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Izvod: Razvijen je metod za simultano odredivanje rezidua s-triazinskih herbicida (simazina, atra-
zina, ametrina, prometrina i aziprotrina) u model-vodenim sistemima, kao i u realnim povrsin-
skim vodama, primenom kapilarne gasne hromatografije i te¢ne hromatografije pod visokim
pritiskom. S-triazinski herbicidi iz uzoraka vode za gasnohromatografsko odredivanje izolovani su
smesom hloroform-metanol (1:1) uz precis¢avanje ekstrakata na stubu baznog Al,O3. Gasnohro-
matografsko odredivanje izvrS§eno je na paralelno vezanim kapilarnim kolonama ULTRA Ii ULTRA
II uz specifican NP-detektor. Te¢nohromatografsko odredivanje s-triazinskih herbicida u vodi
izvr$eno je na HPLC sistemu Perkin Elmer LC sa LC-75 spektrofotometrijskim detektorom na 225
nm. Primenjena je kolona TSK ODS-120A 5 m "LKB" uz mobilnu fazu metanol-voda (60:40).
Sadrzaj ukupnih s-triazinskih herbicida u uzorcima dunavske vode bio je 3,54 gdm3, §to je ispod
MDK za ovu grupu jedinjenja.

Kljucéne reci: kapilarna gasna hromatografija (GC), s-triazinski herbicidi, te¢na hromatografija

pod visokim pritiskom (HPLC)

Uvod

Visoka i ekonomic¢na proizvodnja poljo-
privrednih kultura zahteva njihovu komplet-
nu zastitu, ukljucujudi i unistavanje korova
primenom herbicida. Medutim, intenzivna
primena pesticida pored nesumnjive koristi,
nosi sa sobom potencijalne opasnosti zaga-
divanja zivotne sredine uopSte, a posebno
akvati¢nih sistema.

Nedostatak vode zadovoljavajuceg kvali-
teta postaje primaran problem na Zemlji, te
je neophodno na vreme utvrditi stepen kon-
taminiranosti vodenih eko sistema. Covek
brine o proizvodnji pesticida i efikasnosti pri-
mene, ali nedovoljno o njihovoj toksi¢nosti,
perzistentnosti, razgradnji i ponasanju njiho-
vih degradacionih proizvoda, ¢iji period tok-
sicnog delovanja moze trajati i decenijama.

*autor za kontakt / corresponding author
(likostadinovic@biofarming.edu.rs)

S obzirom na to da je Dunav tranzitna
reka i da na svom potezu protice kroz
visoko-industrijalizovane zemlje kao i kroz
poljoprivredne predele, moze se ocekivati
relativno visok sadrzaj rezidua herbicida u
uzorcima dunavske vode. Ukoliko se ova
voda (koja sadrzi visok sadrzaj herbicida)
upotrebi za navodnjavanje, moze dovesti do
su$enja gajenih kultura (Cuvardié i sar. 2004,
Pucarevié i sar. 2002).

U vodu herbicidi dospevaju direktno i
indirektno, odnosno tretiranjem vodenih
povrsina ili spiranjem iz zemljista preko pod-
zemnih i povrSinskih voda, padavina, kao i
aktivhoscu coveka i zivotinja. Treba napo-
menuti da veéina herbicida podleze hidrolizi
u vodenoj sredini. Brzina hidrolize zavisi od
temperature kao i od pH sredine, mada
razlaganju herbicida doprinose i mikroorga-
nizmi. NajCeS¢e se za suzbijanje korovskih
biljaka primenjuju simetri¢ni triazini (s-tria-

