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STANOVENI OBSAHU 2-(3,4-DIMETHYL-1H-PYRAZOL-1-YL)
KYSELINY JANTAROVE (DMPSA) METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro stanoveni 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl) kyseliny jantarové
(DMPSA) v hnojivech.

Obrazek ¢. 1. DMPSA.

2 Princip

Vzorek hnojiva se rozpusti nebo extrahuje vodou. DMPSA se stanovi ve vhodn¢ zfedéném vodném
roztoku metodou RP-HPLC s UV detekci.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Voda, ¢istota HPLC.

Acetonitril, ¢istota HPLC.

Kyselina fosfore¢na, p.a. 85%.

DMPSA, CoH12N204, My = 212,205, CAS-Nr. 940-877-5 (Cistota > 99%)).
Mobilni faze.

[, I VS N V]

Ptiprava: Do odmérné banky se prevede 500 ml vody (1), 100 ml acetonitrilu (2) a 1 ml
kyseliny fosforecné (3). Objem banky se doplni vodou (1) po znacku. Roztok se odvzdusni
na ultrazvukové lazni.
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Zakladni standardni roztok (ZSR) DMPSA, c(DMPSA) = 100 mg/I.

Ptiprava: Do navazovaci lodicky se s pfesnosti 0,1 mg navazi 100 mg DMPSA (4). Navazka
se kvantitativné¢ prevede do 1000ml odmérné banky, krouzivym pohybem se rozpusti
ve vode (1) a poté se doplni vodou (1) na objem 1000 ml. Roztok se piipravuje vzdy Cerstvy.

Piistroje a pomiicky

HPLC zafizeni pro praci v izokratickém rezimu a UV detektorem.
Analytické vahy s presnosti 0,1 mg.

Automaticka pipeta v potfebném rozsahu.

Membréanovy filtr 0,45 pm.

Magnetickd michacka.

Filtra¢ni jednotka s membranovym filtrem 0,45um nebo obdobnym.

RP-HPLC separacni kolona, Phenomenex, LUNA C18; 5 um; (250 x 4,6) mm nebo
podobna.

Pracovni postup

Priprava kalibraé¢nich roztoki

Do 100ml odmérnych ban¢k se pipetuje ZSR (6) podle tabulky €. 1, doplni se po znacku vodou (1)
a dikladné se promichd. Roztoky se ptipravuji vzdy Cerstvé.

Tabulka ¢. 1. Priprava kalibracnich roztoki pro DMPSA.

Kalibra¢ni bod Objem zékladniho standardniho c(DMPSA)
roztoku (6)
(ml) (mg/T)
1 5 5
2 10 10
3 25 25
4 50 50

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

Do 1000ml odmérné baiiky se navazi asi 30 g zhomogenizované¢ho vzorku s piesnosti 0,1 mg.
Ptida se asi 900 ml vody (1), vzorek se rozpousti na magnetické michacce pti laboratorni teploté
apoté doplni po znatku vodou (1). Cast extraktu se piefiltruje pres skladany papirovy filtr
do vhodné sklenéné nadoby. Vzorek se vhodné ziedi vodou (1) tak, aby byl pfedpokladany obsah
DMPSA v rozsahu kalibra¢ni kiivky (5 — 50) mg/l. Pfed nastfikem na kolonu se vzorek jesté
prefiltruje pies membranovy filtr 0,45um.

Chromatografické podminky HPLC stanoveni

Kalibra¢ni roztoky 1 extrakty zkuSebnich vzorki se méifi za separacnich podminek
chromatografického systému, které jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2. Chromatografické podminky HPLC stanoveni — priklad nastaveni.

Kolona C18, (4,6 x250) mm, 5 um nebo obdobna
Mobilni faze (%)

Pratok 1,0 ml/min

Teplota laboratorni

Objem nastiiku 20 pl

Retencni Cas 20 min

Doba analyzy 27 min

Detekce UV detektor, vinova délka 232 nm

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

6 Vypocet a vyjadreni vysledkii

Obsah 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové (DMPSA) ve vzorku, vyjadieny
hmotnostnim zlomkem v mg/kg (Wpwmpsa) se vypocte podle vztahu

Wpmpsa= ¢ X V x Vi/m x a; (mg/kg),
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kde
C je koncentrace 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové v méfeném roztoku
vzorku (mg/1),
A" celkovy objem extraktu (ml),
m hmotnost navazky vzorku (g),
Vi celkovy objem extraktu po nafedéni (ml),
ai alikvotni objem extraktu pouzity k fedéni (ml).
Poznamky
1 DMPSA existuje ve dvou izomerech, které maji fixni pomer. Oba izomery jsou stanoveny

touto metodou a ve vypoctu se vyhodnocuje suma ploch obou chromatografickych pikii.

7 Literatura

1 EN 17090:2018 Fertilizers - Determination of nitrification inhibitor DMPSA in fertilizers -
Method using high-performance liquid chromatography (HPLC).
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