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T h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e  c h l o r o x u r o n  ( N l - d i m e t h y l - N 3 - 4  - 
( 4 - c h l o r o p h e n o x y ) p h e n y l u r e a ;  Cx,  s e e  F i g .  1 )  i s  u s e d  i n  a g r i c u l -  
t u r e  a s  a s e l e c t i v e  h e r b i c i d e  o n  s t r a w b e r r i e s .  I n  t h e  N e t h e r l a n d ~  
t h e  r e s i d u e  t o l e r a n c e  f o r  Cx i n  s t r a w b e r r i e s ,  u n t i l  r e c e n t l y ,  
was  2 0 0  p p b  ( M i n i s t e r i e  v a n  L a n d b o u w  e n  V i s s e r i j ,  1 9 8 1 ) ;  i n  
1 9 8 4 ,  t h i s  l i m i t  h a s  b e e n  r e d u c e d  t o  50  p p b  ( M i n i s t e r i e  v a n  
L a n d b o u w  e n  V i s s e r i j ,  1 9 8 4 ) .  O b v i o u s l y ,  r e l i a b l e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  Cx a t  t h e  s u b - p p m  l e v e l  r e q u i r e s  a s e l e c t i v e  a n d  s e n s i t i v e  
m e t h o d  o f  a n a l y s i s .  

A l l  p h e n y l u r e a s  c a n ,  i n  p r i n c i p l e ,  c o n v e n i e n t l y  b e  d e t e r m i n e d  
v i a  r e v e r s e d - p h a s e  c o l u m n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (LC) w i t h  UV 
d e t e c t i o n  (De Kok e t  a l . ,  1 9 8 4 a ;  De Kok e t  a l . ,  1 9 8 4 b ) .  S e n s i -  
t i v i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  a r e ,  h o w e v e r ,  g e n e r a l l y  t o o  l ow  t o  s o l v e  
t r a c e - l e v e l  p r o b l e m s .  I n  s u c h  c a s e s ,  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  (GC) 
o f t e n  i s  a n  a t t r a c t i v e  a l t e r n a t i v e .  H o w e v e r ,  m o s t  p h e n y l u r e a s  
r a p i d l y  d e c o m p o s e  i n t o  t h e i r  i s o c y a n a t e s  a t  t h e  t e m p e r a t u r e s  
p r e v a l e n t  i n  GC. A n a l y s i s  v i a  GC c a n  a l s o  b e  b a s e d  o n  t h e  h y d r o -  
l y s i s  o f  a p h e n y l u r e a  t o  i t s  c o r r e s p o n d i n g  a n i l i n e ,  w h i c h  i s  
t h e n  d e r i v a t i z e d  f o r  s e n s i t i v e  e l e c t r o n - c a p t u r e  d e t e c t i o n  (ECD) 
(De Kok e t  a l . ,  1 9 8 4 a ;  De Kok e t  a l . ,  1 9 8 4 b ) .  H y d r o l y s i s  I s ,  
h o w e v e r ,  t i m e - c o n s u m i n g  a n d  i t  s h o u l d  b e  r e a l i z e d  t h a t  a l l  
p r o c e d u r e s  b a s e d  o n  h y d r o l y s i s  h a v e  a n  i n h e r e n t  l a c k  o f  s e l e c -  
t i v i t y ,  b e c a u s e  t h e y  c a n n o t  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  a n i l i n e s  
i n i t i a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e ,  a n d  t h o s e  o r i g i n a t i n g  f r o m  
t h e  h e r b i c i d e .  

