Chem. Listy 96, 738 — 747 (2002)

Referaty

PREHLAD ANALYZY PYRETHROIDOV METODOU VYSOKOUCINNE]
KVAPALINOVE]J CHROMATOGRAFIE

KRISTINA ROMANOVA a MILAN HUTTA

Katedra analytickej chémie, Prirodovedeckd fakulta, Uni-
verzita Komenského, Mlynskd dolina CH-2, 842 15 Brati-
slava, Slovenskd republika

e-mail: romanova@fns.uniba.sk, hutta@fns.uniba.sk

Doslo dna 21.VIIL.2001

KTicové slovd: HPLC, pyrethroidy, pesticidy, achirdlna sepa-
rdcia, chirdlna separdcia

Obsah

1. Uvod
Analyza pyrethroidov
2.1. Achirdlna separdcia na reverznych fazach
2.2.  Achirdlna separdcia na normdlnych fdzach
2.3. Chirdlne separdcie s vyuzitim poldrnych
mobilnych faz
Chirdlne separdcie s vyuzitim nepoldrnych
a stredne poldrnych mobilnych fdz
Zaver

2.4.

1. Uvod

Clovek sa snazi zlepSovat svoje Zivotné podmienky, ale
jeho usiliu zabezpecit si dostatocné zdsoby potravy sa stavaji
do cesty rozny Skodcovia a choroby napadajtice polnohospo-
ddrske plodiny, hospodarske zvieratd a aj loveka samotného'.
Proti tymto vplyvom sa neustédle bojuje pouzivanim pestici-
dov. Posledné roky rastie spotreba réznych pesticidov, ktoré
vzbudzuju stdle vicsie problémy a obavy zo znecistenia Zivot-
ného prostredia, ku ktorému dochddza ich aplikdciou. Pes-
ticidy sa najCastejSie delia podla pouzitia proti Skodlivym
Cinitelom. Najrozsirenej$imi skupinami su i) insekticidy —
posobiace na hmyz, i) fungicidy — niciace $kodlivé parazi-
tické huby a pliesne, iii) herbicidy — pouzivané proti burindm,
ktoré sa vyskytujti v porastoch kultdrnych rastlin'2 Ostatné
skupiny st menej vyznamné.

Medzi najpouZzivanejsie insekticidy patria pyrethroidy, s kto-
rymi sa bezne dostdvame do kontaktu vo forme rozprasova-
¢ov, posypov, elektroodpudzovacov pri ni¢eni hmyzu, alebo
impregnacnych roztokov pri penetrovani stavebného materid-
lu, papieru ¢i textilii. Po necakanom objave pyrethroidov tieto
rychlo dosiahli komerénu dolezitost a v sicasnosti zaberaju
viac ako 20 % svetového trhu s insekticidmi®. Pyrethroidy su
syntetické insekticidy odvodené od ucinnych latok vyskytu-
jucich sa v Chrysanthemum cinerariaefolium ako prirodné
pyrethriny'. Pyrethriny st biologické produkty s niZ$ou toxici-
tou pre cicavce ako syntetické pyrethroidy. Pyrethriny su ¢asto
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pouzivané ako repelenty, ich nevyhodou je vSak nedosta-
to¢nd perzistencia, a preto sa musia zmieSavat so synergicky-
mi latkami. Prave tento dovod viedol k vyrobe vysoko ak-
tivnych a na svetle stabilnych syntetickych pyrethroidov. Py-
rethroidy sa zaraduju do triedy neuroaktivnych insekticidov™*?
s kratkou Zivotnostou a s nizkou toxicitou pre cicavce®’. Na-
priek tomu sa objavili informdcie o ich nepriaznivom vplyve
na zdravie ¢loveka, pricom mektore syntetické pyrethroidy su
uz podozrivé z karcinogenity®. O toxicite pyrethroidnych in-
sekticidov pre cicavce bolo popisanych niekolko prac9 1
O syndréomoch otravy, prejavoch a terapii pojedndva praca
Rayalz,

Z hladiska chemickej Struktury sa syntetické pyrethroidy
rozdeluju do troch skupin (obr. 1): a) s a-CN skupinou (napr.
cypermethrin, cyfluthrin, deltamethrin), b) bez skupiny CN
(napr. permethrin, allethrin), ¢) bez cyklopropdanového kruhu
(napr. fenvalerat, T-fluvalinat)’. Pyrethroidy st syntetizované,
testované, oznaCované a pouzivané ako jednoduché, velmi
aktivne izoméry, alebo ako izomérna zmes obsahujica dva
alebo viac roznych stereoizomérov zdvislych od poctu chirdl-
nych centier v molekuldch a sposobu syntézy'’. Pouzivanie
pyrethroidov je nevyhnutné pre zabezpecenie kvality Zivotnej
urovne, a preto sa v dnesnej dobe vynaklada usilie na redukciu
rizik spojenych s ich aplikdciou v Zivotnom prostredi.

