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Metoda chromatografii cienkowarstwowej jest powszechnie stosowa-
na do rozdzielania, identyfikacji i pomiaru mikroilosci pestycyddw
znajdujgcych sie w rdéznych podtozach. Zastosowanie chromatografii
cienkowarstwowej do oznaczania $ladowych ilosci pestycydéw wymaga
uzycia bardzo czulych metod detekcji oznaczanych zwigzkdéw chemicz-
nych. Wykrywalnos$é miesci sie zwykle w przedziale O,1-1,O‘Pg bada-
nej substancji przy zastosowaniu chemicznych uk*addéw detekcji. Za-
stosowanie specyficznych biologicznych uktaddéw detekcji pozwala wy-
kryé ilosci rzedu 0,001 pe substancji biologicznie czynnej. W bada-
niach nad identyfikacjg i ilo$ciowym oznaczaniem fungicyddéw zasto-
sowano biologiczny ukZad detekcji w postaci zawiesiny zarodnikdw
réznych grzybdéw testowych. Sprawy metodyczne zastosowanej techniki
(bioautografia) omdéwiono szczegdtowo w publikacji Murawskiej [6] .

Zasada metody opiera sie na zalozeniu, ze migdzy iloscig substan-
cji fungitoksycznej, naniesionej na pitytke chromatograficzng,a wiel-
koécig odpowiadajgacej jej plamy po rozwinigciu chromatogramu i do-
prowadzeniu do wzrostu grzybni testowej na ptytce, istnieje Scisty
zwigzek funkcyjny. Znajac postadé analityczng tego zwigzku mozna, z
duzg wiarygodnosécig obliczyé ilodci badanej substancji z rownania:

log W = log Ws + j:l——éé- log 4, (1)
Ad -

gdzie:
W - ilo$é substancji poszukiwanej,
Ws - ilo$é standardu,
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Ad - powierzchnia plamy rozcienczonej substancji poszukiwane]j,
A - powierzchnia plamy substancji poszukiwane],
As - powierzchnia plamy standardu,

d - wspdXczynnik rozcierczenia substancji poszukiwane]j.
MATERTALY

Badane fungicydy: ester metylowy kwasu N-/2-benzi-
midazolo/karbaminowego (karbendazym, MBC), ester metylowy kwasu
1-/butylokarbamylo/2-benzimidazolokarbaminowego (benomyl), 1,2=bis/
/3-metoksykarbonylo-2-tioureido/-benzen (tiofanat metylu), N-trdj-
chlorometylotioczterowodoroftalimid (kaptan), N-/dwuchlorofluoro-
metylotio/-N-fenylo-N; N-dwumetylosulfamid (dichlofluanid), 2-/4-
-tiazolylo/-benzimidazol (tiabendazol), dwusiarczek czterometylo-
-bis-tiokarbamylu (tiuram).

Roztwory wzorcowe Dbadanych fungicyddéw sporzgdzo-
no w chloroformie (benomyl, karbendazym, tiofanat metylu, tiuram,
tiabendazol) 1lub w benzenie (dichlofluanid, kaptan).

Grzybami testowymi byty: Alternaria tenuis,
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium culmorum, Monilinia
fructicola, Penicillium expansum.

METODA

Piytki chromatograficzne z naniesionymi fungicydami rozwijano w
odpowiednim uktadzie rozpuszczalnikéw (tab. 1). Chromatogramy, po
odpedzeniu par rozpuszczalnikéw, opryskiwano zawiesing zarodnikow
grzyba testowego w wodzie z dodatkiem brzeczki piwnej i inkubowano
w ciemnej komorze wilgotnosciowej w temperaturze 25°C. Ocene chro-
matograméw przeprowadzono po 24 godzinach inkubacji. W tabeli 2
przedstawiono najmniejsze wykrywalne ilosci badanych fungicyddw.