R e c e n t  r e s e a r c h  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  p h e n y l u r e a s  c a n  r a p i d l y  b e  
d e t e r m i n e d  v i a  d i r e c t  d e r i v a t i z a t i o n  w i t h  h e p t a f l u o r o b u t y r i c  
a n h y d r i d e  (HFBA) ( B r i n k m a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T h e s e  d e r i v a t i v e s  - 
f o r  t h e i r  s t r u c t u r e ,  s e e  F i g .  1 - a r e  s u f f i c i e n t l y  s t a b l e  t o  
a l l o w  a n a l y s i s  b y  GC-ECD e x c e p t i n g ,  h o w e v e r ,  t h e  HFB d e r i v a -  
t i v e s  o f  Cx a n d  d i f e n o x u r o n  w h i c h  do  n o t  show u p  i n  GC-ECD. A 
s u c c e s s f u l  a l t e r n a t i v e  f o r  a l l  p h e n y l u r e a s  i s  t h e  c o m b i n a t i o n  
o f  c o l u m n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  e l e c t r o n - c a p t u r e  d e t e c -  
t i o n  (LC-ECD) ( B r i n k m a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  c o m m u n i -  
c a t i o n ,  t h i s  t e c h n i q u e  i s  a p p l i e d  f o r  t h e  r e s i d u e  a n a l y s i s  o f  
Cx i n  s t r a w b e r r i e s .  
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F i g u r e  1 :  S t r u c t u r e s  o f  c h l o r o x u r o n ,  Cx,  and  t h e  d i r e c t  HFB 
d e r i v a t i v e  o f  c h l o r o x u r o n ,  HFB-Cx. 

MATERIALS AND METHODS 

C h l o r o x u r o n  was  a g i f t  f r o m  t h e  F o o d  I n s p e c t i o n  S e r v i c e  
( A m s t e r d a m ,  t h e  N e t h e r l a n d s ) .  S t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  made  i n  
t o l u e n e ,  h e x a n e  o r  a c e t o n e .  A l l  s o l v e n t s  w e r e  a n a l y t i c a l - g r a d e  
p r o d u c t s  f r o m  B a k e r  ( D e v e n t e r ,  t h e  N e t h e r l a n d s ) .  H e x a n e  and  
t o l u e n e  w e r e  d i s t i l l e d  o v e r  s o d i u m  b e f o r e  u s e .  HFBA f r o m  M e r c k  
( D a r m s t a d t ,  F . R . G . )  was  u s e d  a s  r e c e i v e d .  I n l a n d  and  f o r e i g n  
c u l t i v a t e d  s t r a w b e r r i e s  w e r e  u s e d .  

The  LC s y s t e m  c o n s i s t e d  o f  an  O r l i t a  ( G i e s s e n ,  F . R . G . )  Mode l  
034 sRC r e c i p r o c a t i n g  pump,  a V a l c o  ( H o u s t o n ,  TX, U . S . A . )  s i x -  
- p o r t  i n j e c t i o n  v a l v e  w i t h  a 1 0 - ~ 1  l o o p ,  a n d  a 25 cm x 4 . 6  mm 
I . D .  s t a i n l e s s - s t e e l  c o l u m n  p a c k e d  w i t h  10-~m L i C h r o s o r b  NH 2 
( C h r o m p a c k ,  M i d d e l b u r g ,  t h e  N e t h e r l a n d s ) .  M i x t u r e s  o f  h e x a n e  a n d  
t o l u e n e  w e r e  u s e d  a s  m o b i l e  p h a s e .  F o r  d e t e c t i o n ,  t h e  LC c o l u m n  
was connected with a Pye Unicam (Philips, Eindhoven, the 
Netherlands) 63Ni electron-capture detector via a vaporization 

interface. The interface (De Kok et al., 1982) essentially con- 

sists of a 75 cm x 0.25 mm I.D. capillary enclosed in a massive 

stainless-steel block and kept at a temperature of 300~ For 

the rest, the set-up was slightly different from that used in 
most of our previous work: the interface was simply installed 

in the injection port of a Pye Unicam Model GCV GC apparatus 
and directly connected with the detector via a stainless-steel 

capillary situated in the GC oven (cf. Krull et al., 1980). 