Jednou z moznosti, ako zniZif zataZenie Zivotného pro-
stredia, je objav, vyvoj a zavedenie na trh takych biologicky
ucinnych ldtok, ktoré posobia selektivne na urcité bioche-
mické procesy v cielovych organizmoch. Hlavnym prostried-
kom na dosiahnutie tohoto ciela sa javi prave chiralita. So
stereoizomérmi, vrdtane optickych izomérov, sa stretdvame aj
u pyrethroidov. Vécsina vyrabanych pyrethroidov je produko-
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Obr. 1. Priklady Struktirnych vzorcov pyrethroidov z troch za-
kladnych skupin; cypermethrin (1), permethrin (1), fenvalerat (/I])
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vanych vo forme racemickych zmesi a zmesi s roznou enantio-
mérnou cistotou, a to napriek skuto¢nosti, Ze len jeden enan-
tiomér je biologicky aktivny, kym druhy sa moze prejavit ako
necistota. Nahrddzanie racemickych zmesi ¢istymi enantio-
mérmi umoziiuje vyznamnu redukciu mnozstva pyrethroidov
aplikovanych do Zivotného prostredia. ZniZenie koncentricie
a poctu balastnych latok zafazujuicich zivotné prostredie vedie
aj k zniZeniu pravdepodobnosti nepriaznivého dcinku tychto
latok a ich degrada¢nych produktov na zdravie ¢loveka. Pri
porovnani biologickych aktivit stereoizomérov syntetickych
pyrethroidov obsahujicich zvySok kyseliny chryzantémovej
sazistilo, Ze derivaty kyseliny chryzantémovej, ktoré obsahuji
(1R)-(+)-kyslu zlozku, maju vyssiu insekticidnu aktivitu ako
tie, ktoré maju (S)-(—)-kysly ester'. (1R)-izomér kyseliny
chryzantémovej je Castou pyrethrinu, a preto nie je prekvapu-
juce, Ze komer¢né produkty su odvodené od Struktiry (1R)-
-chryzantémovej kyseliny. Napriek tomu, Ze (R)-izoméru pri-
delujui vyssiu insekticidnu aktivitu, su rozdiely medzi (1R)-
a (15)- (a trans- a cis-) izomérmi v ich toxicite pre cicavce
malé'.

Pre vyvoj a testovanie novych preparatov vo vyssie spomi-
nanych oblastiach je potrebné mat k dispozicii ndstroje pre
analyzu chirdlnych latok. V stcasnosti je rozvijanych viac
metdd pre analyzu chirdlnych latok a vysokouc¢innd kvapali-
novd chromatografia (HPLC) je jednou z efektivne vyuZzi-
vanych metéd. HPLC je pouzivana samostatne, ale aj v multi-
dimenziondlnych separdcidch. Z uvedeného vyplyva, Ze pro-
blematika analyzy pyrethroidnych ldtok v Zivotnom prostred{
je aktudlnou témou pre vedecky vyskum.

2. Analyza pyrethroidov

Pre stanovenie pyrethroidov a pyrethrinov boli pouzité
rozne analytické metédy uvedené aj v praci Dombeka'®. Me-
tody pre analyzu pyrethroidov v roznych matriciach zahfiaju
extrakciu polarnym rozpustadlom alebo extrakciu tuhou fazou,
vycistenie adsorpcnou alebo gélovou permeac¢nou chromato-
grafiou. Stanovenie sa uskutoc¢niuje plynovou chromatografiou
(GC) s detektorom elektrénového zéchytu (ECD) (cit. 17-25 ), s pla-
menovo ioniza¢nym detektorom (FID) (cit??®), alebo hmot-
nostnym spektrometrickym detektorom (MS) (cit.?*37), alebo
HPLC so spektrofotometrickou detekciou v ultrafialovej ob-
lasti spektra (UV) (cit.31), infracervenou spektroskopiou (IC)
(cit.32 ), raddiometrickym detektorom®, rddiometrickym detek-
torom s kvapalnym scintildtorom®* alebo polarimetrom®. Tie-
to dve metddy (GC a HPLC) su najpouzivanejSie, ale okrem
nich sa pouil’vagfl aj iné aplikdcie, ako je superkritickd fluid-
na extrakcia36’3, miceldrna elektrokinetickd chromatografia
(MECC) (cit.*®), polarografia40, voltametria*'*¥?, spektrofo-
tometria®, kapildrna elektroforéza (CE) s UV detektorom
a ﬂuorescenénjm detektorom laserom indukovanej fluorescen-
cie (LIF) (cit.***), izotachoforéza (ITP) (cit.***") a imuno-
assay*>* metédy. Di Muccio a spol.”® §tudovali metédu vy-
uzivajicu delenie na zdklade dispergovania pevnej matrice
(sorbentu) do tekutych vzoriek (SMDP) a ndslednom oddeleni
tohto sorbentu filtraciou v kombindcii s gélovou chromato-
grafiou na minikoléne pre analyzu pyrethroidnych rezidui
v mastnych matriciach (oleje a pod.). Vytaznost fluvalinatu
a permethrinu nemohla byt vypocitand kvoli interferencii 14-
tok zo séjového oleja, kym A-cyhalothrin, esfenvalerat a tra-
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lomethrin ddvaju nizke vytaznosti. Metédou HPLC boli stano-
vované aj pyrethriny v extrakte pyrethra® a v biologickom
materidli, ktorym bola Tudska plazma™.

PodlIa sposobu separdcie mdzeme metédy HPLC rozdelit
do tychto skupin:
achirdlna separdcia na reverznych fazach (RP),
achirdlna separdcia na normdlnych fazach (NP),
chirdlne separicie s vyuZzitim poldrnych mobilnych fdz,
chirdlne separdcie s vyuzitim nepoldrnych a stredne po-
larnych mobilnych fdz.
Strucné charakteristiky tychto metdd su uvedené v tabulke
Tall

2.1. Achirdlna separdcia
na reverznych fdzach

Tato metdda umoziuje stanovit pyrethroidy a ich diaste-
reoizoméry v roznych matriciach, resp. ich ¢istotu v technolo-
gickych vzorkdch.

