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N O R M A B R A N ŻOWA BN-89 
Gleba I materiał roślinny 

9180-39 
AGROTECHNIKA Oznaczanie pozostałości herbicydów 

Substancja aktywna 
izoksaben Grupa katalogowa 1502 

1. WSTĘP 

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest meto­
da oznaczania pozostałości izoksabenu (preparat X­
-Pand) w g lebie i materiale roślinnym przy zastoso­
waniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej. 

1.2. Zakres stosowania normy. Norma ma zastoso­
wanie przy oznaczaniu pozostałości izoksabenu w przy­
padkach: 

a) kontroli pozostałości izoksabenu w glebie i w ma­
teriale roś linnym w ce lu okreś l enia stopnia ich ska­
żenia, 

b) a nali z pozostałości w wyniku iocyden talnego 
uszkodzenia uprawy, 

c) analiz arbitrażowych i sądowych . 

2. METODA OZNACZANIA 

2.1. Zasada oznaczania. Oznaczanie polega na wy­
dzie len iu substancji aktywnej z pró bki gleby lub ma­
teriału roś l innego w procesie ekstrakcji wodnym roz­
tworem metanolu , oczyszczeniu ekstra ktu metodą cJlrO­

matografii ko lumnowej oraz oznaczaniu ząwartości izo­
ksabenu w badanej próbce metodą wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej z wykorzystaniem detektora 
UV. 

2.2. Aparatura, przyrządy i materiały 
a) Chromatograf cieczowy z detektorem UV 254 nm 
zaworem pętlicowym. 

b) Szk lana kolumna chromatograficzna z kranikiem 
i dnem ze szkła spiekanego o porowa tości zero, dłu­
gości 250 mm i ś r ednicy wewnętrznej 10 mm . 

c) Wata szk lana. 
d) Wypa rka próżniowa rotacyjna . 
e) Wstrząsarka laboratoryjna. 
f) Zamrażarka (do przechowywa nia próbek). 
g) Zestaw do sączenia rozpuszczalników (do chro­

matogra fii cieczowej) . 
2.3. Odczynniki i roztwory 
a) Alkohol metylowy cZ.d.a. przedes tylowan y z apa­

ratury szklanej . 
b) Tetrahydrofuran cZ.d .a. przedestylowany z apa­

ratury szklanej . 

c) C hl orek sodowy cz.d. a., roztwór 5%(m/ m) . 
d) Faza rucho ma : mieszan ina n-heksa nu . oc ta nu ety­

lu , tetra hyd ro fura nu i izop ro panolu (80+ 12 ,5+6,5+ 
+ 1 V/V). 

e) Fl o ri s il 60 -:- 120 mesh. 
f) n-Heksa n cZ.d .a . przedestylowa ny z apara tury 

szklanej. 
g) lzo pro pano l cZ. d .a . przedestylowany z aparatury 

szklanej. 
h) Octan etylu cz.d.a. przedes tylowa ny z aparatury 

szklanej . 
i) Roztwór wymywający: n-heksan . + izopropa nol 

(98 +2 V/V) . 
j) Siarcza n sodowy bezwodny cZ.d.a. 
k) Wzorzec izoksa benu (czys tość min imum 99% ): 

N-[3-( I-ety lo- I-metyl opropylo )izok sazol-5-ylo ]-2 ,6-di­
met o ksyben za mid. 

I) Żel krze mi o nk owy (Kiselgel 60) firm y Merck 
230-:-400 mesh. 

2.4. Przygotowanie r<?ztworów wzorcowych 
Roztwór A. W kolbie pomiarowej pojemn ości 250 m i 

rozp uśc ić w a lkoholu metylo wym 0 ,0500 g wzo rca izo­
ksabenu , uzupełnić do kreski alkoho lem metyl owym 
i dokładnie wymieszać. I mi tak przygo towanego roz­
tworu zawiera 200 J..lg substancji wzo rcowej . 

Roztwór B. Do kolby pom ia ro wej pojemności 100 mi 
od mie rzyć 50 mi roztworu A i dopełnić do kreski 
a lk o ho lem mety lo wym. I mi tak przygotowanego roz­
tworu zawiera 100 J..l g substancj i wzorcowej. 

Roztwór C. D o ko lby pom ia rowej poje 111 Il ośc i 100 mi 
odm i e rzyć 10 mi roztwo ru B i dopełn i ć do kreski 
a lko ho lem metylowy m. I m i tak przygotowanego ro z­
tworu zawiera 10 J..lg substancj i wzo rcowej . 

