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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest me-
toda oznaczania pozostatosci zwigzkéw pochodnych
triazyny (o nazwach zwyczajowych: symazyna, atrazy-
na, prometryna, metaprotryna, aziprotryna, terbutryna)
w materiale roslinnym, przy zastosowaniu metody chro-
matografii cienkowarstwowej lub gazowe;.

1.2. Zakres stosowania normy. Norma ma zastosowa-
nie przy oznaczaniu pozostato$ci zwigzkow triazyno-
wych w przypadkach:

a) kontroli pozostatos$ci triazyn w materiale roslin-
nym w celu okreslenia stopnia jego skazenia,

b) analiz pozostalosci w wyniku incydentalnego usz-
kodzenia upraw,

c¢) analiz arbitrazowych 1 sgdowych.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada oznaczania. Oznaczanie polega na wy-
dzieleniu substancji aktywnych z probki materiatu ros-
linnego w procesie ekstrakcji, w zaleznosci od rodzaju
analizowanej proby, metanolem, acetonitrylem, octa-
nem etylu lub chloroformem, oczyszczaniu ekstraktu
z zanieczyszczen metoda chromatografii kolumnowej
oraz oznaczaniu zawarto$ci badanych substancji me-
toda chromatografii cienkowarstwowej lub gazowe;.

2.2. Aparatura, przyrzady i materialy

a) Aparat Soxhleta, pojemnosci 250 cm?’.

b) Chromatograf gazowy, Perkin-Elmer Model F-22
z detektorem termojonowym specyficznym dla azotu
(NPD).

¢) Mikrostrzykawka 10 mm?>.

d) Piec lub suszarka laboratoryjna do aktywacji pty-
tek chromatograficznych pokrytych no$nikiem.

e) Szklane kolumny chromatograficzne z kranikiem
1 dnem ze szkla spiekanego o porowatosci zero, o dtu-
gosci 300 mm 1 $rednicy wewngtrznej 20 mm oraz
o dhugosci 100 mm i srednicy wewngtrznej 10 mm.

f) Wata szklana.

g) Wyparka prozniowa rotacyjna.

h) Wstrzasarka laboratoryjna.

1) Zamrazarka (do przechowywania probek).
j) Zestaw do chromatografii cienkowarstwowej.
2.3. Odczynniki i roztwory
a) Acetonitryl techniczny, destylowany znad pigcio-
tlenku fosforu w aparaturze szklanej.
b) Alkohol etylowy — rektyfikat 96-procentowy.
c) Alkohol metylowy destylowany 2z aparatury
szklanej.
d) Benzen cz.d.a.
e) Chloroform destylowany z aparatury szklanej
i stabilizowany etanolem (10 ml/1 | chloroformu).
f) Eter etylowy do narkozy.
g) Florisil 60 <+ 120 mesh.
h) n-Heksan destylowany z aparatury szklanej.
i) n-Heksan nasycony acetonitrylem.
1) Izooctan destylowany z aparatury szklanej.
k) Jodek potasowy, cz., roztwdr 2-procentowy.
) Kwas solny cz.d.a., roztwor 10-procentowy.
b) Nadmanganian potasowy cz.d.a., roztwor 1-pro-

‘centowy.

m) Octan etylu destylowany z aparatury szklanej.

n) Skrobia rozpuszczalna cz., roztwor 3-procentowy.

o) Wegiel aktywny firmy Merck, numer katalogo-
wy 2184,

p) Zasadowy tlenek glinu do chromatografii kolum-
nowe] V — aktywnosct — firmy Woelm, 11T — aktyw-
nosct — firmy Merck.

r) Zel krzemionkowy (Kieselgel) 0,06 + 0,2 mm
firmy Merck.

s) Zel krzemionkowy G wg Stahla do chromato-
grafii cienkowarstwowe].

t) Wzorce pochodnych triazyny bgdace substancja-
mi aktywnymi poszczegdlnych preparatow herbicydo-
wych (czystosci minimum 99%):

— atrazyna (Gesaprim, Atrazin, Azoprim), 2-chloro-
-4-etyloamino-6-izopropyloamino-1,3,5-triazyna;

