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Agricultural products of plant origin-Determination of pesticide residue by liquid chromatography and tandem mass spectrometry
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	TIÊU CHUẨN CƠ SỞ                                                                 TCCS 751:2019


Nông sản có nguồn gốc thực vật - xác định dư lượng thuốc bảo vệ thực vật bằng sắc ký lỏng khối phổ

Agricultural products of plant origin –Determination of pesticide residues by liquid chromatography and tandem mass spectrometry

1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định dư lượng hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật (BVTV) Cyhalodiamide, Boscalid, Spirodiclofen, Bifenazate, Etoxazole, Prothioconazole, S-Metolachlor, Picoxystrobin, Chlorpropham trong nông sản có nguồn gốc thực vật.

2   Tài liệu viện dẫn

Các tài liệu viện dẫn sau là rất cần thiết cho việc áp dụng tiêu chuẩn này. Đối với các tài liệu viện dẫn ghi năm công bố thì áp dụng phiên bản được nêu. Đối với các tài liệu viện dẫn không ghi năm công bố thì áp dụng phiên bản mới nhất, bao gồm cả các sửa đổi.

TCVN 5139:2008 (CAC/GL 33-1999) Phương pháp khuyến cáo lấy mẫu để xác định dư lượng thuốc bảo vệ thực vật phù hợp với các giới hạn dư lượng tối đa (MRL).

3   Nguyên tắc

Dư lượng hoạt chất thuốc BVTV Cyhalodiamide, Boscalid, Spirodiclofen, Bifenazate, Etoxazole, Prothioconazole, S-Metolachlor, Picoxystrobin, Chlorpropham trong mẫu thử được chiết suất bằng dung môi acetonitril và được xác định bằng thiết bị sắc kí lỏng khối phổ LC-MSMS 

4   Thuốc thử

Chỉ sử dụng các thuốc thử tinh khiết phân tích

4.1 Acetonitril (CH3CN)
4.2 Formic acid (HCOOH)

4.3 Amonium acetate (CH3COONH4)
4.4 Primary secondary amine (PSA) kích thước hạt 40-60 µm
4.5 Magnesiumsulfate-Heptahydrate (MgSO4.7H2O nung 5500C trong 8 giờ, để nguội, bảo quản trong bình hút ẩm)
4.6 Sodium chloride  (NaCl)
4.7 Sodium hydrogencitrate (C6H5Na2O7.1.5H2O)
4.8 Tri –sodium citrate dihydrate (C6H5Na3O7.2H2O)
4.9  Nước trao đổi ion,
4.10  Chất chuẩn Cyhalodiamide, Boscalid, Spirodiclofen, Bifenazate, Etoxazole, Prothioconazole, S-Metolachlor, Picoxystrobin, Chlorpropham đã biết trước hàm lượng 
4.11  Dung dịch chuẩn gốc, nồng độ 1000 (g/ml.

Cân khoảng 0,01 g các chất chuẩn Cyhalodiamide, Boscalid, Spirodiclofen, Bifenazate, Etoxazole, Prothioconazole, S-Metolachlor, Picoxystrobin, Chlorpropham  chính xác đến 0,01 mg vào các bình định mức 10 ml, hòa tan và định mức tới vạch bằng acetonitril được dung dịch chuẩn gốc.
Các dung dịch chuẩn được bảo quản ở nhiệt độ 50C và lưu được 12 tháng

4.12  Dung dịch chuẩn trung gian, nồng độ 10 (g/ml.
Dùng micropipet lấy 200 (l dung dịch chuẩn gốc cho vào bình định mức dung tích 20 ml, thêm dung môi acetonitril đến vạch và trộn.
Các dung dịch chuẩn được bảo quản ở nhiệt độ 50C và lưu được 6 tháng

4.13  Dung dịch chuẩn làm việc 
Pha loãng liên tục dung dịch chuẩn trung gian thành dãy chuẩn làm việc có nồng độ là: 0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1 µg/ml bằng dung môi acetonitril.

Các dung dịch chuẩn được bảo quản ở nhiệt độ 50C và lưu được 6 tháng

4.14  Pha động

Dung dịch A: ACN/H2O 2+8 (v/v) + 5mM CH3COONH4 : Cân 0,385g CH3COONH4 vào bình định mức 1L, thêm 200ml ACN, định mức tới vạch bằng nước cất 2 lần khử ion, lắc kỹ, siêu âm 15 min.

Dung dịch B: ACN/H2O 9+1 (v/v) + 5mM CH3COONH4 : Cân 0,385g CH3COONH4 vào bình định mức 1L, thêm 900ml ACN, định mức tới vạch bằng nước cất 2 lần khử ion, lắc kỹ, siêu âm 15 min.

5   Thiết bị và dụng cụ

Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm như sau:
5.1 Bình định mức, dung tích 10, 20 ml.

5.2 Pipet, dung tích 1, 2 và 10 ml.

5.3 Micropipet, có thể đo từ 50 (l đến 200 (l

5.4 Ống li tâm, nhựa PP dung tích 15; 50 ml.

