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(54) QUY TRINH DPINH LUGNG BPONG THOI N-(N-BUTYL) THIOPHOSPHORIC
TRIAMIT (NBPT) VA DIXYANDIAMIT (DCD) BANG KY THUAT PHAN TiCH
SAC KY LONG HIEU NANG CAO (HPLC)
(57) Sang ché d& cap quy trinh dinh lwong dong thoi hai hoat chat e ché NBPT va DCD
trong phan bon bang k¥ thuat phan tich sic ky 10ng hiéu ning cao (HPLC). Theo quy trinh,
diéu kién chay sac ky duoc thiét 1ap bao gom: cot sic ky RP - C18 (kich thudc cot 250 x
4,6 mm, kich thudc hat 5 um), nhiét d6 cot tir 30°C - 40°C két hop véi dau do UV trong
khoang budc song 200 - 240nm, axetonitril va nudc (1 : 99) dugc sir dung lam pha dong va
toe do dong cua pha dong la 1 mL.phat!'. Quy trinh dinh luong duoc déng tho1i ca hai hoat
chat rc ché NBPT va DCD do d6 thoi gian phan tich duoc rit ngan, giam lwong hoa chat
st dung.
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LINH VUC KY THUAT PUQC PE CAP

Sang ché thudc linh vuc phén tich k¥ thuét trong nganh héa hoc, cu thé 12 quy trinh
phan tich dinh luong ddng thoi hoat chét e ché sinh hoc enzym ureaza N-(n-butyl)
thiophosphoric triamit (NBPT) va hoat chat tic ché qué trinh nitrat héa dixyandiamit (DCD)
trong phan bon bing phuong phap sdc ky long hiéu ning cao — HPLC.

TINH TRANG KY THUAT CUA SANG CHE

Séc ky 16ng hiéu ning cao (tiéng Anh: High-performance liquid chromatography:; viét
t4t: HPLC; con duogc goi la Sic ky 1ong 4p suat cao) 1a mot k§ thuat trong hoa phan tich dung
dé tach, nhan biét, dinh lugng thanh phan trong hdn hop. K§ thuat nay dwa trén hé thng bom
ddy dung moi léng dudi ap sudt cao, trong dung moi ¢é chita hon hop mau, qua mot cdt sdc
ky. Cot sic ky duoc db bang vat liéu hdp phu ran. Mi thanh phan trong mau tuong tac tuong
dbi khac nhau véi vat liéu hép phu, nén tde do dong cua mdi thanh phén khac nhau la khac
nhau, dan t6i su phén tach cac thanh phan khi ma chung chay ra khoéi cot.

Sédc ky co thé duoc mb ta 14 mot qué trinh dich chuyén khéi luong lién quan t6i hép phu.
HPLC dua trén hé théng bom dé ddy chat long da bi nén va hdn hgp mau qua mot cdt d6 bang
mdt chat hdp phu, dén t&i sy phén tach ciia cdc thanh phén trong mau. Thanh phan hoat dong
ctia cOt, chit hap phy, tiéu biéu 12 mot vat liéu chu truc hat 1am tir nhiing hat ran nhu silicagel
hay polyme c¢ kich thuéce trong khodng 2 — 50 um. Nhitng thanh phan ctia hdn hop miu duge
tach ra khoi nhau boi mirc do twong tac khac nhau véi cac hat hip phu. Chét 16ng bi nén la
hdn hop dung moi vi du nudce, axetonitril hay metanol va dugc goi la "pha dong". Thanh phan
va nhiét do ctia pha dong dong vai trd chinh trong qué trinh phén tach bang cach tac dong 1én
nhitng twong tac xay ra gitta nhitng thanh phan trong mau va chét hap phu ¢ cot. Day 1a nhiing
tuong tac vat ly trong tu nhién, nhu hydrophobic, ludng cuc-ludng cuc va ion, thong thuong
nhét 1a su két hop cua cac tuong tac.

