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1. WSTEP

L.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest me-
toda oznaczania pozostatosci nitrofenu w materiale ro$-
linnym i glebie przy zastosowaniu chromatografii gazo-
wej.

1.2. Zakres stosowania normy. Norma ma zastosowa-
nie do oznaczania pozostalosci nitrofenu bedacego
sktadnikiem czynnym preparatéw, takich jak: Trazalex,
TOK WP-50, TOK Ultra, Mixi-TOK S, Rapsol, dla
kazdego zakresu st¢zen w przypadkach:

a) kontroli pozostatosci nitrofenu w materiale roslin-
nym 1 glebie w celu okreslenia stopnia ich skazenia
i ewentualnego wplywu na rosliny nastepcze,

b) analiz pozostalo§ci w wyniku incydentalnych
uszkodzen upraw, analiz arbitrazowych i sgdowych.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada oznaczania polega na wydzieleniu nitro-
fenu z badanej probki gleby lub materiatu roélinnego
przez ekstrakcje metanolem, oczyszczeniu ekstraktu od
zanieczyszczen metoda chromatografii kolumnowe;j
oraz oznaczaniu ilo§ciowym badanej substancji metodg
chromatografii gazowej z wykorzystaniem detektora jo-
nizacyjno-rekombinacyjnego lub termojonowego.

2.2. Aparatura, przyrzady i materiaty

a) Chromatograt gazowy z detektorem jonizacyjno-
-rekombinacyjnym (Ni®* 10 mC) lub detektorem termo-
jonowym specyficznym dla azotu.

b) Homogenizator z pojemnikiem szklanym lub ze
stali nierdzewne;.

¢) Kolumna chromatograficzna ze szkla borokrze-
mowego dlugosci 2 m 1 $rednicy 2 i 3 mm.

d) Kolumna chromatograficzna szklana dlugosci
300 mm 1 $rednicy wewngtrznej 20 mm.

e) Mikser lub mtynek do rozdrabniania prébek ros-
linnych.

f) Mikrostrzykawka pojemnosci 10 mm?,

g) Wyparka rotacyjna.

h) Zamrazarka (do przechowywania probek).

2.3. Odczynniki i roztwory.

a) Chlorek sodowy cz.d.a.

b) Eter etylowy do narkozy.

c) Eter naftowy cz.d.a. t.w. 30 = 50°C, destylowany
z aparatury szklanej.

d) Florysil 60 = 120 mesh.

e) Gas Chrom Q 20 = 100 mesh.

f) n-Heksan destylowany z aparatury szklanej.

g) Metanol cz.d.a. destylowany z aparatury szklanej.

h) Olej silikonowy OV-101.

1) Olej silikonowy XE-60.

j) Olej silikonowy OV-225.

k) Siarczan sodowy bezwodny cz.d.a.

1) Wzorzec nitrofenu (2,4-dwuchloro-4-nitrodwufe-
nylo eter), o czysto$ci 99,9%, otrzymany z firmy Rohm
and Has.

l) Wata szklana.

2.4. Przygotowanie roztworow wzorcowych

Roztwor A. W kolbie pomiarowej pojemnosci 100 cm?
rozpusci¢ w n-heksanie 0,1000 g wzorca nitrofenu, od-
wazonego z dokladnosécia do 00,0002 g, uzupeinié
n-heksanem do kreski i dobrze wymiesza¢. 1 cm’ tak
przygotowanego roztworu zawiera 1000 pg; nitrofenu.

Roztwor B. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm? odmierzy¢ 10,0 cm?® roztworu A, uzupelnié
n-heksanem do kreski i wymieszaé. 1 cm?® tak przy-
gotowanego roztworu zawiera 100 pg nitrofenu.

Roztwor C. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm? odmierzy¢ 10,0 ¢cm® roztworu B, uzupetnié
n-heksanem do kreski i wymieszaé. 1 c¢cm’® tak przy-
gotowanego roztworu zawiera 10 pg nitrofenu.

Roztwor D. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm® odmierzy¢ 10,0 cm’® roztworu C, uzupetnié
n-heksanem do kreski i wymieszaé. 1 ecm? tak przygo-
towanego roztworu zawiera 1 pg nitrofenu.