Niektoré syntetické pyrethroidy™ a synergikum piperonyl
butoxid, zlic¢eniny ktoré sa bezne pouzivaji ako ochrana pre
skladované obilie, boli stanovované ako rezidua v ryzi RP
HPLC s UV detekciou pri 225 nm. Extrakcia pesticidov a in-
terferujiceho materidlu z obilia bola robend tromi rdéznymi
extrahujicimi rozpidsfadlami: aceténom, metanolom a hexd-
nom. Acetdn bol z nich najvhodnejsi, pretoZe poskytuje kvan-
titativnu extrakciu (48-hodinov4d extrakcia) a neposkytuje vy-
soku uroven balastného materidlu. Koncentracia pyrethroidov
v extrakte dosahuje troveii 5 ug.ml™', ¢o umoziuije ich stano-
venie priamym ddvkovanim. Pri nizSich koncentrdciach je
potrebné dodato¢né Cistenie extraktu a zakoncentrovanie ana-
lytov. Dokonalé vycistenie aceténovych extraktov bolo usku-
tocnené na predkolénach plnenych oxidom hlinitym, resp.
kremic¢itanom hore¢natym a desatndsobné zakoncentrovanie
bolo dosiahnuté sorpciou pesticidov na predkoléne C18 alebo
zahustenim extraktu prostrednictvom odparenia rozpustadla.

Na rozliSenie prekryvajuicich sa chromatografickych pi-
kov boli vyuZité rozne chemometrické metody>***ich dekon-
voliciou a aplikované na stanovenie pyrethroidov — zmesi
cypermethrinu, fenvalerate a cis-, trans-permethrinu HPLC.

Rezidua*® fluvalinatu v mede boli analyzované po super-
kritickej fluidnej extrakcii (SFE) oxidom uhli¢itym s ndsled-
nou HPLC analyzou na koléne C18. Tdto metdda je podla au-
torov jednoduchsia ako extrakcia organickymi rozpustadlami,
Cistenie extraktov tenkovrstvovou chromatografiou a analyza
plynovou chromatografiou.

Kutter a Class®’ pozorovali na koléne C18 RP poradie
eldcie izomérov cis- a trans-allethrinu v mobilnej fdze meta-
nol:voda (4:1). V pripade cypermethrinu boli detegované len
tri piky miesto Styroch pikov diastereoizomérov.

Brouwer a spol.®® stanovovali pyrethroidné insekticidy
v povrchovej vode kvapalinovou chromatografiou so spek-
trofotometrickou detekciou detektorom s diédovym polom
(DAD) pouzitim priamej dpravy vzorky technikou prepdjania
kolén. Procedira zahfiia automatické on-line zakoncentro-
vanie na predkolénkach obsahujticich oktadecylsilikagél. Ad-
sorpcia na vnutorné steny a povrchy bola potlacend pridavkom
neutrdlneho surfaktantu Brij-35 do vodnej vzorky. Pri spraco-
vani 100 ml vzorky st detekéné limity na trovni 0,4 ug.l’1 pri
235 nm.

Cyfluthrin® bol stanoveny RP LC v kvapalnych a pevnych



Referaty

Chem. Listy 96, 738 — 747 (2002)

(M 02)
TS g eT-8°L (wm ¢ ‘wur g ex0ST)
79 dNd Z BYeNXd QISNPZAO wu gLz AN urrowrad ‘urpounedAd ‘uriylopey (02:08) O°H-HO*HD 810 XIS uoredog
i L ()
G11-Ad axd G 1-Ad urrpowrena) ‘unrgjowrad
BIOYRIIX va_.mE SO0 ‘urmoylouW JeuLIyIAonyy JeIo[eAUd] (wr o ‘ww g‘¢xQ0¢)
€9 ‘Auruaraz e erooao Aurpord wu 907 AN ‘urnyyedorduey ‘urryrowradAd ‘uLnuojiq (ST:SL) O'H-NDV 81D Yedpuogn
BIONRNIXD ‘ARLY 1893w 100°0 utrgofeyAs (Www 9'yXx0$7)
19°09 yoLulop Axy e oxor[u wu 997 AN ‘urnpowiad Ao ‘urnpowe)op ‘uLIylownyy (02:08) O°H-NDV 81D G-0CT [rso9[onN
(wrl ¢ ‘ww 9°yx0S7)
Awioj oupronsad [93ey1[Is AueAOYIjIpOWL
65 ouaad e puredeay wu 0ez AN urgingiAo ($7:$S) O°H-NOV [AdoidoueA3y
eroEn[Iy ‘ey1Aqop "A0y 8wz (wr ¢ ‘wuw $X[0F+0ST])
9 ms10 a1d “eupzeq z BPoA wucLe AN ULIgoure)[op (02:08) O°H-NDV 81D [1SO9dNN
(urw 07) 9 % 08-V
ULIIUJIq 9% () BU BUSWIZ BUIBAUI[ “"UIW
8150 qeroreaudy ‘uryiedorduay ‘urryrowrad Gzr sepod g9 69-v 9 S¢ (81 ¢ ‘ww 94x0ST)
8¢ epoA eAoydIA0d wu €7 AN ‘unglowen) ‘uLyjourad£o ‘urngoqe NOV = g ‘O°H = V 1uorpeisd HVd-DT [1soo1edng
, (wr ¢ ‘wur $x0z1)
LS - wu 0ce AN utrporre (I'¥) O°H-HO'HD 81dY q1osoIydI
8w 90°0 (0T:08) HOOV-WI00 (ww 9*yx0GT)
9¢ HAS ‘pow wu ¢ AN jeulfeAnty W1 s O°H-NDV 810 YedeaoN
(ST:SL 0708 ‘ST1:S8 (wr ¢ ‘ww 9*'yxOST)
99 - ava urryiouLRd JeId[eAud) ‘uLyowd4o ‘01:06 ‘$*$6) O°H-NDV 81D 1s10dAy
BIOYBIIXQ (wrl ¢ ‘ww 94x0S1)
$S ‘epod ‘epoa puwozpod wu (O[Z AN uryjowrad JeIoeAus) ‘uLryourad4o (S1:68) O°H-NDV 81D 11s1dAH
Jurdn 600 uryjouayd ‘uryyowrod (wur 6°ex0ST)
€S BIOYENXQ ‘BZAT wu 67z AN “JRIQ[BAUQ) ‘ULIYJOWE)[OP ‘ULIYIOWSAIONq (SZ:SL) O'H-NDV 81D JedeaoN s1gep
yovzpf yoluz4242.4 vu PIIPIDAIS PUIDIYIY
Ky10ZA BARIAD B Jrwat] AUQISp ©
M BOLIRIA eroye)o(g Aproayyaikd guesoredog ©ZRJ BU[IQOIN BZRJ BUIPUOIOR)S

