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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest me-
toda oznaczania diquatu i paraquatu w materiale ros-
linnym 1 glebie przy zastosowaniu metody spektrofoto-
metrycznej.

1.2. Zakres stosowania normy. Norma ma zastosowa-
nie do oznaczania pozostato$ci preparatow, ktérych
substancja aktywng jest dwubromek lub dwuchlorek
diquatu (dwubromek Ilub dwuchlorek N,N’-etyleno-
-2,2'-dwupirydylowy) oraz dwumetylosiarczan lub dwu-
chlorek paraquatu (dwumetylosiarczan lub dwuchlorek
1,1"-dwumetylo-4.4'-dwupirydylowy) w przypadkach: -

a) kontroli pozostalosci diquatu lub paraquatu
w materiale roslinnym i glebie, w celu okreslenia stop-
nia ich skazenia,

b) analiz pozostatosci w wyniku incydentalnych
uszkodzen upraw, analiz arbitrazowych 1 sgdowych.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada oznaczania polega na wydzieleniu diqua-
tu lub paraquatu z badanej probki przez ekstrakcje
kwasem siarkowym, wstepnym oczyszczeniu ekstraktu
na Celite 545, a nastgpnie na kolumnie jonitowe]
(Zerolit 225), stosujac do wymycia substancji aktywne]
nasyconego roztworu chlorku amonowego oraz ozna-
czaniu zawartosci badanej substancji metodg spektro-
fotometryczna.

2.2. Aparatura, przyrzady i materiaty

a) Homogenizator z pojemnikiem szklanym lub ze
stali nierdzewne].

b) Laznie elektryczne.

c) Mtynek do mielenia ziarna i stomy.

d) Spektrofotometr z kompletem kuwet kwarcowych
I- lub 4-centymetrowych.

e) Szklana kolumna chromatograficzna o diugosci
500 mm i Srednicy wewng¢trznej 10 mm.

f) Zamrazarka.

2.3. Odczynniki i roztwory

a) Alkohoi kaprylowy cz.d.a.

b) Celite 545.

c) Chlorek amonowy cz.d.a., roztwor 2.5-procen-
towy.

d) Chlorek amonowy cz.d.a., roztwor nasyeony.

e) Chlorek sodowy cz.d.a., roztwdr nasycony.

f) Diquat (dwubromek lub dwuchlorek N /N'-etyle-
no-2,2’-dwupirydylowy). minimum 99 9 czystosci.

g) Dwutionin sodowy cz.d.a., roztwor 0.2-procento-
wy w 0,3M roztworze wodorotlenku sodowego').

h) Kationit Zerolit 225 o uziarnieniu 52 do 100 mesh.

1) Kwas siarkowy cz.d.a., roztwor 18M.

j) Kwas solny cz.d.a., roztwdr 2M.

k) Paraquat (dwumetylosiarczan lub dwuchlorek
1,1’-dwumetylo-4,4"-dwupirydylowy), minimum 99 %
czystosci. ‘

1) Wersenian dwusodowy EDTA (s6l dwusodowa
kwasu etylenodwuaminoczterooctowego) cz.d.a., roz-
twér S-procentowy.

1) Wodorotlenek sodowy cz.d.a.

2.4. Przygotowanie roztworéow wzorcowych. Sole pa-
raquatu sg higroskopijne, dlatego przed nawazaniem
nalezy je wypazy¢ w 100 °C przez 5 h, nast¢gpnie ostu-
dzi¢ w eksykatorze.

Roztwor A: W kolbie pomiarowe) pojemnosci 250 cm?
rozpusci¢ w nasvconym roztworze chlorku amonowego
0,0864 g wrzorca dwuchlorku paraquatu lub 0,1370 g
dwumetylosiarczanu paraquatu (0,0927 g wzorca dwu-
chlorku diquatu lub 0,1229 g dwubromku diquatu) od-
wazonego z doktadnoscia do 0,0001 g, nast¢pnie uzu-
pelni¢ nasyconvm roztworem chlorku amonowego do
kreski i wymiesza¢: 1 cm?® tak przygotowanego roztwo-
ru zawiera 250 pg substancji wzorcowej.

