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N O R M A B R A N ŻOWA BN-85 
Gleba i materiał roślinny 

9180-34 
AGROTECHNIKA 

Oznaczanie 
pozostałości herbicydów 

Substancja 
aktywna - klopyralid Grupa katalogowa 1502 

l. WSTĘP 

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jcst me
toda oznaczani a pozostałośc i klopyralidu (dawna na z
wa ] ,6-DCP) w matcrial e roślinnym i g leb ie, przy za
, tosowa ni u chroma togra fi i ga zo wej. 

1.2. Zakn·, stosowania norm y. Norma ma zas tosowa
nie do oznaczan ia pozostałości klopyralidu będącego 

sk ładn ik iem czynnym preparatów Lontre i 300, Bena
zalox itp ., dla za kres u s tęże ń w g ranicach 0,002-:--
2 mg/ kg w przypadkach : 

a) ko ntroli pozostałośc i klopyralidu w roś lini e i gle
bic w celu określenia stopnia skażenia i ewe ntualnego 
wpływu na roś lin y nastę pcze, 

b) ana li z pozostałości w wyniku inc yd entalnego 
uszkod zc nia u praw, anali z arbitrażowych i sądowych. 

2. METODA OZNACZANIA 

2.1. Zasada oznaczania. O znacza nie po lega na wy
d zicleni u kl opyralidu z próbk i g leby lu b materiału roś 

linn ego w proces ie ekstrakcji acetonitry lem , oczyszcze
niu ckstrakt u od za nieczyszczeń metodą chro ma tografi i 
kolumnowcj o ra z oznac zaniu il ościowym badanej sub
stan c ii , po uprzedniej metylacji metodą chromatografi i 
ga zu wej z wykorzystaniem detektora joni zacyjno- re
ko mbinacyjnego. 

2.2. Aparatura, przyrządy i materiały 

a ) Ch ro mat ograf gazowy z detektorem j o ni zacyj no
-rekombi na cyjnym (Ni 6

] 10 mC). 

b) Hom ogeniza to r z poje mnikiem szklanym lub ze 
sta li nierdzewncj . 

c ) Ko l u mna ch roma tografie zna ze szkła borok rze
mowC)!o L1 długości 2 i 2,5 m i ś rednicy] mm . 

d) Ko lumn a chromatografic zna szklana o długośc i 

100 Ill m i ś redni cy wewnr,:trznej 10 mm . 
c) Mikser lub mł y nek do rozdrab nian ia pró bek roś -

lin nyc h. 
I") Mikros t l7 ykaw ka pojcmn oś ci 10 mm ' . 
g) W ypa rk a rota cyjna . 
h) Za mra żar k a (do przec howywania próbek) . 

2.3. Odczynniki i roztwory 
a) Aceton itryl techniczny , destylowany znad P 20 S 

w aparaturze szklanej. 
b) Acetonitryl. roztwór 65% . 
c) Chlorofo rm cz.d.a., destylowa n y z apara tury 

szk lanej i s tablizowany etanolem I% (v/v ). 
d) Chlorek sod owy cz.d.a., roztwór nasycony. 
c) Dwua zo metan , ro ztwó r w ete rze ety lowym. 
4.28 g N-metylo-N-nitrozo-p-t ol uenosulfonamid u 

rozpuścić w 60 c m] eteru e tylowego i oc hłodz i ć w lo

d zie , dodać ochłodzony roztwór 0,8 g wodo rotlenku 
po tasowego w 20 cm ] eta no lu . Jeżeli pows taje osad, 

dodać więcej etano lu, aż d o całkowitego rozpuszczenia. 
Następnie destylować roztwór e terowy dwuazometanu 
z łaź ni wodnej o tempera turze okoł o 40°C, stos ując 

chłodnię z dobrym chłod ze ni em . Desty la t odbi e rać d o 
kolbk i s to żkowej pojemn ości 250 cm 3 , zaw i e rającej 

