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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest meto-
da oznaczania pozostatos$ci izoksabenu (preparat X-
-Pand) w glebie 1 materiale roslinnym przy zastoso-
waniu wysokosprawnej chromatografii cieczowe].

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

a) kontroli pozostatosci izoksabenu w glebie 1 w ma-
teriale roslinnym w celu okreSlenia stopnia ich ska-
zenia,

b) analiz pozostatosci
uszkodzenia uprawy,

c) analiz arbitrazowych 1 sagdowych.

w  wyniku ncydentalnego

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada oznaczania. Oznaczanie polega na wy-
dzieleniu substancji aktywnej z probki gleby lub ma-
teriatu roslinnego w procesie ekstrakcji wodnym roz-
tworem metanolu, oczyszczeniu ekstraktu metodg chro-
matografii kolumnowej oraz oznaczaniu zawartosci izo-
ksabenu w badanej prébce metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowe] z wykorzystaniem detektora
UVv.

2.2. Aparatura, przyrzady i materiaty

a) Chromatograf cieczowy z detektorem UV 254 nm
i zaworem petlicowym.

b) Szklana kolumna chromatograficzna z kranikiem
1 dnem ze szkla spickanego o porowatosci zero, diu-
gosct 250 mm 1 Srednicy wewngtrznej 10 mm.

c¢) Wata szklana.

d) Wyparka proézniowa rotacyjna.

e) Wstrzasarka laboratoryjna.

) Zamrazarka (do przechowywania probek).

g) Zestaw do saczenia rozpuszczalnikéw (do chro-
matografii cieczowe]).

2.3. Odczynniki i roztwory

a) Alkohol metylowy cz.d.a. przedestylowany z apa-
ratury szklanej.

b) Tetrahydrofuran cz.d.a. przedestylowany z apa-
ratury szklanej.

¢) Chlorek sodowy cz.d.a., roztwor 5%(m/m).

d) Faza ruchoma: mieszanina n-heksanu, octanu ety-
lu, tetrahydrofuranu 1 izopropanolu (80+12,54+6,5+
+1 ¥7F).

e) Florisil 60120 mesh.

f) n-Heksan c¢z.d.a. przedestylowany 2z aparatury
szklanej.

g) Izopropanol cz.d.a. przedestylowany z aparatury
szklanej.

h) Octan etylu cz.d.a. przedestylowany z aparatury
szklanej.

i) Roztwér wymywajacy: n-heksan. + i1zopropanol
(98+2 V/V).

1) Siarczan sodowy bezwodny cz.d.a.

k) Wzorzec izoksabenu (czystos¢ minimum 99%):
N-[3-(1-etylo-1-metylopropylo)izoksazol-5-ylo]-2,6-di-
metoksybenzamid.

1) Zel krzemionkowy (Kiselgel 60) firmy Merck
230400 mesh.

2.4. Przygotowanie roztworéw wzercowych

Roztwér A. W kolbie pomiarowej pojemnosci 250 ml
rozpusci¢c w alkoholu metylowym 0.,0500 g wzorca 1zo-
ksabenu, uzupeitni¢ do kreski alkoholem metylowym
i doktadnie wymiesza¢. | ml tak przygotowanego roz-
tworu zawiera 200 pg substancji wzorcowe].

Roztwor B. Do kolby pomiarowe] pojemnosci 100 ml
odmierzy¢ 50 ml roztworu A 1 dopelni¢ do Kkreski
alkoholem metylowym. | ml tak przygotowanego roz-
tworu zawiera 100 pg substancji wzorcowej.

Roztwor C. Do kelby pomiarowe] pojemnosci 100 ml
odmierzy¢ 10 ml roztworu B 1 dopelni¢ do kreski
alkoholem metylowym. I ml tak przygotowanego roz-
tworu zawiera 10 pg substancp wzorcowej.

Roztwor D. Do kolby pomiarowej pojemnosci 100 ml
odmierzy¢ 10 ml roztworu C 1 dopelni¢c do kreski
alkoholem metylowym. 1 ml tak przygotowanego roz-
tworu zawiera 1 pg substancji wzorcowe.