AoproxypaiAd ezATeue HIdH LUBITYOY

1wnqeL,

740



Referaty

Chem. Listy 96, 738 — 747 (2002)

0L - wu Opg AN UHYo[eyAd-y ‘uLiyiowe)op ‘utpoutadAs (1:0€) ugIade-ULXaY (wn ¢) 009 qIose[Is
uLylowrad4Ao upydoy-JHIL %0
uyjowad JeIoeAud)y
wdd ¢—6/°0 ‘unyrowendy ‘unyiedordusy ‘urnyiowe)jop (wn ¢ ‘wwr ¢°gx0ST)
69 epoa euyrd wu GEZ AN ‘urnpouayd ‘unrgowradAd ‘urngjowreydre ur)doy-vdr %L ND-XIS uoredog
uLyjowtad JeIo[eAud)
wdd ¢‘1-°0 ‘uLylowend) ‘uuyedordusy ‘uLyiowe)op (wn o ‘ww 9*4XQST)
69 epoA puyd wu 667 AN ‘urrgpouayd ‘utnpeurrad£o ‘utrgieureydre ueXoy-vdl %L IS 01 [isied
uryourrad
BIOYRIIXQ ‘unngowradAd Jeroreaudyse ‘urypedorduay (wn ¢ ‘wwt 9yXxS7)
89 ‘Aur1oj aupronsad wu G/7 AN ULIYIOWR)[OP “JBIS[BAULJ ‘ULIYIowIddA0-10 UBP[O0ZI-181208[KID 9% /0 MGSS qiostroydg
Ioyourrrefod (wr Q] ‘ww $x057)
99 - ‘wu 0/ AN urglouted ‘unrgewradAd ‘unrgjowelop (0S:0S) u9zuaq-uexaYy 09 1S JoydsoIyory
(wm ¢ ‘wwr X0 71)
LS - wu 0T AN utrgowad£o ‘utryiofre upxaU-JHL %S0 ‘ON § 1s03[onN
(wm ¢ ‘wr X0 1)
LS - wu 07z AN urrgawIed£d ‘uryafe ueXay-JHL %€ 001 IS JoydsoryDry
uLyjowradAo (9:1:007) VdI-WI0JOI0[Yd-UupXay
unpowrad ‘utowradLo  (9:71:007) IR[AISIP-WIOJOIO[YI-UBXY
umpowrdd£d  (9:6°0:007) 1RAIRIP-JHL-UEXY  (WH O] ‘WW 9°pX(0ST)
L9 - wu 8¢ AN utowrad£d - (1°0:2°0:002) VdI-WI0JOI0[yd-upxay [1snred
yovzpf yoluppuriou pu P12PIDAas PUIDAIYIY
(wur 9'4x0071)
QOUBULIOJId]
<9 wu Ozz AN urrgowred ‘urnpounod4Ao ‘urpopey O°H-HO"HD uIpe3 981-d¥ yjowory)
(i ¢ ‘wur ¢x6 1)
<9 wu 677 AN urnpouwed ‘upyieunad4o ‘uryiepey (0¥:09) O°H-HO*HD NO XIS uoredog
. (e ¢ ‘wwr ¢x06T)
9 wu G4 ® $TT AN urrgiowred ‘urnpounod4Ao ‘urpopey (§7:6L) O°H-HO*HD 810 XDS uoiedag
(wm ¢ ‘ww yx¢z])
9Ae1ds 9a0[0sOIOE wu )Lz AN unylowdd ‘urnyowradAd ‘uyjopey O“H-HO®HD uatpeid Auzgl 981-d¥ Teydsoing
Ay10zA eARIdD ® Jruat] AuUQMQIdp B
gl BOLBIN BIOYAI(JQ Aproayiaikd guesoredog ©ZPJ BU[IQOIA! BZRJ BUIRUOIORIS

Jrueaogenjod — [ eynqe],

741



Referaty

Chem. Listy 96, 738 — 747 (2002)

(S1°0:0£:009)

YL - wuwOee AN ULIIo[ere) [OURIS-URIIO[YOIP-C [ -UBXY (W $X0S7) oI
ULIYJoWN[J ‘YeuLIyIAoN[} ‘uLyInAo uexoy-vdl %S00

JRIS[BAUDJ (ww 9°yXx(ST) BUOIOY

€L - wu ()7 AN ‘utpowrad£o-0 ‘ulylo[ey£d ‘uLylofeyLo-y uexay-vdl %S1°0 BUJUI[BAOY BAOPNII]
uryjowsar ‘urryouayd-p ‘urrgrowrod uexoy-vdl %S00

ULIYJowena)

9eioreaud) ‘utyiedordusy ‘urryiourradAo (ww 9'yX0ST) V-1

€L - wu0ee AN ‘urryowdd£o-0 ‘utryief[e-p ‘ULI[e-[p uBxXay-vdl %S1°0  BUOIOY BAOUOL BAOPI]
2nf yoLupiqow yokuipjod aupa.ais v yokuipjodau winnznda s 21004vdas auppa1y)

