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STANOVENI OBSAHU 3,4-DIMETHYL-1H-PYRAZOLU METODOU HPLC

1

A 3,4-DIMETHYL-1H-PYRAZOL FOSFATU VYPOCTEM

Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro stanoveni 3,4-dimethyl-1H-pyrazol fosfatu v minerdlnich
hnojivech obsahujicich dusik, stanovovany jako 3,4-dimethyl-1H-pyrazol
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Obr. 1. 3,4-dimethyl-1H-pyrazol.

Princip

Vzorek hnojiva se rozpusti ve vodé a 3,4-dimethyl-1H-pyrazol se stanovi ve zfedéném vodnim
roztoku metodou HPLC na reverzni fazi s UV detekci.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Voda (deionizovana, destilovana nebo demineralizovand).

Acetonitril, C;H3N, ¢istota pro HPLC.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohyhdrat, NaH>POs. H>O.

3,4-dimethyl-1H-pyrazol, CsHsNz (Cistota > 99 %), CAS Number 2820-37-3, Mr = 96,13.
Mobilni faze.

Ptiprava: V 800 ml vody se rozpusti 1,38 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného (3) a doplni se
vodou na objem 1000 ml. K takto pfipravenému roztoku se piida 175 ml acetonitrilu (2).
Roztok se odvzdusni asi 5 min na ultrazvukové lazni pfi laboratorni teploté.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, Ph.D., feditel NRL
Platné od: 15. 3. 2018


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=2820-37-3&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product

Narodni referen¢ni laboratof Strana 2

Jednotné pracovni postupy —

. . Vydani 1
zkouseni hnojiv
20273.1 — Stanoveni obsahu 3,4-dimethyl-1H- Revi
pyrazolu metodou HPLC evize 0

a 3,4-dimethyl-1H-pyrazol fosfatu vypoctem

6 Zakladni standardni roztok (ZSR) 3,4-dimethyl-1H-pyrazolu, ¢ =1 g/I.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se s pfesnosti 0,1 mg navazi 0,1 g 3,4-dimethyl-1H-
pyrazolu (4) a rozpusti se ve vode (1).

4 Piistroje a pomiicky

1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekci.
2 Analytické vahy s presnosti 0,1 mg.

3 Ultrazvukova lazen.

4 Automaticka pipeta v potiebném rozsahu.

5 Membranovy filtr 0,45 pm, teflonovy.

5 Pracovni postup

Piiprava kalibracnich roztoku

Do 25ml odmérnych banék se pipetuje ZSR (6) podle tabulky ¢. 1, doplni se po znacku vodou (1)
a dikladné se promicha.

Tabulka €. 1. Priprava kalibracnich roztoki pro 3,4-dimethyl-1H-pyrazol.

Kalibra¢ni bod Objem zakladniho standardniho | ¢(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu)
roztoku (6)
(ml) (mg/1)
1 0,05 2,0
2 1 20,0
3 3 60,0
4 5 100,0

Kalibra¢ni roztoky se postupné davkuji na chromatografickou kolonu. Z hodnot ploch piki,
odpovidajicich jednotlivym kalibracnim roztokiim, se sestroji kalibra¢ni ktivka.

Piiprava extraktu vzorku

Do 500ml odmérné banky se navazi asi 15 g zhomogenizovaného vzorku s ptesnosti 0,1 mg.
Ptida se asi 450 ml vody (1), vzorek se rozpousti 15 min v ultrazvukové lazni pii laboratorni teploté
a poté doplni po znacku vodou (1). Vzorek se vhodné ziedi vodou (1) tak, aby byl piredpokladany
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obsah 3,4-dimethyl-1H-pyrazolu v rozsahu kalibracni kiivky (3 — 100) mg/l. Pfed nastfikem
na kolonu se vzorek prefiltruje pfes membranovy filtr 0,45 pum.

Chromatografické podminky HPLC stanoveni

Kalibracni roztoky 1 extrakty zkuSebnich vzorkd se méfi za separatnich podminek
chromatografického systému, které jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka ¢&. 2. Chromatografické podminky HPLC stanoveni.

Kolona ASCENTIS C18, 4,6 x 150 mm, Sum nebo obdobna
Mobilni faze (®))

Pratok 1,5 ml/min

Teplota kolony a autosampleru laboratorni

Objem nastiiku 10 pl

Retencni Cas 3 min

Doba analyzy 12 min

Detekce UV detektor, vinova délka 224 nm

Uvedené podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity i jiné podminky, za ptfedpokladu, Ze
poskytnou rovnocenné vysledky.

6 Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah 3,4-dimethyl-1H-pyrazolu ve vzorku, vyjadfeny hmotnostnim zlomkem v mg/kg (Wpwmp)
se vypocte podle vztahu

Womp=c x V x Vi/m x a
kde
C je koncentrace 3,4-dimethyl-1H-pyrazolu v méfeném roztoku vzorku (mg/l),

A% celkovy objem extraktu (ml),

m hmotnost navazky vzorku (g),
Vi celkovy objem extraktu po natedéni (ml),
ai alikvotni objem extraktu pouzity k fedéni (ml).
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Obsah 3,4-dimethyl-1H-pyrazol fosfatu ve vzorku, vyjadfeny hmotnostnim zlomkem v mg/kg
(Wbwmpp) se vypocte podle vztahu

Wowmpr= Wpwmp % 194,2/96,1

kde M ; ompp)= 194,2
M ; omp)= 96,1

7 Literatura

1 EN 16328:2013 Hnojiva - Stanoveni 3,4-dimethyl-1H-pyrazol fosfatu (DMPP) - Metoda
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.
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