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Detection of herbicide residues in peppermint using QUEChERS techniqge

Oznaczanie pozostatosci herbicyddw w miecie
z wykorzystaniem techniki QUEChERS

Magdalena Stowik-Borowiec, Ewa Szpyrka, Aneta Matyaszek,
Magdalena Podbielska, Anna Kurdziel, Julian Rupar

Summary

The aim of this study was to evaluate the utility of the QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) sample
preparation technique coupled with gas chromatography with electron capture and nitrogen phosphorus detection (GC-ECD/NPD —
gas chromatography with electron capture and nitrogen phosphorus detection) for the analysis of pesticide residues in peppermint.
Validation experiments were carried out for 10 compounds belonging to the group of herbicides at two spiking levels from 0.01 to
0.524 mg/kg. The obtained results were highly satisfactory and met the criteria recommended by the European Union document
SANCO/12495/2011. The compounds showed recoveries in the range of 70—-120% and repeatability (relative standard deviation) equal
to or less then 20%, with the except for chloridazon and S-metolachlor. The method used, which was based on the QUEChERS allowed
to obtain high quality pesticide residue results with a reduced number of analytical steps and a lower glassware and solvent
consumption.
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Streszczenie

Celem badan byto sprawdzenie przydatnosci techniki ekstrakcji/oczyszczania zwanej QUEChERS (quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe) w potaczeniu z chromatografig gazowa z detekcjg wychwytu elektronéw i azotowo-fosforowg (GC-ECD/NPD — gas
chromatography with electron capture and nitrogen phosphorus detection) w badaniach pozostatosci srodkéw ochrony roslin
w miecie. Walidacje przeprowadzono dla 10 zwigzkdw nalezacych do grupy herbicydéw na 2 poziomach wzbogacenia od 0,01 do
0,524 mg/kg. Uzyskane wyniki byty zadowalajgce i spetniaty wymagania zalecern europejskich SANCO/12495/2011. Odzysk dla
badanych zwigzkéw miescit sie w przedziale 70-120%, a powtarzalnos¢ wyrazona wzglednym odchyleniem standardowym byta
mniejsza lub réwna 20%, wyjatek stanowity chloridazon i S-metolachlor. Zastosowana technika, oparta na QUEChERS pozwolita uzyskaé
prawidfowe wyniki przy minimalnej liczbie etapdw procesu analitycznego oraz niewielkim zuzyciu odczynnikéw i szkfa laboratoryjnego.

Stowa kluczowe: mieta pieprzowa, chromatografia gazowa, pozostatosci Srodkéw ochrony roslin, QUEChERS
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Wstep / Introduction

Oznaczanie pozostatosci $rodkow ochrony roslin
($.0.r.) jest wazne z punktu widzenia bezpieczenstwa
zdrowotnego cztowieka, dlatego niezbgdna jest kontrola
ich poziomow pozostatosci w zywnosci z zastosowaniem
wlasciwie dobranych metod analitycznych.

Chlorydazon, dimetenamid-P, flufenacet, lenacyl,
metazachlor, metrybuzyna, napropamid, pendimetalina,
S-metolachlor oraz terbutyloazyna sa substancjami
czynnymi (s.cz.) preparatow herbicydowych zarejestro-
wanych w Polsce. Wiele pozycji literaturowych podaje
metody oznaczania tych substancji w wodzie lub glebie,
jednak o wiele bardziej skomplikowana jest ich analiza
w zywnosci pochodzenia roslinnego czy zwierzecego.
Pozostatosci tych s.cz. oznaczane sa glownie metodami
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja UV
(HPLC-UV - high-performance liquid chromatography
with ultrafiolet detection) lub w potaczeniu ze spektro-
metria mas (HPLC-MS/MS - high-performance liquid
chromatography with tandem mas spectrometry), a takze
metodami chromatografii gazowej ze spektrometria mas
(GC-MS - gas chromatography with mas spectrometry)
(Cessna 1998; Hirahara i wsp. 2005; EFSA 2007, 2008,
2009, 2012; Ferrer i wsp. 2005).

Celem badan byto sprawdzenie przydatnosci techniki
opartej na metodzie QUEChERS (Anastassiades i Lehotay
2003) w potaczeniu z chromatografia gazowa z detekcja
wychwytu elektronéw 1 azotowo-fosforowa (GC-ECD/
NPD) w analizie wybranych s.cz. herbicydéw w migcie.

Materiaty i metody / Materials and methods

Walidacji poddano 10 s.cz. $.o.r. nalezacych do grupy
herbicydow. Byly to: chlorydazon, dimetenamid-P, flufe-
nacet, lenacyl, metazachlor, metrybuzyna, napropamid,
pendimetalina, S-metolachlor oraz terbutyloazyna.