(W ¢ ‘ww 9yXx08T)

uLyafe (8L:27) O°H-NOV urnxapopiAD-g

LS - wu 07z AN utryowadAo (§L:S7) O°H-NOV 1 PUOqO[AD
(€:0) NOV-(L'¢ HD)
7L eroyenx9 ‘epod wu O0ce AN uLyInLo }03Z01 KATW]} AAOUBIO0 WU ()T
(9:%) NOV-(¥ Hd)

uLIyjowe)[op 01Z01 AATW]) AAOUBIOO INW ()T (ww 9yX(0ST)

uLyoudyd ‘uLyuejIq #:9) NDV-(4+ Hd)  opun3i10)-(jAdordourury

7L - wu 0¢Z AN ‘urpnAd ‘unylowrad ‘UuLIyjousal N01Z0I AATW]) AAOUBIOO INW ()T -0)-1(QJ0O°SSYS) (+)

(0$:08) HO*HO:($°¢ Hd) O°H A (Wi ¢ ‘wur 9*yx(G7)

1L - wu [z AN uLouad4o ‘urnyowred£o-0 YOdtH s urue£1om Ww oG | 0002 I PuoqoroL)
(0%:09) NOV:(s'¢ HA) O°H A
6¢ uryjouwrrad YOS H s urwe[£10mm Wu (G|

L [USUELERS) (SS:6) HO'HO:(S'¢ H) O°H A (wr ¢ ‘wur $X057)

6¢€ - wuQre AN urnpouadLo-10 YOS'H s urwe[K1omm Ww G| pelql2ite)
2nf yokupiqow yokuipjod winpznda s 210p40das aupa1y)

Ay10ZA eARIdD B JIwI] AUQQIap ®B
M BOLNRIN BIOYIIO( Aproxyaikd gueaoredog BZYJ BU[IQOIA BZPJ BUIRUOIOR]IS

Aoproaqaikd ezAreue DJH euRIyD

Ireynqey,

742



Referaty

Chem. Listy 96, 738 — 747 (2002)

[93ex1y1s [Adordourure-¢ eu Auezeia 0Aouol UIA[S[A1JRU- [ -([A0ZUSqONIUIP-G¢)-V-(3) T11 dA1 , To8ex1yis [Adordourwe-¢ eu AurZeIA AYIIWULAYD WOUIONI[ D.L27-(S) S NUIWE|
-K19(1K3eu-0)-1-(S) meALIap po AuapoApo [T d£3 q ‘[93ex1is [Adoxdourwre-¢ eu Auezera AYOTWAYD wWouleA-(§) s nurue[£19([A1Jeu-10)-1-(§) MBALIIp po Auopoapo [ dAT ,

(W ¢ ‘wuryx6)

9 —wu 0yg AN urrpourtad ‘utryourrodAo up)doy-vdI %1 10-PUM

uexay-vdI %S00 © (wr ¢ ‘wur $x0S7)

LS - wu ()zZ AN uryjourradAo BUI[OSAY BAOJOOION[IL %G00 a2t e)
utrgourrad uexay-vdl %0

ULIIoueno) uexay-vdl %¢ (wur 9'4x0$T)

SL - wu 67 AN ULIgjowsar uexoy O-PUM

19yourtrefod (wn ¢ ‘ww $X0S7)

9L - ‘wu 0gg AN utrgyedorduay ‘urrgiuayiq (S°0:6°66) TouRI-UEXAY Toydserry)

(wni Q] ‘ww 9'yx(S7)

L9 - wu (087 AN unpeurad ‘urgiouriad£o-n ‘urngjowrod£o (S:0S2) VdI-uexay O [e97-IIYD [o21R
(€0°0:01:009)

YL USIEIAETAS [OUBIO-URIRIO[YDIP-T* [ -UBXAY 00LY-VO+II
(S0°0:01:008)

YL USIEIAETAS [OUBIO-UPIRIO[YDIP-T [ -UBXAY 00Lt-VO
(ST1°0:0€:009)

YL Jels[eAusy [OURIS-URIIO[YOIP-C [ -URXY 0002-VO
uryawsal (1:005)
‘urnypouayd ‘urrylowrod URJAIO[YIIP-7° [ -UBXAY
(ST°0:0€:008)

YL ULIYIOWERI}0) JRIS[BAURJ [OUB}O-UBIQIOTYOIP-7 [ -UBXY I
(S0°0:01:009)
uryyedordudy ‘urryouwrodAo [OUBIQ-URIIO[YIIP-7 [ -UBXY
(S0°0:0€:008)
JRIQ[EAUS [OURIS-URIRIOTYIIP-7 [ -UBXY
(ST°0:0£:009)

YL ULIYIR[[BOI] ‘ULIYID[[® [OUB)O-UBIIO[YIIP-T [ -UBXaY oIl

Ay10zA eARIdD B it AuUQoIdp ©
gl BOLIBIA BIOYIIO(Q Aproayyaikd guesoredog BZRJ BU[IQOIAl BZPJ BUIBUOIOR]IS

srueaoenyod — [ BY[nqe],

743



Chem. Listy 96, 738 — 747 (2002)

formdch. Plochy pikov pre testovaciu vzorku a Standard cyflu-
thrinu boli porovnané pouzitim dekanofendnu ako vnitorného
Standardu.

Na stanovenie rezidui syntetickych pyrethroidov v mlieku
a krvi dojnych krdv bola vyvinutd citlivd met6da®!, Extrak-
cia bola uskuto¢nend acetonitrilom, rozdelovanie n-hexdnom
a silikagélova koldna bola vycistend n-hexdnom a dietyléte-
rom. Vytaznost pyrethroidov bola 78-91 % s minimdlne de-
tegovatelnou koncentraciou 0,001 mg.kg ™.