289



Ratarstvo i povrtarstvo / Field and Vegetable Crops Research 2010:47 (1) 289-294

zini) koji se dele na: hlor-triazine, meto-
ksi-triazine, metiltio-triazine i azido-triazine.
Hlor-triazini su u vodi malo rastvorni, veoma
su stabilni i poseduju dugotrajno rezidualno
delovanje (Pucarevic i sar. 2002). Metoksi-tri-
azini su relativho dobro rastvorni u vodi, a
pored toga su stabilni i poseduju dugotrajno
rezidualno delovanje. Za razliku od pret-
hodne dve grupe, metiltio-triazini imaju
kratkotrajno delovanje (Pesticide Manual,
2000). Posle primene, usled dobre perzi-
stentnosti, rezidui triazina se zadrzavaju vise
meseci od tretiranja u povrsinskim vodama i
zemljisStu. Stoga je usavrSavanje i razvoj
metoda ekstrakcije i detekcije rezidua tria-
zina u vodi neophodno za resavanje razlicitih
ekoloskih problema (Trajkovska et al. 2001).
Za odredivanje s-triazinskih herbicida u vodi
ciznost i ta¢nost zavisi od pripreme uzoraka i
efikasnosti instrumentalne tehnike. Analiza
se najcesce vrSi pomocu gasne hromato-
grafije (GC) (Shen & Kee Lee 2003, Nagaraju
& Huang 2007) i te¢ne hromatografije pod
visokim pritiskom (Shang et al. 2004, Aprea
et al. 2002, Leon-Gonzales et al. 2001). Ove
hromatografske metode zahtevaju efikasnu
estrakciju i precis¢avanje ekstrakata.

U vedini objavljenih radova se za ekstrak-
ciju triazina iz vode preporucuje hromato-
grafija na koloni (Shang et al. 2004, Hideyuki
et al. 2006, Qingxiang et al. 2006, Dopico et
al. 2003), ali se primenjuje i tecno-tecna
ekstrakcija sa smeSom hlorbenzen-aceton
(Nagaraju & Huang 2007).

U radu su prikazani rezultati te¢no-hro-
matografskog i gasno-hromatografskog odre-
divanja s-triazinskih herbicida (simazina,
atrazina, prometrina, ametrina i aziprotrina)
posle izdvajanja, razdvajanja i detekcije u
uzorcima vode (model-sistemima i dunavskoj
vodi).

Materijal i metod rada

1. Hemikalije i rastvori

U radu su kori$éeni analiticki standardi
s-triazinskih herbicida (simazina, atrazina,
ametrina, prometrina i aziprotrina) sa sadrza-
jem aktivne materije od 99 % (Supelco). Os-
novni standardni rastvori odabranih s-triazi-
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nskih herbicida (koncentracije 1.000 ppm)
pripremljeni su rastvaranjem po 10 mg ispi-
tivanog triazinskog herbicida u 10 cm? meta-
nola. Acetonitril (HPLC ¢istoée) bio je Sig-
ma-Aldrich (Nemacka). Metanol i voda (za te-
¢nu hromatografiju) bili su Merck (Nema-
¢ka). Sve ostale primenjene hemikalije bile su
p. a. Cistoce.

2. Priprema model sistema i
uzoraka za analizu

Pri ispitivanju efikasnosti ekstrakcije s-tri-
azina iz vode pripremljeno je Sest model
sistema s-triazina u vodi:

Model sistem A: pripremljen je dodavanjem
0,05 cm? standardnog rastvora simazina (kon-
centracije 0,1 mg cm’®) u 1 dm? destilovane
vode, tako da je dobijen model sistem sa
0,005 mg dm simazina (§to odgovara njego-
voj MDK u vodi).

Model sistemi B, C, D i E: pripremljeni su
na istovetan nacin kao i model sistem A, ali je
model sistem B sadrzavao 0,005 mg dm? atra-
zina, model sistem C 0,005 mg dm™ ametrina;
model sistem D 0,005 mg dm™ prometrina i
model sistem D 0,005 mg dm3 aziprotrina.
Model sistem F: predstavlja smesSu svih pet
triazinskih herbicida u koncentraciji od 0,005
mg/dm?, a dobijen je dodavanjem svakog tria-
zinskog herbicida ponaosob.

Za proveru efikasnosti ekstrakcije pri-
premljeni su i model sistemiA’, B’, C’, D’ E’ i
F’) sa dvostruko vecom koncentracijom her-
bicida, odnosno 0,01 mg herbicida dm™ des-
tilovane vode. Zbog osobine triazinskih her-
bicida da podlezu hidrolizi, model sistemi su
drzani u tamnim flaSama i ekstrahovani se na
dan pripreme, kao i 15, 30. i 45. dana od pri-
preme.

Odredivanje s-triazinskih herbicida izvr-
seno je i u realnim uzorcima dunavske vode
koja je uzorkovana na lokalitetu plaze "Strand"
u Novom Sadu. Uzorci su uzeti u zapremini
od 0,5 dm? za odredivanje koncentracije s-tri-
azinskih herbicida i to sa povrSine i dubine
od 1 m i sakupljeni u staklene flase od 5 dm?3.

