ci pestycydow w materiale roslinnym.
W ostatnich latach badania sa skoncentrowane na tych
metodach, ktére pozwalaja zredukowaé zuzycie rozpusz-
czalnika organicznego, wyeliminowaé¢ dodatkowy etap
oczyszczania i zat¢zania przed koncowaq analiza chromato-
graficzna.

Szczegblnie skomplikowane ze wzgledu na obecno$é
olejkow eterycznych, lipidow i barwnikéw sa matryce
ziotowe. W celu eliminacji interferentow i uniknigcia
efektu matrycy niezbgdne jest zastosowanie metody
selektywne;j.

Celem niniejszej pracy byto zoptymalizowanie procesu
przygotowania, ekstrakcji i oczyszczania probek materiatu
zielarskiego z wykorzystaniem rozproszenia matrycy na
fazie stalej MSPD (matrix solid phase dispersion). MSPD
jest powszechnie stosowana do ekstrakcji licznych pesty-
cydow z rdéznorodnych matryc, tj. owocow 1 warzyw
(Morzycka 2002; Barker 2007; Lozowicka i wsp. 2012),
sokoéw (Hu i1 wsp. 2004; Lozowicka i wsp. 2010), pro-
duktow zbozowych (Michel i Buszewski 2003; Dorea
i Sobrinho 2004), pszczét (Fernandez i wsp. 2002),
produktow oleistych (Ferrer i wsp. 2005; Lehotay 1 wsp.
2005; Lozowicka i wsp. 2009) czy gleby (Andreu i Pico
2004). Jednakze, niewiele jest doniesien literaturowych
dotyczacych aplikacji MSPD jako metody przygotowania
probek do analizy ziol.

Prezentowana praca omawia mozliwosci zastosowania
zoptymalizowanej MSPD do jako$ciowego i ilo$ciowego
oznaczenia pozostatosci pestycydow w ziotach, a takze
zastosowania jej do rutynowych badan.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat do badan stanowity probki miodunki (Pulmo-
naria L.) wolne od pozostatosci §.o.r., ktore zmielono
w miynku w celu uzyskania jednorodnego proszku.

Przygotowanie prébki do badan — ekstrakcja i izolacja

2,0 g zmielonej probki ziot z dodatkiem 4,0 g fazy
rozpraszajacej (florisilu) utarto w mozdzierzu thuczkiem
w celu uzyskania homogenicznej, sypkiej mieszanki.
Mieszankg probki i fazy rozpraszajacej naniesiono na
uprzednio przygotowana kolumng chromatograficzna
zawierajaca zwitek waty baweliano-wiskozowej, bez-
wodny siarczan sodu (~5,0 g) i zel krzemionkowy (~2,5 g).
Anality ze ztozonej matrycy ziotlowej wyizolowano przy
pomocy 25 ml mieszaniny rozpuszczalnikow — aceton/-
metanol (9:1, v/v). Otrzymany eluat zat¢zono na wyparce
prozniowej, a sucha pozostato$¢ rozpuszczono w 2 ml
mieszaniny heksan/aceton (9:1, v/v). Tak uzyskany eks-
trakt poddano dodatkowemu oczyszczaniu.

Oczyszczanie probki

0,5 ml ekstraktu otrzymanego w wyniku ekstrakcji
przepuszczono przez kolumienk¢ SPE wypeliona
niepolarnym sorbentem — zelem oktadecylosilanowym Cg
(500 mg/3 ml), anality eluowano 15 ml mieszaniny
heksan/eter etylowy/aceton (1:2:2, v/A/v). Uzyskany eluat
zatezono 1 przeniesiono do fiolki, uzyskujac stezenie
koncowe: 0,5 g probki w 2 ml ekstraktu.

Test odzysku

Rozdrobniony susz (2,0 g) wzbogacono mieszaninami
wzorcOw 146 substancji aktywnych na trzech poziomach
stezen: 0,005; 0,1; 0,5 mg/kg. Po dodaniu wzorcow probke
pozostawiono na okoto 30 minut, po czym postgpowano
zgodnie z podanym opisem metody i wykonano analizg
instrumentalna, stosujac technike chromatografii gazowe;.

Odzysk obliczono wedtug wzoru:

F=S1 % 100%
C,

gdzie:

c; — stezenie badanej substancji w probce wzbogaconej
obliczone na podstawie wysokosci piku [mg/kg],

¢, — rzeczywiste stgzenie wzorca w probce [mg/kg],

F — odzysk badanej substancji [%].