50 cm ' eteru cty lowego , umieszczo nej w łaźni z lodem. 
Ot rzymany ro ztwó r ete rowy zawiera ok oł o 0 ,7 g dwu

azometanu . Przec h owywać w szcze lnic zamknięt ej ko l
bie w temperaturze poniżej O°e. Z uwagi na jego s to 
sunk owo szybki rozkład (trwalość okoł o tygodnia) na
lL: ży przygotowywać tab) ilość , która zos tanie od ra zu 
7 użyta. Dwua zo metan jest zw i ązk i em bard zo to ksycz
nym i wybuch o wym. J ego sy nt ezę należy prze prowa
d za ć wylącz ni e pod wyciągi em , wyposażonym w spraw
n y system went ylacyjny, w o kularach ochronnych ze 
szkła orgJnic znego (PJexiglas) . 

f) Eter e tylowy do na rko zy, roztwór w n-hek sa-
ni e 30% . 

g) Eter nafto wy cz.d.a . o temperaturzc 40 -:--60°e. 
h) Etan o l. 
i) Ga s Chrom Q 80 -:-- 100 mesh. 
j) n-Heksan cz. d .a., destylowany z a paratury 

szklanej . 
k) Izoo ktan cz. d .a. 
I) Kwa s so ln y, stężony d-I , 190. 
I) Metanol cz.d.a. 

m) N-m ety I o-N - n i t rozo-p-tol ~l e nosul fona m id (Dia-

zaJd) cz. d.a. 
Handlowy produkt N-met yJo-N-nitrozo-p-t o luenosu l

fonamidu wymaga najczęściej oczyszcza ni a. Związe k I"O Z-

Zgłoszo n a przez Instyiut Uprawy. Nawożenia i Gleboznawstwa 
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puszcza s i ę we wrzącym e te rze etylowym (I cm' / g) 
i d odaje ró wną objętość eteru naftowego, a nas tę pnie 

c hłod z i w lodó wce. Powsta ły osad odsą c za się i suszy 
w eksy ka to rze z P20 S. Produkt należy przechowywać 
w ciemn ym sł oju , najlepiej w lodówce . 

n) Tl enek glinu kwaśny , I aktywności , firmy Woelm . 
Do 97 g tl enku glinu 1 aktywnośc i d odać 3 cm' desty

lowanej wod y, d o brze wy mieszać i pozostawi ć na 12 h 
w ce lu ró wno miernego rozprowadzenia wody . 

o ) O lej s ilik o no wy OV-IOI. 
p) O lej s ilik ono wy X E-60. 
4) Olej s ilik o no wy Q F-1. 
r) Olej silik onowy DC-200. 
s) Węg l a n sod owy, kwaśn y cZ.d .a., roztwó r wod

ny 1%. 
t) Wod o ro tl enek po tasowy cZ.d.a . 
u) Wzo rzec klo pyralidu (kwas ' 3,6-dwuchlo ro pik o li 

nowy ) o czys t ośc i 99%, o trzyma ny z firm y D ow Che
mical Co mpa ny. 

2.4. Przygotowanie roztworów wzo rcowych 
2.4. ł. Roztwór kwasu 3,6-dwuchloropikolinowego 
Roztwór A. W ko lbie pomia ro wej poj emnośc i 100 cm' 

rozpuśc i ć w n-heksa nie 0 , 1 g wzorca klo pyralidu od
ważo l1ego z dok ładności ą d o 0 ,0002 g , uzupełnić 

n-h eksa nem d o kreski i d ob rze wymieszać . 

I cm' tak przygo to wa nego roztwo ru zawie ra 1000 Ilg 
k lopyra li d u . 

Roztwór B. D o ko lby pomi a ro wej pOj e mnośc i 

100 cm' udmie rzyć 10,0 cm' roztwo ru A, u zupełni ć 

n- heksa nem d o kreski i wymi eszać. 

I cm' ta k przygo towa nego roztwo ru za wi era 100 jlg 
klopy ra lidu . 

Roztwór C. Do ko lby pom iarowej poj emnoścI 

100 cm' od m ie rzyć 10 ,0 cm' roztworu B, uzupeł nić 

n-heksa ne m d o kreski i wymieszać, I cm' ta k przygo
towanego ro ztwo ru zawie ra 10 Ilg klo pyralid u . 

