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NƯỚC ĂN UỐNG – XÁC ĐỊNH DƯ LƯỢNG GLYPHOSATE – PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO
Drinking water – Determination of glyphosate residues – 
High performance liquid chromatography method
HÀ NỘI – 2019
Lời nói đầu

TCVN … : 2019 được xây dựng trên cơ sở tham khảo EPA method 547 determination of glyphosate in drinking water by direct - aqueous - injection HPLC, post - column derivatization, and fluorescence detection;
TCVN … : 2019 do Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia biên soạn, Bộ Y tế đề nghị, Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng thẩm định, Bộ Khoa học và Công nghệ công bố.
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Nước ăn uống – Xác định dư lượng Glyphosate – phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao
Drinking water – Determination of Glyphosate residues – High performance liquid chromatography method
CẢNH BÁO ( Khi áp dụng tiêu chuẩn này có thể liên quan đến các vật liệu, thiết bị và các thao tác nguy hiểm. Người sử dụng tiêu chuẩn này phải tự thiết lập các thao tác an toàn thích hợp và xác định khả năng áp dụng các giới hạn qui định trước khi sử dụng tiêu chuẩn. Việc thải bỏ dung môi thải theo các quy định về môi trường.

1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định dư lượng glyphosat (N-phosphonomethyl glycine) trong nước uống bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao với detector huỳnh quang có tạo dẫn xuất sau cột.

2  Nguyên tắc 

Phần mẫu thử được bơm trực tiếp vào cột HPLC trao đổi cation, sau khi được phân tách trên cột, chất phân tích được oxy hóa bằng canxi hypochlorite. Sản phẩm (glycine) sau đó được kết cặp với phức chất o-phthalaldehyd-2-mercaptoethanol ở 38 °C để tạo ra chất phát huỳnh quang, được phát hiện sử dụng  detector huỳnh quang với bước sóng kích thích ở 340 nm và bước sóng phát xạ > 455 nm.
3   Thuốc thử

Tất cả các thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích, nước được sử dụng là nước cất hai lần bằng dụng cụ thủy tinh hoặc nước có chất lượng tương đương, trừ khi có quy định khác.
3.1   Metanol (CH3OH), dùng cho HPLC.

3.2   Axit orthophosphoric (H3PO4), 85 % (khối lượng/thể tích). 
3.3   Canxi hypoclorit (Ca(ClO)2). 

3.4   Natri clorua (NaCl).
3.5   Natri hydroxit (NaOH). 

3.6   Kali dihydrophosphat  (KH2PO4).
3.7   O-phthalaldehyd (C₆H₄(CHO)).
3.8   Natri thiosulfat (Na2S2O3).
3.9   2-Mercaptoethanol (C2H6OS).
3.10   Axetonitril (C2H3N).
3.11   Natri borat ngậm 10 phân tử nước (Na2B4O7.10H2O).
3.12  Dung dịch natri thiosulfat (Na2S2O3), 100 mg/l để bảo quản mẫu
Hoà tan 0,10 g Na2S2O3 (3.8) trong 1 L nước.

3.13   Dung dịch canxi hypoclorit
Hoà tan 1,36 g KH2PO4 (3.6), 11,6 g NaCl (3.4), 0,4 g NaOH (3.5) trong nước đựng trong bình định mức 1 000 ml, thêm 50 ml dung dịch có chứa 15 mg Ca(ClO)2, thêm nước đến vạch. Lọc dung dịch qua màng 0,22 µm và rung siêu âm loại khí trước khi sử dụng. Chuẩn bị dung dịch này ngay trong ngày sử dụng.

3.14   Dung dịch natri borat, 0,05 N
Hoà tan 19,1 g Na2B4O7.10H2O (3.11) trong 1 000 ml nước. Chuẩn bị dung dịch này trong ngày sử dụng.
3.15   Dung dịch 2-mercaptoethanol, 1:1 (thể tích)
Trộn 10,0 ml C2H6OS (3.9) với 10 ml C2H3N (3.10).

CHÚ THÍCH: Dung dịch có mùi nên phải được thực hiện trong tủ hốt.
3.16   Dung dịch phản ứng OPA
Hoà tan 100 mg ± 10 mg C₆H₄ (CHO) (3.7) trong 10 ml metanol (3.1), thêm dung dịch natri borat 0,05 N (3.14) đến vạch 1 000 ml. Dung dịch được trộn và lọc qua màng cỡ lỗ 0,45 µm và được rung siêu âm để loại khí. Sau đó thêm 100 µl dung dịch 2-mercaptoethanol (3.15). Dung dịch này được chuẩn bị mới trong ngày sử dụng trừ khi được bảo vệ khỏi oxy trong khí quyển. Dung dịch có thể được bảo quản trong chai thủy tinh trong điều kiện khí quyển ở nhiệt độ 4 °C trong hai tuần mà không tăng đáng kể tín hiệu nền huỳnh quang hoặc được bảo quản dài hạn dưới nitơ.
CHÚ THÍCH: Có thể dùng dung dịch fluoraldehyd có chứa OPA pha sẵn để thay thế các bước từ 3.14 đến 3.16.
3.17  Pha động

Hoà tan 0,68 mg KH2PO4 (3.6) trong 960 ml nước, thêm 40 ml metanol (3.1), chỉnh pH về 1,9 bằng axit orthophosphoric (3.2). Dung dịch được lọc qua màng 0,22 µm, rung siêu âm loại khí trước khi sử dụng. 
3.18  Dung dịch chuẩn
3.18.1   Dung dịch chuẩn gốc glyphosat, 1 000 µg/ml
Chất chuẩn glyphosat (ví dụ: glyphosat hãng Sigma 45521). Cân 0,1 g mỗi chất chuẩn glyphosat vào bình định mức 100 ml, pha loãng với nước đến vạch và trộn đều. 
CHÚ THÍCH: Nồng độ của các dung dịch chuẩn được hiệu chỉnh dựa vào độ tinh khiết và lượng cân thực tế.
3.18.2   Dung dịch chuẩn trung gian glyphosat, 10 µg/ml
Hút 500 µl dung dịch chuẩn gốc 1000 µg/ml (3.18.1) vào bình định mức 50 ml định mức bằng nước đến vạch và trộn đều.