Wynik uznano za poprawny, gdy odzysk zawierat si¢
w granicach 70-120% (SANCO 2012). Akceptowano row-
niez wyniki dla zwiazkow z odzyskami 40-130%
charakteryzujacych si¢ dobrymi parametrami walidacyj-
nymi (precyzja, wzglgdne odchylenie standardowe RSD).

Analiza chromatograficzna

Analizg pozostato$ci pestycydow przeprowadzono na
chromatografie gazowym Agilent HP 7890 A wyposa-
zonym w autosampler oraz dwa detektory: azotowo-
fosforowy 1 wychwytu elektronow (GC-NPD/ECD). Roz-
dzielenie analitow przeprowadzono na kolumnie HP-5
(30m x 0,32 mm x 0,50 pm film); program temperatur:
temperatura poczatkowa 120°C — 16°C/min — 190°C —
230°C — 8°C/min — 285°C — 18°C/min — 13,57 min;
faczny czas analizy — 26 minut.

Schemat przygotowania probki ziét do badan na
pozostatosci $.0.r. technika MSPD przedstawia rysunek 1.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Optymalizacji MSPD poddano rdzne parametry, tj. mase
probki, rodzaj fazy rozpraszajacej, rozpuszczalnik orga-
niczny do elucji i sorbenty na etapie oczyszczania.
Optymalne warunki ekstrakcji MSPD zestawiono w tabeli 1.

Badane pestycydy charakteryzowaly si¢ zréznicowana
budowa chemiczng i mechanizmem dziatania: fungicydy
(F), insektycydy (I), akarycydy (A) i herbicydy (H) (tab. 2).

Przygotowanie prébki do badan — optymalizacja

a) masa probki
Pierwszym badanym parametrem optymalizacyjnym
byta masa probki. Eksperyment przeprowadzono wyko-
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Tabela 1. Parametry optymalizacji metody MSPD
Table 1. Optimization factors of MSPD method

Ekstrakcja MSPD — MSPD extraction

Parametr
Factor eksperymentalne warunki optymalne warunki
experimental conditions optimum conditions
Masa probki — Sample weight 2g,5g,10g 2g
10—50 ml acetonitryl
10—50 ml acetonitrile
25 ml aceton/metanol
(2:1,9:1, vv)
25 ml acetone/methanol
(2:1,9:1, vv)
Rozpuszczalnik (stosunek, objgtosc) 50—100 ml heksan/eter etylowy (1:1, 1:2, 2:1, v/v) | 25 ml aceton/metanol (9:1, v/v)
Solvent (ratio, volume) 50—100 ml hexane/diethyl ether (1:1, 1:2, 2:1, v/v) | 25 ml acetone/methanol (9:1, v/v)

10—50 ml heksan/aceton (8:2, v/v)

10—50 ml hexane/acetone (8:2, v/v)

10—50 ml heksan/aceton/eter etylowy

(1:1:1, 1:2:2, 2:2:1, v/v/v)

10—50 ml hexane/acetone/diethyl ether (1:1:1, 1:2:2,
2:2:1, viviv)

Faza rozpraszajaca
aktywowana (wysoka temperatura)
dezaktywowana (dodatek odpowiedniej

ilosci wody)

Disperse phase activated
(high temperature) deactivated
(addition of appropriate volume of water)

florisil, zel krzemionkowy

(aktywowany w temperaturze 130—600°C,
dezaktywowany 5—15% wody)

florisil, silica gel

(activated at 130—600°C, deactivated 5—-15%
of water)

florisil aktywowany
w temperaturze 600°C
florisil activated at 600°C

adsorpcyjna chromatografia kolumnowa
z bezwodnym siarczanem sodu, Zelem
krzemionkowym lub florisilem

Oczyszczanie i adsorbent (aktywowane w temp. 600°C) SPE kolumienka C;g (500 mg/3 ml)
Clean-up and sorbent column chromatography with anhydrous sulfate, SPE column Cg (500 mg/3 ml)

silica gel or florisil (activated at 600°C)
SPE kolumienka C,g (500 mg/3 ml lub 1 g/6 ml)
SPE column C;g (500 mg/3 ml lub 1 g/6 ml)