Roztwór D. Do ko lby po miarowej pojemnośc i 100 mi 
odm ie rzyć 10 mi roztworu C i dopełnić do kreski 
a lk o ho lem metylowym . 1 mi ta k przygo towa nego roz­
two ru za wiera I J..lg substancji wzorcowej . 

2.5. Pobieranie, przygotowanie przechowywanie 
próbek 

2.5.1. Pobieranie próbki - wg PN-78/R-04011. 
2.5.2. Przygotowanie próbki do analizy 
a) Gleba: Ze średni ej pró bki glebowej pobranej wg 

2.5. 1 należy usunąć kamienie, resztki roślinne itp. za-

Zgłoszona przez Instytut Uprawy Nawożenia i Gleboznawstwa 
Ustanowiona przez Dyrektora Instytutu Uprawy Nawożenia i Gleboznawstwa dnia 30 marca 1989 r. 

jako norma obowiązująca od dnia 1 styczn ia 1990 r. 
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nieczyszcze nia , następnie dokładnie pró bkę rozdrobnić 
i wymieszać. 

Z tak przygo towanej próbki nal eży pobrać odpo­
wiednią odważk ę do dalszej ana li zy. 

b) Mate ri ał roś linn y : Srednią próbkę materiału ro­
ślinnego (ziarn o, sło ma , zielo ne części roś lin) , póbraną 
wg 2.5.1 na leży rozdrobnić na krajalnicy, młynku lub \ 
mik se rze i wymieszać. Z ta k przygo towanej próbki na­
l eży pobrać odpow i ednią odwa żkę d o da lszej analizy. 

2.5.3. Przechowywanie próbek. W ce lu za bezpiecze nia 
przed rozkładem substancji aktywnej, próbkę pobraną 
wg 2.5. 1 i przygo towaną wg 2.5.2 przec howuj e s ię 

w tempera turze -20°C w za mkniętym pudełku z two­
rzywa szt ucznego, tekturowy m, woreczku ro fiowym lub 
poje m n iku szk lan ym . Do a nali zy n a l eży pobrać odważ­

kę po uprzednim rozmrożeniu pró bki. 

2.6. Wykonanie oznaczania 
2.6.1. Ekstrakcja próbek 
2.6.1.1. C:eba. 50 g g leby przygotowa nej wg 2.5.2 

umi eśc ić w sł oj u typu twi st lub podob nym pojemności 
500 mi , dodać 160 mi a lk oholu metylowego, 40 mi 
wody des tyl owa nej , szczelnie zam knąć i wytrząsać na 
wstrząsarce la bo ratoryjnej przez 2 h (lub miksować 

około 0,5 h). Eks tra kt zdekantować, pozostałość prze­
myć 30 mi a lkoholu metylowego i przesączyć przez 
sączek . Otrzyma ny ekstrakt umieści ć w ro zdzielaczu, 
dod ać 40 mi roztworu ch lorku sodowego i wytrząsać 
z trze ma porcjami chloroformu po 50 mi każda. Zbie­
rać d o ln ą wa rstwę ch l oroformową. Połączon e ekstrakty 
chloroformowe osuszyć przepuszczając przez niewielką 
il ość (około 1--:-2 g ) bezwod nego sia rczanu sodowego 
i odparować na wyparce rotacyjm:j w temperaturze' 
40°C. 

2.6.1.2 . Z iarno zbóż, części zielone roślin. 30 g ziar­
na luh 50 g zielonych częśc i roślin przygo towa nych wg 
2.5 .2, umieśc i ć w słoju typu tw ist lu b podobnym po­
jemnośc i 500 m i, d oda.ć 160 mi a lk oholu met ylowego 
i 40 mi wod v dL' :-; t y J(jW~l!l(" j , szcze lnie zam knąć i wy­
Irj, I ~;t(: IW W<;[17,:F';lr('c' bh\LIJoryjnc l p rzez 2 h (lub 
mik so wać o knlo O,'::; hl 7dcka ntow:lć klarowną część 

ekstraktu i /<l n pt pw;:ć jego obję t ość. Zebrana część 

ekstraktu reprezentować będz i e odpow i ednią część od­
ważki próbki (wartość Ł 2 pat~z 2.6.4). Eks trak t umie­
śc ić w rozdziel aczu, dodać 20 mi roztworu ch lo rku 
sodowego i wytrzą sać z trze ma porcjami chloroformu 
po 50 mi k ażda. Połqc/(lll e ' ekstrakty chl o ro fo rmowe 
osuszyć bezwod nym si a rcza nem sodowy m i odpa rować 
do sucha na wyparce ro tacyjnej w tempe ra turze 40°C. 