HPLC dugc phan biét véi sic ky 1ong truyén théng ap sudt thip boi vi 4p suit hoat dong cia
né cao hon nhidu tir 50 - 350 bar, trong khi sic ky 16ng thong thudng chi dwa trén luc hit trai
dat dé pha dong di qua cot. Do chi c6 mdt lugng nhé mau duge tach bang phan tich HPLC,
cdt ¢6 kich thude 2,1 - 4,6 mm cho duong kinh va 30 — 250 mm cho chiéu dai. Cot HPLC
ciing dé vai kich thuée hat hdp phu nho hon trung binh kich thude hat 2 - 50 micro mét. Piéu
nay mang lai HPLC hi€u qua phéan giai cao (kha ndng tach biét timg chat) khi ma tach hdn
hop, lam cho no tré thanh phuong phap séc ky phd bién.

So dd cua mét thiét bi HPLC dic thu gém co céng léy mau, bom va mdt dau do. Céng léy

mAu dua hdn hop miu va dong pha dong dé di qua cot. He théng bom dam bao téc do dong
mong mudn va thanh phan ctia pha dong qua cot. Dau do tao ra tin hiéu ty 1& v6i luong mau
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thanh phan di ra tir ¢t, do d6 cho phep phan tich dinh luvong cua nhitng thanh phén trong
mAu. Mot bo vi xtr 1y s6 va phan mém didu khién thiét bi HPLC va cung cép dit liéu phan
tich. Mot vai mau bom co trong thiét bi HPLC ¢6 thé tron nhiéu dung mdi v6i nhau theo
nhung ti 16 ma c6 thé thay doi theo thoi gian, tao ra thanh phan gradlent trong pha dong. Cac
dAu do nhu UV/Vis, PDA hay khéi phd dugc sir dung phd bién. Phén 16n céc thiét bi HPLC
c6 10 cot dé diéu chinh nhiét do phén tach.

Hai hoat chét Dixyandiamit va N-(n- butyl) thiophosphoric triamit thuémg duogc ding lam chat
tic ché enzym ureaza va chét &rc ché qua trinh nitrat hoa déu c6 thé cai thién chirc nang clia
phan bon bing cach giam sy mat nito, ca hai loai chit &rc ché nay déu c6 nhitng nhugce diém
nhét dinh.

Dlxyandlamlt con dugce goi la dixyanodiamit (cong thirc hoa hoc tong quat 1a C2H4N4) viét
tit 14 DCD hodc DICY, 1a mot dang bot tinh thé hinh lang tru mau trang, mdt chét dime cua
xyanamit va ciing 1a mot dan xuét xyano ctia guanidin thuc té khao sat thiy hoat chat nay hoa
tan trong nudce, rugu (CoHsOH), dnnetylformamlt khong tan trong ete va benzen, khong chay
va 6n dinh khi lam kho. Hoat chat thudc loai hop chit trc ché hd tro viée tre ché qua trinh
nitrat hda clia amoni hodc uré c6 trong phan bon.

Chét e ché enzym triamit ureaza la N-(n-butyl) thiophosphoric triamit viét tat 1a NBPT, co
sdn trén thi truong dé sir dung trong ndng nghiép va dugc ban trén thi truong trong cdc san
pham nhu dong sén phdm chét 6n dinh nito. Tuy nhién, NBPT dugc sir dung trong cong
nghi¢p la mot hop chét rén, sap va bi phan hiy boi téc dung cliia nudce, axit va / hodc nhiét do
cao. Do d¢, su két hop cta no véi cac chit khéc s& tao ra dugc mdot vat liéu co kha nang tc
ché enzym ureaza, dat biét la trén hat phén uré.

Trong bang sang ché cua Trung Qudc mang s6 CN110618227 cﬁng da dé cap dén quy trinh
phén tich hoat chét dixyandiamit c¢6 trong dung dich cyanamit bang cach str dung hé may
HPLC dau do UV tai khoang buéc séng 195 — 215 nm, pha dong du:oc dé cap la pha dong
axit toc do dong tlr 0,6 - 1 mL/phtt, dudng chudn dugc xay dung c6 néng do nam diém tiéu
chuén 1an luot 1a 1,98 ppm; 4,95 ppm; 9,90 ppm; 19,80 ppm va 49,50 ppm, cdt sdc ky su dung
1a cot trao d6i ion. Viéc str dung pha dong la axit s& 1am giam tudi tho cia may va tdn nhiéu
dung mbi dé rira giai.

