Chem. Listy 770, 185-189 (2016)

Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

STUDIUM MOZNOSTI PRENOSU

A ON-LINE CHIRALNEJ SEPARACIE
VYBRANYCH PESTICIDOV METODOU
HPLC S POUZITIiM TECHNIKY
PREPINANIA KOLON

MARIA CHALANYOVA® a IVANA
PETRANOVA”

“ Katedra analytickej chémie, Prirodovedecka fakulta,
Univerzita Komenského v Bratislave, Mlynska dolina
CH-2, ITkovicova 6, 842 15 Bratislava, ® Vyskumny vistav
vodného hospodarstva, Nabrezie arm. gen. L. Svobodu 5,
812 49 Bratislava

chalanyova@fns.uniba.sk

Doslo 13.5.15, prijate 2.9.15.

KTlucové slova: on-line prenos, chiralna HPLC separécia,
pesticidy, prepinanie kolon

Uvod

V poslednych desatrociach 20. storocia zacal vzrastat’
zaujem verejnosti o zlepSenie Zivotnych podmienok. Apli-
kécia narastajlicich objemov pesticidov vzbudzuje obavy
zo zneCistenia polnohospodarskej pddy, ale i ostatnych
zloziek zivotného prostredia, ¢o mdze potencidlne ohrozit’
zdravie &loveka'. Pouzivanie pesticidov v polnohospodar-
stve je nevyhnutnostou pre zabezpecenie dostatocného
mnozstva pol'nohospodarskych produktov na obzivu
populacie®. V porovnani s farmaceutickym priemyslom® sa
v pol'nohospodarstve az s ¢asovym odstupom zacala pou-
zivat' generécia chirdlnych pesticidov. V stcasnej dobe
viac ako 25 % komeréne dostupnych pesticidov je
chiralnych®. Chiralita ovplyviiuje biologicka aktivitu®,
atym aj toxicitu enantiomérov. Chirdlne pesticidy sa
v minulosti aplikovali ako racemické zmesi®, v ktorych
obvykle iba jeden enantiomér je biologicky aktivny
a ostatné enantioméry sa prejavovali ako necistota. Pouzi-
tie enantiomérne obohatenych alebo enantiomérne Cistych
agrochemikalii, ktoré st nositelom biologickej aktivity, ma
za nasledok mensSie zat'azenie zivotného prostredia, preto-
ze sa aplikuji v davkach jednotiek az stoviek gramov na
hektar pody (1000x nizsie davky ako klasické pesticidy).
Systematicky vyskum biologickej aktivity enantiomérov sa
stava pravidlom pre racemické agrochemikalie’. Studova-
né pesticidy patria do skupiny fungicidov a insekticidov.
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Epoxikonazol je triazolovy Sirokospektralny preventivny
a lieCivy fungicid, ktory méa dve chirdlne centra, ale jeho
Standard je komercne dostupny len s jednym enantiomér-
nym parom. Pouziva sa proti rastlinnym patogénom
v obilninach, cukrovej repe a arasidoch. Toxicky je hlavne
pre vodné organizmy'’. Permetrin je insekticid, ktory patri
do skupiny syntetickych pyretroidov. PouZziva sa na ochra-
nu bavlny, pSenice, obilia, zeleniny a ovocia. Molekula
obsahuje dva chirdlne uhliky, a tvori Styri enantioméry.
Permetrin sa silno via’e na organickGi &ast pddy'®.
V minulosti sa predpokladalo, Ze pyretroidy su malo toxic-
ké pre cicavce. Zo systematického Stidia ich vlastnosti
vyplynulo, ze dlhodobé vystavenie I'udského organizmu
ale 1ivdychnutie pyretroidov moze spdsobit neziadice
zdravotné problémy.

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia HPLC je
$iroko pouzivana vo viacrozmernych separaciach’. Vacsi-
na publikacii sa zaobera analyzou enantiomérneho zloze-
nia uUc¢innej latky. Separdcia chirdlnych analytov
7o zlozitych matric na nizkych koncentra¢nych tirovniach
zavisi od roznorodosti ich fyzikalno-chemickych vlastnos-
ti a je komplexnym analytickym problémom”®. V takomto
pripade sa vzorka pred analytickou koncovkou podrobuje
uprave. Pre separaciu analytov z komlexnych matric treba
pouzit' ucinné upravné techniky v spojeni s vysoko-
citlivymi analytickymi metodami. Off-line Gpravou vzorky
pred achiralnou resp. chirdlnou HPLC separaciou analytov
s pouzitim velkoobjemového davkovania sa zaoberaju
prace'®'?. On-line (priame) spojenie zariadenia na upravu
vzorky so separaénym a detekénym systémom ma niekol-
ko vyhod. V tomto rezime je mozné preniest’ 100 % vzor-
ky do analytického systému, ¢o minimalizuje manipulaciu
so vzorkou ajej straty. Tento pristup bol pouzity
v pracach'*"°. Na izolaciu analytu z tuhej matrice, zakon-
centrovanie na vhodnej stacionarnej faze a naslednu sepa-
radciu sa vyuZiva technika prepinania kolén (column-
switching). On-line separacii analytov z komlexnych mat-
ric obvykle predchddza modelové Studium separacie Stan-
dardov analytov technikou column-switching, ¢o je pred-
metom predlozenej préce.