5.5 Ống đong, dung tích 1 L.

5.6 Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,01 mg.

5.7 Cân kỹ thuật, có thể cân chính xác đến 0,01 g.

5.8 Máy lắc Vortex

5.9 Máy li tâm, tốc độ ≥ 4 000 vòng/min,

5.10 Máy nghiền mẫu.

5.11 Máy siêu âm
5.12 Thiết bị sắc ký lỏng khối phổ, được trang bị như sau:

Máy sắc ký lỏng khối phổ Agilent 6430 QQQ hoặc tương đương

Cột: RP18, 150mm x 4,6mm x 3(m hoặc tương đương

Bộ bơm mẫu tự động

Máy vi tính và phần mềm điều khiển

Khí Nitơ 99,999%

Máy sinh khí nitơ > 99,5 %

6   Lấy mẫu

Lấy mẫu theo TCVN 5139:2008 (CAC/GL 33-1999) Phương pháp khuyến cáo lấy mẫu để xác định dư lượng thuốc bảo vệ thực vật phù hợp với các giới hạn dư lượng tối đa (MRL).
7   Cách tiến hành

7.1   Yêu cầu chung

Toàn bộ qui trình phân tích cần được thực hiện trong ngày. Nếu cùng một lúc chuẩn bị nhiều mẫu mà không phân tích được trong ngày thì phải lưu dung dịch mẫu ở nhiệt độ 50C, lưu được 2 ngày.

7.2   Chuẩn bị mẫu

Mẫu thử được đồng nhất bằng máy nghiền mẫu đến khi đồng nhất.

7.3   Chuẩn bị dung dịch mẫu thử

7.3.1 Đối với mẫu có hàm lượng nước ≥ 80% 

Cân khoảng 10 g mẫu (m) thử đã được đồng nhất chính xác tới 0,1 g vào ống li tâm dung tích 50 ml. Thêm vào 10 ml (V) acetonitril, lắc bằng máy vortex 30 giây, thêm lần lượt 1 g NaCl, 1g C6H5Na3O7.2H2O, 0,5g C6H5Na2O71.5H2O. Lắc bằng máy vortex 30 giây. Thêm 4g MgSO4 đã sấy khô, lắc mạnh bằng tay trong 30 giây, ly tâm với tốc độ 4000 vòng/min trong  5 min. Lấy 4ml dung dịch hữu cơ vào ống ly tâm 15 ml trong đó có 0,3g PSA, 1g MgSO4 lắc bằng máy vortex 30 giây. Ly tâm với tốc độ 4000 vòng/min trong vòng 5 min, lấy 2 ml dung dịch vào lọ 2 ml, thêm 0,02 ml acid formic lắc đều thu được dung dịch mẫu thử.

7.3.2  Đối với mẫu có hàm lượng nước < 80% 

Cân khoảng 5g mẫu (m) đã được đồng nhất chính xác tới 0,1g vào ống ly tâm dung tích 50ml, thêm 10 ml nước cất để yên trong nhiệt độ phòng 2 giờ. Tiếp tục thực hiện như phần (7.3.1)
7.4   Chuẩn bị dung dịch  mẫu trắng

Mẫu trắng là mẫu không chứa hoạt chất thuốc BVTV Cyhalodiamide, Boscalid, Spirodiclofen, Bifenazate, Etoxazole, Prothioconazole, S-Metolachlor, Picoxystrobin, Chlorpropham được thực hiện như phần (7.3)

7.5   Chuẩn bị dung dịch mẫu kiểm tra hiệu suất thu hồi

Cân lượng mẫu trắng đã được đồng nhất như mục (7.3)  chính xác tới 0,1g vào ống li tâm dung tích 50 ml. Dùng micropipet  thêm 50 (l dung dịch chuẩn trung gian (4.12), để yên trong nhiệt độ phòng tối thiểu 60 min. Tiếp tục thực hiện như phần (7.3).

7.6   Điều kiện phân tích

       Cột: RP18, 150mm x 4,6mm x 3(m hoặc tương đương

Nhiệt độ cột: Nhiệt độ phòng

Tốc độ dòng: 0,6 ml/min

Thể tích bơm mẫu: 20(l
	Nguồn ion hóa
	ESI/Positive/MRM

	Nhiệt độ khí
	300 oC

	Tốc độ dòng
	10 L/min

	Áp suất đầu phun
	50 psi

	Điện áp
	4000 V


	Tên thuốc
	Mảnh ion mẹ
	Mảnh ion con
	Thời gian quét (ms)
	Điện thế buồng va chạm (V)

	 Cyhalodiamide
	524.6
	249.4
	20
	15

	
	
	182.3
	20
	12

	Boscalid
	342.9
	307
	20
	20

	
	
	139.9
	20
	25

	Spirodiclofen
	411.1
	71.2
	20
	8

	
	
	313
	20
	12

	Bifenazate
	301.1
	198
	20
	25

	
	