Roztwór D. Dla ko lby po miaro wej pojemnośc i 

100 cm' odmierzyć 10,0 cm' roztworu C, u zu peł n ić 
n-heksa nem do kres ki i wymieszać. I cm' ta k przygo
towanego roztwo ru za wiera I ~lg klopyra lidu . 

2.4.2. Metylowanie roztworu wzorca kwasu 3,6-dwu
chloropikolinowego 

Roztwór A. 9 ,3 cm' roztwo ru C - kwasu 3,6-d wu
chl oropikoli nowego w lać d o ko lby s t ożkowej pojem
n ości 100 cm' . Od pa rować d o sucha. Do pozosta ł ośc i 
cłod ać I cm' metan o lu , k ro pl ę mi esza nin y meta nolu 
ze stężonym kwasem so ln ym (I : I) i roztwór eterowy 
cłw ll azom et a nu, aż cło uzyska ni a trwał go żółt ego za
barw ieni ;} (4 -:-6 cm ' ). Ca łość pozostaw ić w tempera
turze pokojowej pod wyc iqg iem na 20 mi n. Nas t ę p n i e 

ro zt wó r zagęśc ić do poj e mnośc i oko ło I cm', przez 
wydmucha nie powietrze m, stos uj ąc łaźn i ę wod ną 

o tempera turze 20°C. Dodać 8 cm' nasyco nego roz
tworu chlorku sodowego i 2 cm ' izook ta nu . M iesza
ninę rea kcyjną wy mieszać p rzez ws t rząśn i ęcie i prze
n i eść do rozdzielacza poj em n ości 100 cm ". Ko l bę prze
pł ukać d wukro tn ie 2 cm ' izoo kta nu , w lewaj ąc go d o 
ro zdzielac z<l . Ca ł ość wyt rząsać około :.I min i po roz
d zielen iu zeb rać wars twę i zoo ktanową do ko lby po mia
rowej poje mnośc i 100 cm' . U 7upeł nić do kresk i n-hek-

sanem . I cm' ta k przygo to wa nego roztwo ru zawiera 
1 Ilg estru metylowego klo pyralidu . Roztwó r estru ' me
tylowego n a leży przygotować równ ocześ ni e z każdą 

wi ę k szą pa rt ią próbek. 
Roztwór B. Do ko lby po miaro wej pojemności 10 cm' 

odmie rzy ć 5 cm ' roztworu A i uzupełnić do kreski 
n-heksa nem . I cm ' ta k przygo towanego roztworu za 
wi era 0,5 Ilg estru metylowego kl opyra lidu. 

Roztwór C. Do kolb y po mia rowej poj emnośc i 10 cm' 
odmie rzyć I cm ' ro ztwo ru A i uzu pełni ć do kreski 
n-heksa nem . I cm' tak przygo towa nego roztwo ru za
wiera O, I Ilg estru metylowego kl o pyralidu . 

2.5. Pobieranie, przygotowanie przechowywanie 
próbek 

2.5.1. Pobieranie próbek - wg PN-78/R-040 II. 
2.5.2. Przygotowanie próbek do analizy 
2.5.2.1. Gleba. Ze ś redniej pró bki gleby pobra nej 

wg 2.5.1 n a l eży u su nąć kamienie, resztki roś lin itp. 
za nieczyszczeni a , nas tę pnie d o kładni e próbkę rozdrob
ni ć w moźdz i e rzu i wymieszać. Z ta k przygoto wa nej 
pró bki pobrać odpowiednią od ważk ę d o bezpośredni ej 

ana li zy labo ra to ryjnej . 
2.5.2 .2. Materiał roślinny. Srednic! próbkę mate riału 

roś linnego (ziarno, słoma, częśc i zielo ne roś lin , owoce, 
wa rzywa itp. ) pobra nej wg 2.5. 1 n a l eży rozdrobni ć 

w mły nku lub mi kse rze i wymieszać . Z ta k przygo to
wa nej prób ki n a l eży pobrać odpowiednią odważkę d o 
bezpoś redni ej anali zy la bo rat o ryjnej . 