3. Ekstrakcija s-triazina iz uzoraka vode

U levak za odvajanje od 500 cm® odme-
reno je 200 cm3 uzorka vode i dodavanjem
0,1 M rastvora natrijum hidroksida pH je
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podesen na 8,5 do 9. Ekstrakcija je uradena
tri puta sa po 20 cm® smese hloroform-me-
tanol (1:1) uz muckanje oko 15 minuta, pri
¢emu se za lakse izdvajanje slojeva doda oko
2 g natrijum hlorida. Po izdvajanju slojeva,
organska faza sa ekstrahovanim s-triazinima
se susi propustanjem kroz levak sa anhi-
drovanim natrijum sulfatom i sakuplja u
balon sa okruglim dnom. Postupak se po-
navlja tri puta, a ovako dobijene organske
faze sakupljaju se u balonu sa okruglim
dnom i upare skoro do suva u struji azota uz
zagrevanje na 50 °C. Ostatak se rastvori u 1
cm?® metanola. Pre¢i$¢avanje ovako dobijenih
ekstrakata za te¢no i gasno hromatografsko
odredivanje izvrSeno je na koloni Al,O3
aktiviteta V po Brokmanu; s-triazini su elui-
rani sa 80 cm? hloroforma, a potom sa 125
cm? smese hloroform-etiletar (95:5) uz konti-
nualan tok eluiranja. Ukupni eluat je sakup-
lijen u balon sa okruglim dnom i uparen u
struji azota uz zagrevanje na vodenom ku-
patilu (50 °C) skoro do suva. Ostatak je ras-
tvoren u 1 cm? i primenjen za odredivanje
sadrzaja s-triazinskih herbicida tecnom i gas-
nom hromatografijom.

4. Parametri gasnobromatografskog
odredivanja

Rezidue s-triazinskih herbicida odredene
su na gasnom hromatografu "Perkin Elmer"
model "Sigma IB" uz specifi¢an azot-fosforni
detektor (NP-detektor). Razdvajanje ispitiva-
nih s-triazina izvrSeno je na paralelno veza-
nim kapilarnim kolonama ULTRAIi ULTRAII
("Packard"). Eksperimentalni parametri in-
strumenta pri odredivanju s-triazina bili su:
ti=260 °C; txy=205 °C; tg=275 °C; protok azo-
ta: 40 cm3/min; uzorci zapremine 2 linjicira-
ni su direktno.

5. Parametri tecnobromatografskog
odredivanja

Ispitivanja su izvrSena na HPLC sistemu
Perkin Elmer LC sa LC-75 spektrofotome-
trijskim detektorom. Primenjena je kolona sa
oktadecil silanom na TSK-gelu: TSK ODS-120A
5 m "LKB" uz mobilnu fazu metanol-voda
(60:40). Ostali uslovi te¢cnohromatografskog
odredivanja s-triazinskih herbicida bili su:

petlja 20 [; protok 1,5 cm?® min’!; talasna du-
zina 225 nm.

Rezultati i diskusija

Za pouzdaniju identifikaciju i kvantita-
tivno odredivanje s-triazinskih herbicida u
uzorcima dunavske vode, sprovedeno je gas-
nohromatografsko odredivanje na dve kapi-
larne kolone razli¢itih stacionarnih faza, sto
predstavlja nasu modifikaciju i doprinos
gasnohromatografskom odredivanju triazi-
na. Od svakog uzorka vrsena su tri paralelna
merenja. Retenciona vremena za odredivanje
s-triazinskih herbicida prikazana su u tabeli 1,
a dobijena su iz hromatograma standardne
smese ispitivanih s-triazinskih herbicida koji
je nastao postepenim unosenjem jednog po
jednog ispitivanog jedinjenja u standardnu
smesu.

Pri ispitivanju linearnosti za formiranje
kalibracione krive napravljena je serija stan-
darnih koncentracija od 2 ppb, 4 ppb i 10
ppb. Na osnovu kalibracionih kriva dobijene
su r? vrednosti u granicama od 0,9828 do
0,9988 sto ukazuje na njihovu linearnost i
mogucnost da se u ovoj oblasti svi ispitivani
herbicidi mogu kvantifikovati pomocu kali-
bracionih kriva.

