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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest me-
toda oznaczania pochodnych acetanilidow w glebie
1 materiale roslinnym (o nazwach zwyczajowych: meto-
lachlor i dimethachlor), przy zastosowaniu chromato-
grafii gazowe;j.

1.2. Zakres stosowania normy. Norma ma zastosowa-
nie do oznaczania pochodnych acetanilidow w przy-
padku:

a) kontroli pozostalosci w glebie i materiale roslin-
nym w celu okreSlenia stopnia ich skazenia,

b) analiz pozostatosci w wyniku incydentalnego
uszkodzenia upraw, analiz arbitrazowych 1 sgdowych.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada oznaczania polega na wydzieleniu sub-
stancji aktywnej z badanej probki w procesie ekstrakcji
metanolem, oczyszczeniu ekstraktu metoda chromato-
grafii kolumnowej oraz oznaczaniu iloSciowym badanej
substancji metoda chromatogratii gazowej z wykorzy-
staniem detektora jonizacyjno-rekombinacyjnego lub
termojonowego.

2.2. Aparatura, przyrzady i materiaty

a) Chromatograf gazowy z detektorem jonizacyjno-
-rekombinacyjnym (Ni 63 10 mc) lub detektorem termo-
jonowym specyficznym dla azotu.

b) Aparat do ekstrakcji ciagtej (rysunek).

c) Kolumna chromatograficzna szklana dlugosci
300 mm i Srednicy wewngtrznej 20 mm.

d) Wyparka rotacyjna.

e) Miynek lub inne urzadzenie do rozdrabniania
probek roslinnych.

f) Mikrostrzykawka pojemnoséci 10 mm?.

g) Zamrazarka (do przechowywania probek).
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2.3. Odczynniki i roztwory

a) Chlorek sodowy cz.d.a. — roztwdr nasycony.

b) Eter etylowy do narkozy.

¢) Gas-Chrom Q 80-100 mesh.

d) n-heksan destylowany z aparatury szklane;j.

e) Metanol cz.d.a.

f) Olej silikonowy OV-101.

g) Olej silikonowy XE-60.

h) Siarczan sodowy bezwodny cz.d.a.

i) Tlenek glinu — kwasny, III aktywnosci do chro-
matografii kolumnowej firmy Woelm lub Merck.

1) Wzorce do chromatografii gazowej o czystosci
minimum 99,0 %: metolachlor 2-etylo-6-metylo-N-
-(1-metylo-2-metoksyetylo)-chloroacetanilid, dimetha-
chlor 2,6-dwumetylo-N-(metoksyetylo)-chloroacetanilid.

2.4. Przygotowanie roztwor6w wzorcowych

Roztwér A. W kolbie pomiarowej pojemnosci 100 cm?
rozpusci¢ w n-heksanie 0,0100 g poszczegdlnego wzorca
odwazonego z doktadnoscia do 0,0001 g, uzupeini¢
n-heksanem do kreski 1 dobrze wymieszac. .

Roztwér B. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 ¢cm?® odmierzy¢ 10,0 cm® roztworu A, uzupetnié
n-heksanem do kreski i wymiesza¢. 1 cm’ tak przy-
gotowanego roztworu zawiera 10 pg substancji wzor-
cowej.

Roztwor C. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm® odmierzy¢ 10,0 cm?® roztworu B, uzupetnié
n-heksanem do kreski i wymiesza¢. 1 cm’® tak przygoto-
wanego roztworu zawiera 1 pg substancji wzorcowe;.

W przypadku prowadzenia oznaczan z zastosowa-
niem detektora termojonowego, roztwory A, B, C na-
lezy sporzgdzi¢ w metanolu. Przygotowane roztwory
wzorcowe nalezy przechowywa¢ w temperaturze 3 +
5 °C (w loddéwce). Okres przechowywania nie moze by¢
dtuzszy niz 6 miesigcy.