Materiatem wykorzystanym do badan byla $wieza
migta, w ktorej po wstgpnej analizie, nie stwierdzono
obecnosci wyzej wymienionych s.cz.

180

Walidacjg przeprowadzono wzbogacajac probki migty
mieszaninami wzorcoéw na 2 poziomach: od 0,010 do
0,524 mg/kg. Dla kazdego z poziomoé6w wykonano 5 pow-
torzen.

W badaniach wykorzystano zestawy soli i sorbentow
SampliQ firmy Agilent Technologies (USA) oraz certyfi-
kowane materiaty odniesienia (Dr. Ehrenstorfer, Niemcy).

Probki migty (5 g) z dodatkiem wody (10 ml)
wzbogacone odpowiednimi mieszaninami certyfikowanych
wzorcow odniesienia, ekstrahowano acetonitrylem (10 ml)
z udziatem soli, zawierajacej: chlorek sodu, sekwiwodny
wodorocytrynian disodu, cytrynian trisodu i bezwodny
siarczan (VI) magnezu. Czg$¢ ekstraktu acenitrylowego
oczyszczano technika dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej
(d-SPE — dispersive solid phase extraction) z wykorzys-
taniem soli i adsorbentéw, tj. PSA (Primary Secondary
Amine), wegiel aktywny i bezwodny siarczan magnezu.
Oznaczenia pozostatosci $.0.r. w otrzymanych ekstraktach
wykonano na chromatografie gazowym Agilent 6890 ste-
rowanym za pomoca oprogramowania ChemStation
(wersja Rev. A. 10.02), wyposazonego w kolumng
chromatograficzng DB-1701 (30 m X 0,25 mm x 0,25 um)
podiaczona jednoczes$nie do detektora wychwytu elektro-
néw (EC — electron capture detector) oraz detektora
azotowo-fosforowego (NP — nitrogen phosphorus detector)
za pomoca uniwersalnego Y-splittera. Zastosowano nastg-
pujacy program temperaturowy pieca kolumny: tempera-
tura poczatkowa 100°C — 20°C/min — 180°C — 4 min —
20°C/min — 220°C — 5 min — 20°C/min — 260°C
— 48 min. Laczny czas analizy wynosit 65 minut. Ekstrakt
dozowano na kolumng w objgtosci 2 ul za pomoca
automatycznego podajnika probek. Temperatura detektora
EC wynosita 270°C, detektora NP 300°C. Aparat pracowat
w trybie statego ci$nienia. Jako gazu no$nego uzyto azotu
o czystosci 6.0 (Stowik-Borowiec i wsp. 2012).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wykonane testy walidacyjne wykazaly, ze oznaczone
zwiazki uzyskaly bardzo dobra liniowo$¢ odpowiedzi
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Rys. 1. Odzyski badanych substancji czynnych dla 2 poziomoéw wzbogacenia:
a) nizszy poziom wzbogacenia — zakres stezen dla poszczegodlnych substancji od 0,01 do 0,05 mg/kg
b) wyzszy poziom wzbogacenia — zakres stgzen dla poszczego6lnych substancji od 0,10 do 0,52 mg/kg
Fig. 1. Recoveries of the analysed active substances at two spiking levels:
a) lower spiking level — concentration from 0.01 to 0.05 mg/kg
b) higher spiking level — concentration from 0.10 to 0.52 mg/kg
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detektora (R*> 0,99) w zakresie stgzen 0,01-0,524 mg/kg.
Wyjatek stanowit S-metolachlor, ktérego wspoétczynnik
determinacji R* wyniost 0,23 w zakresie stezen 0,012—
0,122 mg/kg. Przyczyna braku liniowosci mogto by¢ wy-
stapienie zanieczyszczenia, ktore uniemozliwito poprawne
oznaczenie tej substancji.

Odzyski dla dimetenamidu-P, flufenacetu, lenacylu,
metazachloru, metrybuzyny, napropamidu, pendimetaliny
oraz terbutyloazyny miescity si¢ w granicach 70-120%
przy wzglednym odchyleniu standardowym (RSD) < 20%
i spelnialty wymagania zalecen -europejskich (SANCO
2011) (rys. 1). Sredni odzysk dla chlorydazonu wyniost
mniej niz 10% [zwiazek charakteryzowal si¢ dobra
liniowoscia, wspotczynnik determinacji (R?) dla wyzna-
czonej krzywej kalibracji wynosit 1,000]. Dla tego
zwiazku przeprowadzono dodatkowa fortyfikacje probek
z zastosowaniem w etapie oczyszczania jedynie bezwod-
nego siarczanu magnezu i PSA. Eksperyment dowiodt, ze
w probkach oczyszczanych na kolumnach bez wegla
aktywnego odzysk dla chlorydazonu wzrést i wyniost 60%
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i byt o wiele wyzszy od odzyskéw probek oczyszczanych
z udzialem wegla aktywnego.