Pavan a spol. v praci®® navrhli postup, kde vzorka dezin-
sekéného roztoku z bazéna pre o¢istu hovidzieho dobytka bola
odstredovanim a filtrdciou rozdelend na kvapalny a pevny
podiel. Tieto podiely vzorky boli analyzované HPLC so spek-
trofotometrickym detektorom pri 275 nm, pricom detekény
limit bol 0,2 mg.I"". Autori deklaruju celkovii vytaznost 81,2—
84,95 %, pricom 20 % deltamethrinu bolo distribuované do
kvapalného podielu vzorky a v pevnom podiely vzorky sa
nachddzalo zvys$nych 61,2-64,95 %.

Rezidud® deviatich pyrethroidov z ovocia a zeleniny boli
extrahované metanolom, reextrahované toluénom a vycistené
na koldne obsahujicej zmes Florisilu a aktivneho uhlia. Vy-
taznosti celého postupu sa pohybovali pre jednotlivé pyre-
throidy v rozmedzi 62,7-129,2 %.

V prici® bolo §tudované retenéné spravanie sa zvolenej
skupiny pyrethroidov RP HPLC. V mobilnej fize metanol/
voda (80:20) na oktadecylsilikagélovej koléne sa dosiahla
uplnd skupinova separdcia kadethrinu, cypermethrinu, ako aj
CiastoCnad separdcia diastereoizomérov cypermethrinu a tiplnd
separdcia diastereoizomérov permethrinu. Modelové zmesi
a aplikacné formy (komerc¢né pripravky) pyrethroidov sa ana-
lyzovali v ovzdusi, vyuzitim sorpcie pyrethroidov na poly-
uretdnovu penu (PUF) umiestnend vo vzorkovaci ovzdusSia.

Problematika zlepsenia separdcie diastereoizomérov pyre-
throidov metédou RP HPLC bola riesend® na ro6znych Styroch
typoch kol6n s a bez pridavku kovovych katiénov Zn**a Ag*.
Vyrazné rozliSenie diastereoizomérov bolo dosiahnuté na dvoch
oktadecylovych kolénach zapojenych za sebou s mobilnou
fdzou metanol/voda s 21,2 mmolL.I™ pridavkom katiénov Ag®.
Bol pouZity aj novy druh chromatografickej kolény (Chro-
molith RP-18e Performance). Na tejto koléne rozliSenie jed-
notlivych pyrethroidov ako aj ich diastereoizomérov dosaho-
valo hodnoty vicsie ako 1,3 v ¢ase do desat minut. Jedinym
nedostatkom bola koelicia dvoch diastereoizomérov cyper-
methrinu.

2.2. Achirdlna separdcia
na normdlnych fdzach

Normdlnefazovy méd umoziiuje separdciu diastereoizo-
mérov alebo pyrethroidov, popripade ich oddelenie od inter-
ferentov. Vyhodou tohto médu je, Ze ide o adsorpénu chroma-
tografiu, kde tvarovd selektivita je vS§eobecne lepSia ako v roz-
delovacej chromatografii.

Diaz a spol.66 delili stereoizoméry deltamethrinu, cyper-
methrinu a permethrinu na koléne Lichrospher Si 60 v mobil-
nej faze hexdn—benzén pouzitim dvoch detektorov: UV spek-
trofotometra a polarimetra s diddovym laserom. Vyuzitim
stereospecifického polarimetrického detektora boli schopni
analyzovat jednotlivé enantioméry rozseparovanych diaste-
reoizomérov pyrethroidov.

Relativne rychla (<30 mintt), robustnd a nie prili§ drahd
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metdda bola vyvinutd pre separdciu diastereoizomérov cyper-
methrinu®’. Silikagélovd kolona Partisil a mobilnd fdza hexan—
chloroform—dietyléter (200:1:6) boli pouZité pre analyzu a pri-
pravu kazdého diastereoizoméru zberom frakcii. Tato metéda
sa pouZila aj pri separdcii geometrickych izomérov permethri-
nu za elucny cas kratsi ako desat minut. Pre cypermethrin ddva-
ju Styri rozne druhy mobilnych fdz r6znu selektivitu separdcie
izomérov, ale nie je dostatocnd pre zmenu elucného poradia.
Tieto metddy poskytuju uzito¢né alternativy, ak sa v extrak-
toch biologickych materidlov nachddzaju koeluujtice piky.

NP HPLC (cit.””) sa separoval cypermethrin a cyfluthrin
(4-fluorobenzylovy analdg cypermethrinu) na silikagéli a na
silikagéli modifikovanom NO, na Styri pary enantiomérov.
Elu¢né poradie allethrinu na silikagéli (3% tetrahydrofurdan
(THF) v hexdne) je také, Ze cis- eluuje pred trans-allethrinom
a na silikagéli modifikovanom NO, (0,5% THF v hexdne)
cis-allethrin izoméry eluuju pred trans-izomérmi — predstavu-
juce bioallethrin. Su separované v elu¢nom poradi [1R, trans,
aS]-allethrin pred [1R, trans, o.R]-allethrinom.

Metdda uvedend v praci Koppena68 bola vyuZitd pre sedem
pyrethroidov pritomnych ako jednoduché pyrethroidy aktiv-
nych ingrediencif v jednej z troch foriem: emulzia, suspenzia
alebo vo vode dispergovatelné granule. Predbezné experi-
menty poukdzali na separdcie A-cyhalothrinu a Styroch dia-
stereoizomérov cyfluthrinu pod 20 minuit.

Rieger69 vo svojej praci popisal separdciu a stanovenie
niektorych pyrethroidov vo vode na silikagélovej koléne a na
koléne s viazanym nitrilom pouzitim [PA v hexdne alebo
heptdne ako mobilnych faz. Pre dplnu separdciu Styroch enan-
tiomérnych pdrov cypermethrinu na koléne s poldrnou —CN
viazanou fazou bola ako optimum vybrand mobilnd faza 0,4%
THF v heptane.