Tabela 2. Parametry walidacyjne
Table 2. Validation parameters

. Sredni Wzglqdnf:
Mechanizm odzvsk odchylenie
dziatania Substancja aktywna Me};n standardowe
Mode Active substance Relative standard
of action recovery deviation RSD
el [%]
1 2 3 4
A& bromopropylate; dicofol; hexythiazox; pyridaben 84,6—96,2 3,1-10,4
azaconazole; azoxystrobin; benalaxyl; bitertanol; boscalid; bromuconazole;
bupirimate; captan; chlorothalonil; cyprodinil; dichlofluanid; dichloran;
difenoconazole; dimethomorph; dimoxystrobin; diphenylamine; epoxiconazole;
fenamidon; fenarimol; fenbuconazole; fenchlorphos; fenhexamid; fenpropimorph;
F (55) ﬂudiox.onil; ﬂuquinconazgle;'ﬂusilazole'; folpet; hexaconazole; imazalil; iprodione; 75.3-104,1 9.7-17.5
kresoxim-methyl; mepanipyrim; metacriphos; metconazole; metalaxyl;
myclobutanyl; oksadixyl; penconazole; prochloraz; procymidone; propiconazole;
pyraclostrobin; pyrimethanil; quinoxyfen; quintozene; tebuconazole; tebufenpyrad;
tecnazene; tetraconazole; tolclofos-methyl; tolylfluanid; triadimefon; triadimenol;
trifloxystrobin; vinclozolin
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1 2

H (15)
propyzamide; simazine; trifluralin

atrazine; chlorpropham; dichlobenil; fluazifop-p-butyl; lenacil; metribuzin;
napropamide; nitrofen; pendimethalin; prometrine; propachlor; propham;

80,0-99,5 5,7-13,4

1(72)

tetrachlorvinfos; triazophos; zeta-cypermethrin

acetamiprid; acrinathrin; aldrine; alpha-cypermethrin; alpha-endosulfan; alpha-
HCH; azinphos-ethyl; azinphos-methyl; beta-cyfluthrin; beta-endosulfan; beta-
HCH; bifenthrin; buprofezin; carbaryl; carbofuran; chlorfenvinphos; chlorpyrifos;
chlorpyrifos-methyl; coumaphos; cyfluthrin; cypermethrin; cyproconazole;
deltamethrin; diazinon; dichlorvos; dieldrin; dimethoate; endosulfan-sulfate; endrin;
esfenvalerate; ethion; ethoprophos; fenazaquin; fenitrothion; fenpropathrin;
fenvalerate; fipronil; formothion; gamma-HCH (lindane); HCB; heptachlor;
heptachlor-epoxide; heptenophos; imibenconazole; indoxacarb; isofenphos; lambda-
cyhalothrin; malathion; mecarbam; methidathion; methoxychlor (DMDT); o,p’-
DDT; p,p’-DDD; p,p’-DDE; p,p’-DDT; parathion-ethyl; parathion-methyl;
permethrin; phosalone; phosmet; pirimicarb; pirimiphos; pirimiphos-methyl;
profenofos; propoxur; pyrazofos; pyriproxyfen; quinalphos; tetradifon;

77,4-107,5 8,6—19,0

A — akarycyd — acaricide; F — fungicyd — fungicide; H — herbicyd — herbicide; I — insektycyd — insecticide
kursywa: substancje aktywne z odzyskami < 70% i > 120% — italics: active substance with recoveries < 70% and > 120%

ETAP | ’bfl’ZCide’a”ie 2 g probki z 4 g florisilu
g STEPI en | 2 g of sample with 4 g of florisil
>
ETAPII 2:53’; 25 ml mieszaniny aceton/metanol (9:1, v/v)
@ STEPII p-| 25 ml of acetone/methanol mixture (9:1, v/v)
ETAP Ill DICZVSZCZE”ie kolumienka SPE wypetniona zelem oktadecylowym Cig
STEP Il clean-up + | SPE column with octadecyl Cis
»
@ ETAP IV a"a:iZE? chromatografia gazowa GC-ECD/NPD
STEP IV analysis » | gas chromatography GC-ECD/NPD
»

Rys. 1. Schemat przygotowania probki zidt
Fig. 1. Scheme of herbal sample preparation

rzystujac trzy nawazki probki ziok: 2, 5 1 10 g. Ocena
poprawnosci metody wykazata, iz najmniejsza — 2 g
nawazka spetnita kryteria metody (tab. 1).