2.5. Pobieranie,
prébki

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

2.5.2. Przygotowanie probki do analizy. Ze S$redniej
probki gleby pobranej wg 2.5.1 nalezy usuna¢ kamie-
nie, resztki roslin itp. zanieczyszczenia, nast¢pnie do-
ktadnie prébk¢ rozdrobni¢é w mozdzierzu porcelano-
wym lub miynku 1 wymiesza¢. Z tak przygotowanej
probki pobra¢ odpowiednia nawazke¢ do bezpo$redniej
analizy laboratoryjne;j.

Srednia probke¢ materiatu roslinnego (ziarno, czgsci
zielone, bulwy lub korzenie) pobrang wg 2.5.1 nalezy
rozdrobni¢ w miynku lub mikserze 1 wymiesza¢. Z tak
przygotowanej probki nalezy pobra¢ odpowiedniag na-
wazk¢ do bezposredniej analizy laboratoryjne;.

przygotowanie i przechowywanie

2.5.3. Wyznaczanie masy gleby powietrznosuchej.
Z kazdej probki gleby przygotowanej wg 2.5.2 odwazyé
100 g gleby z doktadnoscia do 0,1 g, rozsypac cienkg
warstwa na plastykowe] tacce o wymiarach okolo
20 X 20 cm 1 pozostawi¢ przez 48 h w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie glebg¢ nalezy ponownie zwa-
zy¢. Roznicg mas przyjaé za wilgotno$é gleby. Wspot-
czynnik przeliczeniowy (W) nalezy obliczy¢ wg wzoru
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w ktérym W, — wilgotnos$¢ gleby oznaczona po 48 h, %.

2.5.4. Przechowywanie probki do badan. Srednia
probke pobrang wg 2.5.1 i przygotowang wg 2.5.2,
w celu zabezpieczenia przed rozktadem substancji
aktywnej, przechowuje si¢ w temperaturze -20 °C
w zamkni¢tym pudetku z tworzywa sztucznego lub pa-
rafinowanym, tekturowym lub tez w woreczku folio-
wym z widocznym na wierzchu numerem. probki.
Do analizy nalezy pobra¢ nawazk¢ gleby po uprzed-
nim catkowitym rozmrozeniu préobki.

2.6. Wykonanie oznaczania

2.6.1. Ekstrakcja. 50 — 100 g gleby przygotowanej
wg 2.5 umiesci¢ w naczyniu ekstraktora (rysunek)
zatkanego zwitkiem waty szklanej. Naczynie umiesci¢
w ekstraktorze. Ekstraktor polaczy¢ z kolba kulista
pojemnosci 250 cm?®, zawierajgcg 150 cm® metanolu
(dopuszcza si¢ zastosowanie innego rozpuszczalnika,
jezeli powoduje to wydatne zwigkszenie procentu od-
zysku w przypadku szczegdlnego materiatu rodlinnego).
Ekstraktor zamknaé¢ od goéry chtodnica zwrotng. Kolbg
umiesci¢ w elektrycznej tazni grzejnej 1 rozpocza¢ ogrze-
wanie do takiej temperatury, aby skraplajacy si¢
w chlodnicy metanol sptywal cienkim strumieniem
przez naczynie z probka z powrotem do kolby. Utrzy-
mywac ogrzewanie przez 2 h, liczac czas od momentu
gdy metanol rozpocznie splywal poprzez naczynie
z probka. Po tym czasie ogrzewanie przerwac i odcze-
kac¢ do splynigcia metanolu z naczynia z probka i1 ostyg-
ni¢cia ekstraktu do temperatury pokojowej. Uzyskany
ekstrakt metanolowy umiesci¢ w rozdzielaczu pojem-
nosci 1000 cm?® i rozcienczy¢ przy uzyciu 350 cm? wody
destylowanej. Prowadzi¢ reekstrakcj¢ za pomocg trzech
porcji n-heksanu, uzywajac kazdorazowo po 50 cm’
(w przypadku ztego rozdziatu doda¢ kilka cm?® nasyco-
nego roztworu NaCl). Polaczone ekstrakty heksanowe
przesaczy¢ przez niewielka ilos¢ bezwodnego Na,SOq
do kolby kulistej pojemnosci 250 cm® i odparowaé do
sucha na wyparce rotacyjnej w temperaturze 40 °C.
Sucha pozostato$¢ rozpuscic w 3 + 5 cm?® n-heksanu.