2.5 .3. Wyznaczanie masy gleby powietrzniesuehej. 
Z k ażdej p ró bki g lebowej przygo towanej wg 2.5 .2. 1 
od ważyć 100 g gleby z do kład n ośc i ą do 0,1 g , ro zsy
pać c i e nką wa rs twą na plas tik owej tacce o wymia rac h 
o koło 20 X 20 cm , pozostawi ć przez 48 h w tempera tu
rze po kojo wej . Po tym czasie g l e bę n a l eży ponownie 
zważyć. R óżni cę mas przyj ąć za wil go tn ość gleb y. 
Współczy nnik przelicze ni owy (W) n a l eży o blic zyć wg 

vn o ru 

w = 1 - ( I ) 

w który m WR - wil gotność gleby o znacza na po 
48 h. o/c . 

2.5 .4. Przechowywanie próbek do analizy . Pró bki po
bra ne wg 2.5. 1 i p rzygo towa ne wg 2.5. 2 w ce lu zabez
pi eczen ia przed rozkładem substa ncji a kt ywnej prze
chowuje s i ę w tem pera turze - 20°C w za mknięt ym pu
cl ełk u z two rzywa sztucznego, tekturowym lub w wo
reczku fo lio wym z wid ocznym na wi erzchu nume re m 
próbk i. Do anJ li zy n ależy pob rać od ważkę po uprzed
ni m ca ł kow i tym rozm roże niu prób ki . 

2.6. Wykonanie oznaczania 
2.6.1. Ekstrakcja próbek 
2.6. 1.1. Gleba i rośliny rolnicze. 50 g g leby przygoto

wanej wg 2.5.2. 1 lub 50 g ma te ria lu roś l i nnego : nasio
na rze pa ku , zi arno zbóż, Cl.<;ści zie lone lu b 20 g s ł om y , 

przygoto wanych wg 2.5.2.2 u m i eśc i ć w pojemniku ho
mogen iza to ra. Do pojem nika d od ać 200 cm" 65 % roz
two ru aceto ni t rylu i miksować 2 razy po 15 min . Zmik
sowa ną p rób k ę p rzesączyć przez s.,c7.e k z b i buł y i ze brać 
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połowę przesączu, co odpowiada połowie odważki, tzn. 
25 lub 10 g próbki. Przesącz umieścić w rozdzie laczu , 
rozc i e ń czyć 300 cm ~ 1% roztwo ru kwaśnego węglanu 
sodowego i e k strahować 3-krotn ie 30 cm ~ chloroformu . 
Warstwę ch l o rofo rmową odrzuc i ć . Następnie warstwę 

wodną za kwasić s tężonym kwasem so ln ym d o pH 1-2 
i s u bs ta ncję a ktywną e k s trahować 40 cm ~ i 3-k ro tni e 
30 cm ~ ch loroformu , zbie rając do kolby s t ożk owej po
j emnośc i 250 cm ~ . Eks trakt chloroformowy odparować 
do sucha na wyparce w łaź ni wod nej o tempera turze 
40°C. 

2.6.1.2. Owoce i warzywa. 50 g próbki przygotowa
nej wg 2.5 .2.2 umi eśc i ć w pojemniku homoge ni za to ra. 
Do poje mnika dodać 150 cm ~ aceto nitrylu i I cm ~ 

stężonego kwasu so lnego (roztwór powinien mieć 

pH 1-2). E kstra h ować 2 razy po 15 min. Cał ość prze
sączyć do rozdzielacza . Przem yć pojemnik, noże i osad 
na sączku 20 cm ~ ace toni trylu , dołączając ace to nitryl 
do przesączu. Ca lość rozcieńczyć 3-krotni e I % roztwo
rem k waś nego węglanu sodowego i ekstra hować trzy 
razy 30 cm ~ chl o roformu . odrzucając fazę chlorofor
mową. Fazę wodną za kwasić stężonym kwasem so ln ym 
do pH 1-2 i e k s tra hować subs ta n cj ę a kt ywną 40 cm ~ 

i 3-krotnie 30 cm ~ chl o rofo rmu , zbi eraj ąc do ko lb y 
s tożkowej pojemn ości 250 cm~. Eks tra kt chloroform o
wy odpa rować do sucha na wyparce w łaźn i wodnej 
o tem pera tu rze 40°C. 