Oznaczanie tiofanatu metylu

Ptytki chromatograficzne z zelem krzemionkowym G grubosci 0,2
mm firmy Merck z naniesionymi wzorcami tiofanatu metylu i MBC oraz
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ekstraktami roslinnymi zawierajgcymi nieznang ilo$é tiofanatu me-
tylu rozwijano w uktadzie rozpuszczalnikéw chloroform - aceton

(75 + 25). Po odpedzeniu par rozpuszczalnikdw chromatogramy oprys-
kano zawiesing zarodnikéw P. expansum z dodatkiem pozywki brzecz-
kowej 1 inkubowano w ciggu 48 godzin w ciemnej komorze wilgotno-
Sciowej w temperaturze 25°C. W prszadku oznaczania tiofanatu me-
tylu (tiofanat-M) najczesciej otrzymuje sie na chromatogramie dwie
strefy inhibicji rozwoju grzybni testowej. Jedna plama pochodzi z
fungitoksycznego dzia*ania tiofanatu-M, druga plama wywolana Jjest
dziataniem MBC jako produktu czesdciowej transformacji chemiczne]
tiofanatu-M.

Obliczenie wyjsciowej, nieznanej ilosci tiofanatu-M w badanym
materiale przeprowadza sie w kilku etapach na podstawie pomiaru
sSrednic plam odpowiadajgcych znanej ilosci naniesionych na ptytke
chromatograficzng wzorcéw tiofanatu-M i MBC oraz wielkosci plam
tych substancji z prdbki badanego materiafu. Na rysunku 1 przedsta-
wiono wywotany chromatogram uzyskany w badaniach nad tiofanatem-M
metodg bioautografii.
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'Y ) e ] _‘._ &L
Ms Msd W wd
. _
Wzorzec MBC wzorzec Tiofanatu-M  poszukiwany
Tiofanat-M

Rys.1. Chromatogram tiofanatu metylu

Obliczanie ilos$ci MBC we wzorcu tiofanatu-M

JKE’- ﬂﬂﬁl Msd (2)

log —

VAsd -1251 Ms

log Mw = log Ms =
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Vas - YAwd Msd
)1og

’ (2a)

log Mwd = log Ms = (

Vasa -Vas T

Mw - ilo$é MBC we wzorcu tiofanatu-M (ng),

Mwd - ilosé MBC w rozciericzonym wzorcu tiofanatu-M (ng),
Ms - ilo$é wzorca MBC (ng),

Msd - ilosé rozciericzonego wzorca MBC (ng),

As - powierzchnia plamy wzorca MBC (mmz),

Asd - powierzchnia plamy rozcieniczonego wzorca MBC'(mmZ),

Aw - powierzchnia plamy MBC wzorca tiofanatu-M (mmz),

Awd - powéerzchnia plamy MBC rozcienczonego wzorca tiofanatu-M
(mm<).

Obliczanie ilo$ci nie roztozonego tiofanatu-M we wzorcu

™w =W = 1,79 Mw, (3)
Twd = Wd - 1,79 Mwd, (3a)

Tw - 1los$é nie roztozonego tiofanatu-M we wzorcu (ng),

Twd - ilo$¢ nie roziozonego tiofanatu-M w rozciericzonym wzorcu (ng),
W - ilo$¢é wyjsciowego wzorca tiofanatu-M (ng), '

Wd - ilos¢ wyjsSciowego rozcienczonego wzorca tiofanatu-M (ng).

Pozostate symbole objasniono przy wzorach (2) i (2a).

Obliczanie ilosci MBC w prdbce
yAs -YBp Msd
log
MAsd Y

log Mp = log Ms - ( > (&)

Ms

gdzie:
Mp - ilo$é MBC w poszukiwanym tiofanacie-M w prébce (ng),

Bp - powierzchnia plamy MBC poszukiwanego tiofanatu-M w prdbce

2
(mm“). .
Pozostale symbole objasniono przy wzorze (2).