20 g o f  s t r a w b e r r i e s  w e r e  s p i k e d  w i t h  a s u i t a b l e  amo u n t  o f  Cx.  
S a m p l e  e x t r a c t i o n  was  d o n e  b y  m i x i n g  t h e  s t r a w b e r r i e s  w i t h  30 
ml  o f  d i c h l o r o m e t h a n e  i n  a W a r i n g  b l e n d e r ,  and  s u b s e q u e n t  c e n -  
t r i f u g a t i o n .  The  o r g a n i c  l a y e r  was  s e p a r a t e d  and  t h e  r e s i d u e  
w a s h e d  w i t h  10  ml o f  d i c h l o r o m e t h a n e .  The o r g a n i c  p h a s e s  w e r e  
c o m b i n e d  a n d  t h e i r  v o l u m e  r e d u c e d  t o  10 ml u n d e r  a s t r e a m  o f  
n i t r o g e n ,  t h e n  w a s h e d  w i t h  10 ml  o f  d e m i n e r a l i z e d  w a t e r  and  
d r i e d  o v e r  a n h y d r o u s  m a g n e s i u m  s u l p h a t e .  N e x t ,  t h e  s o l v e n t  was  
g e n t l y  e v a p o r a t e d  and  t h e  r e s i d u e  r e c o n s t i t u t e d  i n  5 ml  o f  
h e x a n e .  A 1 - m l  a l i q u o t  i n  h e x a n e  was  m i x e d  w i t h  20 ~1 o f  HFBA 
i n  a c e n t r i f u g e  t u b e ,  and  s h a k e n  f o r  30 s e c  a f t e r  s t o p p e r i n g  
t h e  t u b e .  D e r i v a t i z a t i o n  t o o k  a f u r t h e r  60 m i n  a t  a t e m p e r a t u r e  
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o f  6 0 ~  A f t e r  d e r i v a t i z a t i o n ,  t h e  e x c e s s  o f  r e a g e n t  was  d e s -  
t r o y e d  b y  s h a k i n g  t h e  o r g a n i c  s o l u t i o n  f o r  30 s e c  w i t h  2 ml  o f  
a p h o s p h a t e  b u f f e r  o f  pH 8 .  T h e  l a y e r s  w e r e  t h e n  s e p a r a t e d  a n d  
t h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  h e x a n e .  The  h e x a u e  
p h a s e s  w e r e  c o l l e c t e d ,  e v a p o r a t e d  t o  1 ml  and  d r i e d  o v e r  a n -  
h y d r o u s  m a g n e s i u m  s u l p h a t e .  The  d r y  h e x a n e  e x t r a c t  was  u s e d  f o r  
i n j e c t i o n .  

A f t e r  d e r i v a t i z a t i o n  a n d  t h e  f i n a l  w a s h  s t e p ,  s a m p l e s  s h o u l d  n o t  
b e  s t o r e d  f o r  a p r o l o n g e d  p e r i o d  o f  t i m e ,  b e c a u s e  s i g n a l  i n t e n -  
s i t y  t y p i c a l l y  d e c r e a s e s  some 20~ w i t h i n  24 h .  F o r  m o r e  p r o -  
l o n g e d  s t o r a g e ,  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n s  m u s t  b e  k e p t  a t  a t e m p e -  
r a t u r e  o f  - 2 4 ~  

RESULTS AND DISCUSSION 

P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  s o l u t i o n s  o f  Cx i n  
h e x a n e ,  t h e  f i n a l  s o l v e n t  i n  t h e  p r o c e d u r e  u s e d  w i t h  r e a l  
s a m p l e s .  At  a c o n c e n t r a t i o n  o f  2 . 4  ~g o f  Cx p e r  ml  - w h i c h  
c o r r e s p o n d s  w i t h  a c o n c e n t r a t i o n  o f  500 p p b  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  
a n a l y s i s  o f  s t r a w b e r r i e s  - t h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  d e r i v a t i z a -  
t i o n  p r o c e d u r e  w i t h  HFBA was  shown t o  b e  s a t i s f a c t o r y ,  w i t h  a 
r e l .  S . D .  o f  1 .0% ( n  = 6 ) .  C a l c u l a t i o n  was  d o n e  by  m e a n s  o f  p e a k  
a r e a  m e a s u r e m e n t s .  W i t h  s t a n d a r d  s o l u t i o n s ,  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  
o f  HFB-Cx i s  a b o u t  15 p g .  

R e s i d u e  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  s t r a w b e r r y  s a m p l e s  s p i k e d  
a t  t h e  2 0 0 - 1 0 0 0  p p b  l e v e l  w i t h  Cx.  A f t e r  e x t r a c t i o n ,  d e r i v a t i -  
z a t i o n ,  a n d  i m m e d i a t e  i n j e c t i o n  o n t o  t h e  LC c o l u m n ,  a v e r a g e  
r e c o v e r i e s  o f  b e t w e e n  70 a n d  95% w e r e  o b t a i n e d .  I l l u s t r a t i v e  
e x a m p l e s  o f  LC-ECD c h r o m a t o g r a m s  a r e  shown i n  F i g .  2 ,  w h i c h  
a l s o  i n c l u d e s  a c h r o m a t o g r a m  o f  a b l a n k  ( n o n - s p i k e d )  s t r a w b e r r y  
s a m p l e .  