— azyprotryna (Mesoran, Mesoranil), 2-azodo-4-i1zo-
propyloamino-6-metylotio-1,3,5-triazyna;

— metaprotryna (Gesaran), 2-metylotio-4-izopropy-
loamino-6-3-metoksypropyloamino-1-,3-,5-triazyna;

— prometryna (Gesagard, Azogard), 2,4-bis (izopro-
pyloamino)-6-metylotio-1,-3,-5-triazyna:
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— symazyna (Gesatop, Simazin, Azotop), 2-chloro-
-4,6-bis(etyloamino)-1-,3-,5-triazyna;

— terbutryna (Igran, Topogard, Igrater), 2-tert-bu-
tyloamino-4-etyloamino-6-metylotio-1-,3-,5-triazyna.

u) Faza ruchoma — mieszanina 4 czg$ci benzenu,
2 czg$cl octanu etylu 1 4 cz¢$ci chloroformu, objgtos-
clowo.

2.4. Przygotowanie roztworéow wzorcowych

Roztwor A. W kolbie pomiarowej pojemnosci 250 cm?
rozpusci¢ w octanie etylu 0,05 g odpowiedniego wzorca
(odwazonego z doktadnoscia do 0,001 g), uzupetnic¢
octanem etylu do kreski i doktadnie wymieszaé¢. 1 mm?
tak przygotowanego roztworu zawiera 200 ug substancji
WZOTcowej.

Roztwor B. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm?® odmierzy¢ 50 c¢cm?® roztworu A 1 dopetnié¢ do
kreski octanem etylu; 1 mm?® tak przygotowanego roz-
tworu zawiera 100 upg substancji wzorcowej.

Roztwor C. Do kolby pomiarowe] pojemnosci
100 cm® odmierzy¢ 10 cm? roztworu B 1 dopetni¢ do
kreski octanem etylu; I mm? zawiera 10 ug substancji
wZorcowej.

Roztwor D. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm?® odmierzy¢ 10 cm?® roztworu C i dopetni¢ do
kreski alkoholem metylowym; 1 mm® tak przygoto-
wanego roztworu zawiera 1 ug substancji wzorcowej.

Przygotowane roztwory nalezy przechowywaé¢ w tem-
peraturze 3 do 5°C (w lodoéwce). Okres przechowywa-
nia nie moze by¢ dluzszy niz 6 miesigcy.

2.5. Pobieranie, przygotowywanie i przechowywanie
probek

2.5.1. Pobieranie probki — wg PN-78/R-04011.

2.5.2. Przygotowanie probki do analizy. Srednia prob-
ke materialu roslinnego (ziarno, stoma, cz¢dci zielone
roslin, owoce, warzywa itp.), pobranej wg 2.5.1, nalezy
rozdrobni¢ na krajalnicy, mtynku lub mikserze 1 wymie-
sza¢. Z tak przygotowane] probki nalezy pobraé¢ odpo-
wiedniga odwazke do dalszej analizy.

2.5.3. Przechowywanie probki. W celu zabezpieczenia
przed rozktadem substancji aktywnej, probke pobrana
wg 2.5.1 1 przygotowang wg 2.5.2 przechowuje si¢
w temperaturze -20°C w zamkni¢tym pudetku z tworzy-
wa sztucznego, tekturowym lub woreczku foliowym
z widocznym na wierzchu numerem préobki. Do analizy
pobra¢ odwazke¢ po uprzednim catkowitym rozmroze-
niu probki.

2.6. Wykonanie oznaczania

2.6.1. Ekstrakcja prébek

2.6.1.1. Ziarno kukurydzy. 30 g ziarna przygotowane-
go wg 2.5.2 umies$ci¢ w gilzie bibulowej i wprowadzic
do aparatu Soxhleta pojemnosci 250 cm®. Ekstrakcje
prowadzi¢ acetonitrylem przez 5 h (3 przelewy na h)
uzywajac 300 cm® acetonitrylu. Otrzymany ekstrakt
zage$cié do okoto 100 ¢cm?, przenie$¢ do rozdzielacza,
kolbg przemy¢ 5 = 10 cm® acetonitrylu, ktoéry rowniez
przenie$¢ do rozdzielacza. Nastgpnie dodaé 50 cm’
n-heksanu nasyconego acetonitrylem i calo$¢ energicznie
wstrzasna¢. Po rozdzieleniu faz (1 <+ 2 h) zebra¢ faze
acetonitrylowa i odparowa¢ do sucha na wyparce rota-
cyjnej, w tazni o temperaturze 50°C.