Obliczanie ilosci nie roztozonego poszukiwanego
tiofanatu-M w prdébce
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log Tp = log Tw - ngd‘ :gg) log TTKIQ’ (5)
gdzie:
Tp - ilos$énie rozlozonegopoézukiwanego tiofanatu-M w prébce (ng),
Cw - powierzchnia plamy nierozitozonego wzorca tiofanatu-M (mm2),

Cwd - powierzchnia plamy nie rozlozonego rozciericzonego wzorca
tiofanatu-M (mm2),

Cp - powierzchnia plamy nie roziozonego poszukiwanego tiofanatu-M
w prébce (mmz).
Pozostate symbole objasniono przy wzorach (3) i(3a).

Obliczanie ilodci wyjsciowej poszukiwanego tiofanatu-M
w prébce

T="Tp+ 1,79 Mp, (6)

gdzie:
T - iloéé wyjsciowego poszukiwanego tiofanatu-M w prébce (ng).

Pozostate symbole objasniono przy wzorach (4) i (5).

Oznaczanie pozostatosci MBC w czgéciach roslin
bezpodrednio na piytkach chromatograficznych

Dokonano préby ekstrakcji czedci roslin bezpodrednio na piytkach
chromatograficznych w badaniach pozostatoéci MBC. Piytki z nanie-
sionymi czedciami roslin (krazki 1lisci, pxatki ziarna pszenicy przy-
klejano do warstwy zelu krzemionkowego klejem fotograficznym) i
standardem MBC ekstrahowano (rozwijano) najpierw w chloroformie, a
nastepnie po odpedzeniu par chloroformu rozwijano chromatogramy w
uktadzie rozpuszczalnikéw chloroform - aceton (75 + 25). Rozwinig-
te chromatogramy opryskano zawiesing zarodnikdéw P. expansum z do-
datkiem pozywki brzeczkoweJ 1 inkubowano w temperaturze 25°C w
ciggu 48 godzin. Rysunki 2 1 3 przedstawiajg chromatogramy z nanie-
sionymi krgzkami lidci fasoli i pszenicy. Rodliny fasoli pochodzity
z dodwiadczenia nad przenikaniem karbendazymu poprzez korzenie ro-
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Standard MBC (ng) Standard MBC (ng)

R

Krgzki lisci pszenicy ®3mm

Krgzki lisci fasoli ¢3mm

Rys.2. Chromatogram karbenda- Rys.3. Chromatogram karbendazy-
zymu wyekstrahowanego z lisci mu wyekstrahowanego z lisci
fasoli bezposrednio na piytce pPszenicy bezposrednio na piytce
chromatograficznej _ chromatograficznej

Standard MBC (ng)
_ Stondard MBC (ng)
r lz [« s

Food
125 2,50 %0%0 ] % % %ﬁ % %ﬁ Tz

Krgzki lisci pszenicy, na ktore naniesiono znane Ziarno pszenicy z dodatkiem MBC (ng)
ilosci MBC (ng)

Rys.4. Chromatogram uzyskany w Rys.5. Chromatogram uzyskany w
badaniach nad wydajnoscig eks- badaniach nad wydajnoscig eks-
trakcji karbendazymu z lisci trakcji karbendazymu z ziarna
pszenicy bezposrednio na pityt- pszenicy bezposrednio na piyt-
ce chromatograficzne] ce chromatograficznej

Ekstrakty stomy pszenicy

590 596@6@

Standard MBC (ng) stort

uktad rozwijgjgcy : chloroform - aceton (75+ 25)

Rys.6. Chromatogram karbendazymu w ekstraktach sXomy pszenicy
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slin. Rosliny pszenicy pobrano z pola po wykonaniu zabiegu prepara-
tem Funaben 50. Rysunek 4 przedstawia chromatogram z krazkami lisci
pszenicy, z dodatkiem znanych ilo$ci MBC, w celu sprawdzenia wydaj-
nosci ekstrakcji MBC bezposrednio na piytce. R&sunek 5 przedstawia
chromatdgram z ziarnami pszenicy z dodatkiem znanych ilodci MBC;
chromatogram byX rozwijany tylko w chloroformie (ekstrakcja).