Roztwér B: Do kolby pomiarowej pojemnosci 250 ¢cm?
odmierzy¢ 10 ¢m® roztworu A. Uzupeini¢ nasvconym
roztworem chlorku amonowego do kreski i dobrze wy-
miesza¢. 1 cm?® roztworu B zawiera 10 pg substancy

- wzotcowe).

Roztwér C: Do kolby pomiarowej pojemnosci 100 cm?
odmierzy¢ 10 cm? roztworu B, uzupelni¢ nasyconym
roztworem chlorku amonowego do kreski 1 dobrze wy-
miesza¢. 1 ¢m® roztworu C zawiera 1 pg substancji
WZOrcoweyj.

Roztwér D: Do kolby pomiarowej pojemnosci 100 cm?
odmierzy¢ 7.5 ¢m® roztworu B, uzupelni¢ nasyconym
roztworem chlorku amonowego do kreski i dobrze wy-
miesza¢. 1 ¢cm® roztworu D zawiera 0,75 pg substancji
WZOrcowej.

Roztwoér E: Do kolby pomiarowe] pojemnosci 100 cm?

1) Roztwér 0.2-procentowy dwutioninu sodowego w 0.3M roz-
tworze wodorotlenku sodowego jest trwaly tylko 1.5 h od momentu
przygotowania.
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odmierzy¢ 5 ¢cm?® roztworu B, uzupetnié¢ do kreski na-
syconym roztworem chlorku amonowego 1 dobrze wy-
mieszaé. 1 cm?® roztworu E zawiera 0,5 ug substancji
WZOTCOWE].

Roztwor F: Do kolby pomiarowej pojemnoéci 100 cm?
odmierzy¢ 2,5 cm?® roztworu B. uzupetnié¢ do kreski na-
syconym roztworem chlorku amonowego i dobrze wy-
mieszaé¢. 1 cm® roztworu F zawiera 0,25 pg substancji
wzorcowe]. Ww. roztwory przechowywac¢ w butelkach
z ciemnego szkla.

2.5. Pobieranie,
probek

2.5.1. Pobieranie probek gleby i materiatu roslinnego
— wg PN-78/R-04011.

2.5.2. Przygotowanie probki gleby do analizy. Ze Sred-

przygotowanie i przechowywanie

niej probki pobranej wg 2.5.1 nalezy usunagé¢ kamienie, -

resztki roslin itp. zanieczyszczenia, nastgpnie doktadnie
probk¢ rozdrobni¢ w mozdzierzu porcelanowym lub
miynku i wymieszaé. Z tak przygotowanej probki na-
lezy pobra¢ odpowiednig nawazk¢ do bezposredniej
analizy chemiczne;.

2.5.3. Wyznaczenie masy gleby powietrznie suchej.
Z kazdej probki glebowej przygotowanej wg 2.5.2 od-
wazy¢ 100 g gleby z doktadnoscig do 0,1 g, rozsypac
cienkg warstwg na plastikowej tacce o wymiarach oko-
to 20 X 20 cm i pozostawi¢ przez 48 h w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie gleb¢ nalezy ponownie zwa-
zy¢. Roznice mas przyjgc za wilgotnosc gleby (W - w %).
Wspolczynnik przeliczeniowy (W) nalezy obliczy¢ wg
wzoru

W=1- 2L ()
100
w ktorym Wg — wilgotno$¢ gleby oznaczana po 48 h,
%. ,

2.5.4. Przygotowanie probki materiatu roslinnego do
anali?y. Ze Sredniej probki pobrane) wg 2.5.1 nalezy
usung¢ wszelkie zanieczyszczenia, nast¢pnie dokladnie
rozdrobni¢ krajalnicg lub w mtynku 1 wymieszac. Z tak
przygotowanej probki nalezy pobra¢ odpowiednig na-
wazke do analizy chemiczne;j.