Zmes pyrethroidov sa v préci Davidyuka a spol.”” mobil-
nou fazou n-hexdn—aceton (40:1 a 6:1) na kolone Silasorb 600
neseparovala. Tvar chromatografickych pikov detegovanych
pri 240 nm bol pri mobilnych fizach n-hexdn—acetén (10:1
a 20:1) skresleny, ¢o komplikuje kvantitative vyhodnotenie.
Selektivna separdcia bola dosiahnutd pri mobilnej faze (30:1).
Bolo zistené, Ze pouzitie mobilnej fazy je najlepsie pri teplote
pod 20 °C. Pokles teploty pod 20 °C mal za nasledok zvySenie
retencie syntetickych pyrethroidov.

2.3. Chirdlne separdcie
s vyuzitim poldrnych mobilnych fdz

Chirdlne separdcie sa vyuzivaji na delenie racemickych
alebo enantiomérne obohatenych zmesi na ich enantioméry.

Sevéik a spol.* separovali pyrethroidy s vyuZitim cyklo-
dextrinov ako chirdlnych selektorov metédou HPLC a MECC.
V porovnani s HPLC, MECC umoZiuje enantiosepardciu
fenpropathrinu a lepsiu separdciu cypermethrinu. Na druhej
strane HPLC pontika lep$ie moznosti pri analyze permethrinu.
Pri nizsej teplote sa lepSie separuje prvy enantiomérny par
permethrinu. Pri vysSej teplote tdto separdcia nie je vyhovu-
juca z pohladu separdcie vSetkych enantiomérov, ale ddva
dobré moznosti pre separdciu druhého enantiomérneho pdru.

V praci Lemra a spol.”! bol $tudovany vplyv réznych
experimentdlnych parametrov (zloZzenie mobilnej fazy, prie-
tok, teplota a davkované mnoZzstvo) na chirdlnu separdciu
pouzitim dvoch staciondrnych faz B-cyklodextrinov viaza-
nych na silikagéli. SkonStatovalo sa, Ze kazdy parameter pri-
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spieva k findlnemu vysledku. Pyrethroidy su neutrdlne latky,
a toto je dovod, preco vplyv pH nie je ocakdvany. Napriek
tomu u o-cypermethrinu zvySenie pH viedlo k zniZeniu re-
lativnej retencie pre jeho enantioméry z 1,53 na 1,43 na koléne
ChiraDex. Kol6éna Cyclobond I umoziiuje delenie oboch enan-
tiomérov, ale stanovenie jedného v nadbytku toho druhého nie
je mozné. Pouzitim kolény Cyclobond I bolo rozliSenych
viacero pikov v porovnani s kolénou plnenou fizou ChiraDex.

Priame’? enantiosepardcie kyseliny chryzantémovej [2,2-
-dimetyl-3-(2-metylpropenyl)-cyklopropdnkarboxylova kyse-
lina] a jej halogén-substituovanych anal6gov boli systema-
ticky Studované HPLC pouzitim chirdlnej staciondrnej fazy
s naviazanym alkaloidom — derivdtom terguridu v kombindcii
s DAD a chiroptickym detektorom. Izoméry s konfigurdciou
(1R) vzdy eluujui pred izomérmi s konfigurdciou (15). Selek-
tivita separdcie cis- a trans-izomérov bola silne ovplyvnena
pH mobilnej fazy, kym enantioselektivita zostala bez zmeny.
Této metdda bola pouZzitd pre monitorovanie hydrolytickych
degradac¢nych produktov cyfluthrinu v pode pri laboratérnych
podmienkach.

Vietky Styri’’ trans-izoméry allethrinu boli separované na
chirdlnej koléne Cyclobond 1. Cis-izoméry koeluovali v jed-
nom piku. Na cyklodextrinovej chirdlnej koléne Cyclobond I
bolo pozorovanych pif pikov, ak boli ddvkované roztoky
cypermethrinu v metanole alebo acetonitrile.

2.4. Chirdlne separdcie
s vyuzitim nepoldrnych
a stredne poldrnych mobilnych fdz

Normadlnefazovy mod sa pre chirdlne separdcie pouziva
Castejsie pre lepSiu enantioselektivitu pre jednotlivé enan-
tioméry. Je vyhodny pre pripravu ¢istych enantiomérov.

Pouzitim Pirklovych kolén iénového typu 1-A ((R)-N-
-(3,5-dinitrobenzoyl)fenylglycinova chirdlna staciondrna faza
viazand iénovou vizbou na aminopropylsilikagél) a novsieho
kovalentne viazaného typu ((R)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)fenyl-
glycinova chirdlna staciondrna faza viazand kovalentnou viz-
bou na aminopropylsilikagél ako amid) bolo skimanych pét-
nast syntetickych pyrethroidov. Uplné rozdelenie pikov enan-
tiomérov bolo dosiahnuté takmer vo vietkych pripadoch”.

Vyvinuté boli tiez chirdlne staciondrne fazy (CSP) klasi-
fikované ako derivaty mocoviny (typ I a II) (cit.”*). Typ I je
odvodeny od derivdtu (S)-1-(o-naftyl)etylaminu s (S)-valinom
a typ II od derivétov (S)-1-(a-naftyl)etylaminu s (S)-terc.leu-
cinom. V obidvoch typoch staciondrnych faz su funkéné sku-
piny chemicky viazané na 3-aminopropyl silikagél. Tieto typy
CSP st ucinné pre separdciu racemickych zlic¢enin. Taktiez
bol vyvinuty modifikovany typ Pirklovej kolény: (R)-N-(3,5-
-dinitrobenzoyl)- 1-naftylglycin i6novo viazany na 3-amino-
propyl silikagél (IIT). Chirdlne staciondrne fazy I-III su ucinné
pre enantiomérnu separdciu insekticidov. ZlepSenie rozliSenia
bolo dosiahnuté pre rézne substituované pyrethroidy obsahu-
juce jedno az tri chirdlne centrd.