1. slwazin 6,77 12,01
2. atrazie 6,61 10,21
3. ametrin 8,78 12,03
4. grometrin’ 4,97 14,31
5. aziprotria 7,43 11,43
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Sl. 1. Hromatogram ekstrakta s-triazina iz
uzoraka dunavske vode dobijen gasnom
bromatografijom
Fig. 1. Chromatogram of s-triazine extract
from Danube water samples obtained by gas
chromatography

RT (mi=}
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Na slici 1 prikazan je hromatogram s-tri-
azina iz uzorka dunavske vode, a u tabeli 1,
pored retencionih vremena, prikazani su

rezultati odredivanja sadrzaja s-triazina u
model sistemima i uzorcima dunavske vode
dobijeni gasnom hromatografijom.

Tab. 1. Rezultati gasnobromatografskog odredivanja sadrzaja s-triazina u model sistemima i

uzorcima dunavske vode

Tab. 1. Results of gas chromatographic determination of s-triazines content in model systems and

Danube water samples

Retenciono vreme MODEL SISTEM Efik " Sadrai u Donja
Retention time (min) MODEL SYSTEM e dunavskalyogi  sranica
Jedinjenje e‘ks.trakcue unavskoj vodi detekcije
Compound Dodato  Ekstrahovano Efficacyof  Conmtentin .., 1
Kolona ~ Kolona Added Extracted ~ extraction Danubewater ... ..
Column 1 Column 11 3 3 % SD ( gdm?) SD of detection
(gdm>)  ( gdm>) ( gdm?)
gl‘zzzz‘l‘;e 6,77 10,04 5,00 4,51 90,3 1,4 1,50 0,2 0,08
2;:2§;e 6,81 10,21 5,00 443 88,5 1,6 1,40 03 0,09
ﬁﬁggﬁne 8,78 14,03 5,00 4,62 92423 064 0,05 0,11
Prometirme 897 14,31 5,00 4,67 933 1,5 1,10 0,1 0,13
Aziprotrin 4 4 4
Azyprotbrine 7,43 11,43 5,00 ,79 95,7 2,1 N.D. 0,17

N.D. - nije detektovano / not detected

U hromatogramima uzoraka dunavske
vode u potpunosti su izostali hromatografski
pikovi aziprotrina, usled ¢ega nisu izracuna-
vane njihove koncentracije u uzorcima du-
navske vode.

Prilikom ispitivanja triazina HPLC meto-
dom primenjena je kolona TSK ODS-120A 5

m "LKB" uz mobilnu fazu: metanol - voda

(60:40). Na slici 2 prikazan je hromatogram
uzoraka dunavske vode dobijen te¢cnom hro-
matografijom pod visokim pritiskom. Izracu-
navanjem iz odnosa povr$ina hromatograf-
skih pikova, injicirane zapremine i koncen-
tracije u standardnoj smesi, dobijeni su rezul-
tati za sadrzaj rezidua u ispitivanim uzorcima
dunavske vode koji su prikazani u tabeli 2.

L \]‘P"f ) W?\,Nﬁmww?%#?‘“"

1 L PR L L A n n N " s s 2 L

5 10 15 20

RT (min)

Sl. 2. Hromatogram ekstrakta s-triazina iz uzoraka dunavske vode dobijen tecnom
hbromatografijom pod visokim pritiskom (1-simazin, 2-atrazin)
Fig. 2. Chromatogram of s-triazine extract from Danube water samples obtained by bigh perfor-
mance liquid chromatography (1-simazine, 2-atrazine)
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U uzorcima dunavske vode su hromato-
grafski pikovi ametrina, prometrina i azipro-
trina bili ispod donje granice detekcije prime-

njene HPLC metode, usled ¢ega nisu izracu-
navane njihove koncentracije u uzorku.