b) faza rozpraszajaca

Do badan wykorzystano dwa rodzaje sorbentow: akty-
wowane w podwyzszonej temperaturze i dezaktywowane
poprzez dodatek wody, zréznicowane pod wzgledem
granulacji: florisil 60-100 mesh i zel krzemionkowy
230-400 mesh. Zastosowanie dezaktywowanych sorben-
tow: 15, 10 i 5% dodatkiem wody, dato odzyski ponizej
40% dla wigkszosci analizowanych zwiazkow. Ponadto
podwyzszenie temperatury aktywacji sorbentow z 130 do
600°C pozwolito na uzyskanie odzyskoéw mieszczacych si¢
w akceptowalnych granicach 70-120%. Optymalne warun-
ki ekstrakcji otrzymano dzigki zastosowaniu 4 g florisilu
(aktywowanego w temperaturze 600°C), ktéry zaadopto-
wano w pracy do izolacji pestycydow.

¢) rozpuszczalnik do ekstrakcji

Ze wzgledu na analizg szerokiego spektrum zwiazkow
o zréznicowanych wlasciwosciach chemicznych, dobor
rozpuszczalnika ekstrahujacego byl zadaniem trudnym.
Przeprowadzono szereg eksperymentow, poréwnujac
efektywno$¢ wymywania badanych analitow i selektyw-

nos$¢ procesu ekstrakeji z zastosowaniem roznych objgtosci
rozpuszczalnikow i ich mieszanin poprzez oceng odzysku.
Przetestowano wiele kombinacji ukladéw eluujacych
bazujacych na rozpuszczalnikach o zréznicowanej polar-
noscli, tj. heksan, eter etylowy, aceton, acetonitryl i metanol
(uszeregowane wedlug wrzrastajacej polarnosci) (tab. 1).
Optymalne wyniki ekstrakcji uzyskano poprzez zastoso-
wanie mieszaniny aceton/metanol (9:1, v/v), ktéra ogra-
niczyla wyodrgbnianie substancji interferujacych z ma-
trycy. Eksperyment wykazat, ze 25 ml tej mieszaniny byto
wystarczajace do wyekstrahowania badanych analitow.

d) oczyszczanie

Ze wzgledu na niewystarczajace usunigcie inter-
ferentow na etapie ekstrakcji konieczne bylo przepro-
wadzenie dodatkowego etapu oczyszczania. Do tego wy-
korzystano technikg adsorpcyjnej chromatografii kolum-
nowej i ekstrakcji do fazy statej (SPE — solid-phase
extraction). W tym celu testowano kilka adsorbentow
(florisil, zel krzemionkowy, zel krzemionkowy modyfi-
kowany grupami oktadecylowymi Cig). Korzystnej sepa-
racji analitow dokonano poprzez przepuszczenie ekstraktu
probki przez ztoze sorbentu umieszczonego w kolumience
SPE wypehionej niepolarnym sorbentem oktadecylowym
(500 mg/3 ml).
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Rys. 2. Chromatogram:

a)

b)

wybranej mieszaniny wzorcow (1. propachlor; 2. trifluralina; 3. alfa-HCH; 4. HCB; 5. beta-HCH; 6. gamma-HCH; 7. chloro-
talonil; 8. chloropiryfos metylowy; 9. heptachlor; 10. fenchlorfos; 11. aldryna; 12. chloropiryfos etylowy; 13. dikofol;
14. heptachlor epoksyd; 15. procymidon; 16. alfa-endosulfan; 17. pp’-DDE; 18. dieldryna; 19. mychlobutanil; 20. krezoksym
metylowy; 21. endryna; 22. beta-endosulfan; 23. pp’-DDD; 24. op’-DDT; 25. pp’-DDT; 26. bifentryna; 27. DMDT; 28. foza-
lon; 29. prochloraz; 30. boskalid; 31. deltametryna; 32. azoksystrobina; 33. imibenkonazol)

probki miodunki wzbogaconej ta mieszaning wzorcow

Fig. 2. Chromatogram of:

a)

