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STANOVENI OBSAHU 3-METHYLPYRAZOLU METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro stanoveni 3-methylpyrazolu v hnojivech, zejména v mocoviné
a ptipravcich s obsahem mocoviny.
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2 Princip

Vzorek hnojiva se rozpusti ve vodé a 3-methylpyrazol se stanovi metodou HPLC na reverzni fazi
s UV detekci.

3 Chemikalie
PouZivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Destilovana nebo deionizovana voda.
2 Acetonitril, ¢istota HPLC.
3 Mobilni faze.
Pfiprava: Smicha se 800 ml vody (1) a 200 ml acetonitrilu (2).
4 3-methylpyrazol (C4HsN,, Mr = 82,11 g/mol), standardni latka.
Zakladni standardni roztok 3-methylpyrazolu, c(3-methylpyrazol) =1 g/I.

Ptiprava: Do 100ml odmé&rné baiiky se S presnosti 0,1 mg navazi 0,1 g 3-methylpyrazolu (4)
a rozpusti se ve vodé (1).

6 Pracovni standardni roztok 3-methylpyrazolu, c(3-methylpyrazol) = 100 mg/I.

Piiprava: Do 50ml odmérné bainky se pipetuje 5 ml zakladniho standardniho roztoku 3-
methylpyrazolu (5), doplni se vodou (1) po znac¢ku a promicha.

4 Pristroje a pomucky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf's UV detekci.
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2 Analytické vahy s presnosti 0,1 mg.
3 Ultrazvukova lazen.
4 Automaticka pipeta, rozsah (0,1 — 5,0) ml.
5 Membrénovy filtr 0,45 pm.

5 Pracovni postup
Priprava kalibracnich roztoki

Do 25ml odmérnych ban€k se pipetuje pracovni standardni roztok (6) podle tabulky ¢. 1, doplni
se po znac¢ku vodou (1) a dikladné se promicha.

Tabulka ¢. 1. Piiprava Kkalibraénich roztoki pro metylpyrazol.

Kalibra¢ni bod Objem pracovniho standardniho c(3-methylpyrazol)
roztoku (6)
(ml) (mg/l)
0 0 0
1 0,25 1
2 0,5 2
3 1,25 5
4 2,5 10
5 5 20

Kalibra¢ni roztoky se postupné davkuji na chromatografickou kolonu. Zhodnot ploch pikd,
odpovidajicich jednotlivym kalibracnim roztokiim, se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Piiprava extraktu

Do 100ml odmérné banky se navazi asi 5 g zhomogenizovaného vzorku s pfesnosti 0,1 mg. Prida
se asi 80 ml vody, vzorek se rozpusti v ultrazvukové 1azni a doplni po znaku vodou (1). Vzorek
se zfedi tak, aby byl ptedpokladany obsah 3-methylpyrazolu (5 — 10) mg/I.

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

Poznamky

1 Pred nastrikem na kolonu je vhodné vzorek prefiltrovat pres membranovy filtr 0,45 um.
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Chromatografické podminky HPLC stanoveni
Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkusebnich vzorkii se meéfi za separacnich podminek
chromatografického systému, které jsou uvedeny v tabulce €. 2.
Tabulka ¢. 2. Chromatografické podminky HPLC stanoveni.

Kolona SYMMETRY SHIELD TM RP 8, 5um, (150 x

3,9) mm, fy Waters nebo obdobna

Mobilni faze (3)

Pratok 1,0 ml/min

Teplota Laboratorni

Objem nastiiku 20 pl

Retenéni Cas 3 min

Doba analyzy 7 min

Detekce UV detektor, vinova délka 214 nm

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

6 Vypocet a vyjadreni vysledkii

Obsah 3-methylpyrazolu ve vzorku, vyjadieny hmotnostnim zlomkem v mg/kg (w) se vypocte
podle vztahu

c xV xV,
W=—"— (mg/kg)
mx a,
c koncentrace 3-methylpyrazolu v mé&teném roztoku vzorku (mg/l),

V celkovy objem extraktu (ml),
m hmotnost navazky vzorku (g),
Vi celkovy objem extraktu po nafedéni (ml),

a1 alikvotni objem extraktu pouzity k fedéni (ml).

7 Literatura

1 EN 15905:2010 Hnojiva - Stanoveni 3-methylpyrazolu (MP) metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie.
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