ROCZN. PZH, 1976, T. XXVII, Nr 2

JAN WOZNIAK, ANDRZEJ TOKARZ

OZNACZANIE DWUFENYLU W OWOCACH CYTRUSOWYCH
ZA POMOCA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

Z Samodzielnej Pracowni Unikalnych Metod Analitycznych
Instytutu Biofarmacji Akademii Medycznej w Warszawie
Kierownik: dr hab. J. Wozniak

Oznaczono zawarto§é dwufenylu w skoérkach i migiszu owociw
cytrusowych. Stwierdzono, 2e stosowana metoda ekstrakcji i analizy
chromatograficanej pozwala wykryé 0,3 pug dwufenylu w 1 cms eks-
traktu.

Dwufenyl przedstawia pewien problem od czasu kiedy zostal zasto-
sowany jako sSrodek grzybostatyczny hamujacy wzrost plesni powodu-
jacych gnicie owocow cytrusowych [11]. Z nasyconych nim- bibulek,
w ktére zawija sie owoce, dwufenyl przenika do skérki owocu i w kon-
sekwencji czesciowo do migzszu. Latwo wiec dwufenyl trafia do ustro-
ju czlowlieka. Kumulacja tego zwiazku jest szczegdlnie duza u dzieci
i ludzi chorych spozywajacych znaczne iloéci tych owocoéw. Przyjeto, ze
dzienna nieszkodliwa dla czlowieka dawka wynosi 50 mg [10].

Zagadnienie ilosciowego oznaczania dwufenylu w owocach zwlaszeza
cytrusowych istnieje od chwili zastosowania dwufenylu jako S$rodka
fungistatycznego. Opracowane metody kolorymetryczne polegajg na prze-
prowadzeniu dwufenylu w zwigzek o niebieskiej barwie w reakcji z kwa-
sem siarkowym, formaldehydem i jonami zelazowymi lub w reakcii ze
$wiezo sublimowanym chlorkiem glinu. Barwe purpurowsg uzyskano ko-
lejno przez nitrowanie, redukeje i sprzeganie z N-1 naftyloetylenodwu-
aming [9, 14, 2]. Instrumentalne metody oznaczania dwufenylu wykorzy-
stujg fotometrie [12], spektrofotometrie w ultrafiolecie przy dlugosci
fali 248 nm [1, 3, 5, 15, 4], spekirofotometrie w podczerwieni o pasmie
abisorbcji 14,3 u [6, 8], chromatografie gazowsa z kolumng o di. 1,8 m,
olejem silikonowym jako fazg stacjonarng i detektorem argonowym [13].
Stosowano rowniez chromatografie bibutowsg [7].

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie mozliwie szybkiej metody,
ktéra z dopuszezalnymi bledami oznaczehh moglaby byé wykorzystana
w oznaczeniach rutynowych.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materiatl

Materialemm badanym byly cytryny, pomarancze, grapefruity i sok pomaranczo-
wy w puszkach znajdujacych sie na rynku wewnetrznym. Dwufenyl oznaczano od-
dzielnje w skdérkach i miaZszu owocow. Do wykreslenia krzywej wzorcowej ujmu-
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jacej zalezno§¢ miedzy stezeniem dwufenylu a powierzchnia odpowiadajgeych mu
pikéw przygotowano nastiepujgce roztwory dwufenylu w cykloheksanie: 0,312; 0,625
1,25; 2,5; 5,0; 10,0 pg/cms3,

Aparatura i wurzadzenia

Oznaczenie dwufenylu wykonano za pomocg chromatografu gazowego Pye-
-Unicam seria 104. Uzyto spiralna, szklang kolumne diugo$ci 2,7 m o Srednicy
" wewnetrznej 4 mm, wypelniong 3% silikonem OV-17 osadzonym na, Gas-Chrom
Q 80/100 mesh (Applied Science Lab.). Kclumne kondycjonowano w temp. 250°
przez 48 godz. Temperatura rozdzialu wynosila 160°. Gazem noSnym byl argon prze-
plywajacy przez kolumne z szybkoécia 45 ¢m3/min. Opuszczajacy kolumneg dwufe-
nyl rejestrowano za pemeccg detektora ptomienicwo-jonizacyjnego, przy czym szyb-
ko$é przeplywu wodoru wynosila 45 cm3/min, za§ powietrza 450 cm¥/min. Tem-
perature detektora ustalono na poziomie 170°, Probki o pojemnosci 2 ul wprowa-
dzeno. m‘ik-msfr,zykakaa bezposrednio :do kolumny.