Ciel'om prace je:

ziskanie poznatkov o sorpénej kapacite achiradlnych
stacionarnych faz pre Studované analyty,
optimalizacia separdcie analytov na chirdlnej stacio-
narnej faze Chiradex,

Stidium moZnosti on-line prenosu Standardov analy-
tov na achiralnu stacionarnu fazu a chiralna separacia
s pouZitim techniky prepinania kolon.

Ziskané poznatky zo §tidia moznosti on-line prenosu
Standardov z achiralnej na chirdlnu kolénu budu sluzit’ pre
vyvoj on-line izolacie a RP-HPLC-UV/VIS metddy pre
chiralnu separaciu vybranych pesticidov z tuhych vzoriek
(p6d) s hmotnostou cca 0,2 g zalozenej na prietokovej
extrakcii analytov s vyuzitim techniky prepinania kolon.
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Experimentilna ¢ast’
Chemikalie

Standardy analyzovanych latok

Epoxikonazol: [(R,S)-3-(2-chlorofenyl)-2-(4-florfenyl)-2-
[1H-1,2,4-triazol-1-yl) metyl] oxiran], Cdistota 95,5%,
(Riedel-de Haén, Nemecko),

Permetrin: [3-fenoxybenzyl(1RS)-cis, trans-3-(2,2-di-
chlérvinyl)-2,2-dimetylcyklopropankarboxylat], Cistota
97,3 %, (trans 75,5 %, cis 21,8 %) ( Riedel-de Haén, Ne-
mecko),

Metanol: gradient grade (99,9 %, Merck, Darmstadt,
Nemecko),

Ultracista H,O: Cistiaci systém Labconco (Water, Pro-PS,
Labconco, Cansas City, USA).

Zasobné roztoky Standardov boli pripravené v 100%
metanole gradient grade. Ostatné roztoky Standardov boli
pripravené riedenim zasobnych roztokov.

Pristroje

Kvapalinovy chromatograf Lichrograph (Merck —
HITACHI, Darmstadt, Nemecko) pozostdva z pumpy A
Inteligent Pump L-6200 (Merck, Darmstadt, Nemecko);
UV-VIS detektoru Model L-4250 (Merck, Darmstadt,
Nemecko); Mixer Hitachi, Ltd. Tokyo, Japonsko; dvoj-
cestného Sestvstupového davkovaciho ventilu Rheodyne
7125 (Cotati, California, USA); dvojcestného Sestvstupo-
vého davkovaciho ventilu Rheodyne 7010 (Cotati, Califor-

pumpa A

odpad davkovanie
vzorky
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nia, USA); pumpy B Model 302 s manometrickym modu-
lom Model 802C (Gilson, Francuzsko).

Koldny
Chiralna kolona Chiradex, 250 x 4 mm, 5 um Castice
(Merck, Darmstadt, Nemecko); Sklenené¢ kolony

30 x 3 mm Separon SGX C 18, Separon SGX RPS, Sepa-
ron SGX NH,, Separon SGX CN (Tessek, Praha, CR).
Sklenena kolona 30 x 3 mm plnena za sucha Silasorbom
Fenyl s 10 um Casticami (Lachema, Brno, CR).

Namerané tdaje boli vyhodnotené programom CSW
verzia 1.0, s20bitovym integratnym Sigma Delta A/D
prevodnikom, DataApex s. r. 0., Praha, CR.

Schematické znazornenie HPLC zariadenia s on-line
zakoncentrovanim analytu na achiralnej kolone s vymytim
analytu na chirdlnu kolénu technikou spétného toku (back-
flush) je na obr. 1.