2.6.1.2. Ziarno zbéz, czeSci zielone roslin. 30 g ziarna
lub cze$ci zielonych roslin, przygotowanych wg 2.5.2,
umiesci¢ w gilzie bibutowej i wprowadzi¢ do aparatu
Soxhleta pojemnosci 250 cm?®. Ekstrakcj¢ prowadzié
300 cm?® alkoholu metylowego przez 3 h (3 przelewy
na h), uzywajac 300 cm’® rozpuszczalnika. Catos¢ eks-
traktu odparowa¢ do sucha na wyparce rotacyjnej w
tazni o temperaturze 50°C. W przypadku ekstraktow
z ziarna zbdz, suchg pozostato$é rozpuscic w 100 cm?
mieszaniny acetonitrylu i s#-heksanu 1+1 (F/F), ener-
gicznie wstrzasna¢ w kolbie, a nastgpnie przenies¢ do
rozdzielacza pojemnosci 250 cm’. Kolbg przemy¢ 10
cm’® mieszaniny, ktora przenie$¢ takze do rozdzielacza.
Po rozdzieleniu si¢ faz (1 = 2 h) zebra¢ dolna faze
acetonitrylowa, odparowa¢ do sucha na wyparce rota-
cyjnej w temperaturze 50°C.

2.6.1.3. Sloma. 25 g stomy przygotowanej wg 2.5.2
umiesci¢ w kolbie kulistej pojemno$ci 500 em? i dodaé
250 c¢cm® alkoholu metylowego. Ekstrakcj¢ prowadzi¢
na gorgco (w temperaturze wrzenia) pod chlodnica
zwrotng przez 3 h. Po ochltodzeniu cato$¢ przesaczyc
przez saczek, pozostato§é na saczku przemy¢ dwukrot-
nie 10 cm? alkoholu metylowego. Ekstrakt metanolowy
odparowa¢ do sucha na wyparce rotacyjnej w tem-
peraturze 50°C.

2.6.1.4. Warzywa (cebula, por, kapustne). 40 g probki
przygotowanej wg 2.5.2 umiesci¢ w stoju typu ,, Twist”
lub podobnym, pojemno$ci 500 c¢m?®, dodaé¢ 150 cm?
alkoholu metylowego, szczelnie zamknac 1 wstrzasaé
na wstrzasarce laboratoryjnej przez | h.

Ekstrakt zdekantowaé, pozostalo$¢ przemyé 30 cm’
alkoholu metylowego 1 przesaczy¢ przez saczek. Otrzy-
many ekstrakt odparowac¢ do sucha na wyparce rota-
cyjnej w temperaturze 50°C.

2.6.1.5. Owoce (np. sliwki). 50 g probki przygoto-
wanej wg 2.5.2 umiesci¢ w pojemniku miksera, dodac
150 cm® acetonitrylu i ekstrahowac przez 15 min. Ca-
to$¢ przesaczyC zbierajac przesacz do kolby pojemnosc!
250 cm?®. Ekstrakt acetonitrylowy zagesci¢ na wyparce
do okoto 50 cm?, przenie$¢ iloSciowo do rozdzielacza,
rozcienczy¢ 200 c¢m® wody i ekstrahowaé 3-krotnie
50 c¢cm® chloroformu, zbierajac chloroiorm do kolby
pojemnosci 250 cm?. Otrzymany ekstrakt odparowaé
do sucha na wyparce rotacyjnej w temperaturze 50°C.