ZAKRES STOSOWANTA METODY BIOAUTOGRAFII

Metode biocautografii zastosowano do oznaczania karbendazymu
(MBC) w warzywach, owocach, zbozu i wodzie melioracyjnej oraz do
badania dynamiki zanikania MBC i tiofanatu metylu w zbozu, a takze
do oznaczania pozostatosci innych b: lanych fungicyddéw w warzywach
i owocach. Sprawy metodyczne dotyczgce oznaczania pozostaXosci nie-
ktérych fungicyddéw w roslinach oméwiono w referacie wygtoszonym na
XX sesji Naukowej IOR [7] . Na rysunku 6 przedstawiono chromatogram
uzyskany‘w badaniach nad zanikaniem MBC w pszenicy po zastosowaniu
Funabenu 50. Chromatogram wywoXano P. expansum na pozywce brzeczko-
weJj. Czas inkubacji wynosil 48 godzin w temperaturze 55%a,

DYSKUSJA

Wykrywalnos$é fungicydow

Najlepszg wykrywalnosé wszystkich badanych fungicyddw uzyskano
przy uzyciu zawiesiny zarodnikéw Botrytis cinerea (1-10 ng). Wszys-
tkie zastosowane grzyby testowe mogg bydé wykorzystane do oznaczania
pozostatosci badanych fungicydéw w roslinach z wyjatkiem' A. tenuis,
ktérego rozwoju nie hamuja fungicydy benzimidazolowe (np. MBC w daw-
ce 800 ng nie hamuje wzrostu grzybni A. tenuis). Penicillium expan-
sum jest odpowiednim grzybem testowym w rutynowych oznaczeniach po-
zostatosci, poniewaz nie jest konieczne zachowanie tak sterylnych
warunkéw jak przy stosowaniu zawiesiny zarodnikdéw B. cinerea lub
M. fructicola. Przy stosowaniu A. niger uzyskuje sie duzg wykrywal-
nosé, lecz z uwagi na rodzaj grzybni, strefy inhibicji uzyskane na
chromatogramie przez fungitoksyczne dziatanie badanych substancji
nie majg tak ostro zaznaczonych brzegdéw, jak w przypadku innych sto-
sowanych grzybdéw testowych, co utrudnia dokladne zmierzenie S$rednic
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plam. W tabeli 2 nie umieszczono dwéch fungicydéw - benomylu i tio-
fanatu metylu. Wykrywalnosé tych fungicyddéw jest okoZo 2 razy mniej-
sza niz MBC i rdézna, zaleznie od tego, w jakim stopniu zwigzki te
ulegty transformacji chemicznej do MBC.

Tabela 2

Najmniejsze wykrywalne ilosci fungicyddw przy uzyciu
réznych grzybdéw testowych w metodzie bioautografii

Wykrywalnosé (ng)

Bioindy-

kator %iﬁgiia aptem gzgsﬁn- ;gibenda— HE -
glternaria 10 10 800 x 8
enuis

ﬁig:¥gillus > 1 10 * 30
SORTYELE 2 1 1 10 2
Cinerea

fusariun s @ &
st B R
e N

* Nie badano.

Przedstawione w tabeli 1 wartosci wspdéiczynnikodw Ry moga stuzyd
Jedynie jako dane orientacyjne, gdyz zalezg od wielu czynnikoéw,
jak temperatura otoczenia, wilgotnosé wzgledna powietrza, stopien

nasycenia i rodzaj komory rozwijajgcej itp. [9] .
Oznaczanie tiofanatu metylu

Tiofanat metylu ulega czesciowe] transformacji chemicznej do MBC
W réznych rozpuszczalnikach .5 10] . Badania wiasne wykazaty, ze
np. roztwdér tiofanatu metylu o stezeniu 2 )ug/cm3 chloroformu zawie-
ra, po kilku dniach od jego sporzgdzenia, okoko 60% nie roztozonego
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tiofanatu metylu. Nanoszgc na piytke chromatograficzng takie same
dawki tiofanatu metylu otrzymywano nie zawsze jednakowej Srednicy
plamy MBC i nie roz}ozonego tiofanatu. Wynika z tego, ze réwniez na
ptytce chromatograficznej nastepuje podczas rozwijania rozkiad tio-
fanatu do MBC. W zwigzku z tym do obliczenia ilosci tiofanatu me-
tylu nie mozna bylo zastosowaé wzoru (1).