Vysledky a diskusia

V pripade, ze na chirdlnu separaciu analytu z kom-
plexnej matrice chceme vyuzit’ off-line, resp. on-line prie-
tokovu izolaciu analytu z tuhej matrice so zakoncentrova-
nim na achirdlnej staciondrnej fdze a chirdlnou separaciou
analytov s pouzitim techniky prepinania koldn, je nevy-
hnutné ziskat' poznatky o sorpcnej kapacite pouzitej achi-
ralnej stacionarnej fazy pre Standardy Studovanych analy-
tov a o optimalnom zloZeni pouzité¢ho Cinidla potrebného
na prenos analytu na achiralnu stacionarnu fazu, jeho prie-
toku a objemu.

koléna

chiralna
koléna

Obr. 1. Schematické znazornenie HPLC zariadenia pre zakoncentrovanie analytov na kratkej achiralnej kolone s vymyvanim
analytu technikou spitného toku a separaciou na chiralnej stacionarnej faze; Obsluha column-switching: 1. Ventil V1 — LOAD
plnenie davkovacej slucky; Ventil V2 — LOAD premyvanie chiralnej kolony mobilnou fazou pumpou B; 2. Ventil V1 — INJECT davkova-
nie analytu na kratku kolonu; Po preteceni definovaného objemu desorpéného ¢inidla cez achiralnu kolonu, Pumpa A — STOP, Ventil V1
do polohy LOAD; Ventil V2 — INJECT vymytie analytu spiatnym tokom na chiralnu koléonu; D1 — UV detektor za chiralnou kolénou; D2

— UV detektor za achiralnou koléonou — meranie objemu eluatu
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Meranie prierazovych objemov analytov a sorpcna
kapacita sorbentu

Sklenend koléna s rozmerom 30 x 3 mm plnend tu-
hym sorbentom po premyti organickym rozpustadlom
s vysokou elu¢nou silou (metanolom) bola kondicionovana
5 ml 2% metanolu. Na kolénu boli aplikované roztoky epo-
xikonazolu resp. permetrinu s koncentréciou 0,8 ugml™
s obsahom metanolu v rozmedzi 50-80 % (cit.”’). Z name-
ranych prierazovych kriviek boli od¢itané prierazové obje-
my analytov. Prierazovy objem zodpoveda objemu resp.
mnozstvu analytu, ktoré je mozné na danom sorbente za-
koncentrovat’. Jeho hodnota sa uréuje v 10 % vysky signa-
lu analytu. Z hodndt prierazovych objemov boli vypocita-
né sorpéné kapacity sorbentov, o je mnozstvo analytu
v gramoch, ktoré sa zakoncentruje na 1 g sorbentu. Zo
sorpénych zavislosti vyplynulo, Ze najvacsiu kapacitu
z pomedzi Studovanych sorbentov Separon SGX Cl18,
SGX RPS, Separon NH, , Separon SGX CN a Silasorb
Fenyl ma Silasorb Fenyl. Tento sorbent bol pouzity na
zachytenie epoxikonazolu i permetrinu pred on-line chiral-
nou separaciou, ktorych prierazové krivky z roztoku meta-
nol:voda, (70:30, v/v) st na obr. 2.

mAU
1200
1100 ’_'_'_/ a
1000
b
900 _,_/-
T T T

0 4 g

12

preteceny objem, ml

Obr. 2. Prierazové krivky Studovanych analytov z roztoku
70% metanolu na sorbente Silasorb Fenyl; prierazova krivka a)
permetrin, b) epoxikonazol, prietok 0,5 ml min~', UV detekcia
230 nm

Tabul’ka I
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Separacia analytov na chirdlnej stacionarnej faze
Chiradex v RP-HPLC mode

Chiradex patri do skupiny chirdlnych stacionarnych
faz, ktoré sa pouzivajii v reverznofizovom moéde'®. Jed-
nym z parametrov, od ktorych enantioselektivita stacionar-
nej fazy zavisi, je pouzitie typu organického modifikatora,
priCom polarita rozptstadiel pre Chiradex klesa v poradi
metanol, etanol a acetonitril. Enantioselektivitu je mozné
ovplyvnit’ pouzitim zmeny pH mobilnej fazy resp. zmenou
teploty pri separacii. Z literarneho prehladu vyplyva, ze
tento typ stacionarnej fazy bol na separaciu chirdlnych
latok pouZity len v obmedzenom poéte prac* ~°. V snahe
ziskat’ informacie o chromatografickom spravani sa epoxi-
konazolu a permetrinu na Chiradexe bola uskuto¢nena
séria merani zavislosti elu¢ného Casu od zlozenia mobilne;j
fazy metanol:voda v rdoznych objemovych pomeroch. Pre
analyty bol vypocitany retencny faktor k£, a rozliSenie R;
enantiomérov. Vysledky experimentalnych merani retenc-
nych charakteristik pre epoxikonazol a permetrin st zhrnu-
té vtab. [ all

Z nameranych dat v tab. I vyplyva, ze najvyssia hod-
nota rozliSenia enantiomérov Standardu epoxikonazolu
1,48 bola dosiahnuta v mobilnej faze metanol:voda (50:50,
v/v) s prietokom 1,0 ml min™".