Enantioméry > niektorych agrochemikalii obsahujiicich 7t-
-aromaticky systém s akceptorom vodikovej vizby blizko
stereogénneho centra boli separované na chirdlnej stacionar-
nej faize Whelk-O. Na tejto faze boli delené rrans-diastereo-
izoméry resmethrinu a tetramethrinu. Permethrin s dvoma
chirdlnymi centrami bol rozdeleny na $tyri enantioméry.

Sénchez’ separoval enantioméry bifenthrinu a fenpropa-
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thrinu na koléne Chiraspher a analyty detegoval UV fotomet-
rickym detektorom a polarimetrom s diédovym laserom. Roz-
lisenie enantiomérov tychto dvoch pyrethroidov sa pohybova-
lo v rozmedz{ 0,66—1,04 a najlepsi polarimetricky signdl bol
ziskany pri zmesi hexdn—etanol (95,5:0,5).

Tri diastereoizoméry®’ cypermethrinu boli separované na
zékladnd liniu na ich enantiomérne pary s casom analyzy pod
50 mindtt. Jeden diastereoizomér nebol rozliSeny na enan-
tioméry. Izoméry boli uplne separované pri mobilnej faze
hexan—2-propanol (IPA) (250:1), ale s podstatne dlh§im eluc-
nym ¢asom (cca70 min). Tato metdda je vhodnd pre pripravu
enantiomérov cypermethrinu frakénym zberom. Pouzita chi-
rdlna koléna bola nevhodnd pre analyzu Styroch enantiomérov
permethrinu, ale vybornd pre separdciu o-cypermethrinu.

Diastereoizomérna’ a enantiomérna selektivita bola po-
zorovana pre cypermethrin na chirdlnej staciondrnej faze Pir-
klovho typu, avSak pre allethrin separdcia nebola pozorovand.
Dovodom st velmi silné interakcie so staciondrnou fdzou,
majuce za ndsledok dlhé retencné Casy a ireverzibilnd adsorp-
ciu.

Boli optimalizované podmienky® separdcie cypermethri-
nu a permethrinu na chirdlnej koléne Whelk-01 (R,R) v 1%
IPA v n-heptédne. Z vysledkov vyplynulo, Ze trans-diastereo-
izomér permethrinu bol rozseparovany, kym cis- nebol. Cy-
permethrin bol rozseparovany len na diastereoizoméry bez
enantiosepardcie.

3. Zaver

Rozsiahle aplikécie insekticidnych pyrethroidov a ich Struk-
tirne Crty si pri vyvoji validovanych metéd HPLC pre ich
analyzu vyZaduju rieSit viacero okruhov problémov. Separd-
cia diastereoizomérov pyrethroidov sa uskutoc¢iiuje metéda-
mi achirdlnej HPLC v NP a RP systémoch, pricom za NP
podmienok su diastereoizoméry pyrethroidov lahSie separo-
vatelné’"’®, Separdcia enantiomérov sa robi v systémoch chi-
rdlnej chromatografie vyuzivajicich rdéznorodé chirdlne sta-
ciondrne fdzy, pricom vécsina sa uskutocniuje v nepoldrnych
a stredne poldrnych mobilnych fazach.

Uspesnost NP systémov vyplyva priamo zo §truktirnych
¢ft pyrethroidov, kde NP systémy HPLC su vyuZivané hlavne
pre analyzu modelovych zmesi pyrethroidov a analyzu pyre-
throidov v technologickych vzorkdch a produktoch.

Naproti tomu pre analyzu pyrethroidov v komplexnych
redlnych vzorkdch (potraviny, pdda, voda, ovzdusie) sa viac
vyuziva RP systém, ¢o pravdepodobne stivisi s jeho vi¢Sou
robustnostou a odolnostou voc¢i vzorkou zapri¢inenym zme-
ndm systému. Schopnost poldrnych mobilnych faz rozrusovat
interakcie pyrethroidov s matricovymi zlozkami hrd vyznam-
nu ulohu nielen pri analyze diastereoizomérov, ale aj enan-
tiomérov pyrethroidov. NajcastejSie pouzivanou detekénou
technikou je spektrofotometria v UV oblasti (220-281 nm),
pripadne sa vyuzZiva polarimetricky detektor. Pretoze pyre-
throidy v komer¢nych produktoch pozostdvaji zo zmesi oboch
optickych (1R; 1S alebo +; —) a geometrickych (cis-, trans-)
izomérov, sicasny trend smeruje k potrebe enantiomérnych
stanoveni, a tym k zvySenému poctu chirdlnych separdcii.
Zuvedenych ¢lankov vyplyva, Ze vicSina separdcii je zamera-
nd na optimalizdciu separdcie Standardnych latok, len nie-
kolko préc sa zaoberd stanovenim rezidui pyrethroidov, dovo-
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dom ¢oho moze byt znacnd obtiaZnost spracovania matric.
Preto je tato problematika pre analytickych chemikov neustdle
aktudlna.

Zoznam skratiek
ECD  detektor s elektronovym zdchytom

FID plameniovoionizacny detektor
MECC miceldrna elektrokinetickd chromatografia

CE kapildrna elektroforéza

LIF laserom indukovana fluorescencia
RP reverznefazovy

NP normdlnefdzovy

DAD  detektor s dibdovym polom
SFE superkritickd fluidnd extrakcia
IPA 2-propanol

ACN  acetonitril

THF  tetrahydrofurdn

Tdto prdca vznikla za podpory VEGA projektu ¢. 1/6222/
99 a grantu UK ¢. 66/2001/UK.
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