3.18.3  Dung dịch chuẩn làm việc
Chuẩn bị 7 dung dịch chuẩn làm việc trong bình định mức 10 ml theo Bảng 3. Pha loãng bằng nước. Chuẩn bị dung dịch chuẩn làm việc trong ngày sử dụng.

Bảng 3 – Chuẩn bị dung dịch chuẩn làm việc

	Dung dịch chuẩn làm việc
	Thể tích dung dịch chuẩn trung gian hỗn hợp (3.18.2) cần lấy,               µl
	Nồng độ dung dịch chuẩn làm việc,                              ng/ml

	1
	0
	0

	2
	25
	25

	3
	50
	50

	4
	100
	100

	5
	250
	250

	6
	500
	500

	7
	1000
	1000


Dựng đường chuẩn từ tối thiểu 3 điểm trở lên.
4  Thiết bị, dụng cụ
Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:

4.1   Máy đo pH, có thể đo được pH đến 0,1 đơn vị.
4.2  Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,1 g.
4.3  Bể rung siêu âm, ví dụ: loại S180H của Elmasonic hoặc tương đương.
4.4  Bình định mức bằng thủy tinh, dung tích 10 ml, 25 ml, 100 ml, 500 ml và 1000 ml.
4.5  Màng lọc, cỡ 0,2 µm, đường kính 0,47 mm bằng nylon 66.
4.6  Hệ thống LC, ví dụ của Waters 2690 Alliance Separation (Waters, Milford, MA), với hệ thống dẫn xuất sau cột có khả năng phối trộn dẫn xuất vào pha động. Detector huỳnh quang có khả năng kích thích tại bước sóng 340 nm và phát hiện bước sóng phát xạ ≥ 455 nm hoặc tương đương. 
5   Lấy mẫu

Việc lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này.

Mẫu phòng thử nghiệm nhận được phải đúng là mẫu đại diện và không bị phân hủy hoặc bị biến đổi chất lượng trong suốt quá trình bảo quản và vận chuyển.
6   Cách tiến hành
6.1   Chuẩn bị mẫu
Để tránh sự hao hụt glyphosat do sự có mặt của clo, cần thêm dung dịch natri thiosulfat 100 mg/l (3.12) vào mẫu. Các mẫu phải được bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ khoảng 4 oC tránh ánh sáng. Mẫu phải được phân tích trong vòng 2 tuần sau khi chuẩn bị.
Nếu mẫu chứa các hạt hoặc nền mẫu phức tạp thì toàn bộ mẫu phải được lọc qua màng nylon 0,45 µm (4.8) và bơm trực tiếp 200 µl vào hệ thống LC.
6.2   Phân tích sắc ký
Điều kiện phân tích:

Cột sắc ký trao đổi cation, ví dụ cột sắc ký Supelcosil SAX1 (5um, 4.6 x 250 mm), gá cột và tiền cột tương ứng hoặc tương đương;
Tốc độ dòng: 0,5 ml/min, chạy đẳng dòng với pha động 3.17;
Thể tích bơm mẫu: 200 µl;
Dẫn xuất sau cột: dung dịch canxi hypoclorit (3.13) tốc độ dòng 0,5 ml/min, dung dịch phản ứng OPA (3.16) tốc độ dòng 0,5 ml/min, nhiệt độ phản ứng ở 38 oC;
Detector huỳnh quang, bước sóng kích thích 340 nm, bước sóng phát xạ ≥ 455 nm;
Thời gian phân tích: 25 min;
Bơm 200 µl mẫu trắng thuốc thử (dung dịch hiệu chuẩn 1), các dung dịch chuẩn làm việc hoặc mẫu thử vào cột. 
Dựng đường chuẩn từ các dung dịch chuẩn làm việc (3.18.3) theo diện tích pic (trục Y) so với nồng độ (trục X, tính bằng ng/ml). Đường chuẩn được dựng trước khi phân tích mẫu thử, sau đó kiểm tra lại độ tuyến tính. Nếu các tín hiệu diện tích nằm ngoài dải hiệu chuẩn thì thực hiện pha loãng dịch chiết đã làm sạch với bằng nước và bơm lại vào hệ thống.

Định lượng glyphosat bằng cách đo các diện tích tại thời gian lưu của glyphosat so sánh với thời gian lưu của đường chuẩn tương ứng.
7   Tính kết quả

Tính hàm lượng của glyphosat trong mẫu thử, X, bằng microgam trên lít (µg/L), theo Công thức (2):
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Trong đó:
R 
     là diện tích pic thu được từ dung dịch mẫu thử;

S và a   là độ đốc và hệ số chặn của đường chuẩn (6.3) tương ứng;
F 
    là hệ số pha loãng (nếu có);

8   Báo cáo thử nghiệm
Báo cáo thử nghiệm phải bao gồm ít nhất các thông tin sau đây:

a) mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử;
b) phương pháp lấy mẫu, nếu biết;

c) phương pháp thử, viện dẫn tiêu chuẩn này;

d) mọi điều kiện thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này hoặc được xem là tùy chọn, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả;

e) kết quả thử nghiệm thu được.
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