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STANOVENI OBSAHU STIMULATORU RUSTU —
0-NITROFENOL, p-NITROFENOL, 5-NITROGUAJAKOL
METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni nitrofenolti a guajakolu v hnojivech.

Poznamky
1 Nitrofenoly a guajakol se pouzivaji jako stimuldtory ristu rostlin. Spolu s témito latkami
se vyskytuji i doprovodné necistoty 2,4-dinitrofenol, 2,6-dinitrofenol

a 3-nitroguajakol, které je mozno touto metodou také stanovit.

o—nitrofenol, CsHsNO3 p-nitrofenol, CsHsNO3 S-nitroguajakol, C;H7NO4
OH oH OH
NO,, ,VL OCHg4
NO, NO,
2 Princip

Vzorek hnojiva se extrahuje roztokem okyseleného methanolu a stimulatory se v extraktu stanovi
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi C 18 s UV detekcei pii vinové
délce 345 nm.

3 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Voda (deionizovanda, demineralizovana nebo destilovana).

2 Metanol, ¢istoty HPLC.
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Kyselina fosforecnd, H3POs, 85 %, p(H3PO4) = 1,71 kg/l.

4 Kyselina fosforecna, roztok c¢(H3PO4) = 0,2 % (V/V).
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky s asi 500 ml vody (1) se piida 1,4 ml koncentrované
kyseliny fosforecné (3). Barika se doplni vodou (1) po znacku a promicha.

5 Diisopropyleter.

6 Hydroxid sodny, NaOH.

7 Hydroxid sodny, roztok ¢(NaOH) = 0,1 mol/l.
Ptiprava: Do 50ml kadinky se navazi 0,4 g hydroxidu sodného (6), rozpusti se ve 20 ml
vody (1) a po vytemperovani se kvantitativné prevede do 100ml odmérné baiiky, doplni se
vodou (1) po znacku a promicha.

8 Mobilni faze.
Ptiprava: V 1000ml odmérné barice se postupné smisi 260 ml metanolu (2), 230 ml roztoku
kyseliny fosfore¢né (4) a 10ml diisopropyleteru (5). pH mobilni faze se upravi pomoci
roztoku hydroxidu sodného (7) na hodnotu 2,82.

9 2-nitrofenol (orto-nitrofenol; 1-hydroxy-2-nitrobenzen; M, = 139,11; CsHsNO3), standardni
latka, CAS 88-75-5.

10 4-nitrofenol (para-nitrofenol; 1-hydroxy-4-nitrobenzen; M, = 139,11; C¢HsNO3), standardni
latka, CAS 100-02-7.

11 5-nitroguajakol (2-methoxy-5-nitrofenol; 2-methoxy-1-hydroxy-5-nitrobenzen; M, = 169,13;
C7H7NOs), standardni latka, CAS 636-93-1.

12 Zakladni smésny standardni roztok.
Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se s ptesnosti 0,1 mg odvazi 60,0 mg 2-nitrofenolu (9),
90,0 mg 4-nitrofenolu (10) a 30,0 mg S-nitroguajakolu (11) a po rozpusténi v metanolu (2),
se doplni metanolem (2) po znacku.
Takto ptipraveny zdkladni smésny standardni roztok obsahuje 1,2 g/l 2-nitrofenolu,
1,8 g/l 4-nitrofenolu a 0,6 g/l 5-nitroguajakolu.

Poznamky

2 Pokud se budou stanovovat i doprovodné necistoty (2,4-dinitrofenol, 2,6-dinitrofenol a 3-

nitroguajakol, pripravi se jejich zdkladni smésné roztoky s obsahem 1,0 g/l).
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4 Pristroje a pomiicky

1 Analytické vahy s ptesnosti 0,1 mg.

2 Analytické vahy s ptesnosti 0,001 g.

3 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekei.
4 Automaticka pipeta, rozsah (0,1 — 5,0) ml.

5 Membrénovy filtr 0,45 pm.

5 Pracovni postup

Kalibrace

Do 50ml odmérnych ban¢k se pipetuje zédkladni smésny standardni roztok (12) podle tabulky €. 1.,
doplni se po znacku mobilni fazi (8) a ditkkladné se promicha.

Tabulka ¢. 1. Priprava kalibraé¢nich roztokii.

Kalibra¢ni Objem c c c c
bod smésného . . . . .-
Jakladniho 2-nitrofenol | 4-nitrofenol S-nitroguajakol necistoty
standardniho
roztoku (12)
(mD) (mg/l) (mg/l) (mg/1) (mg/l)
0 0 0 0 0 0
1 1,0 24,0 36,0 12,0 2,0
2 2,5 60,0 90,0 30,0 5,0
3 5,0 120,0 180,0 60,0 10,0

Kalibra¢ni roztoky se postupné davkuji na chromatografickou kolonu. Z hodnot ploch pik,
odpovidajicich jednotlivym kalibracnim roztoktim, se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Priprava extraktu

Do 50ml odmérné banky se navazi asi (1,5 —15) g zhomogenizovaného vzorku s ptesnosti 0,1 mg
a doplni se po znacku mobilni fazi (8). Takto pfipraveny extrakt, popi. po nafedéni, se piefiltruje
pfes membranovy filtr 0,45 pm nebo odstfedi a pouzije k néstfiku na chromatografickou kolonu.

V kazdé¢ sérii se provadi stanoveni vhodného kontrolniho vzorku (IRM nebo duplicitni vzorek).
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Chromatografické podminky HPLC stanoveni

Kalibracni roztoky 1 extrakty zkuSebnich vzorki se méfi zaseparatnich podminek
chromatografického systému, které jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Uvedené podminky jsou doporucené a mohou byt pouzity i jiné podminky, za piedpokladu, ze
poskytnou rovnocenné vysledky.

Tabulka €. 2. Chromatografické podminky HPLC stanoveni.

Kolona Symmetry Shield RP 18, (250 x 4,6) mm, Sum, fy Waters nebo obdobna
Mobilni faze (8)
Pratok 0,8 ml/min
Teplota Laboratorni
UV-detektor 345 nm
Objem nastiiku 10 pl
Retencni Casy 9,30 min — 5-nitroguajakol
12,0 min — 4-nitrofenol
13,5 min — 2-nitrofenol
Run time 20 min
Poznamky
3 Timto postupem je mozné soucasné stanovit i necistoty 2,4-dinitrofenol, 2,6- dinitrofenol a

3-nitroguajakol.
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6 Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah jednotlivych stimulatorii ve vzorku, vyjadfeny hmotnostnim zlomkem v mgkg (w)
se vypocte podle vztahu

c xVxV,
W= ———— (mg/kg),

mxa,
c koncentrace stimulatoru v méfeném roztoku vzorku (mg/1),
\Y celkovy objem extraktu (ml),
m hmotnost navazky vzorku (g),
Vi celkovy objem extraktu po nafedéni (ml),
al alikvotni objem extraktu pouzity k fedéni (ml).

Nitrofenoly se vyjadiuji jako sodné nebo draselné soli. Vypoctenou hodnotu je nutné ndsobit
faktorem pro pfepocet na sodnou, pfipadné draselnou stl, viz tabulka ¢. 3.

Tabulka €. 3. Prepocet na sodné a draselné soli.

Piepoditavaci faktor pro Na® | Prepocitavaci faktor pro K* Analyt
1,16 1,27 2-nitrofenol, 4-nitrofenol
1,13 1,23 3-nitroguajakol, 5-nitroguajakol
1,11 1,21 2.4-dinitrofenol, 2,6-dinitrofenol
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Obrazek ¢. 1. Ukazka chromatogramu.
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