Tab. 2. Rezultati tecnobromatografskog odredivanja sadrzaja s-triazina u model sistemima i

uzorcima dunauvske vode

Tab. 2. Results of liquid chromatographic determination of s-triazines content in model systems and

Danube water samples

Retenciono MODEL SISTEM Efikasnost Sadrzaju  Donja granica
dinieni vreme MODEL SYSTEM ekstrakcije  dunavskoj vodi  detekcije
ézm Joe iy r]zed Retention Dodato  Ekstrahovano Efficacy of ~ Contentin  Lower limit
‘P time Added Extracted extraction — Danube water of detection
(min) ( gdm?) ( gdm?) % SD ( gdm3) SD  ( gdm?3)
;‘zzzz‘l‘;le 6,15 5,00 4,43 88,6 1,4 1,07 0,06 0,30
2;;:;‘;8 8,52 5,00 4,18 83,5 2,1 1,02 0,03 0,26
ﬁi;zlfine 14,14 5,00 4,51 90,1 3,2 N.D. 0,32
ﬁiﬁ%ﬁi?fme 20,90 5,00 4,59 91,7 3,3 N.D. 0,60
gzzj‘;;‘(’;;;‘me 16,31 5,00 476 952 2,8 N.D. 0,28

N.D. - nije detektovano / not detected
Zakljucak

Uporedivanjem rezultata odredivanja sa-
drzaja s-triazinskih herbicida u uzorcima
dunavske vode dobijenih primenom kapi-
larne gasne hromatografije (Tab. 1) sa rezul-
tatima odredivanja primenom tec¢ne hroma-
tografije pod visokim pritiskom (Tab. 2)
dobija se dobro slaganje rezultata $to se tice
hlor-triazina (simazin i atrazin). Izvesna od-
stupanja su primecena u slucaju odredivanja
metiltio-triazina (ametrin i prometrin) ¢iji su
hromatografski pikovi izostali u hromato-
gramima dobijenim HPLC metodom, $to se
objasnjava manjom osetljivoséu detektora i
slozenijim matriksom.

Primenom opisanih metoda uocen je naj-
veli sadrzaj simazina i atrazina, §to je i razum-
ljivo obzirom na njihovu Siroku upotrebu,
kao i vecu stabilnost hlor-triazina u vodi u
odnosu na druge grupe triazinskih herbicida.

Vredno je istaéi da su odredene koncen-
tracije s-triazina u uzorcima dunavske vode u
intervalu dozvoljenih koncentracija za tria-
zine, shodno postojecem Pravilniku (SI. list
SRJ, 1998). Tako hlor-triazini (simazin i atra-
zin) Ciji je sadrzaj najvedi, imaju koncentra-
ciju koja je od 3 do 3,5 puta manja od MDK

(maksimalno dozvoljene koncentracije). Sadr-
7aj metiltio-triazina je najmanji, odnosno 4,5
do 8 puta je manji od MDK za ove triazinske
herbicide u vodi.

Pracenje sadrzaja s-triazinskih herbicidau
dinami¢nim vodenim eko-sistemima od pri-
marnog je znacaja za utvrdivanje kontamini-
ranosti konkretnih akvati¢nih sistema, kao
$to je na primer Dunav, zbog visokih biokon-
centracionih faktora, perzistentnosti i niske
degradabilnosti ovih jedinjenja, odnosno
potencijalne bioakumulacije u flori i fauni
vodenog eko-sistema, kao i procesa biomag-
nifikacije.
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Analysis of s-triazine herbicides in model systems and
samples of groundwater by gas and liquid chromatography

Ljiljana Kostadinovi¢!, Sava PavkovZ, Gordana Dozet!
IFaculty of Biofarming, Megatrend University, Mar$ala Tita 39, 24300 Backa Topola
2Institute for Medicinal Plants Research " Dr Josif Panci¢", Tadeusa Koscuska 1, 11000 Belgrade

Summary: In this paper, residues of s-triazine herbicides (Simazine, Atrazine, Amethrine,
Promethrine and Azyprothrine) have been determined in samples of model systems and real
groundwater samples by gas-chromatography and high performance liquid chromatography.
S-triazine herbicides were isolated from water samples by chloroform-methanol mixture (1:1),
followed by purification of extract on the Al,O3 column. Gas-chromatographic determination
the residues of s-triazines is performed on parallel capilar columns ULTRA I and ULTRA II, us-
ing specific NP detector. Liquid-chromatographic determination the s-triazines was performed
on the column TSK ODS-120 A5 m "LKB", using the mobile phase methanol-water (60:40).
Total concentration of s-triazines in samples of Danube water was 3.54 g dm.

Key words: capillary gas-chromatography (GC), high performance liquid chromatography,
s-triazine herbicides
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