2.6.2. Chromatografia kolumnowa. Do kolumny chro-
matograficznej wla¢ okoto 70 c¢cm® n-heksanu. Cylin-
drem pomiarowym odmierzy¢ 30 cm?® kwasnego tlenku
glinu IIT aktywnosci. Przy otwartym kranie kolumny
wsypac tlenek glinu, n-heksan wypuszcza¢ do momentu
pozostania nad warstwg adsorbentu 2 mm warstwy
n-heksanu. Na tak przygotowang kolumng¢ nanies¢ ilos-
ciowo zaggszczony ekstrakt. Kolbe z resztkami ekstrak-
tu przemy¢ dwukrotnie 3 <+ 5 cm? n-heksanu, ktory
rOwniez nanie$s¢ na kolumne. Po naniesieniu ekstraktu
na kolumng¢ prowadzi¢ wymywanie zanieczyszczen za
pomoca 100 ¢cm® mieszaniny o skladzie 9 czeSci obje-
tosciowych m-heksanu i | czgSci objgtosciowe] eteru
etylowego. Po odebraniu z kolumny 100 cm® tej mie-
szaniny, ktéra nalezy odrzuci¢, prowadzi¢ wymywanie
zwiazkow oznaczanych. Wymywanie prowadzi¢ miesza-
ning o sktadzie 2 czgsci objgtosciowych n-heksanu
i 1 czgSci objetosciowe] eteru etylowego z szybkoscia
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okoto 0,7 cm?/min. Metolachlor wymywa si¢ z kolumny
w pierwszych 100 ¢m® tej mieszaniny, dimethachlor
w drugich 100 cm®. Wyciek z kolumny zbieraé¢ do kol-
by kulistej pojemnosci 250 c¢m?, nast¢pnie odparowaé
do sucha na wyparce rotacyjnej w temperaturze 40 °C.
Sucha pozostatos¢ rozpusci¢ w 4 cm® n-heksanu w przy-
padku oznaczania na detektorze jonizacyjno-rekombi-
nacyjnym lub w 4 cm® metanolu w przypadku oznacza-
nia na detektorze termojonowym.

2.6.3. Chromatografia gazowa. Roztwor suchej pozo-
statosci otrzymany wg 2.6.2 wprowadzi¢ przy uzyciu
mikrostrzykawki na kolumng¢ chromatograficzng. Chro-
matografi¢ prowadzi¢ w nastgpujacych warunkach:

a) — detektor jonizacyjno-rekombinacyjny Ni 63
10 mc,

— kolumna chromatograficzna — dlugos¢ 2,5 m,
Srednica wewngtrzna 3 mm,

— wypelnienie — 4 czgsci wagowe | % XE-60 + 1
czes¢ wagowa 10 % OV-101 na Gas Chrom Q
80-100 mesh, wypetnienie stabilizowane minimum 150 h
w temperaturze 230 °C,

— temperatura kolumny w czasie analizy 190 °C,

— przeptyw gazu nosnego dobra¢ w zaleznosci od
rodzaju aparatu, zgodnie z jego instrukcja,

— temperatura komory nastrzykowej 190 °C,

— temperatura detektora 250 °C,

b) — detektor termojonowy specyficzny dla azotu,

— kolumna chromatograficzna — dtugo$¢ 2 m, $red-
nica wewnetrzna 3 mm,

— wypelnienie jak w poz. a),

— temperatura kolumny 200 °C, gaz no$ny argon
30 cm?/min,

— temperatura komory nastrzykowej 200 °C,

— temperatura detektora 200 °C,

— gazy do palnika: przeptywy gazow dobraé¢ w za-
leznosci od rodzaju aparatu, zgodnie z jego instrukcja.

