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Applicability of a QUEChERS-based method for determination
of pesticide residues in peppermint (Mentha piperita L.)

Zastosowanie techniki QUEChERS w analizie pozostatosci
srodkdw ochrony roslin w miecie pieprzowej (Mentha piperita L.)
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Summary

The aim of this study was to evaluate the usefulness of the QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) sample
preparation technique in conjunction 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 14 compounds at two spiking levels of 0.01 and 0.1 mg/kg. The obtained
results were highly satisfactory and compliant with the criteria recommended by the European Union document SANCO/10684/2009
(recently superseded by SANCO/12684/2011). The compounds showed recoveries in the range of 70-120% and repeatability (relative
standard deviation) equal to or less then 20%. The QUEChERS allowed to obtain high quality pesticide residue results with a reduced
number of analytical steps and a lower glassware and solvent consumption compared with used previously method.
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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 chromatografiag gazowg z detekcjg wychwytu elektronéw i azotowo-fosforowa (GC-ECD/NPD — gas
chromatography with electron capture and nitrogen phosphorus detection) w badaniach pozostatosci srodkéw ochrony roslin
w miecie. Walidacji poddano 14 zwigzkdw na 2 poziomach wzbogacenia: 0,01 i 0,1 mg/kg. Uzyskane wyniki byly zadowalajgce
i spetniaty wymagania zaleceni europejskich SANCO/10684/2009 (obecnie zastgpionych przez SANCO/12684/2011), a wiec odzysk dla
badanych zwigzkéw miescit sie w przedziale 70-120%, a powtarzalno$¢ wyrazona wzglednym odchyleniem standardowym byta
mniejsza lub rowna 20%. W poréwnaniu z wczesniej stosowang metodg, ta oparta na QUEChERS pozwolita uzyska¢ prawidtowe wyniki
przy minimalnej liczbie etapdw procesu analitycznego oraz niewielkim zuzyciu odczynnikéw i szkta laboratoryjnego.

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

Podstawowym problemem oznaczania pozostatosci
pestycydow w materiatach biologicznych jest obecno$é¢
skomplikowanej matrycy, zawierajacej zwiazki, ktore
interferujac z analitami, poszerzaja piki chromatograficzne,
a takze moga zakloci¢ pracg, czy uszkodzi¢ sprzet
wykorzystywany do analizy. Do zwiazkow tych naleza
przede wszystkim: kwasy tluszczowe, sterole oraz
barwniki. Pogarszaja one parametry rozdzialu chromato-
graficznego oraz powoduja zanieczyszczenie wkladki
dozownika i kolumny chromatograficznej (Ferrer i wsp.
2005; He i wsp. 2007).

Trudny materiat analityczny stanowia ziola, w tym
rowniez migta, ktore w swoim skladzie zawieraja olejki
eteryczne, kwasy organiczne oraz licznie zgromadzony
chlorofil. Stosowane dotychczas metody analizy probek
migty polegaly na ekstrakcji mieszaning aceton-eter
naftowy 1:9 (v/v), nastgpnie oczyszczaniu na kolumnie
wypehionej florisilem i zbieraniu oddzielnie 4 frakcji,
ktore potem analizowano na chromatografie gazowym
(Szpyrka i wsp. 2004; Sadto i wsp. 2006). Przeprowadzona
walidacja tej metody udowodnita, ze odzyski dla badanych
zwiazkow mieScity si¢ w wymaganym przedziale
(70-120%) (SANCO 2009), jednak procedura ta jest
bardzo czasochtonna i droga ze wzgledu na duze zuzycie
odczynnikéw chemicznych. Anastassiades i Lehotay
(2003) opisali metode QuEChERS (z ang. quick, easy,
cheap, effective, rugged and safe) pozwalajaca na ozna-
czenie pozostatosci wielu pestycydow w owocach i wa-
rzywach, w ktorej, przy niewielkim zuzyciu odczynnikow
i krotkim czasie przygotowania ekstraktow w laborato-
rium, mozna osiagnaé zadowalajace rezultaty. Metoda ta
stala si¢ na tyle powszechna w oznaczaniu pozostatosci
w materiale roslinnym, ze zostata wiaczona od 2008 roku
do zbioru Polskich Norm jako norma PN-EN 15662 2008.

Celem podjetych badan byta proba zastosowania
techniki opartej na metodzie QUEChERS w analizie migty
w potaczeniu z chromatografia gazowa z detekcja wych-
wytu elektronéw i azotowo-fosforowa (gas chromato-
graphy with electron capture and nitrogen phosphorus
detection — GC-ECD/NPD.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat do badan stanowila §wieza migta pochodzaca
z uprawy ekologicznej. Probke analityczng przygotowana
przez zmielenie liSci oraz todyg roslin poddano wstgpnej
analizie pod katem pozostato$ci srodkow ochrony roslin.
W badanym materiale nie stwierdzono substancji aktyw-
nych powyzej granicy oznaczalno$ci metody analityczne;j.

Do walidacji wytypowano 14 substancji aktywnych
srodkow ochrony roslin, z ktorych 6 byto zarejestrowanych
do ochrony micty w latach 2010-2011 (Zalecenia
2010/2011), natomiast pozostate byly zarejestrowane w tej
uprawie w latach poprzednich (Zalecenia 2006/2007,
2008/2009). Byly to: cypermetryna, beta-cyflutryna, lamb-
da-cyhalotryna, chloropiryfos, diazynon, esfenwalerat,
fenitrotion, fluazifop-P-butylu, fosalon, propyzamid, pro-
metryna, trifluralina, triadimefon i tolilofluanid.

W badaniach wykorzystano gotowe zestawy soli i sor-
bentow SampliQ oferowane przez firmg Agilent Techno-
logies (USA) oraz certyfikowane materialy odniesienia
(Dr. Ehrenstorfer, Niemcy).