W omoéwionych warurkach rozdzialu chromatograficznego pik dwufenylu jest
dobrze oddzielony od pasma rozpuszczalnika, jest ostry i do$é symetryczny wsrod
pikéw pochodzacych od innych skladnikéw materialu badanego (ryc. 1).
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Rye. 1.

Ryc. 1. Chromatograficzny rozdziat dwufenylu z ekstrak-
téw grapefruitéow.

Ryec. 2.

Ryc. 2. Zestaw do ekstrakeji dwufenylu z homogenatéw owocoOw cyirusowych.
1 — chladmca, 2 — odbieralnik, 3. — cykloheksan, 4 — woda, 5 — kolba desty-
lachna, 6 - plaszcz grzejny).
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Ekstrakcje dwufenylu z badanego materialu [4] prowadzono z zastosowaniem
aparatu przedstawionego na ryc. 2. Owoce przed poddaniem ich procesowi eks-
trakecji rozdrobniono w miynkomikserze typu MM 4.

Ekstrakcja dwufenylu 2z materialu badanego

Rozdrobnione owoce, skorki lub migzsz homogenizowane z dodatkiem wody
destylowanej w iloSci zapewniajgcej wuzyskanie wiasciwej gestosci w miynko-
mikserze. Z tak otrzymanej S$redniej proby odwazano okoio 100 g materiatu do
kolby aparatu ekstrakcyjnego dodawano 400 cm? wody destylowanej i 2 em? ste-
zcmego kwasu siarkowego. Odbieralnik aparatu (ryc. 2) wypelnia sie do rurki
przelewowej woda i 20 ecm? cykloheksanu otrzymujgc w ten sposdb uklad dwu-
fazowy, przy czym goérng faze stanowi lzejszy od wody rozpuszczalnik orgamiczny.
Dzieki lotnoéci dwufenylu z para, po skropleniu par w chlodnicy krople spadaty
do odbieralnika pozostawiajac w cykloheksanie dwufenyl, a nadmiar wody prze-
lewal sie do podgrzewanej kolby.

Nie wprowadzono natomiast Zadnego Srodka antypianowego polecanego przez
niektérych autoréw [4], poniewaz ostrozne ogrzewanie kolby w poczatkowym
okresie ekstrakeji zapobiegalo gwaltownemu pienieniu sie. Po ostroznym wodde-
stylowaniu olejkéw i innych czynnikéw pilanotwoérezych destylacje mozna przy-
spieszy¢ intensywniej podgrzewajae kolbe. ‘

Po zakonczeniu eksirakeji trwajace] 2—2,5 godziny faze rozpuszczalnika orga-
nicznego przenosi sie iloSciowo do rozdzielacza przemywajjgc chlodnice i odbie-
ralnik kilkakrotnie cykloheksanem. Wszystkie zebrane porcje rozpuszczalnika od-’
wadnia sie za pomoca bezwodnego siarczanu sodowego. a nastepnie przenosi sie
ilo$cicwo do kolbek mierniczych o pojemno$ci 25 cm?® i uzupelnia cykloheksanem
do kreski.

Oznaczanie ilo$§ciowe

Uzyskane w opisany wyzej sposéb ekstrakty bez dodatkowego oczyszczania pod-
dawano analizie za pomocg chromatografu gazowego. Azeby zapobiec wprowadze-
niu do kolumny chromatograficznej zbyt duzej iloSci zwigzkéw ekstrahowanych
z owocow wraz z dwufenylem, ekstrakty byly rozcienczone cykloheksanem w za-
lezno$ci od stopnia ich zanieczyszczenia. I tak ekstrakty z cytryn rozeienczano
10-krotnie, z migzszu grapefruitow i z grapefruitéw 20-krotnie, natomiast w przy-
padku pomaranczy nie zachodzila konieczno§é rozecienczania ze>wzgledu na ubozszy
sktad ekstraktow.