2.6.1.3. Słoma . .łO g ,I(\ my przygotowanej wg 2.5.2 
umi eścić w słoju typu twis t lub pod ob nym pojemności 
1000 mI, dodać 250 mi alkoho lu mety lowego i 50 mi 
wody desty lowa nej, szcze lnie za mknąć i wytrząsać na 
wstrząsarce labora toryjnej przez 2 h (lub mik sować 

. przez około 0,5 h): Zdekantować klarowną część eks­
trak tu , zmierzyć i zanotować jego o bjętość (wartość 

E2). 

Zebrany cks t r<lkt umieśc ić w r07dzi elaczu , dodać 

50 mi ro/tworu chlorku sodowego i wytrząsać z trze­
ma porcjami po 50 nd chl o rofo rmu . Połą czo n e ekst rak-

ty ch loroformowe os uszyć bezwodnym siarczanem so­
dowym i odparować na wyparce rotacyjnej w tempera­
turze 40°C. 

2.6.2. Chromatografia kolumnowa. Do kolumny 
szk lanej (2 .2b) wlać około 15 mi n-heksanu . Usypać 
6-centymetrową warstwę z przygo towanej uprzednio 
miesza nin y 2 części wagowych żelu krzemio nkowego 
i 1 częśc i wago wej Florisilu (przygotować taką ilość 

tej mi esza niny , aby wysta rczała na całą seri ę wykony­
wan yc h ana li z, najlepiej około 300 g), stosując ciągły 
wpływ n-heksanu z kolumn y. 

Aby u zysk ać równomierne ubicie wypełnienia , należy 

w czas ie usypywania wprawić kolumnę w lekkie drga­
nia , przez uderza nie pręcik iem szk la nym lub kawał­
kiem węża gumowego. Po ubiciu wypełnienia przykryć 
je około 5 mm warstwą bezwodnego sia rczanu sodo­
wego. Po przygo towaniu kolumny pozostawić nad wy­
pełni eniem 2 mm warstwę n-heksa nu i nani eść otrzy­
many wg 2.6.1 ekstrakt, po uprzednim rozpuszczeniu 
suchej pozostałości w 2--:-3 mi n-heksa nu . Kolbę z reszt-

. kami eks traktu prze myć j eszcze dwukrotnie 2--:-3 mi 
n-heksa nu i nanieść każdą porcję na kolumnę , gdy 
górny poziom cieczy obniży się do wysokości 2 mm 
nad powi e rzc hnię wypełnie nia (nie dopuścić do całko­
wi tego wycieku cieczy z kolumny) . Przepuszczać przez 
k o lumnę roztwór wymywający (2.3. 1). Po odrzuceniu 
pierwszych 50 mi wycieku, należy zebrać następne 

30 mi, to jest frakcję zawierającą izoksaben . Wyciek 
zawierający izoksaben odparować do sucha 'na wypar­
ce rotacyjnej w temperaturze 40°C. Suchą pozostałość 
ro zpuścić w 5 mi fazy ruchomej stosowanej do chro­
matografii cieczowej (2 .3d). 

2.6.3. Wysokosprawna chromatografia cieczowa. 
Otrzymaną wg 2.6.2 próbkę poddawać oznaczeni u na 
chromatografie cieczowym. Oznaczenie prowadzić 

w n astę pujących warunkach : 
- detektor UV 254 nm , . 
- kolumna: 

. długość 250 mm , 
średnica wewnętrzna: 3,8 mm , 

- wypełnienie - żel krzemionkowy Si 60 . dp 

= lO !lm , 
- faza ruchoma: wg 2.3d), 
- prędkość przepływu fazy ruchomej 

0,36 mi/ min. 

Za pomocą zaworu pętlicowego wprowadzić próbkę 
na k olumnę (min ima lna objętość stosowanej pętli -
5 !lI). W tych sa mych warunkach poddać oznaczeniu 
ro ztwo ry wzo rcowe C i D , w ce lu 'sprawdzenia pra­
widłowości wskazań detektora. 