2.5.5. Przechowywanie prébek do analiz. Probki po-
brane wg 2.5.1 1 przygotowane wg 2.5.2 lub 2.5.4 dla
zabezpieczenia przed rozktadem substancji aktywnej,
przechowywaé¢ w temperaturze -20 °C w zamknigtych
pudetkach z tworzywa sztucznego lub parafinowanych
tekturowych albo w woreczkach foliowych z widoczny-
mi na wierzchu numerami probek.

Do analizy nalezy pobra¢ nawazke po uprzednim
catkowitym rozmrozeniu.

2.6. Wykonanie oznaczania

2.6.1. Ekstrakcja prébki glebowej. 25 g gleby przygo-
towanej] wg 2.5.2 umiesci¢ w - kolbie kulistej pojem-
nosci 500 cm? zala¢ 65 cm?® wody destylowanej
i 35 cm?® 18M kwasu siarkowego. Do kolby dodaé 1 cm?
alkoholu kaprylowego. Probke ekstrahowac pod chiod-
nicg zwrotng w temperaturze wrzenia przez 5 h. Po
ostudzeniu do temperatury pokojowej przeptukac
chtodnice 50 cm?® wody destylowanej, probke rozcien-
czy¢ do objetosci okoto 500 c¢m?® wodg destylowana.
Ekstrakt mozna pozostawi¢ do dnia nastgpnego.

2.6.2. Saczenie ekstraktu probki glebowej. Na lejku
Biichnera (& = 16 cm), potaczonego z kolbg prézniowa
pojemnosci 2 dm?®, umiesci¢ saczek jakosciowy twardy
1 zwilzy¢ go woda. Przez lejek przesaczyé zawiesing

~wodng Celite 545 (10 g Celite 545 w 150 cm?® wody

destylowanej). Przesacz wodny odrzucié¢. Otrzymany
ekstrakt wg 2.6.1 przesaczy¢ przez lejek Biichnera. Po-
zostalo$¢ na lejku przemyé dwukrotnie 100 cm® wody
destylowanej. Roztwdr przenies¢ do rozdzielacza po-
jemnosci 1 dm? i rozcieficzy¢ wodg destylowang do ob-
jetosci okoto 1 dm?.

2.6.3. Oczyszczanie ekstraktu prébki glebowej. Do
kolumny szklanej, z umieszczona na dnie watg szklana,
wlac zawiesing: S g jonitu w 25 cm?® wody destylowane;j.
Pozostawi¢ nad wypelnieniem 2 mm warstwe wodng.
Kolumng przemy¢ z predkoscig 5 cm*/min, 20 cm? na-
syconego roztworu chlorku sodowego, a nast¢pnie
50 cm® wody destylowanej. Przez tak przygotowang ko-
lumng przepusci¢ ekstrakt z predkoscig 5-+10 cm?/min.
Zanieczyszczenia wymywac z predkoscig 3 +—4 cm?/min
kolejno nast¢pujacymi odczynnikami: 25 cm?® wody des-
tylowanej, potem 100 cm® 2M roztworu kwasu solnego,
nast¢pnie 25 cm® wody destylowanej, nastgpnie 50 cm?®
2,5-procentowego roztworu chlorku amonowego i na
koniec 25 cm? wody destylowanej. Diquat lub paraquat
eluuje si¢ z kolumny nasyconym roztworem chlorku
amonowego z predkoscia 1 cm’/min. Do oznaczania
koncowego nalezy zebrac¢ do kolbki pomiarowej pojem-
nosci 50 cm?® pierwsze 50 cm? eluatu.

2.6.4. Ekstrakcja probki materiatu roslinnego. Probke
przygotowang wg 2.5.4 umiesci¢ w kolbie kulistej po-
jemnos$ci 2 dm®. Nawazki jak i odpowiednie iloéci wo-
dy destylowanej craz 18M kwasu siarkowego, potrzeb-
nych do ekstrakcji, podano w tabl. 1. Dalszy cigg eks-
trakcji — wg 2.6.1.