W analizie iloSciowej postuzono sie metodg kalibracji wewnterznej, ktéra wy-
dala sie najbardziej wlasciwg w zwiazku z obecno$cig na chromatogramach duzej
ilosci pikdéw niezidentyfikowanych zwigzkow.

Rycina 1 przedstawia rozdziat dwufenylu ekstrahowanego z migzszu grapefruitow,
przy czym cze$Sé A jest obrazem rozdzialu dwufenylu (pik ,D”) w rozcienczonym
dwukrotnie ekstrakcie, Chromatogram ten nazwano pierwotnym dla odr6znienia
od chromatogramu wtérnego uzyskanego z probki wzbogaconej dwufenylem. Czesé
B przedstawia wla$nie chromatogram wtérny. Probke taka przygotowano przez
wprowadzenie mikropipeta 20 ul roztworu dwufenylu w cykloheksanie o stezeniu
5 mg/cm3 do 5 om3 rozcienczonego ekstraktu. Zawarto§é pestyeydow w badanym
ekstrakcie obliczano za pomoeg nastepujgcego wzoru:

* a - SD
Sp
SPX

# SDX—SD
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w ktérym:

a — oaznacza ilo§¢ (ug) czystego dwufenylu wprowadzonego do probki wtbrnej,

Sp — oznacza powierzchnie piku dwufenylu na chromatogramie Pplerwotnym,

Spx — oznacza powierzchnie piku dwufenylu na chromatogramie wiérnym,

Sp — oznacza powierzchnie piku poréwnawczego na chromatogramie pierwot-
nym,

Spx — oznacza powierzchnie piku poréwnawczego na chromatogramie wtérnym.

Ekstrakty uzyskane ze skbérek odznaczaly sie ubozszym skladem, nie wystepo-
wal na chromatogramie obok dwufenylu pik wykorzystywany w obliczeniach ilo-
$ciowych w probkach z migzszu jako poréwnawezy.

Analize iloSciowg tych prob prowadzono metoda dodawania wzorca z zastoso-
waniem podanego wyzej wzoru z tym, Ze zrezygnowano ze stosowania wartodei
odpowiadajacej powierzchni piku poréwnawczego. Wzér przyjat wowezas postaé
nastepujges:

Gy 250

SDX——SD

Wyniki wraz z opracowaniem statystycznym przedstawiono w tabeli II.

W celu sprawdzenia stopnia odzysku do kolby zawierajacej pozostalo$é¢ po eks-
trakeji dwufenylu z materiatu badanego wprowadzono rozne ilo$ci dwufenylu od
25 do 20 mg i ekstrahowano w spos6b opisany wyzej. Wykonano po 3—4 réwno-
legte ekstrakcje. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli I.

Tabela I
Tabela odzyskéw dla roztworéw modelowych po ekstrakeji dwufenylu z owocéw cytrusowych

Nr Wykryto
Dodano Wykryto v Y v Odzysk —
préb- $rednio or X+ 8% . to,05*)
ki [mg] [mg] [x w mg] w o 003
1 2,6 2,51
2 2,56 2,54 2.5 100,0 2,564-0,06
3 2,5 2,45
4 2,5 2,50
5 5,0 4,80
6 5,0 4,90 4,8 96,5 4,840,17
7 5,0 4,77
8 10,0 9,52
9 10,0 9,75 9,7 97,9 9,74+0,77
10 10,0 10,10 :
11 15,0 14,95
12 15,0 14,15 14,6 97,3 13,6--0,99
13 15,0 14,70
14 20,0 18,97
15 20,0 19,52 19,5 97.9 19,6-+1,6
16 20,0 20,25
1 - D, (xj—x? .
Sx = e e to,0s == wartodé¢ krytyczna z tabeli Studenta
nin —1) 0505 yty

w poziomie ufnosei o = 0,05
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OMOWIENIE WYNIKOW

Wykonane do$wiadczenia mialy na celu opracowanie szybkiej i nie-
skomplikowanej metody oznaczania dwufenylu z zastosowaniem chro-
matografii gazowej. Préby takie byly podejmowane przez Thomasa [13]
juz w 1960 r.