Il ość !lg izo ksa benu w ana li z@wanej próbce odczy­
t ać z wykresu kalibracji detektora. Za wysokość piku 
przyją ć ś rednią dwu nastrzyków, których wysokości 

pików nie różnią się między sobą więcej niż o 10%. 
2.6.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Pozostałość izo­

ksabenu (X) ob li czyć w mg/kg wg wzoru ' 

VI' . a . E l . 100 
x= 
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w którym: 
Vp całkowita objętoś~ , w której rozpuszczono 

próbkę d o anali zy wg 2.6.2 , mI , 
a - ilość izoksa benu odczytana z wykresu ka libra­

cji detekto ra wg 2.7, ng, 
El całkowita objętość ekstraktu wg 2.6 .1.2 , mI , 
VII obję t ość próbki wprowadzona na k olumnę 

zawo rem pętlicowym wg 2.6 .3, !lI , 
m odważka próbki wziętej do anal izy, g, 
E 2 objętość ekstraktu wzięta do ana li zy wg 

2.6. 1.2, mI , 
r - odzysk metody wg 2.8, %. 

2.7. Kal!bracja detektora. Przez rozcieńczen ie ro ztwo­
ru wzorcowego C fazą ruchomą sporządzić serię ro Z­
two rów o s tę że niach poś rednich . Roztwory te poddać 
oznaczeniu wg 2.6.3. Zmierzyć ha chroma togramach 
wysok ość piku izoksabenu z dokładnością d o I mm. 
Na papierze milimetrowym sporządzić wykres za leż­

ności : wysokość piku (mm) - ilość izok sa benu (ng). 
Za l eżność powinna mieć charakter liniowy. 

2.8. Wyznaczanie odzysku metody. Przygo tować ja k 
w 2.5 próbki mate riału (gleba lub roślina) nietra kto­
wanego izok sabenem (dla każdego rodzaju ma te riału 

wyznaczyć odzysk oddzielnie) . Odważyć 10 próbek ma­
t e ri ału , dla którego będzie wyznaczany odzysk wg 2.6. 
Pró bki umieści ć w słojCjch typu twist. Do trzech próbek 
dodać po 5 mI roztworu wzorcowego B, co odpowiada 
pozio mowi 17 2 mg/kg (w zależnośc i od odważki prób-

ki ). Do trzech pró bek dodać po I mI roztworu wzorco­
wego B, co odpowiada poziom owi 0,270 ,5 mg/ kg. 
Do trzech pró bek dodać po 2 mI roztwo ru wzorco­
wego C, co od powiada pozio mowi 0,0270,04 mg/kg. 
J edną próbkę pozostawić jako kontrolną. Po upływi e 

3 h przeprowadzić anali zy wg 2.6 . 
Wynik obliczyć w p roce ntac h odzyskanego izoksa­

benu , przy czy m od zys k dla każdego poziomu nie może 

być niższy ni ż 70% . 
Za odzysk do ob liczeń przyjąć ś rednią arytmetyczną 

uzyskanych wyników dla trzech poziomów. Odzysk 
wyznaczać dla każdego rodzaju a na li zowa nego materia­
łu i sp rawdzać wyrywkowo, co pewien czas, d la jed­
nego wybranego poziomu. 

2.9. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik oznacza­
nia należy przyjąć ś redn ią a rytme tyczną co najmniej 
2 oznaczań różniących s i ę między sobą nie więcej niż 

25% (d la wyższych poziomów), dla stężeń bliskich gra­
nicy wykrywalności różni ca może dochod zić do 50%. 

Równolegle z badaną próbką , każdorazowo przepro­
wadzić oznacze nie w próbce ko ntro lnej tego sa mego 
ma t e riału . 

3. CHARAKTERYSTYKA METODY 

a) Wykrywa lność 0,2 ng. 
b) Oznaeza ln ość 0,00570,0 1 mg/kg (oznaezalność 

w za l eż ności od badanego ma te ri ału przy zał oże niu 
100% od zysku) . 

KONI EC 

INFORMACJE DODATKOWE 

l. Instytucja opracowująca normę - Instytut Uprawy Nawożenia 

I G leboznawstwa , Puławy. 
2. Normy związane 

PN-78/ R-04011 Mate riał roś li nny i gleba. Pobieranie próbek do 
ilościowego oznacza nia pozostałośc i pestycydów 

3. Autorzy projektu normy - dr in ż. Jerzy Sadowski , d oc. dr 
hab. Barbara Kostowska - Instytut Uprawy Nawoże ni a i G lebo­
znawstwa. Zakład Eko logi i i Zw,Ji cza niil C hwaSió w. 
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