2.5. Pobieranie, przygotowanie i przechowywanie
prébek

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

2.5.2. Przygotowanie prébki do analizy

a) Gleba: Ze $redniej probki glebowe] pobrane] wg
2.5.1 nalezy usuna¢ kamienie, resztki roslinne itp. za-
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nieczyszczenia, nast¢pnie dokladnie probke rozdrobnié
1 wymieszac.

Z tak przygotowanej probki nalezy pobraé odpo-
wiednig odwazke¢ do dalszej analizy.

b) Materiat roslinny: Sz‘cdniq probke¢ materiatu ro-
$linnego (ziarno, stoma, ziclone czeécei roélin), pobrana
wg 2.5.1 nalezy rozdrobni¢ na krajalnicy, mtynku lub
mikserze 1 wymiesza¢. Z tak przygotowanej probki na-
lezy pobra¢ odpowiednia odwazke do dalszej analizy.

2.5.3. Przechowywanie probek. W celu zabezpieczenia
przed rozktadem substancji aktywnej, prébke pobrang
wg 2.5.1 i przygotowang wg 2.5.2 przechowuje si¢
w temperaturze -20°C w zamknigtym pudetku z two-
rzywa sztucznego, tekturowym, worcczku foliowym lub
pojemniku szklanym. Do analizy nalezy pobraé¢ odwaz-
k¢ po uprzednim rozmrozeniu probki.

2.6. Wykonanie oznaczania

2.6.1. Ekstrakcja probek

2.6.1.1. Gleba. 50 g gleby przygotowanej wg 2.5.2
umiesci¢ w stoju typu twist lub podobnym pojemnosci
500 ml, doda¢ 160 ml alkoholu metylowego, 40 ml
wody destylowane], szczelnie zamkngé 1 wytrzgsa¢ na
wstrzgsarce laboratoryjne; przez 2 h (lub miksowac
okoto 0,5 h). Ekstrakt zdekantowaé, pozostato$¢ prze-
my¢ 30 ml alkoholu metylowego i przesgczyé przez
sgczek. Otrzymany ekstrakt umiesci¢ w rozdzielaczu,
doda¢ 40 ml roztworu chlorku sodowego i wytrzasaé
z trzema porcjami chloroformu po 50 ml kazda. Zbie-
ra¢ dolng warstwg chloroformowg. Polaczone ekstrakty
chloroformowe osuszy¢ przepuszczajgc przez niewielka
ilos¢ (okoto 1+2 g) bezwodnego siarczanu sodowego

i odparowa¢ na wyparce rotacyjnej w temperaturze -

40°C.

2.6.1.2. Ziarno zb6z, czesci zielone roslin. 30 ¢ ziar-
na lub 50 g ziclonych czg¢sci roslin przygotowanych wg
2.5.2, umieSci¢ w stoju typu twist lub podobnym po-
jemnodci 500 ml, doda¢ 160 ml alkoholu metylowego
i1 40 ml wody destylownney, szezelnic zamkngé i wy-
trzasac na wstrzgsarce laboratoryme) przez 2 h (lub
miksowac¢ okolo 6.5 1y Zdckantowaé klarowng czesé
ckstraktu 1 zanotowac jego objetosé. Zebrana czes$c
ekstraktu reprezentowa¢ bedzie odpowiednig cze$¢ od-
wazki probki (wartos¢ £; patrz 2.6.4). Ekstrakt umie-
sci¢ w rozdziclaczu, doda¢ 20 ml roztworu chlorku
sodowego 1 wytrzgsaé z trzema porcjami chloroformu
po 50 ml kazda. Potgczone ckstrakty chloroformowe
osuszy¢ bezwodnym siarczanem sodowym i odparowac
do sucha na wyparce rotacyjne] w temperaturze 40°C.

2.6.1.3. Stoma. 30 g slomy przygotowane] wg 2.5.2
umiescic w stoju typu twist lub podobnym pojemnosci
1000 ml. doda¢ 250 mil alkoholu metylowego i 50 ml
wody destylowanej, szczelnie zamkngé i wytrzasaé na
wstrzgsarce laboratoryjnej przez 2 h (lub miksowac
. przez okoto 0.5 h). Zdckantowaé klarowna cze$é eks-
traktu, zmierzy¢ 1 zanotowac¢ jego objgtos¢ (wartosé
E»).

