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Oznaczanie chlorfenwinfosu we krwi metoda chromatografii gazowej
Onpegenenyre xaopdensundgoca B KPOBM ra3zoxpoMaTorpamudeckum MeTOAOM

Gas Chromatographic Determination of Chlorfenvinphos in the Blood

Szercokie stosowanie insektycydéw fosforoorganicznych wymaga systematyczne-
go kontrolowania ich pozostalosci w $rodowisku pracy i w plynach ustrojowych
czlowieka. Dlatego istnieje pilna potrzeba opracowywania czutych, dokladnych, a za-
razem mozliwie prostych metod ich oznaczania.

Do niedawna najbardziej rozpowszechniong metoda oznaczania pestycydéw fo-
sforoorganicznych byla metoda kolorymetryczna, polegajaca na pomiarze intensyw-
nosci barwy kompleksu fosforomolibdenowego (5, 8) po uprzednim zmineralizowa-
niu oczyszczonego ekstraktu wedlug metody Schodnigera (11). Wadg tych metod
jest zbyt matla czulos$é i specyficznosé. Z metod chromatograficznych najczesciej sto-
sowane sg chromatografia cienkowarstwowa (5, 9) i gazowa (1, 2, 6, 10).

Na temat oznaczania chlorfenwinfosu, aktywnej substancji w preparatach ston-
kobdjczych (jak Karbatox Extra P), metoda chromatografii gazowej istnieje nie-
wiele prac, przy czym w wiekszosci rozpatruje sie oznaczanie tego zwigzku w sro-
dowisku czlowieka (3, 12, 13), a nie w ptynach ustrojowych. W dostepnym pi$mien-
nictwie jedna tylko publikacja dotyczy oznaczania chlorfenwinfosu we krwi metoda
chromatografii gazowej. Zastosowano w niej dlugotrwalg i ucigzliwg procedure
ekstrakeji i oczyszczania tej substancji na kolumnie z kwasem krzemowym przed
wlasciwa analizg chromatograficzng (7).

Zalety metody przedstawionej przez nas polegajg na uproszczeniu ekstrakcji
i na eliminacji procesu oczyszczania ekstraktu na kolumnie.

CZESC DOSWIADCZALNA

Odczynniki i aparatura:

1) aceton cz.d.a., n-heksan cz.d.a., siarczan sodu cz.d.a.

2) laznia wodna z termoregulacja, chromatograf gazowy Varian 2860, strzykaw-
ka Hamiltona (10 ul), ultradzwieki.
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TOK ANALITYCZNY METODY

Do 1 em® krwi znajdujgcej sie w probowce o pojemnosci 5 em? do-
dawano 2 cm?® acetonu, szczelnie zamykano korkiem i po intensywnym
wymieszaniu zawarto$ci, probowke wstawiano do lazni wodnej o temp.
50°C na przeciag ok. 5 min. Po tym czasie wytrzasano recznie zawartost
probowki w ciggu 1 min. i odwirowywano osad z szybko$cig 3000—
3500 obr./min. w czasie ok. 5 min. Wyciag acetonowy zlewano do kolbki
miarowej na 100 cm?® i szczelnie zamykano. Izolowanie chiorfenwinfosu
z pozostalego osadu 2 em porcjami acetonu powtarzano jeszcze 4-krotnie.
Po 5-krotnej ekstrakcji polgczone wyciagi acetonowe zageszczano stru-
mieniem azotu w temperaturze pokojowej do objetosci ok. 1 ecm? i kolb-
ke szczelnie zamykano korkiem. Do zageszczonego wyciggu dodawano
2 cm?® n-heksanu, wymieszano ultradzwigkami do uzyskania jednorodnej
emulsji (ok. 30 sek.) i zawartosé kolby uzupelniano do 100 cm? 2% wod-
rnym roztworem siarczanu sodu. Calos¢ wymieszano i pozostawiano do
nastepnego dnia w celu rozdzielenia sie warstw. Z warstwy heksanowej
pobierano 1 em? wyciagu, do ktérego wprowadzano 4 ug tréjfenylofosfo-
ranu jako standardu wewnetrznego. Po dokladnym wymieszaniu, 1 ul
tak przygotowanej probki wprowadzano do kolumny chromatografu za
pomocg mikrostrzykawki Hamiltona.