	170
	20
	35

	Etoxazole
	360.2
	141
	20
	5

	
	
	113
	20
	12

	Prothioconazole
	344.1
	189
	20
	10

	
	
	125
	20
	12

	S-Metolachlor
	284
	252
	20
	15

	
	
	176
	20
	21

	Picoxystrobin
	368.1
	205.1
	20
	8

	
	
	145.1
	20
	10

	Chlorpropham
	214.1
	154
	20
	15

	
	
	126.1
	20
	17


7.7   Dựng đường chuẩn

Dựng đường chuẩn (tương quan giữa diện tích píc và nồng độ chất chuẩn) của hoạt chất thuốc BVTV tại 5 điểm có nồng độ tương ứng trong dung dịch chuẩn làm việc.

7.8   Xác định

Bơm dung dịch mẫu trắng, dung dịch mẫu thử, dung dịch mẫu kiểm tra hiệu suất thu hồi  vào thiết bị. Dùng đường chuẩn để xác định nồng độ của mẫu thử và mẫu kiểm tra hiệu suất thu hồi. Nếu nồng độ của mẫu thử nằm ngoài đường chuẩn thì điều chỉnh bằng cách pha loãng dung dịch mẫu thử. (không phải pha loãng lượng mẫu bơm)

Hiệu suất thu hồi của mẫu kiểm tra phải trong khoảng 70-120%.

8   Tính kết quả

Dư lượng Cyhalodiamide, Boscalid, Spirodiclofen, Bifenazate, Etoxazole, Prothioconazole, S-Metolachlor, Picoxystrobin, Chlorpropham, X, biểu thị bằng miligam trên kilogam (mg/kg), được tính theo công thức:
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trong đó:

X0
là nồng độ của phần mẫu thử khi bơm vào máy tính bằng microgam trên mililit ((g/ml);

V
là thể tích dung môi chiết mẫu mililit (ml)
m 
là khối lư​ợng mẫu thử, tính bằng gam (g)

Đ9   Hiệu suất thu hồi và giới hạn xác định

9.1   Hiệu suất thu hồi của phương pháp: từ 70 % đến 120 %.

9.2   Giới hạn xác định của phương pháp (LOQ):  0,01 mg/kg 

9.3  Độ lặp lại của phương pháp ≤ 15%.

Phụ lục A

Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật Cyhalodiamide
	Tên hoá học:
	3-chloro-N′-(1-cyano-1-methylethyl)-N-{4-[1,2,2,2-tetrafluoro-1-(trifluoromethyl)ethyl]-o-tolyl}phthalamide

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	C22H17ClF7N3O2

	Khối lượng phân tử:
	523.8 g/mol


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  Boscalid
	Tên hoá học:
	2-chloro-N-[2-(4-chlorophenyl)phenyl]pyridine-3-carboxamide 

	Công thức cấu tạo:


	[image: image6.png]




	Công thức phân tử:
	C18H12Cl2N2O

	Khối lượng phân tử:
	343.2 g/mol 


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  Spirodiclofen
	Tên hoá học:
	[3-(2,4-dichlorophenyl)-2-oxo-1-oxaspiro[4.5]dec-3-en-4-yl] 2,2-dimethylbutanoate

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	C21H24Cl2O4

	Khối lượng phân tử:
	411.3 g/mol 


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  Bifenazate
	Tên hoá học:
	propan-2-yl N-(2-methoxy-5-phenylanilino)carbamate

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	C17H20N2O3

	Khối lượng phân tử:
	300.3 g/mol 


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  Etoxazole
	Tên hoá học:
	4-(4-tert-butyl-2-ethoxyphenyl)-2-(2,6-difluorophenyl)-4,5-dihydro-1,3-oxazole

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	
C21H23F2NO2

	Khối lượng phân tử:
	359.4 g/mol 


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  Prothioconazole
	Tên hoá học:
	2-[2-(1-chlorocyclopropyl)-3-(2-chlorophenyl)-2-hydroxypropyl]-1H-1,2,4-triazole-3-thione

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	
C14H15Cl2N3OS

	Khối lượng phân tử:
	344.2 g/mol 


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  S-Metolachlor
	Tên hoá học:
	2-chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-[(2S)-1-methoxypropan-2-yl]acetamide

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	
C15H22ClNO2

	Khối lượng phân tử:
	283.79 g/mol 


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  Picoxystrobin
	Tên hoá học:
	methyl (E)-3-methoxy-2-[2-[[6-(trifluoromethyl)pyridin-2-yl]oxymethyl]phenyl]prop-2-enoate

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	C18H16F3NO4

	Khối lượng phân tử:
	367.3 g/mol 


Giới thiệu hoạt chất thuốc bảo vệ thực vật  Chlorpropham
	Tên hoá học:
	propan-2-yl N-(3-chlorophenyl)carbamate

	Công thức cấu tạo:
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	Công thức phân tử:
	
C10H12ClNO2

	Khối lượng phân tử:
	
213.66 g/mol 
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