Zastosowany przez autora sposéb wprowadzania substancji do apara-
tu polegatl na wprowadzeniu niewielkiej iloSci no$nika, nasyconego eks-
traktem zawierajgcym dwufenyl, na poczatek odigczonej kolumny chro-
matograficznej. Kazdorazowe odlgczenie - kolumny podczas kolejnego
wprowadzenia probki, a takie mozliwo$é rozsypania sie nosnika pod-
czas jego przenoszenia do kolummny i dtugi czas potrzebny na przepro-
wadzenie jednej analizy, wszystko to stanowi o nienajlepszych cechach
tej metody.

W obecnej dobie, gdy nastgpil ogromny postep w dziedzinie chroma-
tografii gazowej w zwigzku z wprowadzeniem szeregu nowych faz sta-
cjonarnych, a takze udoskonaleniem techniki mozliwym staje sie wybé6r
warunkow oznaczania dwufenylu w materiale biologicznym metoda od-
powiadajgca wyposazeniu technicznemu danego laboratorium. .

Uzyskana krzywa wzorcowa wykonana dla roztworow dwufenylu
w cykloheksanie w zakresie od 0,31 do 10 wg/cms? charakteryzuje sie li-
niowoéciy w calym przebadanym zakresie stezen (ryc. 3). Wykreslono
krzywg w oparciu o uzyskane $rednie arytmetyczne z pieciu pomiaréw
dla poszezegdlnych stezen.
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Ryie. 3. Krzywa wzorcowa dwufenylu.

Z opracowania statystycznych danych (tab. I) wynika, ze w zakresie
stezen w probie badanej od 2,5 mg do 20 mg wyRkrywa sie srednio 97,9%
badanej substancji.

W tabeli II przedstawiajacej opracowanie statystycznych wynikéw
oznaczen, obserwuje sie wyrazng roznice w zawartosciach dwufenylu
w skoérkach i migzszu owocow, bo o ile znajdowano w migzszu pomaran-
czy $rednio 0,58 mg/100 g dwufenylu, to w skérkach zawarto$¢ jego wy-
nosifa $rednic 14,57 mg/100 g, zas w przypadku grapefruitow wartosci
te wynosity 0,32 mg/100 g w miagzszu i 19,81 mg/100 g w skérkach.
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Tabela II
Zawarto$é dwufenylu w owocach cytrusowych *
Rodzaj Nr Stezenie Srednia x e N
prébki prébki [mng/100 g] [mg/100 g] e f B ™)
Migzsz  poma- 1 0,64
rafnczowy 2 0,55
3 0,54
4 0,68 0,58 0,58 4-0,0526
5 0,52
6 0,61
7 0,52
8 0,60
Migzsz  grape- 9 0,345
fruitowy 10 0,334
11 0,357
12 0,365
13 0,268 0,326 0,326+ 0,029
14 0,292
15 0,258
16 0,316
17 0,353
18 0,374
Skérki  poma- 19 14,65
ranczowe 20 15,42
21 16,03
22 13,24 14,57 14,57-4-1,06
23 14,01
24 14,10
Skérki  grape- 25 20,95
fruitowe 26 20,45
27 21,43 19,81 19,814-1,35
28 19,01
29 18,71
30 18,34
Cytryny (cale) 31 7,85
32 8,05
33 6,85 7,10 7,10-+-0,82
34 7,12
35 5,85
36 6,86
Sok pomaran-
czowy 37 0,00 = =
(3 — x)? tos0s = warto$¢ krytyczna z tabeli Studenta

sx—]/ 2

n(n—1)