W przypadku prowadzenia oznaczan z zastosowa-
niem detektora termojonowego, roztwory wzorcowe na-
lezy sporzadzi¢ w metanolu. Przygotowane roztwory
nalezy przechowywa¢ w temperaturze
3 =+ 5°C (w lodéwce). Okres przechowywania nie moze
by¢ dluzszy niz 6 miesigcy.
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2.5. Pobieranie,
prébek

przygotowanie i przechowywanie

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

2.5.2. Przygotowywanie probki gleby do analizy.
Ze Sredniej probki gleby pobranej wg 2.5.1, nalezy
usunac kamienie, resztki rosliny, itp. zanieczyszczenia,
nastgpnie doktadnie préobke rozdrobnié w mozdzierzu
porcelanowym i wymieszac¢, Z tak przygotowanej prob-
ki pobra¢ odpowiednig nawazke¢ do bezposredniej ana-
lizy laboratoryjnej.

2.5.3. Wyznaczanie masy gleby powietrzniesuchej.
7 kazdej probki glebowej przygotowanej wg 2.5.2, od-
wazy¢ 100 g gleby z dokladnoscig do 0,1 g, rozsypac
cienkg warstwg na plastikowej tacce o wymiarach okoto
20 X 20 c¢m i pozostawié przez 48 h w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie glebe nalezy ponownie zwa-
zy¢. Roznice mas przyjgé za wilgotnosé gleby (W, %).
Wspotczynnik przeliczeniowy (W) nalezy obliczyé wg
wzoru

We
W =1 - — (D)
100
w ktorym Wg — wilgotnos¢ gleby oznaczona po
48 h, %.

2.5.4. Przygotowanie prébki materialu roslinnego do
analizy. Srednig probke¢ (ziarno, sloma, czgsci zielone
roslin 1tp.) pobrang wg 2.5.1 nalezy rozdrobni¢ w mbyn-
ku fub mikserze 1 wymieszaé. Z tak przygotowanej
probki nalezy pobra¢ odpowiednig nawazke do bezpo-
sredniej analizy laboratoryjnej.

2.5.5. Przechowywanie prébek do analiz. Probki po-
brane wg 2.5.1 1 przygotowane wg 2.5.2 lub 2.5.4 w celu
zabezpieczenia przed rozktadem substancji aktywnej,
przechowywa¢ w temperaturze 20°C w zamknietych
pudetkach z tworzywa sztucznego lub parafinowych,
tekturowych albo w woreczkach foliowych z widocz-
nymi na wierzchu numerami probek. Do analizy nalezy
pobra¢ nawazke po uprzednim catkowitym rozmroze-
niu probki.

2.6. Wykonanie oznaczania

2.6.1. Ekstrakcja prébek. 50 g gleby przygotowanej
wg 2.5.2 lub 50 g materiatu roslinnego przygotowanego
weg  2.5.4, umiescié w pojemniku homogenizatora.
Do pojemnika doda¢ metanolu w ilosci 200 cm® w przy-
padku gleby lub 400 cm® w przypadku materiatu roslin-
nego 1 miksowaé 2 razy po 15 min. Zmiksowang préb-
k¢ przesgczy¢ przez bibulowy saczek i zebraé dla gleby
100 cm’, a dla materiatu roslinnego 200 ¢m’® przesaczu,
co odpowiada 25 g prébee. Zebrany przesgcz przelaé
do rozdzielacza pojemnosci 1 dem?®, dodaé trzykrotna
ilod¢ wody i 1 + 2 g NaCl. Ekstrahowa¢ czterokrotnie
50 cm’  m-heksanu, wytrzasajac przez 2 <+ 3 min.
Warstweg heksanowa kazdorazowo suszyé przepuszcza-
jac przez warstwe okolo 5 g bezwodnego siarczanu so-
dowego umieszezonego na lejku z wata szklana. Pola-
czone ekstrakty heksanowe odparowaé¢ do sucha na wy-
parce rotacyjnej w fazni wodnej o temperaturze 40°C.

2.6.2. Chromatografia kolumnowa. 200 g florisilu
aktywowacd przez 2 h w temperaturze 200°C, nastgpnie
przenie$¢ do eksykatora 1 ostudzi¢ do temperatury po-
kojowej. Ostudzony florisil przenies¢ do kolby Erlen-
mayera pojemnosci 500 ¢cm® z korkiem szlifowanym
i zdezaktywowa¢ dodajac 0,5 cm® wody destylowane;.
W celu rownomiernego rozprowadzenia wody dobrze
wymiesza¢ (czas mieszania okoto 30 min) 1 szczelnie
zamknigty pozostawi¢ na noc.