Walidacj¢ przeprowadzono, wzbogacajac probki migty
mieszaning wzorcow na 2 poziomach: 0,01 i 0,1 mg/kg,
dla kazdego z poziomoéw wykonano 6 powtorzen.

5 g probki migty umieszczono w polipropylenowej
proboéwce (50 ml), dodano 10 ml wody destylowanej, od-
powiedni roztwor mieszaniny wzorcOw oraz acetonitryl.
Calos¢ wytrzasano 1 minutg, dodawano mieszaning soli
(1 g chlorku sodu, 0,5 g sekwiwodnego wodorocytrynianu
disodu, 1 g cytrynianu trisodu, 4 g bezwodnego siarczanu
magnezu), ponownie wytrzasano. Po odwirowaniu ekstrakt
oczyszczano: warstwe acetonitrylowa przeniesiono do
polipropylenowej proboéwki z solami [150 mg PSA
(Primary Secondary Amine), 45 mg GCB (Graphitized
Carbon Black C18), 900 mg bezwodnego siarczanu
magnezu], ponownie wytrzasano i odwirowano. Z tak
przygotowanego ekstraktu pobierano 2 ml, odparowano
pod azotem i uzupetniono do tej samej objgtosci eterem
naftowym (zmiana rozpuszczalnika z acetonitrylu na eter
naftowy jest modyfikacja metody PN-EN 15662:2008),
a nastgpnie nanoszono na chromatograf. Ekstrakty probek
migty analizowano w stosunku do wzorcéw w matrycy.

Do analizy ekstraktow zastosowano chromatograf
gazowy Agilent 6890 sterowany za pomoca oprogramo-
wania ChemStation (wersja Rev. A. 10.02), wyposazony
w kolumng chromatograficzna DB-1701 (30 m x 0,25 mm
x 0,25 pm) podlaczona jednocze$nie do detektora
wychwytu elektronow (ECD) oraz detektora azotowo-
fosforowego (NPD) za pomoca uniwersalnego Y-splittera.

Zastosowano nastgpujacy program temperaturowy pie-
ca kolumny: temperatura 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 objetosci 2 pl
za pomoca automatycznego podajnika probek. Tempe-
ratura detektora EC wynosita 270°C, detektora NP 300°C.
Aparat pracowal w trybie stalego ci$nienia. Jako gazu
no$nego uzyto azotu o czystosci 6.0.

Dla wszystkich 14 oznaczanych zwiazkoéw granice oz-
naczalno$ci wyniosty 0,01 mg/kg.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Dobierajac  odpowiednie zestawy do oczyszczania
zwracano szczegdlna uwage na sorbenty, ktore mogtyby
usuna¢ z matrycy takie sktadniki, jak pigmenty czy olejki
eteryczne, ktore stanowityby najwigkszy problem
W poOzniejszej analizie chromatograficznej. Po oczysz-
czaniu z uzyciem sorbentow GCB i PSA, przeznaczonych
do oczyszczania owocow i warzyw z duza zawarto$cia
pigmentow, w znacznym stopniu udato si¢ pozby¢ uciaz-
liwych substancji z matrycy.

Na rysunku 1. przedstawiono wartosci odzysku dla
14 badanych zwiazkow w procesie walidacji metody ana-
lizy migty. Warto$§¢ odzysku stanowi $rednia uzyskana
z 6 rownolegtych probek analizowanych dla kazdego
poziomu wzbogacenia: 0,01 i 0,1 mg/kg.
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Dla wszystkich analizowanych probek odzysk miescit sig
w granicach 70-120%, a powtarzalno$¢ (odchylenie standar-
dowe) byla mniejsza lub rowna 20%, a zatem wyniki te
spelniaja wymagania zalecen europejskich SANCO/-
10684/2009 (obecnie zastapionych przez SANCO/2495/-
2011).

W nowej metodzie w znacznym stopniu udalo si¢ skrocic¢
czas przygotowania ekstraktu do analizy (z okoto 2 godzin
do 20 minut), a przez to skroci¢ catkowity czas trwania
analizy probki. Technika QUEChERS jest rowniez tansza —
wymaga zuzycia mniejszej ilosci potrzebnych odczyn-
nikow chemicznych (z okoto 300 ml do 20 ml) i co si¢

z tym wiaze, sa mniejsze koszty utylizacji odpaddéw che-
micznych.

Metoda QuEChERS jest rowniez bardzo elastyczna
i stwarza duze mozliwosci modyfikacji pod katem bada-

@ Poziom wzbogacenia 0,1 mg/kg — Spiking level 0.1 mg/kg
O Poziom wzbogacenia 0,01 mg/kg — Spiking level 0.01 mg/kg
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jace wyniki.

4. Uzyskane wyniki, dla przeprowadzonego procesu
walidacji, spelniaja wymagania zalecen europejskich
SANCO/01684/2009 (obecnie zastapionych przez
SANCO/12495/2011).

5. Adaptacja techniki QUEChERS w analizie migty bedzie
moglta zosta¢ wykorzystana do badan rutynowych,
innych trudnych matryc roslinnych, np. zielarskich.

Odzysk [%] -- Recovery [%]

Rys. 1. Odzysk dla badanych substancji aktywnych
Fig. 1. Recovery of the analysed active substances

W dotychczas stosowanej w laboratorium metodzie
analizy migty (Szpyrka i wsp. 2004; Sadlo i wsp. 2006)
oznaczano pozostatosci srodkdéw ochrony roslin jedynie na
detektorze NP, a granice oznaczalnosci zwiazkoéw byty
o wiele wyzsze niz w przedstawionej metodzie QuEChERS.
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