2.6.1.6. Nasiona rzepaku (oznaczanie azyprotryny).
25 g nasion rzepaku przygotowanych wg 2.5.2 umiescic
w stoju typu , Twist“ pojemnosci 500 cm?, zala¢ 50 cm?
chloroformem 1 pozostawi¢ przez noc. Nast¢pnie doda¢
100 ¢cm?® chloroformu i cato§é wstrzasaé¢ przez 1 h na
wstrzgsarce laboratoryjnej. Ekstrakt przesaczy¢ pod
lekka proznig na lejku Biihnera i pozostato$¢ przemy¢
50 ¢m?® chloroformu. Otrzymany przesacz odparowaé
na wyparce, oleista pozostato$é rozpusci¢ w 100 c¢cm?
mieszaniny acetonitrylu i n-heksanu 1+1 (V/V) i ener-
gicznie wstrzasac. Nastepnie iloSciowo przenies¢ do roz-
dzielacza pojemnosci 250 cm?® i pozostawi¢ do roz-
dzielenia faz (1 = 2 h). Po rozdzieleniu zebra¢ dolna
faz¢ acetonitrylowa 1 odparowac¢ do sucha na wyparce
rotacyjne] w temperaturze 50°C.



BN-87/9180-36 3

2.6.2. Chromatografia kolumnowa

2.6.2.1. Atrazyna, symazyna, prometryna. Do kolum-
ny szklanej (dlugosci 300 mm, srednicy wewnetrznej
20 mm) wla¢ okoto 70 cm?® n-heksanu. Usypaé 8-cen-
tymetrowg warstwe zasadowego tlenku glinu, stosujac
ciggly przeptyw m-heksanu. Aby uzyska¢ roOwnomierne
ubicie wypelnienia, nalezy w czasie usypywania wpra-
wi¢ kolumn¢ w lekkie drgania, przez jej uderzanie
prgcikiem szklanym lub kawatkiem wgza gumowego.
Po przygotowaniu kolumny pozostawi¢ nad adsorben-
tem 2 mm warstwe n-heksanu 1 nanies¢ iloSciowo otrzy-
many wg 2.6.1 ekstrakt, po uprzednim rozpuszczeniu
suchej pozostatoéci w 1 + 2 cm’ destylowanego n-hek-
sanu. Kolbg z resztkami ekstraktu przemy¢ jeszcze dwu-
krotnie 2 + 3 cm?® n-heksanu i nanie$¢ kazdg porcje
na kolumneg, gdy gorny poziom cieczy obnizy si¢ na
wysokos¢ 2 mm nad powierzchni¢ adsorbenta (nie do-
puscic do catkowitego wycieku cieczy z kolumny). Za-
nieczyszczenia z kolumny wymywac za pomoca 70 cm®
n-heksanu, ktéry nalezy odrzucié. Substancje aktywna
wymywac z kolumny 150 c¢cm® mieszaniny n-heksanu
z eterem etylowym 2+1 (V/V) z szybkoscig okoto
1,0 cm®/min. Wyciek z kolumny zbieraé¢ do kolby z
dnem okragglym pojemnosci 250 ¢cm?®, nast¢pnie odparo-
wa¢ do sucha na wyparce rotacyjnej, w temperaturze
50°C. Suchg pozostatos$¢ rozpuscié w 1 cm® octanu
etylu.

2.6.2.2. Terbutryna, prometryna, azyprotryna. Do ko-
lumny szklanej (dtugosci 300 mm i $rednicy wewnetrz-
nej 20 mm) wlaé¢ okoto 70 cm® izooktanu. Usypaé
4-centymetrowa warstwe zelu krzemionkowego, stosu-
jac ciagly przeptyw izooktanu. W celu uzyskania réw-
nomiernego ubicia wypelnienia, nalezy w czasie usypy-
wania wprawi¢ kolumng w lekkie drgania przez uderze-
nie pr¢cikiem szklanym lub kawatkiem weza gumowego.

Po przygotowaniu kolumny pozostawi¢ nad adsor-
bentem 2 mm warstw¢ 1zooktanu 1 nanies¢ iloSciowo
otrzymany wg 2.6.1 ekstrakt, po uprzednim rozpuszcze-
niu suchej pozostatosci w 2 + 3 cm’ izooktanu. Kolbg
z resztkami ekstraktu przemy¢ jeszcze dwukrotnie
2 + 3 c¢cm?® izooktanu i nanie$¢ kazda porcj¢ na kolum-
ng, gdy goérny poziom cieczy obnizy si¢ na wysokos¢
2 mm nad powierzchnig adsorbenta (nie dopusci¢ do
catkowitego wycieku cieczy z kolumny). Zanieczyszcze-
nia z kolumny wymywa¢ za pomocg 50 cm? izooktanu,
ktéry nalezy odrzucic.