Z tab. Il vyplyva, ze v mobilnej faze metanol:voda
(60:40, v/v) rozliSenie dvojice enantiomérov permetrinu p1l
a p2 méa hodnotu 1,52, ale retencny ¢as enantioméru p4 je
75 min. V mobilnej faze metanol:voda (70:30, v/v), je
retencny Cas enantioméru p4 pri prietoku mobilnej fazy
1,0 ml min "' 16,5 min a rozliSenie enantiomérov pl-p2 ma
hodnotu 1,2 (obr. 3). Z tohoto dovodu pri on-line chiralnej
separdcii enantiomérov epoxikonazolu bola pouZzitd mobil-
na faza metanol:voda (70:30, v/v).

Separacia technikou prepinania achirdlnej
a chiralnej kolony

Spéjanie dvoch alebo viacerych kolon cez prepinaci
ventil sa nazyva technika prepinania koloén. Kolony mozu
byt rovnakého alebo rozneho typu. Cielom pouzitia také-
hoto systému je selektivny prenos frakcii z kolony na
kolonu'’ . V praci pouzité zariadenie je na obr. 1.

Zavislost’ retencného faktora k™ a rozliSenia R od % obsahu metanolu (MeOH) v mobilnej faze metanol:voda pre enatiomé-

ry epoxikonazolu el,e2 na koléne Chiradex

MeOH % el e2 el,e2
k’ K2’ R,
50 1,82 2,15 1,2
53 1,37 1,64 1,14
55 1,16 1,4 1,15
60 0,58 0,72 0,93
65 0,43 0,53 0,82
70 0,25 0,32 0,59
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Tabulka I1
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Zavislost’ retencného faktora k" a rozliSenia Rs od % obsahu metanolu (MeOH) v mobilnej faze metanol:voda pre enantio-

méry permetrinu pl—p4 na koldéne Chiradex

MeOH % pl p2 p3 p4 pl,p2 p2,p3 p3.p4
ky’ ky’ ky’ ky’ Ri, Ry3 R34
60 6,52 7,48 18,9 28,04 1,52 6,46 13,39
70 1,7 1,96 3,64 4,85 1,23 3,94 2,2
mAU mAU 30
13 1 pl p2
25
10 - M p3 p4 c
A /\ A b 20
! 15 b
_I 4
a 10 1 a
! 5
T T T T
0 20 40 60 80 o 3 6 o 12 15 18

retenény ¢as, min

Obr. 3. Chromatografické zdznamy separiacie permetrinu na
enantioméry pl-p4; v zavislosti od zloZenia mobilnej fazy na
Chiradexe; experimentalne podmienky: mobilnd faza meta-
nol:voda a) (70:30, v/v); b) (60:40, v/v); prietok 1 mlmin I
UV detekceia 230 nm

On-line prenos a chirdlna separacia epoxikonazolu
a permetrinu na koléne Chiradex po vymyti analytu
technikou back-flush

0,02 ml epoxikonazolu resp. permetrinu bolo prenese-
nych na achiralnu kolénu so sorbentom Silasorb Fenyl.
Bolo testované zloZenie a objem ¢inidla, ktoré je potrebné
na prenos analytu z davkovacej slucky na kolénu Silasorb
Fenyl. Z testovania signalu analytu od objemu prete¢eného
¢inidla metanol:voda (50:50, v/v) s prietokom 0,5 ml min™’
cez achiralnu kolonu v rozmedzi objemov 1,5-3,0 ml vy-
plynulo, Ze optimalny objem st 2,0 ml. Po preteceni
2,0 ml ¢inidla metanol:voda (50:50, v/v) bol tok z pum-
py A zastaveny. Otocenim ventilu V2 doslo k vymytiu
zadrzané¢ho analytu spitnym tokom z pumpy B na koloénu
Chiradex, kde prebehla chirdlna separicia epoxikonazolu
resp. permetrinu na enantioméry. Na chirdlnu separaciu
permetrinu na enantioméry pl-p4 bola pouZitd mobilna
faza metanol:voda (70:30, v/v) s prietokom 1,0 ml min,
Chromatografické zaznamy on-line chirdlnej separacie
permetrinu pre koncentraéné urovne 10; 5 a 1 pg ml™ su
na obr. 4. Z tohoto obrazku je mozné odhadniit’ minimalnu
koncentraciu analytu vo vzorke, aby bola mozna identifi-
kacia vSetkych Styroch enantiomérov permetrinu. Rozli-
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Obr. 4. Chromatografické ziznamy on-line separacie permet-
rinu na enantioméry pl-p4 vymytim spitnym tokom
z achirdlnej na chirdlnu kolénu od koncentricie analytu;
experimentalne podmienky: achirdlna kolona Silasorb Fenyl (30
x 3 mm L.D., 5 um) chirdlna koléna Chiradex (250 x 4 mm, 1.D.,
5 um); mobilna faza metanol:voda (70:30, v/v); prietok 1 ml min L