The  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  15 pg  r e f e r r e d  t o  a b o v e  s h o u l d ,  i n  p r i n -  
c i p l e ,  a l l o w  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  0 . 5  p p b  o f  Cx i n  s t r a w b e r r i e s .  
H o w e v e r ,  t h e  s m a l l  b a s e l i n e  d i s c o n t i n u i t y  o b s e r v e d  i n  t h e  c h r o -  
m a t o g r a m  o f  t h e  n o n - s p i k e d  s a m p l e  i n  t h e  HFB-Cx p o s i t i o n  - and  
a l s o  i n  t h o s e  o f  o t h e r  n o n - s p i k e d  s t r a w b e r r y  s a m p l e s  - a c t u a l l y  
c o r r e s p o n d s  w i t h  a Cx l e v e l  o f  5 - 1 0  p p b ,  s o  t h a t  a r e l i a b l e  
e s t i m a t e  o f  t h e  l o w e r  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  i n  r e a l  s a m p l e s  i s  
1 5 - 3 0  p p b .  T h i s  v a l u e  i s  w e l l  b e l o w  t h e  r e s i d u e  t o l e r a n c e s  
q u o t e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n  t o  t h i s  p a p e r .  

No e s s e n t i a l  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t e d  b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  s t r a w -  
b e r r y  s a m p l e s  t e s t e d .  R e p e a t a b i l i t y  was  s a t i s f a c t o r y  i n  a l l  
c a s e s  down t o  a s p i k i n g  l e v e l  o f  a b o u t  200  p p b  (1 -3%;  n = 6 ) .  
I t  d e t e r i o r a t e d  a t  l o w e r  l e v e l s .  P r o b a b l y ,  t h i s  i s  a t  l e a s t  
p a r t l y  d u e  t o  t h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  HFB-Cx a l r e a d y  r e f e r r e d  
~o  a b o v e .  
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F i g u r e  2:  N o r m a l - p h a s e  LC-ECD o f  C x - s p i k e d  s t r a w b e r r y  s am p le s  
a f t e r  e x t r a c t i o n  w i t h  d i c h l o r o m e t h a n e ,  r e c o n s t i t u t i o n  
i n  hexane  and d e r i v a t i z a t i o n  w i t h  HFBA. S p i k i n g  l e v e l  
( f rom top  t o  b o t t o m ) :  1000 ppb,  200 ppb,  no s p i k e  
added .  The i n j e c t e d  amounts  c o r r e s p o n d  w i t h  a 34-mg 
s t r a w b e r r y  s amp le .  LC s y s t e m :  10 pm L i C h r o s o r b  NH2/ 
h e x a n e - t o l u e n e  ( 6 0 : 4 0 ) ;  f l o w - r a t e ,  1 m l / m i n ;  0 . 5  m l /  
min t o  ECD. ECD c u r r e n t ,  i x 10 -10  A; a t t e n u a t i o n ,  
x256 .  

The p r e s e n t  s t u d y  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  t r a c e - l e v e l  d e t e r m i n a -  
t i o n  o f  c h l o r o x u r o n  i n  s t r a w b e r r i e s  can  c o n v e n i e n t l y  be c a r r i e d  
o u t  by c o m b i n i n g  r a p i d  e x t r a c t i o n  i n t o  d i c h l o r o m e t h a n e ,  r e -  
c o n s t i t u t i o n  i n t o  hexane  a n d  s u b s e q u e n t  HFBA d e r i v a t i z a t i o n  w i t h  
n o r m a l - p h a s e  LC o f  t h e  HFB d e r i v a t i v e  fo rm ed ,  u s i n g  t h e  e l e c -  
t r o n - c a p t u r e  d e t e c t o r  f o r  s e n s i t i v e  and s e l e c t i v e  o n - l i n e  d e -  
t e c t i o n .  
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