Zcbrany ckstrakt umiescié w rozdzielaczu, dodaé
50 ml roztworu chlorku sodowego i wytrzasaé z trze-
ma porcjami po 50 mi chloroformu. Potgczone ekstrak-

\

ty chloroformowe osuszy¢é bezwodnym siarczanem so-
dowym i odparowa¢ na wyparce rotacyjnej w tempera-
turze 40°C.

2.6.2. Chromatografia kolumnowa. Do kolumny
szklanej (2.2b) wlaé¢ okoto 15 ml n-heksanu. Usypac
6-centymetrowa warstwe z  przygotowanej uprzednio
mieszaniny 2 czgSci wagowych zelu krzemionkowego
i 1 czgSci wagowej Florisilu (przygotowac takg ilosc¢
tej mieszaniny, aby wystarczala na cala seri¢ wykony-
wanych analiz, najlepiej okoto 300 g), stosujac ciggly
wplyw n-heksanu z kolumny.

Aby uzyskaé¢ rOwnomierne ubicie wypelnienia, nalezy
w czasie usypywania wprawi¢ kolumn¢ w lekkie drga-
nia, przez uderzanie prgcikiem szklanym lub kawal-
kiem wegza gumowego. Po ubiciu wypelnienia przykry¢
je okoto 5 mm warstwag bezwodnego siarczanu sodo-
wego. Po przygotowaniu kolumny pozostawi¢ nad wy-
petnieniem 2 mm warstw¢ n-heksanu 1 nanie$¢ otrzy-
many wg 2.6.1 ekstrakt, po uprzednim rozpuszczeniu
suchej pozostato$ci w 23 ml n-heksanu. Kolbg z reszt-

"kami ekstraktu przemy¢ jeszcze dwukrotnie 2--3 ml

n-heksanu 1 nanie$¢ kazda porcje na kolumneg, gdy
gérny poziom cieczy obnizy si¢ do wysokosci 2 mm
nad powierzchni¢ wypetnienia (nie dopusci¢ do catko-
witego wycieku cieczy z kolumny). Przepuszczaé przez
kolumng roztwér wymywajacy (2.3.1). Po odrzuceniu
pierwszych 50 ml wycieku, nalezy zebra¢ nastgpne
30 ml, to jest frakcje zawierajacg izoksaben. Wyciek
zawierajgcy izoksaben odparowac¢ do sucha na wypar-

- ce rotacyjnej w temperaturze 40°C. Suchg pozostatosé

rozpuscic w 5 ml fazy ruchomej stosowanej do chro-
matografii cieczowe] (2.3d).

2.6.3. Wysokosprawna  chromatografia cieczowa.
Otrzymang wg 2.6.2 probke¢ poddawaé oznaczeniu na
chromatografie cieczowym. Oznaczenie prowadzié
w nast¢pujacych warunkach:

— detektor UV 254 nm,

— kolumna:
dltugos¢ 250 mm,
srednica wewngtrzna: 3.8 mm,

— wypelnienie — zel krzemionkowy Si 60 - d, =
10 pm,

— faza ruchoma: wg 2.3d),
— predkos¢  przeptywu
0,36 ml/min.

Za pomocg zaworu petlicowego wprowadzié prébke
na kolumng¢ (minimalna objetos¢ stosowanej petli —
5 ul). W tych samych warunkach poddaé oznaczeniu
roztwory wzorcowe C i D, w celu sprawdzenia pra-
widlowosci wskazan detektora.

fazy ruchome;

[lo§¢ pg izoksabenu w analizewanej prébce odczy-
ta¢ z wykresu kalibracji detektora. Za wysokos¢ piku
przyja¢ S$rednia dwu nastrzykow, ktorych wysokosci
pikOw nie r6znig si¢ migdzy sobg wiecej niz o 10%.