Przy tak dobranych warunkach chromatografii czasy
retencji oznaczanych zwigzkéw powinny miesci¢ sig
w granicach 12 =+ 20 min.

2.6.4. Obliczanie wyniku oznaczania. Pozostatosci po-
chodnych acetanilidow (X) nalezy obliczy¢ w mg/kg
wg wzoru

Ve -a- 160
& = (2)
Ve m-r-w

w ktérym:
V, — catkowita objgto$¢ roztworu probki do anali-
zy chromatograficznej, cm?,
a — ilos$¢ zwigzku odczytana z krzywe] cechowania

detektora, ng (wg 2.8),

V, — wprowadzona do kolumny chromatograficzne]
objeto$¢ probki, mm?,

m — nawazka probki wzigtej do analizy, g,

n — odzysk metody, % (wg 2.7),

w — wspolczynnik przeliczeniowy na gleb¢ po-

wietrznosucha (wg 2.5.3), dla prob roslinnych
przyja¢c w = 1.

2.7. Wyznaczanie odzysku metody. Przygotowac glebg
powietrznosucha nie traktowang badanymi zwigzkami.
Odwazy¢ 12 prébek po 50 g z doktadnoscig 0,1 g.
Prébki umiesci¢ w naczyniach ekstraktora. Do trzech
probek doda¢ po 1 cm?® roztworu A (wg 2.4), co od-
powiada pozostato$ci 2 mg/kg, do trzech probek dodac
po | cm’ roztworu B, co odpowiada pozostatosci
0,2 mg/kg, do trzech probek dodaé¢ po | cm’ roztwo-
ru C, co odpowiada pozostatosci 0,02 mg/kg.

Trzy probki pozostawi¢ bez dodatku wzorca. Po
uptywie 3 h przeprowadzi¢ oznaczania wg 2.6. Przy
wyznaczaniu odzysku w materiale postgpowaé analo-
gicznie. Wynik obliczy¢ w procentach odzyskanej sub-
stancji aktywnej, przy czym odzysk dla kazdego po-
ziomu nie moze by¢ mniejszy niz 80 %. Za odzysk do
obliczen przyja¢ $rednig arytmetyczng uzyskanych wy-
nikow dla trzech poziomow.

Odzysk sprawdza¢ wyrywkowo co pewien czas oraz
kazdorazowo przy zmianie materialu analizowanego
1 partii odczynnikdéw (szczegolnie tlenku glinu), dla jed-
nego wybranego poziomu.

2.8. Wyznaczanie krzywej cechowania detektora.
Z roztworu B (wg 2.4) poprzez rozcienczanie sporza-
dzi¢ 4 roztwory pomocnicze o stezeniach w granicach
10 — 1 ng/mm?. Roztwory poddaé¢ oznaczaniu chr.-
matograficznemu wg 2.6.3. Sporzadzi¢ wykres zalez-
nosci wysokosci piku chromatograficznego w mm od
ilosci analizowanego zwigzku w ng. Wykres powinien
mie¢ charakter prostoliniowy. Krzywa cechowania na-
lezy sprawdzac¢ codziennie przez wstrzykni¢cic cziiciie]
iloSci wzorca.

2.9. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik oznacza-
nia nalezy przyja¢ $rednig arytmetyczng co najmniej
2 oznaczan réznigcych si¢ migdzy soba nie wigcej niz
0,005 mg/kg dla detektora jonozacyjno-rekombinacyj-
nego lub 0,02 mg/kg dla detektora termojonowego.

KONIEC

INFORMACJE DODATKOWE

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

2. Normy zwigzane

PN-78/R-04011 Material rodlinny i gleba. Pobieranie probek do ilosciowego oznaczania pozos atosci pestycydow
3. Autor projektu normy — dr Jerzy Sadowski — IUNG, Zakiad Ekologu i Zwalczania Chwastow.
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