Substancje aktywna wymywaé z kolumny 50 cm?

mieszaniny izooktanu z eterem etylowym 1+1 (V/F)
z szybkos$cia okoto 1 c¢cm?/min.

Wyciek z kolumny zbiera¢ do kolby z dnem okrag-
tym, pojemnosci 250 ¢m?, nast¢pnie odparowaé¢ do su-
cha na wyparce rotacyjnej w temperaturze 50°C. Suchag
pozostalo§é rozpuscié w 1 cm® octanu etylu.

2.6.2.3. Wszystkie herbicydy triazynowe. Otrzymane
ekstrakty mozna oczyszcza¢ wg poz. a) lub b).

a) Do kolumny szklanej (dtugosci 150 mm i srednicy
wewnetrznej 10 mm) wlaé okoto 15 ¢cm® n-heksanu.

Usypa¢ 4-centymetrowg warstwe florisilu zdezaktywo-
wanego z woda w ilosci 2,5%, stosujac ciagly przepltyw
n-heksanu. W celu uzyskania réwnomiernego ubicia
adsorbenta, nalezy w czasie usypywania wprawia¢ ko-
lumng w lekkie drgania przez jej uderzanie prgcikiem
szklanym lub kawatkiem we¢za gumowego. Po przy-
gotowaniu kolumny pozostawi¢ nad adsorbentem 2 mm
warstwe n-heksanu i nanie$¢ iloSciowo otrzymany wg
2.6.1 ekstrakt, po uprzednim rozpuszczeniu suchej po-
zostatosci w 2 =+ 3 c¢cm’® n-heksanu. Kolb¢ z resztkami
ekstraktu przemy¢ jeszcze dwukrotnie 2 + 3 cm? n-hek-
sanu 1 nanie$¢ kazda porcje na kolumng, gdy gorny
poziom cieczy obnizy si¢ na wysoko$¢ 2 mm nad po-
wierzchnig adsorbenta. Zanieczyszczenia z kolumny
wymywacé za pomoca 50 cm?® n-heksanu, ktory nalezy
odrzuci¢. Substancje aktywng wymywac¢ z kolumny
100 cm® mieszaniny n-heksanu z eterem etylowym 2+1
(V/V) z szybkoscia okoto 1 cm?/min. Wyciek z kolum-
ny zbiera¢ do kolby z dnem okraglym, pojemnosci
250 cm?, nastepnie odparowaé¢ do sucha na wyparce
w temperaturze 50°C. Suchg pozostatos¢ rozpusci¢
w 1 ecm?® octanu etylu.

b) Do kolumny szklanej (dtugosci 150 mm i §rednicy
wewnetrznej 10 mm) wla¢ 15 ¢cm?® n-heksanu. Usypaé
2 cm warstwg florisilu zdezaktywowanego 2,5% wody,
2 cm warstwe zasadowego tlenku glinu 1 1 cm warstwg
mieszaniny wegla aktywnego z florisilem (1+1), stosujac
ciggly przeptyw heksanu. Dalej postgpowacé jak
W poz. a).

2.6.3. Chromatografia cienkowarstwowa — wg BN-79/
9180-14.

2.6.4. Chromatografia gazowa. W przypadku stoso-
wania chromatografii gazowej do oznaczania ilosci ba-
danych zwigzkow, otrzymang wg 2.6.2 suchg pozosta-
to$¢ rozpuscic w 4 cm® alkoholu metylowego. Z otrzy-
manego roztworu alkoholu metylowego pobra¢ mikro-
strzykawka 2 mm?® i wstrzykna¢ na kolumng chroma-
tografu.

Chromatografi¢ prowadzi¢ w nastgpujgcych warun-
kach:

— kolumna szklana dtugosci 2 m,

— wypelnienie: 5% GE XF 1150 + 5% Carbowax
20 M(4 + 1) na chromosorbie W 80 =+ 100 mesh,

— gaz no$ny argon 30 cm’/min,

— powietrze 100 c¢cm’/min,

— wod6r 8 c¢cm?/min,

— temperatura pieca 180°C,

— temperatura peretki 430°C,

— czas retencji 8 <+ 25 min.