Granice oznaczalnosci dla s.cz. herbicydow wynosity
odpowiednio: dla metazachloru — 0,01 mg/kg, dla flufena-
cetu, metrybuzyny, napropamidu, pendimetaliny oraz
terbutyloazyny — 0,02 mg/kg, natomiast dla lenacylu
i dimetenamidu-P — 0,05 mg/kg. Granice te sa nizsze od
najwyzszych dopuszczalnych pozioméw (NDP) okre§lonych
w Rozporzadzeniu Unijnym (2005) dla migty (wyjatek
stanowi dimetenamid-P), dlatego tez metoda moze zostac
wykorzystana do badan komercyjnych prébek migty.

W odniesieniu do metod podanych w literaturze dla
matryc roslinnych granice oznaczalnosci wynosza dla:
metazachloru 0,01-0,05 mg/kg (EFSA 2008), flufenacetu
0,02 mg/kg (EFSA 2012), metrybuzyny 0,02-0,05 mg/kg
(Cessna 1998), pendimetaliny, napropamidu i dimetena-
midu odpowiednio: 0,05; 0,05; 0,01 mg/kg (Hirahara
i wsp. 2005), dla terbutyloazyny 0,01 mg/kg (Ferrer i wsp.
2005), natomiast dla lenacylu 0,02 mg/kg (EFSA 2009).
Dla opracowanej metody tylko trzy zwiazki maja granice
wyzsze od przedstawionych w literaturze.
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Rys. 2. Chromatogram probki migty wzbogaconej mieszaning herbicydow oraz probki migty bez pozostatosci §.0.r. dla detektora EC
Fig. 2. Chromatogram of peppermint sample fortified with herbicide mixture and sample without pesticide residues for EC detector
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Rys. 3. Chromatogram probki migty wzbogaconej mieszanina herbicydow oraz probki migty bez pozostatosci §.o0.r. dla detektora NP
Fig. 3. Chromatogram of peppermint sample fortified with herbicide mixture and sample without pesticide residues for NP detector

Zastosowana technika przygotowania ekstraktow
opierajaca si¢ na metodzie QUEChERS pozwala w sposob
zadowalajacy oczysci¢ matryce probki z interferentow,
ktore utrudniaja analiz¢ chromatograficzng. Chromato-
gramy probki migty nie zawierajacej pozostatosci §.o.r.
oraz probki wzbogaconej mieszaning herbicydow dla
detektora EC i NP przedstawiaja rysunki 2. 1 3.

Dane uzyskane w eksperymentach walidacyjnych dla
wybranych herbicydéw, jak i z wczeSniej przeprowa-
dzonych walidacji (Stowik-Borowiec i wsp. 2012) po-
twierdzaja przydatno$¢ zastosowania techniki QUEChERS
w analizie pozostatosci $.0.r. Jednak zastosowanie zesta-
wow do oczyszczania zawierajacych wegiel aktywny
(zestawy te przeznaczone sa do probek roslinnych z duza
zawartoscia barwnikoéw, gtownie chlorofilu), niesie ze soba
ryzyko strat substancji, ktore moga adsorbowac si¢ na nim.

Zastosowanie techniki oczyszczania 1 ekstrakcji
QuEChERS w poréwnaniu z dotychczas stosowang tech-
nika (Szpyrka i wsp. 2004; Sadlo i wsp. 2006) pozwala na

znaczne zmniejszenie ilosci zuzywanych odczynnikow
chemicznych oraz krotszy czas przygotowania ekstraktow
w laboratorium. Dzigki lepszemu oczyszczeniu ekstraktu
mozliwa jest analiza probki na detektorze EC, co znacznie
zwigksza zakres analityczny.

Whioski / Conclusions

Uzyskane wyniki, dla przeprowadzonego procesu
walidacji, spelniaja wymagania zalecen europejskich
SANCO/12495/2011 dla wszystkich badanych herbicydow
z wyjatkiem chlorydazonu i S-metolachloru. Opracowana
metoda moze mie¢ zastosowanie w rutynowych badaniach
pozostatosci $.o0.r. Jest to metoda szybka, prosta, efektywna
i tania, ktéra w znacznym stopniu pozwala na pozbycie si¢
uciazliwych substancji z matrycy.
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