W wiekszym stopniu niz tiofanat metylu, ulega transformacji che-
micznej do MBC benomyl [1, 2, 4] . W zwigzku z tym benomyl, Jjako
zwigzek macierzysty, bardzo rzadko wykrywany Jest w roslinach.

Oznaczanie pozostatodci MBC w czesciach roélin bezposrednio
na piytce chromatograficzne]

Podczas ekstrakcji czeséci roélin (krgzki lisci, ziarno pszenicy)
chloroformem bezposrednio na piytce chromatograficznej nie uzyska-
no calkowitego wyizolowania MBC z ros$lin. Pewna ilos¢ zawarta w ro-
élinie dyfundowala do warstwy zelu krzemionkowego podczas inkubacji
nasyconych wodg chromatograméw w komorze wilgotnosciowej. Swiadcza
o tym strefy inhibicji wokdéZ krgzkdw lisci (rys. 2 i 3). Wynika to
miedzy innymi z tego, ze MBC w roslinie wigze sie czedciowo z réz-
nymi substancjami roélinnymi [8] .

W badaniach nad wydajno$cig ekstrakcji MBC chloroformem bezpo-
érednio na piytce chromatograficznej, w przypadku naniesienia na
krgzki liéci i ziarno pszenicy znanych ilosci MBC otrzymano na wy-
wotanych chromatogramach plamy MBC o odpowiednim wspdtczynniku Rf
i strefy inhibicji woké krgzkéw lisci dla wiekszych dawek MBC
(10, 20, 40 i 80 ng). W przypadku maiych dawek MBC (do 5 ng) nie
otrzymano stref inhibicji wokét krgzkéw lisci (rys. 5). Wydajnosc
ekstrakcji MBC wynosita okoxo 75% (rys. 4 i 5).

WNIOSKI

1. Stwierdzono, ze bardzo dobrym podtozem dla rozwoju wszystkich
badanych grzybni testowych na pzytkach chromatograficznych jest
brzeczka piwna.

2. Zastosowanie w metodzie bioautografii specyficznych grzyboéw
testowych pozwala oznaczyé pozostatosci substancji fungitoksycz-
nych rzedu 10"3 mg/kg materiatu roslinnego.
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5. Metoda bioautografii z uzyciem grzyba testowego P. expansum
zostata wdrozona do rutynowych oznaczen pozostaXogci fungicydow
benzimidazolowych (benomyl, karbendazym), dichlofluanidu, kaptanu.
i tiofanatu metylu w warzywach, owocach i zbozu. Metoda Jest pros-
ta, nie wymaga oczyszczenia ekstraktéw roélinnych ani kosztownej
aparatury.

4. Metoda bioautografii moze znaleZé zastosowanie do identyfi-
kacji substancji fungitoksycznych i do detekcji zanieczyszczen
fungitoksycznych w produktach technicznych i formach uzytkowych
pestycyddw.

5. Przedstawiony sposéb obliczenia ilodci tiofanatu metylu moze
byé wykorzystany w badaniach pozostatosdci i dynamiki zanikania tio-
fanatu metylu i benomylu, Jjak i w badaniach wstepnych nad oceng za-
wartosci tych fungicydéw w produktach technicznych i formach uzyt-
kowych pestycyddw.

6. Na podstawie wstepnych wynikdéw badari nad oznaczaniem $lado-
wych ilosci MBC w czegs$ciach roslin bezposrednio na ptytce chroma-
tograficznej mozna wnioskowaé o przydatnodci tej techniki w bada-
niach nad przemieszczaniem MBC w roslinach, jak i do wstepnych
oznaczen pozostatosci MBC w niektdédrych warzywach, owocach i zbozach.