Ekst rak tu c h lo roformowego za wi eraj ącego su bstan
cję ak tywn<! ni e wolno s u szyć bezwodnym siarczanem 
sodowym an i na sączk u si likonowym. 

2.6.2. Metylowanie. Do suchej pozostałości ot rzy ma
nej wg 2.6. 1. I i 2.6. 1.2 dodać I cm ~ metano lu i I kroplę 
mi esza nin y meta no lu ze s tężonym kwasem so ln ym (1:1) 
o raz 4 cm ~ roztworu dwuazometanu otrzy man ego wg 
2.3.e) i pozos t awić na 20 min w tempe ra turze po ko
jowej (pod wyciągiem). Następnie mieszaninę reakcyjną 
zagc;ścić do objc; t ośc i o k oło I cm ) przez wydmuchanie 
powietrzem, dodać 8 cmo nasyconego ro ztworu ch lo rku 
sodowego i 2 cm ~ izook ta nu . Calość przeni eść do roz
d zielacza i wytrząsać okolo 3 min. Zebrać wa rstwę 

izook ta nową· 

2.6.3. Oczyszcza nie ekstraktu. Do kolumny szklanej 
wsypać na sucho 2 g zdezak tywowa nego tl enk u g linu. 
Ab y u zys k ać równo mierne ubi cie wypełnienia na l eży 

w czas ie wsypywa nia wprawić ko l umn ę w lek kie drga
nia przez uderza nie pręcikiem szk lanym , kawałkiem 
węża lub prze z zas tosowan ie odpowiedniego wibratora . 
Nastc;pnie nanieś ć na kolumnę eks trakt izookta no wy 
o t rzyma ny wg 2.6.2. Subs t ancję aktywną wymywać 

z kolumny 10 cm' 30% roztworu e teru etylowego 
w n-heksa nie z szybk ością I c mo/min , zb i erając eluat 
do ka li b rowanej probówki . 

Nie wol no odpa rowywać na wyparce estru metylo
wego kwas u 3,6-dwuchloropi ko lin owego, gdyż wyst ę

p uj ą bardzo duże stra ty, s i c;gające nawe t 90% . 
2.6.4. Chromatografia gazowa. Ro ztwór o trzy many 

wg 2.6.3 wprowad z i ć przy użyc iu mik rost rzykawki na 
ko lu mnc; chromatogra fic zną , przy czym przed rozpo
częciem ana li zy badanych próbek, wprowadzić roztwór 
wzorca o trzymanego wg 2.4.2 . Chroma tografię prowa-

dzić w następujących warunkach - detektor joniza
cyj no-reko mbinacyjn y Ni 63 10 mC: 

a) kolumna chromatograficzna długości 2,5 m, śred
nica wewnętrzna 3 mm 

wypełn i e nie : 4 częśc i wagowe 1% XE-60 + I cz. 
wag . 10% OV- IOI na Gas Chrom Q 80 -7-100 mesh , 

temperatura kolumn y 180°C, 
gaz n ośn y: argon 50 cm ~/min , 

oznacza lność 0,02 ng , 
czas retencji 8 min. 

b) kolumna ch ro matograficzna dlugości 2 m, ś redni 

ca wewnętrzna 3 mm 
wypełnienie: I cz. wag. 10% OC 200 + I cz. wag. 

15% Q F-I na Gas Chrom Q 80 -7- 100 mes h , 
tempera tura kolumn y 170°C, 
gaz nośny: argon 50 c mo/ min , 
oznacza lność : 0,02 ng, 
czas retencj i 8 min. 

2.6.5. Obliczanie wyniku oznaczania. Pozost ałość k 10-
pyra lidu (x) na leży ob liczyć w mg/kg wg wzoru 

x = 

w którym: 

Vp . hp . a . 100 

Vn . hw . g . W . n 
(2) 

Vp całkowita objętość roztwo ru próbk i d o ana
li zy ch romatograficznej, cm~, 

hp wysokość piku próbk i wprowadzonej na chro
matograf, mm , 

a - il ość związk u ro ztwo ru wzorcowego wprowa
dzona na k olumnę. ng, 

Vn wp rowa dzona do ko lumn y obj ę tość próbki , 
, 

mnr, 
hw wysokość piku roztworu wzo rcowego wpro

wad zo nego na kolumnę, mm , 
g - odważka próbki wzię t ej d o ana li zy, g. 