Kazdg przygotowang partig florisilu nalezy sprawdzic¢
przez przeprowadzenie chromatografii kolumnowe]
znanej iloéci wzorca poddajgc analizie na chromatogra-
fie gazowym zaréwno eluat wymywajacy zanieczyszcze-
nia, jak 1 wilasciwg frakcje. Pojawienie si¢ nitrofenu
w pierwszej frakcji $wiadczy o niewlasciwej dezaktywa-
cji floristlu, tzn. dodaniu zbyt duzej iloSci wody.

Do kolumny szklanej wla¢ okoto 80 ¢m’ heksanu.
Przy ciaglym wyptywie heksanu, kolumng¢ napetnié
przygotowanym uprzednio florisilem na wysokos¢ 7 cm,
a nastepnie 1 cm warstwa bezwodnego siarczanu sodu.
Aby uzyska¢ réwnomierne ubicie wypelnienia, nalezy
w czasie usypywania wprawi¢ kolumne w lekkie drgania
przez uderzanie precikiem szklanym, kawalkiem weza
gumowego lub przez zastosowanie odpowiedniego wi-
bratora. Po napetnieniu kolumny pozostawi¢ nad
adsorbentem 2 mm warstwe heksanu. Na tak przygo-
towang kolumng¢ nanie$¢ ekstrakt otrzymany wg 2.6.1
po uprzednim rozpuszczeniu w 5 c¢m?® heksanu. Prze-
my¢ kolbe dwukrotnie 2 ¢cm® heksanu i nanie$¢ kazda
porcje na kolumng, gdy goérny poziom cieczy obnizy
sig na wysokos¢ 2 mm nad powierzchni¢ adsorbenta
(nie dopusci¢ do catkowitego wycieku cieczy z ko-
lumny). Zanieczyszczenie z kolumny wymywaé¢ 100 cm?
6% roztworu, a substancj¢ aktywng 100 cm?® 20% roz-
tworu eteru etylowego w heksanie. Szybkosé wymywa-
nia zanieczyszczen 1 nitrofenu — okoto 3 c¢cm’/min.
Wyciek z kolumny zawierajacy substancje aktywna
zbiera¢ do kolby kulistej pojemnos$ci 250 cm?, nastgp-
nie odparowa¢ do sucha na wyparce w temperaturze
tazni 40°C. Suchg pozostatosé¢ rozpusci¢ w 4 cm® n-hek-
sanu w przypadku oznaczania na detektorze jonizacyj-
no-rekombinacyjnym lub w 4 c¢cm’® metanolu w przy-
padku oznaczania na detektorze termojonowym.

Zamiast heksanu mozna w tej metodzie uzywacd eteru
naftowego, z ta tylko réznicg, Ze do wymywania sub-
stancji aktywnej nalezy uzywac 30% roztworu eteru ety-
lowego w eterze naftowym. Ilo$¢ zbieranego eluatu po-
zostaje taka sama.

2.6.3. Chromatografia gazowa. Roztwér otrzymany
wg 2.6.2 w ilosci 2 mm?® wprowadzié¢ przy uiyciu
mikrostrzykawki na kolumng chromatograficzng. Chro-
matografi¢ prowadzi¢ w nast¢pujacych warunkach:

a) detektor jonizacyjno-rekombinacyjny Ni® 10 mC

— kolumna chromatograficzna dlugosci 2,0 m, $red-
nicy wewnetrznej 3 mm,

— wypelnienie: 4 czesci wagowe 1% XE — 60 + 1
czeS¢ wagowa 10% OV-101 na Gas Chrom Q 80 +
100 mesh,

— temperatura kolumny 190°C,

— temperatura komory nastrzykowej 190°C,
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— temperatura detektora 250°C,

— gaz nosny: Argon 50 cm’/min,

— oznaczalnos¢ 0,02 ng,

— czas retencji 14,5 min.

b) detektor termojonowy specyficzny dla azotu,

— kolumna chromatograficzna dilugos$ci 2 m, sred-
nicy wewngtrznej 2 mm,

— wypelnienie: 4% OV 225 na Chromoserbieg
C AW DMCS 80 =+ 100,

— temperatura pieca 200°C,

— temperatura komory nastrzykowej 210°C,

— temperatura detektora 220°C,

— gaz nosny: Argon 35 c¢cm’/min,

— oznaczalno$é¢ 0,2 ng,

— czas retencji 10 min.