w poziomie ufnosci ¢ = 0,05
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Ze wzgledu na odmienny sposéb konsumpcji cytryn cieto je na pla-
sterki wraz ze skorkg i sporzadzono homogenat z calych owocow. Za-
warto$¢ dwufenylu w tym przypadku wynosila 7,1 mg/100 g. Nie
stwierdzono obecnosci dwufenylu w ekstraktach z scku pomaranczowe-
go.
Dodatkowym zagadnieniem bylo znalezienie odpowiedniej substan-
cji, ktora moglaby by¢ zastosowana w charakterze wzorca wewnetrznego.
Polecony przez Thomasa [13] tymol nie mdgl by¢ uzyty w naszych ba-
daniach ze wzgledu na inne wypelnienie kolumny. Czas retencji piku
tymolu pokrywal sie z pikiem niezidentyfikowanej substancji w ekstrak-
cie owocdw cytrusowych. Zbadano réwniez mozliwosci zastosowania he-
ksadekanu jako wzorca wewnetrznego, lecz nie uzyskano rozdzialu
zadowalajgcego, gdyz roéznica czasu retencji miedzy = heksadekanem
a dwufenylem byla nieznaczna. Zdecydowano sie wybra¢ jako wzorzec
wewnetrzny pik niezidentyfikewanej substancji wystepujacy w eks-
traktach. Wyraznie krotszy czas retencji piku (P) od piku dwufenylu
(ryc. 1) pozwalal posiuzy¢ sie nim jako wzorcem wewnetrznym. Oba piki
sg dobrze wyksztalcone i symetryczne oraz wykazuja ostrg wzajemng
zalezno$¢ w oznaczeniach iloSciowych.

WNIOSKI

1. Metoda ekstrakcji dwufenylu z homogenatéw owocOw z zastosowa-
niem cykloheksanu w opisanym aparacie ekstrakcyjnym jest szybka i nie
wymaga skomplikowanych zabiegow.

2. Opracowana metoda pozwala na szybkie ilosSciowe oznaczenie dwu-
fenylu w owocach z pominieciem zmudnego, obciazcnego znacznymi stra-
tami procesu oczyszczania ekstraktow. '

3. Metoda moze byé¢ potraktowana jako rutyrnowa, stesowana w szyb-
biej kontroli zawartoéci dwufenylu w materiale biologicznym, uwzgled-
njajgca przeszlto 97% odzysk pestycydéw z bledami wahajgcymi sie mie-
dzy 5—10% w zaleinosci cd stezen (0,3—20 ug/cm?).

E.Boxusak, A. Tokax

OIIPEJEJEHVE JUDEHUJIA B IIUTPYCOBLIX IIJIOTAX
C IPMUMEHEHUEM METOJA TA30BOM XPOMATOIPADUU
PeszwowMme

B paboTe npezpcraBiieHLI BO3MOXKHOCTYM NPMMEHEHMS TA30BOI Xpomarorpadpuu ans
onpefenenma AU@EHUIa B IJIOAAX LMUTPYCOBLIX. XpoMaTorpadduyecKHii aHajimui3 npo-
BeJIM ¢ NpUMEeHEeHMEeM rasoBoro xpomarorpada Pye-Unicam cepma 104 co CrexIsIHHOM
KOJIOHKOM, HanoJnenHoit Gas-Chrom Q ¥ ocaXXA€nHbLIM na HEM, B KadeCcTBe CTaIMO-~
Hapuo¥ xasel 3% OV-17. B paboTe npeacTasjieH MeTOXR SKCTPaKUMUM AMUXEHMTA € I0-
MOIIBI0 HUKJIOTEKCAHA M3 FOMOTE€HU3MPOBHHBIX KOXKMII U MAKOTU (DPYKTOB, a TaKxKe
Han crnocob paccyéToB, MONy4YEHHBIX Ha XpoMarorpaMme pes3yJiabraToB. Pabora coaep-
JKUT TaKKe CTATHUCTUUECKYIO OLUEHRY ITOJIYyYeHHBIX Pel3yJabTaToB.

J. WozZniak, A. Tokarz
DETERMINATION OF DIAPHENYL IN LEMONS, ORANGES
AND GRAPEFRUITS BY MEANS OF GAS CHROMATOGRAPHY
) Summary
The authors describe the possibility of using gas chromategraphy for determi-
nation of diphenyl in oranges, lemens and grapefruits. Chromatographic analysis
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was conducted using a Pye-Unicam series 104 gas chromatograph with a glass
column filled with Gas-Chrom Q and 3% OV-17 seated on it as the stationary
phase. The authors describe the method of diphenyl extraction by means of cyclo-
hexane from homogenized peels and fruits and the method of results calculation.
The statistical analysie of results is included as well.
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