LITERATURA

1. Calmon J.P., Sayag D.R.: Kinetics and mechanisms of conversion
of methyl 1-/butylcarbamoyl/-2-benzimidazolecarbamate (beno-
myl) to methyl 2-benzimidazolecarbamate (MBC). J. Agric. Food.
Chem., 1976, 24, 311=314,

2. Calmon J.P., Sayag D.R.: Instability of methyl 1-/butylcarba-
moyl/- 2-benzimidazolecarbamate (benomyl) in various solvents.
J. Agric. Food Chem., 1976, 24, 426-428.

3. Chiba M.: A rapid spectrophotometric method for the simultane-
lus determination of intact benomyl and its degradation pro-
duct, methyl 2-benzimidazolecarbamate (MBC), in organic sol-
vents and water. J. Agric. Food Chem.,‘1977, 25, 368-373.

4, Chiba M., Cherniak A.E.: Kinetic study of reversible conversion
of methyl 1-/butylcarbamoyl/-2-benzimidazolecarbamate (beno-
myl) to methyl 2-benzimidazolecarbamate (MBC) and n-butyliso-
cganate (BIC) in organic solvents. J. Agric. Food Chem., 1978,
20,

573=576.

5. Fuchs A., van den Berg C.A., Davidse L.C.: A comparison of be-
nomyl and tiophanates with respect to some chemical and syste-



326

M. MURAWSKA

10.

mic fungitoxic characteristics. Pestic. Biochem. Physiol.,
1979, 2, 191-205.

. Murawska M.: Metoda bioautografii w zastosowaniu do oznaczania

$ladowych ilos$ci fungicyddw benzimidazolowych. Pr. Nauk. IOR,
t- 22’ Z. 1, 1980, 139-1490

. Murawska M.: Oznaczanie fungicyddw w roslinach i wodzie metodg

biocautografii. Referat na XX Sesji Naukowej IOR, 198.

Schnaak W.: Neuere Erkenntnisse zum Abbau und Metabolismus von
Bezimidazolcarbamidsauremethylester in Pflanzen. Referat wygto-
szony na Sympozjum ,Systemische Fungizide und Antifungale Ver-
bindungen", Reinhardsbrunn, NRD, 4=10 maj 1980.

Stahl E.: Dunnschicht - Chromatographie. Ein Laboratoriumshan-
dbuch. Springer Verl., 1967, Berlin, Heidelberg, New York., 126.

Vonk J.W., Sijpesteijn A.K.: Methylbenzimidazol-2-yl carbamate,
the fungitoxic principle of tiophanate-methyl. Pest. Sci.,
1971, 2, 160-164.

M. Mypascka

UCCJIEIOBAHUE BMOJIOTUYECKOI'O METOILA NETEKUMMA U KOJMYECTBEHHOE

- QMPEIEJEHUE DYHTUIMIOB C ITOMOWBI TOHKOCJOWHOR XPOMATOTIPA®UU

Pes3swwMme

NayueHo 8 ¢yHruumioB, HO ocofoe BHUMaHUE YAEJAJOCh HCUE3aHHD

kapfeHna3umMa /MBC/ B pacTeHHMAX U B BoLe. ACHOAb30BAHO TOHKOCJHOHHYW

xpoMaTorpabuiw U SuoaBTorpaduo MPUMEHAA mMeCcTh rpu6oB RJISA SHOTECTHPO~

paHusa: Alternaria tenuis, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fu-

sarium culmorum, Monilinia fructicola, Penicillium expansum.
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STUDIES ON BIOLOGICAL DETECTION AND QUANTITATIVE DETERMINATION
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Summary

Eight fungicides were considered in the studies but special
attention was given to studies on disappearance of carbendazime
(MBC) in plants and water. Thin-layer chromatography was used as
well as bioautography method using six fungi for bioassays: Alter-
naria tenuis, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium culmo-
rum, Monilinia fructicola, Penicillium expansum.