PARAMETRY CHROMATOGRAFICZNE

1. Wypelnienie szklanej kolumny: Varaport 30, faza stacjonarna —
4,5% QI +0,3% OV-17.

2. Detektor AFID — plomieniowo-jonizacyjny z posiewem alkalicznym.

3. Temperatury: komora iniekcyjna — 225°C, kolumna — 185°C, de-
tektor — 220°C.

4. Szybkos¢ przeplywu gazéow: N, — 30 cm®/min., H, — 47,5 cm¥min.,
powietrze — 228 cm3?/min.

5. Atenuacja — 32 - 10712,

WYZNACZANIE WSPOLCZYNNIKA K

Wspolczynnik K jest ilosciowym wskaznikiem czulosci detektora dla
substancji oznaczanej w poréwnaniu do jego czuloéci dla standardu we-
wnetrznego. Wspélczynnik ten wylicza sie ze wzoru:

heC,
K= - —
he+Cy
hy — wysoko$é piku chlorfenwinfosu,
hy — wysoko$é piku wzorca wewnetrznego,
C. — stezenie molowe chlorfenwinfosu,

C, — stezenie molowe standardu wewnetrznego.



Oznaczanie chlorfenwinfosu we krwi metoda chromatografii... 137

Celem wyznaczenia wspéiczynnika K sporzadzono 5 mieszanin wzor-
cowych, zawierajacych wzrastajace stezenia chlorfenwinfosu (1, 2, 3, 4,
5 ug/em3) i niezmienng ilo$¢ trojfenylofosforanu jako standardu we-
wnetrznego (4 ng). Po wprowadzeniu poszczegélnych roztworéw do ko-
lumny chromatografu, mierzono wysokos¢ pikow pestycydu i wzorca we-
wnetrznego oraz obliczano K. Otrzymane wyniki zestawiono w tab. 1.

Tab. 1. Wskazania detektora dla réznych stezen chlorfenwinfosu i statych stezen
wzorca wewnetrznego
Detector response to the different. concentrations of chlorfenvinphos and constant
concentrations of the internal standard

Lp. Chlotfenwintos Standsrd Cirllorfenwinfos Standard e
. wsvngtrany . acingbriny
neg ' ng h/an/ /an/
4 1 4 47,5 ) 135,5 15
2 2 4 103,0 126,0 1,50
3 3 " 132,0 : 114,0 1,70
4 4 - 4 18n,0. 130,0 1,55
5 5 4 195,0 122,0 1,40
X 1,00

PRECYZJA METODY

W celu okreslenia powtarzalno$ci wynikéw wstrzykiwano 5-krotnie
ten sam roztwor standardowy (3 ng chlorfenwinfosu+4 ng tréjfenylofos-
foranu) i po zmierzeniu wysoko$ci pikow obliczano K. Otrzymane dane
zestawiono w tab. 2.

Tab. 2. Powtarzalno$¢ wynikéw analizy
Recurrence of analytic results

ip, h/an/ h/ma/ K
pestycydu wzorea
wawnetrznego

1 176 149 1473

2 177 147 1,77

3 153 140 1,60

4 169 e 1467

5 132 114 1,70

X #SD 1,69 +0,20

SD -
Wspolczynnik zmiennoscis V= =" 100 11,8%
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DOKLADNOSC METODY

Celem oznaczenia dokladno$ci metody zbadano stopien odzysku chlor-
fenwinfosu dodanego w znanej ilosci do krwi. W tym celu do 4 probek
krwi o objetosci 1 cm® dodano odpowiednio 1, 2, 4 i 6 pg chlorfenwinfo-
su, co po przeliczeniu na stezenie molowe wynosilo: 2,78; 5,56; 11,12
i 16,68 uM/dem3 krwi. Chlorfenwinfos wyekstrahowany z 1 cm?® prébek
krwi znajdowal sie w 2 em?® heksanu, a objetos¢ dodanego wzorca we-
wnetrznego wynosila 26,66 ul, zatem teoretyczne stezenia chlorfenwinfo-
su w probkach wprowadzanych do kolumny byly ponad (dockladnie 2,05)
2-krotnie mniejsze i wynosily odpowiednio: 1,35; 2,71; 5,40 i 8,10 uM/
/dem?®. Stezenie wzorca wewnetrznego wynosito 12,26 pM/dem3. Po wpro-
wadzeniu probek do chromatografu i zmierzeniu wysokosci pikéw pesty-
cydu i standardu wyliczano stezenie chlorfenwinfosu ze wzoru:

heeC,
" hyeK

x

Otrzymane wyniki zestawiono w tab. 3.