2.6.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Pozostalo$¢ ni-
trofenu (X) nalezy obliczy¢ w mg/kg wg wzoru

¥ Ve - a - 100 5
 Vnemeon-w ( )
w ktorym:
V, — catkowita obj¢to$¢ roztworu probki do anali-
zy chromatograficznej, c¢cm?,
a — 1lo$¢ zwigzku odczytana z krzywe] cechowa-
nia detektora, ng (wg 2.8),
Vn — wprowadzona do kolumny chromatograficz-

nej objeto$¢ probki, mm?,

m — nawazka prébki wzigte) do analizy, g,

n — odzysk metody, % (wg 2.7),

w — wspoétczynnik przeliczeniowy na glebg powie-
trzniesuchg (wg 2.5.3), dla probek roslinnych
przyja¢ w = 1.

2.7. Wyznaczanie odzysku metody. Przygotowac glebeg
powietrzniesuchg nie traktowana nitrofenem. Odwazy¢
12 prébek po 50 g z doktadnoscig do 0,1 g. Probki
umieéci¢ w kolbach Erlenmayera. Do trzech prébek

dodaé po 1 cm?® roztworu A (wg 2.4), co odpowiada
pozostatosci 2 mg/kg, do trzech pidbek po 1 em? roz-
tworu B co odpowiada pozostatosci 0,2 mg/kg, do
trzech probek dodaé¢ po | cm?® roziworu C co odpo-
wiada pozostatosci 0,02 mg/kg. Trzy prébki pozostawic
bez dodatku wzorca. Po uptywie 3 h przeprowadzic
oznaczania wg 2.6. Przy wyznaczaniu odzysku w ma-
teriale roslinnym postigpowaé analogicznie. Wynik obli-
czyé w procentach odzyskanej substancji aktywnej, przy
czym odzysk dla kazdego poziomu nie moze by¢ mniej-
szy niz 80%. Za odzysk do obliczen przyja¢ sredniag
arytmetyczng uzyskanych wynikéw dla trzech pozio-
moéw. Odzysk sprawdza¢ wyrywkowo coc pewien czas
oraz kazdorazowo przy zmianie materialu analizowa-
nego i partii odczynnikéw dla jednego wybranego po-
ziomu.

Poniewaz do analizy bierze si¢ polowg przesgczu,
nalezy to uwzglednia¢ przy obliczaniu odzysku. Dla
kazdego poziomu analizie poddawana jest polowa do-
danej substancji aktywne;j.

2.8. Wyznaczanie krzywej cechowania detektora. Dla
detektora jonizacyjno-rekombinacyjnego z roztworu C
(wg 2.4) poprzez rozcienczenie sporzgdzi¢ 4 roztwory
pomocnicze o stezeniach w granicach 0,1 + | ng/mm’.
Natomiast dla detektora termojonowego z roztworu B
sporzadzi¢ 4 roztwory o stgzeniach 1 =+ 10 ng/mm’.
Po analizie chromatograficznej sporzadzi¢ wykres zalez-
noéci wysoko$ci piku chromatograficznego (mm) od
iloéci analizowanego zwiazku (ng). Wykres powinien
mie¢ charakter prostoliniowy. Krzywa cechowania na-
lezy sprawdza¢ codziennie przez wstrzyknigcie znanej
ilosct wzorca.

2.9. Wynik koficowy oznaczania. Za wynik oznacze-
nia nalezy przyjaé¢ $rednig arytmetyczng co najmnie]
2 oznaczan réinigcych sie migdzy sobg nie wigcej niz
0,005 mg/kg dla detektora jonizacyjno-rekombinacyj-
nego lub 0,05 mg/kg dla detektora termojonowego.

KONTIEZC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujagca norme¢ — Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Pulawy.

2. Normy zwigzane

PN-78/R-04011 Material roélinny i gleba. Pobieranie probek do ilosciowego oznaczania pozostatosci pestycydow
3. Autor projektu normy — dr hab. Barbara Kostowska — Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Zaklad Ekologii i Zwalczania

Chwastow, Wroclaw.
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