W tych samych warunkach wstrzyknaé¢ 2 mm?® wzor-
cowego roztworu D. Zmierzy¢ na chromatogramie wy-
sokos$¢ piku wzorca badanego zwigzku z d okfadnoscig
do 1 mm. Ilo§¢ ug badanego zwigzku w ekstrakcie
obliczy¢ przez poréwnanie wysokosci piku z wysokos-
cig piku odpowiedniego wzorca o znanym st¢zeniu.

Za wysoko§¢ piku przyjaé $rednig dwu nastrzykow.
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2.6.5. Obliczanie wyniku oznaczania. Pozostatosci
zwigzkow triazynowych (X) obliczy¢ w mg/kg wg
wzoru

Ve -a 100
X =
Vn =~ M =Fr
w ktorym:
V, — catkowita obje¢tos¢ badanego ekstraktu, mm?,
a — odczytana z chromatogramu ilo$¢ substancji

aktywnej, pg,
V. — naniesiona na plytke objetosé ekstraktu, mm?,
m — odwazka probki wzigtej do analizy, g,
r — odzysk metody, % (wg 2.7).

2.7. Wyznaczenie odzysku metody. Przygotowac jak
w 2.5 probki nietraktowanego herbicydami materiatu
ro$linnego 1 odwazy¢ 10 probek po 25 g z doktadnoscia
do 0,1 g. Probki umiesci¢ w zamkni¢tych pojemnikach
(kolby z dnem okragtym lub stoje).

Do trzech pojemnikéw doda¢ po 25 mm’ roztwo-
ru B, co odpowiada poziomowi 0,1 mg/kg.

Do trzech pojemnikow dodaé po 150 mm?® roztwo-
ru B, co odpowiada poziomowi 0,6 mg/kg.

Do trzech pojemnikéw dodaé po 250 mm?® roztwo-
ru B, co odpowiada 1 mg/kg.

Jedna probk¢ pozostawi¢ jako kontrolng.

Po uptywie 3 h przeprowadzi¢ analizy wg 2.6.1, 2.6.2
i 2.6.3.

Wynik obliczy¢ w procentach odzyskanej substancji
aktywnej, przy czym odzysk dla kazdego poziomu nie
moze by¢ nizszy niz 70%. Za odzysk do obliczen przy-
ja¢ Srednig arytmetyczng uzyskanych wynikéw dla
trzech poziomow.

Odzysk wyznacza¢ dla kazdego rodzaju analizowane-
go materialu i sprawdza¢ wyrywkowo, co pewien czas,
dla jednego wybranego poziomu.

2.8. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik oznacza-
nia nalezy przyja¢ Srednig arytmetyczng co najmniej
2 oznaczan roznigcych si¢ migdzy soba nie wigcej niz
o 0,05 mg/kg.

Rownolegle z badana préobka kazdorazowo prowa-
dzi¢ nalezy oznaczanie w prébce kontrolnej.

2.9. Charakterystyka metod

2.9.1. Chromatografia cienkowarstwowa

a) Wykrywalnos¢ — 100 pug.

b) Oznaczalno$¢ — 0,04 -+ 0,08 mg/kg.

2.9.2. Chromatografia gazowa

a) Wykrywalno$¢ — 0,05 ug.

b) Oznaczalno$¢ — 0,002 =+ 0,004 mg/kg.

Oznaczalno$¢ w zaleznosci od badanego materiatu
ro§linnego przy zatozeniu 100% odzysku.

KONIEZC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujaca norme¢ — Instytut Uprawy Nawozenia
i Gleboznawstwa, Pufawy.
2. Normy zwigzane
PN-78/R-04011 Materiat rodlinny i gleba. Pobieranie probek do ilos-
ciowego oznaczania pozostalo$ci pestycydow

BN-79/9180-14 Gleba. Oznaczanie pozostatosci herbicydow. Sub-
stancje aktywne — pochodne triazyny

3. Autor projektu normy — doc. dr hab. Barbara Kostowska —
IUNG, Zakiad Ekologii i Zwalczania Chwastow.
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