UV detekcia 230 nm; a) 1 pgml™, b) 5 ugml™, ¢) 10 pg ml™’

mAU
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T T T T T

4 6 8 10
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Obr. 5. Chromatograficky zdznam on-line separicie epoxiko-
nazolu na enantioméry el a e2 vymytim spitnym tokom
z achiralnej na chiralnu kolénu; experimentalne podmienky:
vymytie analytu z achiralnej kolény Silasorb Fenyl (30 x 3 mm
I.D., 5 um) na Chiradex (250 x 4 mm 1.D., 5 um); mobilna faza
metanol:voda (50:50, v/v), prietok 0,5 ml min I UV detekeia
230 nm
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Senie enantiomérov permetrinu pl—p2 ma hodnotu 1,2
a p3—p4 ma hodnotu 2,2.

Pre separaciu enantiomérov epoxikonazolu na el a e2
je vhodné zloZenie mobilnej fdzy metanol:voda (50:50, v/v)
s prietokom 0,5 ml min™". Rozli$enie enantiomérov epoxi-
konazolu el-e2 mé hodnotu 1,48. Chromatograficky za-
znam chiralnej separacie epoxikonazolu po on-line zadrza-
ni na kolone Silasorb Fenyl je na obr. 5.

Zaver

V praci su riesené tri Ciastkové ulohy:

Z prierazovych zavislosti a znasledne vypocitanej
sorpcnej kapacity pre epoxikonazol a permetrin na réznych
typoch stacionarnych faz vyplynulo, ze pre ich zadrzanie
pred on-line chiralnou separaciou je vhodny sorbent Sila-
sorb Fenyl.

Z optimalizacie zlozenia mobilnej fazy pre chiralnu
separdciu analytov na koldéne Chiradex vyplynulo, ze pre
epoxikonazol je vhodné zlozenie mobilnej fazy meta-
nol:voda (50:50, v/v) s prietokom 0,5 ml min"' a pre per-
metrin metanol:voda (70:30, v/v) s prietokom 1 ml min .

Pri on-line prenose epoxikonazolu resp. permetrinu na
achiralnu stacionarnu fazu Silasorb Fenyl s naslednou
chiralnou separaciou analytov na Chiradexe vypylnulo, Ze
rozliSenie enantiomérov epoxikonazolu el—e2 ma hodnotu
1,48. Rozlisenie enantiomérov permetrinu pl—p2 ma hod-
notu 1,2 a enantiomérov p3—p4 ma hodnotu 2,2.

Prdca vznikla za financnej podpory projektu VEGA
1/0897/15.
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M. Chalanyova® and L. Petranova® (“ Department of
Analytical Chemistry, Faculty of Natural Sciences, Come-
nius University, Bratislava, b Water Research Institute,
Bratislava): HPLC Study of On-line Transfer and Chi-
ral Separation Options for Selected Pesticides using
Column Switching Techniques

The work deals with finding a suitable achiral station-
ary phase for preconcentration of pesticides epoxiconazole
and permethrin. The break-through curves were measured
for the studied analytes on several stationary phases. Sorp-
tion capacity of the sorbents showed that Silasorb Phenyl
is suitable for the preconcentration of epoxiconazole and
permethrin.

HPLC separation conditions in reverse-phase mode of
analytes were optimized on the chiral stationary phase
ChiraDex. For on-line transfer of epoxiconazol and perme-
thrin on achiral column Silasorb Phenyl and following
back-flush washout on chiral stationary phase ChiraDex
column-switching technique has been used. The resolution
of epoxiconazol enantiomers el—e2 is 1.48; permethrin
enantiomers pl—p2 is 1.2; and permethrin enantiomers
p3-p4is2.2.