Tablica 1
Objetosé, cm?

Rodzaj' analiz?wanego Nawazka woda kwas siafko~
materialu ro$linnego g

destylo- Wy — roz-

wana twor 18M
Warzywa 1 owoce,
ziemniaki 250 200 15
Ziarno zbo6z 50 450 15
Trawa, stoma, siano
itp.
a) Swieze 100 500 15
b) suche 25 5 15

2.6.5. Saczenie ekstraktu préobki materiatu roslinnego.
W przypadku oznaczania pozostato$ci paraquatu nale-
zy postepowac¢ wg 2.6.1. Przy oznaczaniu pozostatosci
diquatu, nalezy probke przesaczy¢ wg 2.6.2. Otrzymany
przesacz przenies¢ do zlewki pojemnoséci 2 dm?, miesza-
jac dodawac¢ powol:i staly wodorotlenek sodowy (17 +
25 g), tak dtugo az roztwor osiagnie pH = 8 +9 (war-
tos¢ pH nie moze by¢ przekroczona). Doda¢ 50 c¢m?
5-procentowego roztworu wersenianu dwusodowego

1 zamiesza¢ (pH roztworu powinno wynosi¢ 6 +7).

W przypadku gdy roztwor bedzie miat pH wyzsze od 7,
doda¢ taka 1lo$¢ roztworu wersenianu dwusodowego,
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aby uzyska¢ zadane pH. Przesgczyé roztwdr przez
Celite 545, pozostatos¢ na lejku przemy¢ 100 cm?® wody
destylowanej. Przesacz przenie$¢ do rozdzielacza po-
jemnos$ci 1 dm?. :

2.6.6. Oczyszczanie ekstraktu probki materiatu roslin-

nego. Do kolumny szklanej, z umieszczona na dnie wa-
ta szklang, wla¢ zawiesing: 3.5 g jonitu w 25 cm?® wody
destylowanej. Pozostawi¢ nad wypelnieniem 2 mm
warstw¢ wodng. Kolumn¢ przemy¢ z predkosciag
5 cm?/min, 20 cm?® nasyconego roztworu chlorku sodo-
wego, a nastgpnie 50 cm?® wody destylowanej. Przez
tak przygotowang kolumng przepusci¢ ekstrakt z pred-
koscig 5-+10 cm®/min. Zanieczyszczenia wymywad
20 cm?® 2,5-procentowego roztworu chlorku amonowe-

go. W przypadku oznaczania pozostalodci paraquatu,

kolumng przemy¢ dodatkowo 25 =50 cm® wody desty-
lowanej. Diquat lub paraquat eluuje si¢ z kolumny na-
syconym roztworem chlorku amonowego z pr¢dkoscig
I cm?/min. Do oznaczania kofcowego nalezy zebraé
do kolbki pomiarowej pojemnosci 50 c¢cm® pierwsze
50 c¢cm?® eluatu.