selected standard mixture (1. propachlor; 2. trifluralin; 3. alpha HCH; 4. HCB; 5. beta HCH; 6. gamma-HCH; 7. chloro-
thalonil; 8. chlorpyrifos methyl; 9. heptachlor; 10. fenchlorphos; 11. aldrine; 12. chlorpyrifos; 13. dicofol; 14. heptachlor
epoxide; 15. procymidone; 16. alpha-endosulfan; 17. pp’-DDE; 18. dieldrin; 19. myclobutanyl; 20. krezoxim-methyl; 21. en-
drin; 22. beta-endosulfan; 23. pp’-DDD; 24. op’-DDT; 25. pp’-DDT; 26. bifenthrin; 27. DMDT; 28. phosalone; 29. pro-

chloraz; 30. boscalid; 31. deltamethrin; 32. azoxystrobin; 33. imibenconazole)

b) lungwort sample fortified with this standard mixture

Walidacja metody

Walidacj¢ zoptymalizowanej metody przeprowadzono
w oparciu o przewodnik SANCO (SANCO 2012).
Doktadno$¢ i precyzj¢ metody wyznaczono na postawie
analizy probek wzbogaconych na trzech poziomach stezen:
0,005; 0,10; 0,50 mg/kg. Wyniki uzyskane w procesie
walidacji zestawiono w tabeli 2. Wykonane krzywe
kalibracyjne dla analizowanych substancji aktywnych
charakteryzowaly si¢ dobra liniowoscia (wspotczynniki
korelacji liniowej R* > 0,996) w analizowanym zakresie
stezen.

Prezentowana metoda oznaczania $.0.r. w ziotach
charakteryzuje si¢ dobrymi parametrami walidacyjnymi
(wzgledne odchylenia standardowe RSD  3,1-19%).
Srednie odzyski analizowanych zwiazkéw (tab. 2) miescity
si¢ w granicach 75,3—107,5% w badanym zakresie stgzen
0,005-0,50 mg/kg. Wyjatek stanowitlo 18 zwiazkow:

z akarycydow — dikofol, fungicydéw — dimetomorf, fenari-
mol, fenpropimorf, fluchinkonazol, folpet, kaptan, tech-
nazen, herbicydéow — dichlobenil, lenacyl, nitrofen oraz
insektycydow — alfa-endosulfan, beta-endosulfan, dichlor-
fos, endosulfan-siarczan, imibenkonazol, indoksakarb, tria-
zofos (tab. 2).

Analiza GC

Wyznaczenie szeregu parametrow pozwolito na stwo-
rzenie optymalnej metody wielopozostatosciowej MRM
(ang. multi residue method) oznaczania pestycydow
w ziotach.

Przyktadowy chromatogram wybranej mieszaniny
wzorcOw 33 substancje aktywne oraz probki miodunki
wzbogaconej ta mieszaning uzyskany przy pomocy
detekcji EC przedstawia rysunek 2. Czas analizy chroma-
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tograficznej wynosit 26 minut w wyniku, czego uzyskano
odpowiednie rozdzielenie i intensywnos¢ pikow.

2. Zoptymalizowana metoda oznaczania pestycydow
w ziotach charakteryzuje si¢ dobrymi parametrami
Opracowana metoda jest szybka, prosta, tania i przy- walidacyjnymi, przez co spelnia wymagania stawiane

jazna zar6wno analitykowi, jak i §rodowisku, poniewaz nie analizie pozostatosci $.0.r.

wymaga stosowania duzych ilo$ci toksycznych rozpusz- 3. Waznym elementem opracowania metody w celu

czalnikéw organicznych. wyodrebnienia substancji aktywnych byt dobdér wias-

ciwych proporcji masy probki, fazy rozpraszajacej oraz
rozpuszczalnika organicznego. W trakcie prowadzo-
nych badan stwierdzono, iz najbardziej optymalna byta
dwukrotnie wigksza masa adsorbentu (4,0 g) w stosun-

Whioski / Conclusion

1. Zastosowanie techniki MSPD z optymalnymi parame-

trami, tj. masg probki, rodzajem sorbentu oraz polar-
noscia eluentdw, umozliwilo opracowanie wielo-
pozostato§ciowej metody oznaczania pozostalosci pe-

ku do probki (2,0 g) przy ekstrakcji 25 ml mieszaniny
aceton/metanol (9:1, v/v).

. Metod¢ wdrozono do rutynowych badan pozostatosci

$.0.r. w probkach ziot.

stycydow w materiale zielarskim.
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