Theo bai bdo khoa hoc cong bd ngay 30 thang 11 nam 2018 co tua “Simultaneous
quantification of N-butylthiophosphoric triamide and dicyandiamide in urea formulation by
liquid chromatography with tandem mass spectrometry” clianhom tac gia Subbaiah Yogesha,
Kumar Arun, Sharankumar G Shetty, Hegde Ravi, va Narayana Ramesh; ndi dung nghién
ctru lién quan dén phuong phap phan tich dinh lugng ddng thoi hai hoat chat NBPT va DCD
trong phan bén uré bing phuong phap sic ky 16ng —khéi ph6 Tandem (LC-MS/MS). Phuong
phép st dung hé théng may LC-MS/MS, c¢ot sic ky Obelisc-R (4,6 x 150 mm, 5pum), hé pha
dong bao gdm 10 mM amoni axetat pha trong dung dich axit fomic 0,05% (A) va 0,05% axit
fomlc pha trong dung dich axetonitril (B), tdc @6 dong duge duy tri & mirc 1mL/phit. Ché do
sc ky thiét 1ap la gradient dugc 4p dung nhu sau: tai 0 dén 4 phut ty 1¢ cia B trong pha dong
tir 97% dén 90%, tir 4,5 dén 7 phut ty 1 ctia B trong pha ddng tir 90% dén 60%, tir 7,5 dén
12 phut ty 1¢ ctia B trong pha dong 1a 97%. Nhi¢t do cot duoc duy tri & muc 350C, thé tich



42183

mAu mdi 14n tiém 1a SpL. Phuong phap c6 thé phat hién dugc ham lwong NBPT & mitc 5 ppb
va DCD & murc 25 ppb. Viéc st dung hé may LC-MS/MS thu dugc két qua chmh x4c nhung
viéc st dung hé pha dong c6 chira axit ¢ ddy la axit fomic ¢6 thé gay nhiém nén mau trong
qua trinh chay, dung mdi dugc chay trong pha dong phai phu hop voi tung chuong trinh chay
may va qua trinh rua giai tuong d6i phuc tap tén nhiéu dung mai.

Bai bao khoa hoc va sang ché dugc dé cap trén déu c6 murc gidi han phét hién, giéi han dinh
luong thip, nho d6 hd trg viéc dinh luong hoat chit NBPT va/hoic DCD & mirc ndng do thap
c6 trong cac nén mau dic biét A mAu phan boén. Cing sy phat trién cua xa hoi, mot sé loai
phan bon da dugc tich hOp d6ng thoi hai hoat chét trc ché qua trinh nitrat héa va sy hoat dong
cua enzym ureaza vi thé cang wu tién hon cic phuong phép phan tich déng thoi hai hoat chit
trén bang thiét bi thong dung, lugng hoa chit tiéu tdn trong mdi 1an phan tich khong dang ké.

Theo cac glal phap k§ thuat cua cac sang ché néu trén, chi ¢6 thé dinh lu:ong dugc don 1€ tu
loai hoat chét, tir d6 dan t6i viéc tén thoi glan chi phi vi phai thay dbi cot sic ky, hoa chét do
phai dung téi ba hodc bén loai dung moi dé lam pha dong thich hop cho ting qué trinh phan
tich.

Do d6, diéu can thiét 1a cdn c6 mdt quy trinh phan tich dinh lugng duoc d&‘)ng thdi hon hop
hai loai hoat chét bang hé méy sic ky 16ng hiéu ndng cao — HPLC, van st dung duy nhat mot
108.1 cot sic ky va mot hon hop dung moi pha dong la nude va axetonitril. Tu do viéc xur ly
mau, dén cong doan chay mau dé kiém tra ham lugng trong cac san phédm thanh phan dién ra
nhanh hon, chinh xéc va tiét kiém dwoc ngudn chi phi 1on.

Sang ché nay cung cap cac giai phap dat dugc cdc muc tiéu trén.