2.6.7. Oznaczanie spektrofotometryczne

2.6.7.1. Sporzadzanie krzywej wzorcowej. Krzywg
wzorcowg nalezy wykonac¢ za pomocg roztworéw wzor-
cowych przygotowanych wg 2.4. Z roztworéw C, D, E
i F odmierzy¢ do probéwek po 10 cm?, dodaé po 2 cm?
0,2-procentowego roztworu dwutioninu sodowego
w 0,3M roztworze wodorotlenku sodowego, zamieszac.
Dodatkowo odmierzy¢ 10 cm® nasyconego roztworu
chlorku amonowego i doda¢ 2 cm?® 0,2-procentowego
roztworu dwutioninu sodowego w 0,3M roztworze wo-
dorotlenku sodowego (roztwoér poréwnawczy). W ciagu
S min zmierzy¢ absorpcj¢ roztworéw wzorcowych w od-
niesieniu do roztworu poréwnawczego. Dla diquatu
pomiary nalezy wykona¢ dla kazdego stezenia przy
nast¢pujacych dlugosciach fal: 375, 379 (maksimum
absorpcji), 383 i 385 nm, natomiast dla paraquatu —
392, 396 (maksimum absorpcji), 400 i 401 nm. Wy-
kresli¢ krzywa wzorcowg: warto$¢ absorpcji przy max
(379 nm — diquat, 396 nm — paraquat) = f (ilo$¢ wzor-
ca w pg/cm?®). W przypadku spektrofotometru wyposa-
Zzonego w rejestrator, pomiary nalezy wykona¢ w za-
kresie 350 +-450 nm. Na otrzymanym widmie zmierzy¢
z dokltadnos$cig do 1| mm wysokos¢ piku przy diugosci
fali 379 nm dla diquatu i 396 nm dla paraquatu.
Z otrzymanych danych sporzadzi¢ wykres krzywej
wzorcowej: wysokos$¢ piku (mm) = f (ilos¢ wzorca di-
quatu lub paraquatu w pg/cm?).

Przed przystapieniem do pomiaréw nalezy sprawdzi¢
maksimum absorpcji, gdyz na réznych spektrofotome-
trach moze by¢ ono przesuni¢te o kilka nanometrow.

2.6.7.2. Oznaczanie ilosciowe diquatu lub paraquatu.
Z otrzymanego wg 2.6.3 lub 2.6.6 roztworu chlorku
amonowego odmierzy¢ 20 cm? eluatu do probowki i do-
da¢ 2 cm?® 0,2-procentowego roztworu dwutioninu so-
dowego w 0,3M roztworze wodorotlenku sodowego,
zamiesza¢. W ciagu 5 min zmierzy¢ ekstynkcje w 1- lub
4-centymetrowych kuwetach przy dtugosciach fal: 375,
379, 383, 385 nm (diquat) lub 392, 396, 400, 401 nm
(paraquat) w pordwnaniu z roztworem, przygotowa-

nym z 10 cm?® nasyconego chlorku amonowego z do-
datkiem 2 cm’® 0,2-procentowego roztworu dwutioninu
sodowego w 0,3M roztworze wodorotlenku sodowego.
Zmierzy¢ na wykresie wysokos$¢ piku odpowiadajgcego
wzorcowl diquatu (paraquatu), z doktadnoscig do 1 mm,
a z krzywej wzorcowe] odczytac ilo$¢ pg/cm’ wzorca.
Jezeli pomiary wykonane sg bez rejestratora, nalezy
przy obliczaniu wynikéw postuzy¢ si¢ rownaniami ko-
rygujgcymi.

Roéwnania korygujace przy pomiarze pozostatosci
diquatu:

Ezpqy = 3,79 Eyg - 2,28 Ejrs = 1,52 Esss

E379(2) = 4,98 E3z9 - 2,49 (E375 + Esss)

w ktorych:
Ey7;5 — wartos$¢ ekstynkcji przy dtugosci fali 375 nm,
E379 — warto$¢ ekstynkcji przy dtugosci fali 379 nm,

Ei33 — warto$¢ ekstynkcji przy diugosci fali 383 nm,
Eyzs — wartos$¢ ekstynkcji przy dtugosci fali 385 nm.
Rownania korygujgce przy pomiarze pozostatosci
paraguatu:
Ejos) = 2,91 Ezs — 1,61 Esn — 1,28 Eqo
Esos2y = 3,36 Esos — 1,68 (E392 + E4o0)
w ktorych:
E39; — wartos¢ ekstynkcji przy dtugosci fali 392 nm,
E396 — wartos$¢ ekstynkcji przy dtugosci fali 396 nm,
E400 — wartos¢ ekstynkcji przy dtugosci fali 400 nm,
E41 — wartos¢ ekstynkcji przy diugosci fali 401 nm.
Z rownania E, 1 E; obliczy¢ wartos¢ srednig arytme-

E,+ FE

tyczng (E §r = 2 ), ktora nalezy postuzyé sig

przy odczytywaniu ilosci pg/cm?® diquatu (paraquatu)
z krzywej wzorcowej.