W - współczynni k prze liczeniowy na glebę po
wie trzni esuch ą wg 2.5.3, d la prób roś l in 

nych przyjąć W = I, 
n - odzys k metody, % (wg 2.7) . 

2.7. Wyznaczanie odzysku metody. 
Przygotować g le bę powie trzni es u ch ą nie trak t owarfą 

klopyra lide m . Odważyć 12 próbek po 50 g z dokład
n ośc i ą do O, I g . Próbki umieścić w ko lbac h s t ożk o

wych. Do trzech próbek dodać pó 5 cm ~ roztworu C 
przygo towa nego wg 2.4. 1, co od po wiada pozostałości 
I mg/kg, do trzech próbe k po 5 cm' roztworu D , 
co odpowiada pozostałości O, I mg/kg, do trzech pró
bek dodać po I cm ~ roztworu D , co odpowiada 
0 ,02 mg/kg. Trzy próbki pozos tawić bez doda tku wzor
ca. Po upływi e 3 h przeprowadzić oznacze nie wg 2.6 . 
Przy wyznacza niu odzys ku w ma teri a le roś lin nym po
s t ę pować w a na log iczny sposó b, z wyjątkiem próbek 
sł omy, d la których odważka wy nos i 20 g . 

Wynik ob li czyć w p roce ntac h od zys ka nej substancji 
ak tyw nej, przy czym odzysk dla k ażdego poziomu nie 
może być mn iejszy , dla próbek ziarna i sł omy, niż 75%, 
a dla części zielonych, owoców i warzyw - 80%. Za 
odzysk do obli czeń przyjąć ś red nią a rytmetyczną uzy-
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, ka nych wynik ó w dla trzech poziomów. Odzys k należy 
s f)rawdza ć co 20 7 25 ana li z o raz przy k ażd ej zmianie 
typ u gleby lu b roś liny . 

2.8. Wyznaczan ie liniowości detektora. Wyznaczanie 
lin i o woś ci wyk ona ć za pomocą roztworu wzo rcowego 
przygo towanego wg 2.4.2. Przez odpowiednie rozc ień

czen ie s po rz<)d zić rozl wor y o stężen i u 0,171 J.lg/cm 3 

(wg 2.4.2) i wprowadzić na kolumnę 2 mm 3 k ażdego 

ro ztwo ru . Ana li zę prowadz i ć w warunkach wg 2.6.4. 

Następni e wykreślić wykres : wyso kość piku (mm) = f 
( il ości wzorca klopyra lidu w ng). Wykres powinien mieć 
charakter linio wy dla całej ska li rejestratora . 

2.9. Wynik końcowy oznaczania . Za wyn ik oznacza
nia przyjąć średnią arytmetyczną co najmniej dwu 
oznaczań różniących się między sobą nie więcej niż 

25% dla wyższych poziomów. Dla stężeń bli skich g ra
nicy wykrywa ln ości różnica może d ochodzić do 50%. 

KON I EC 

INFORMACJE DODATKOWE 

I. ł n sty lUcja opra,oolVująca normę - Instyt ut Upr~ wy. Naw(1~e n i<l i G lcbozn<lw, t lVa . 
2. Normy zwią zane 

PN - ~ ',/ R -()40 łł Mak ri ał roś linn y i gleba . Pobiera ni e p róbek d o il ośc i owego oznacze nia pozos tał ości pes tycyd ów 

.~ . Au/or projektu no rmy - d"c. dr hab . Barba ra Kos to wska - Ins tytll t U prawy. Na woże nia i Glebozna wstwa . Za k ł a d Ek" ',,g ii 
i Z\\ak/ lln ia C I1 \', a .... 1 <'> " .. . \}v/rudaw. 
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