Tab. 3. Stopienn odzysku chlorfenwinfosu z krwi
Recovery of chiorfenvinphos from the blood

1; Dodano h/mn/ h/ou/ Jcliczono Odzysk
Do - pestycyéu stz dordu F!.'/f‘c,,- K
pe/cnd /.t.lllldcm3
1 1 2,78 24 5 169 P 7246
2 2 5,56 73 217 o9 34 96,1
3 4 11,12 97 225 6,60 2943
4 6 16,68 136 188 11,49 68,9
X 73,4

OMOWIENIE WYNIKOW

Jak wynika z tab. 1, czulo$¢ i oznaczalno$¢ przedstawionej metody
jest bardzo duza. Najmniejsza ilos¢, jakg w tych warunkach mozna ozna-
czy¢, wynosi 10710 g,

Poczatkowo wykonywano oznaczenia stosujgc detektor plomieniowo-

-jonizujgcy bez posiewu alkalicznego, ale oznaczalnos¢é metody nie prze-
kraczala 40 ng.

Precyzje metody nalezy rowniez uznaé za dobrag. Wprawdzie wspol-
czynnik zmiennosci nieznacznie przekraczal wartos¢ 10%, to jednak, bio-
rgc pod uwage doskonaly czulo$é metody i mozliwoéé stosowania jej do
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oznaczen ilosci sladowych, nalezy go uzna¢ jako wskaznik wystarczajgco
dokladnej i powtarzalnej metody analitycznej.

OczywiScie, warunkiem dobrej precyzji metody jest utrzymywanie
wartosci ciSnien i szybkosci przeplywu gazdéw na stalym poziomie. Na-
wet niewielkie odchylenia w warto$ciach tych parametrow powoduja
duze zmiany w odpowiedzi detektora. Stalos¢ wartosci przeplywow ga-
z6w zapewniajg dobre 2-stopniowe reduktory, manometry i idealna
szczelnos¢ catego uktadu.

Jak wynika z tab. 3, stopien odzysku chlorfenwinfosu z krwi wynosi
$rednio 73%, przy czym dla ilosci 1 i 2 pg/cm? uzyskuje sie wartosci wyz-
sze, a dla wyzszych stezen pestycydu w probce odzysk jest mniejszy
i wynosi 60—68%. Nie s3 to wartosci mate, jesli sie wezmie pod uwage,
ze chlorfenwinfos ma tendencje do wiazania sie z bialkami osocza (4),
co utrudnia jego ekstrakcje z krwi.

Wnioski

1. Opracowana metoda oznaczania chlorfenwinfosu we krwi daje wy-
niki dokladne i precyzyjne po spelnieniu nastepujacych warunkow:

a) nalezy zawsze stosowa¢ metode standardu wewnetrznego lub ze-
wnetrznego, aby wykluczy¢ wplyw ewentualnych zmian parametrow
chromatograficznych na sygnal detektora,

b) przed kazda serig pomiaréw nalezy sprawdzi¢ wartosci wspolezyn-
nika K.
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PE3IOME

PaspaGoTtan ynNpOILEHHBII METON SKCTparMpoBaHMs XJopdeHBuHGPOCa U3 KPOBU
M ONTHMaNbHbIE NapaMeTpPhbl KOJUYECTEBEHHOrO OMNpeeJIeHUA ra30XpoMaTorpadiryecKum
MeTozoM. ITectuuma 6b11 3KCTParMpoBaH U3 KPOBU aleTOHOM a M3 aneTOHOBOTO 3KC-
TpakTa H-rekcaHoM. I'eKCaHOBY BBITAXKKY ¢ A00aBieHHBIM TpudeunagocdaroMm Kak
BHYTPEHHMM CTaHXapTOM BBOAWJM B KOJOHKY Bapsan xpomarorpacha. Hacajgka Ko-
souky Bapamnopr-30; 4,5% Q&,+0,3% OV-17. ADPU-Terekrop. Crenenp BO3BpaTa:
53—96%, B cpeanemM — 73%, Kosduumest nepemenenua — 11,8%.

SUMMARY

The simplified method of the extraction of chlorfenvinphos from the blood and
the optimal parameters of its gas chromatographic determination is described. The
pesticide was extracted from the blood with acetone and from the acetonic extract
with n-hexane. The hexane extract with the addition of triphenylphosphate as an
internal standard was introduced into the column of Varian chromatograph. The
column packing: Varaport 30; 4.5% QF;+0.3% OV-17. AFID Detector. The recovery
degree: 59—96%, the average — 73%; method variation coefficient — 11.8%.