2.6.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Pozostalos¢ izo-
ksabenu (X) obliczy¢ w mg/kg wg wzoru

Vp act E] - 100
Vn m - E2 ¥

X
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(V%)

w ktérym:
V, — catkowita objgtos¢, w ktérej rozpuszczono
probke do analizy wg 2.6.2, ml,

a — ilos¢ izoksabenu odczytana z wykresu kalibra-
cji detektora wg 2.7, ng,

E, — catkowita objetos¢ ekstraktu wg 2.6.1.2, ml,

V, — obj¢tos¢ prébki wprowadzona na kolumng
zaworem pgtlicowym wg 2.6.3, pul,

m — odwazka probki wzigtej do analizy, g,

E; — objgtos¢ ekstraktu wzigta do analizy wg
2.6.1.2, ml,

r — odzysk metody wg 2.8, %.

2.7. Kalibracja detektora. Przez rozcienczenie roztwo-
ru wzorcowego C fazg ruchoma sporzadzi¢ seri¢ roz-
tworéw o stezeniach posrednich. Roztwory te poddac
oznaczeniu wg 2.6.3. Zmierzy¢ na chromatogramach
wysokos$¢ piku izoksabenu z doktadnoscig do 1 mm.
Na papierze milimetrowym sporzadzi¢c wykres zalez-
nosci: wysoko$¢ piku (mm) — ilos¢ izoksabenu (ng).
Zalezno$¢ powinna mie¢ charakter liniowy.

2.8. Wyznaczanie odzysku metody. Przygotowac jak
w 2.5 probki materiatu (gleba lub ro$lina) nietrakto-
wanego izoksabenem (dla kazdego rodzaju materiatu
wyznaczy¢ odzysk oddzielnie). Odwazy¢ 10 probek ma-
teriatu, dla ktorego bedzie wyznaczany odzysk wg 2.6.
Probki umiedci¢ w stojach typu twist. Do trzech probek
doda¢ po 5 ml roztworu wzorcowego B, co odpowiada
poziomowi |1+2 mg/kg (w zalezno$ci od odwazki prob-

ki). Do trzech probek doda¢ po 1 ml roztworu wzorco-
wego B, co odpowiada poziomowi 0,205 mg/kg.
Do trzech probek doda¢ po 2 ml roztworu wzorco-
wego C, co odpowiada poziomowi 0,02--0,04 mg/kg.
Jedng probke pozostawi¢ jako kontrolna. Po uptywie
3 h przeprowadzi¢ analizy wg 2.6.

Wynik obliczy¢ w procentach odzyskanego izoksa-
benu, przy czym odzysk dla kazdego poziomu nie moze
byé nizszy niz 70%. '

Za odzysk do obliczen przyjac¢ $rednig arytmetyczng
uzyskanych wynikéw dla trzech poziomow. Odzysk
wyznaczac dla kazdego rodzaju analizowanego materia-
tu 1 sprawdza¢ wyrywkowo, co pewien czas, dla jed-
nego wybranego poziomu.

2.9. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik oznacza-
nia nalezy przyja¢ $rednig arytmetyczng co najmniej
2 oznaczan roznigcych si¢ migdzy sobg nie wigce] niz
25% (dla wyzszych poziomow), dla stezen bliskich gra-
nicy wykrywalnosci réznica moze dochodzi¢ do 50%.

Rownolegle z badang probka, kazdorazowo przepro-
wadzi¢ oznaczenie w probee kontrolnej tego samego
materiatu.

3. CHARAKTERYSTYKA METODY

a) Wykrywalnos¢ 0.2 ng.

b) Oznaczalnos¢ 0,005+0,01 mg/kg (oznaczalno$¢
w zaleznosci od badanego materiatu przy zalozeniu
100% odzysku).

KONIECQC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujgca norme¢ — Instytut Uprawy Nawozenia
1 Gleboznawstwa, Putawy.
2. Normy zwigzane
PN-78/R-04011 Material roslinny 1 gleba. Pobieranie probek do
ilodciowego oznaczania pozostatosci pestycydow

3. Autorzy projektu normy — dr inz. Jerzy Sadowski, doc. dr
hab. Barbara Kostowska — Instytut Uprawy Nawozenia 1 Glebo-
znawstwa, Zakiad Ekologii i Zwalczania Chwastow.
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