2.6.7.3. Obliczanie wyniku oznaczania. Pozostatos¢
diquatu lub paraquatu (x) nalezy obliczy¢ w mg/kg
wg wzoru

|
¥ = 18— (2)
g0
w ktorym:
V — catkowita obje¢to$é eluatu, cm?,
p — 1loé¢ diquatu lub paraquatu odczytana z krzy-

wej wzorcowej, pg/cm?,

g — nawazka probki wzigte) do analizy, g,

O — odzysk metody, %, wg 2.7.

W przypadku oznaczania pozostatosci diquatu (para-
quatu) w glebie, wynik nalezy podzieli¢ przez wspot-
czynnik W w celu przeliczenia na gleb¢ powietrznie
sucha (oznaczony wg 2.5.3).

2.7. Wyznaczanie odzysku metody. Przygotowac glebe
lub materiat roslinny nieskazone diquatem lub paraqua-
tem analogicznie jak w 2.5.2 lub 2.5.4, odwazy¢ 10 pro-
bek gleby po 25 g (odpowiednio wg tabl. 1 10 prébek
materiatu roslinnego) 1 umiesci¢ je w kolbach kulistych
pojemnosci 500 cm?. Do trzech kolb, zawierajacych
odwaiona‘iloéc’ analizowanego materiatu, dodaé¢ 1 cm?
roztworu wzorcowego B, uzyskujac st¢zenie paraquatu
(diquatu) na poziomie 0,4 mg/kg. Do kolejnych trzech
kolb dodaé po 2,5 cm?® roztworu wzorcowego C, uzys-
kujac poziom 0,1 mg/kg. Do nast¢gpnych trzech kolb
doda¢ po 2,5 cm’ roztworu D, uzyskujac poziom
0,05 mg/kg. Ostatnig kolb¢ pozostawi¢ jako prébe kon-
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trolna. Kolby zamkngé korkami, dobrze wytrzasna¢
i pozostawi¢ na 3 h. Po uplywie tego czasu przepro-
wadzi¢ analiz¢ wg 2.6. Wyniki obliczy¢ w procentach
odzyskanej substancji aktywnej. Za odzysk metody
przyja¢ $rednig arytmetyczna uzyskanych wynikow.
Sredni odzysk metody przedstawiono w tabl. 2. Odzysk
nalezy sprawdzi¢ wyrywkowo co 20 analiz na 23

probkach kontrolnych z dwoma réznymi znanymi ilos-
ciami roztworu wzorcowego.

2.8. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik koncowy
oznaczania nalezy przyja¢ $rednig arytmetyczng co naj-
mniej dwu oznaczen, réznigcych si¢ mi¢dzy sobg nie
wigcej niz 0,05 mg/kg. Rownolegle z badang préoba
przeprowadzi¢ oznaczanie w probce kontrolne;.

Tablica 2
Rodzaj analizowanego Nawazka Odzysk, %
materiatu . j

diquat paraquat
Warzywa, owoce, ziem-
niaki 250 70 =85 75 +85
Ziarno zbbz 50 65 +80 70 =80
Trawa, stoma itp. - 100 75 +85 80 =95
Gleba 25 80 =95 85 +95

KONIEC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujgca norme¢ — Instytut Uprawy, Nawozenia

Czgéciowo wykorzystano prace: ,,The Bipyridylium Herbicides® —

1 Gleboznawstwa.
2. Normy i dokumenty zwigzane

PN-78/R-04011 Material ro$linny i gleba. Pobieranie prébek do ilos-

ciowego oznaczania pozostatosci pestycydow

A, Calderbank; Advances In Pest Control I_(esearch_, vol. B, 1968

3. Autorzy projektu normy — dr Barbara Kostowska, mgr Halina
Kramer IUNG, Zakiad Ekologii i Zwalczania Chwastéw we Wro-
clawiu.
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