BAN CHAT KY THUAT CUA SANG CHE

Theo d6, muc dich tha nhit cua sang ché dé cap dén quy trinh dinh luong dong thoi n-
(n-butyl) thiophosphoric triamit (NBPT) va dixyandiamit (DCD) bang k§ thuét phén tich sic
ky 16ng hiéu nang cao (HPLC) str dung ¢t sic ky RP-C18 c6 kich thude ¢dt 250 x 4,6 mm
va kich thuéc hat 5 1a pm trong hé pha dong 1a hdn hop hai dung mdi axetonitril va nudc, bao
gdm céc budc:

i) chudn bi nguyén liéu va thiét 1ap diéu kién séc ky cho may sdc ky 16ng hiéu nang cao, cu
thé 1a:

nguyen liéu bao gdm chat chudn NBPT, chit chudn DCD, dung moi axetomtrll nude
cat, mau phan bon; trong do, hai chét chuén NBPT va DCD phai dugc sy kho & muc
nhiét do6 ttr 90 — 110°C trong 2 gio, dé ngudi vé nhiét 6 phong trong binh hit 4 am trude
khi cén;

lya chon diéu kién chay séc ky bao gbm pha tinh cdt sdc ky RP-C18 c6 kich thudce cot
250 x 4,6 mm va kich thudc hat 5 pm, pha dong axetonitril v6i nude catty 1:99, dau
do UV, thé tich tiém méu 10 pL, téc do dong la 1 mL.phut, thoi gian chay sac ky 13
phut, nhiét do cdt duoc duy tri ¢ 30°C ¢ bude song 200 — 240 nm;
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trong do, hai chét chuén NBPT va DCD phai dugc sdy kho 0 muc nhiét do tr 90 —
110°C trong 2 gid, dé nguoi v& nhiét d6 phong trong binh hut 4 am trudce khi can;

trong do6, dung mdi axetonitril va nude cht dugc loc qua gidy loc c6 kich thude 18 loc
1a 0,2 pum.

ii) pha dung dich chuén géc NBPT/DCD va ddy dung dich chudn NBPT/DCD ¢6 thanh phin
nguyén lidu duoc chudn bi & budc (i), cu thé 1a:

dung dich chuén géc NBPT ¢6 nong dd 1a 200 pg/mL duge pha bang cach hoa tan
ddng nhét chét chuén NBPT v6i nuGe cat trong binh dinh muc; sau do thuc hién pha
loang dung dich chuén gbc NBPT bang nudc ct dé thu dugc day dung dich chuan c6
ndng do NBPT bién thién theo thé ty cu thé 12 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40
ng/mL, va 60 pg/mL;

dung dich chuan gdc DCD c6 ndng d6 1a 500 pg/mL dugc pha béng cach hoa tan dong
nhit chét chudn DCD vé6i nudce cét trong binh dinh muc; sau d6 thyc hién pha loang
dung dich chudn gbc DCD bing nudc cit dé thu duoc ddy dung dich chuén ¢6 nong
dd DCD bién thién theo thir tw cu thé 1a 10 pg/mL, 20 pg/mL, 50 pg/mL, 80 pg/mL,
va 100 pg/mL;

iii) tlen hanh séc ky 1an lugt day dung dich chudn NBPT Va DCD thu dugc & bude ii) bang
méy sic ky long hiéu ning cao da thiét lap cac didu kién sic ky & budc i); két qua thu duogc
phuong trinh hdi quy cua dung dich chuén NBPT va DCD;

trong do, phuong trinh hdi quy cua chudn NBPT thu dugc la y = 14970 x + 489,19; R?
=0,9999, v6i R 1a h¢ sb tuong quan tuyén tinh;

trong d6, phuong trinh hdi quy ctia chuin DCD thu dugc 1a y = 22,346 x + 43,263; R?
=0,9997, véi R 1a hé s6 tuong quan tuyén tinh;

iv) tién hanh sic ky mau phan bon da chudn bi & budce i) bing may sic ky 16ng hidu nang cao
da thiét 1ap cac didu kién sic ky & budce 1) két qua thu dugc hai dién tich mii tin hiéu (pic)
tAch nhau ra hoan toan va mdi pic déu ddi xtng qua truc di qua dinh mdi pic; ddng thoi ghi
nhan thoi gian luu ctia DCD 1a 3,08 phut va ciia NBPT 1a 8,15 phut.

Muc dich thir hai ctia sang ché 1 dé cap mot quy trinh dinh lugng ddng thoi NBPT va DCD
bang may HPLC Agilent 1290, bdn kénh dung méi, dugc 14p dat hé thong bom mau ty dong
va c6 budng gia nhiét cho cot sc ky, cot RP-C18 va hdn hop hai pha dong 12 axetonitril va
nuée c6 do 1éch chuén tuong d6i RSD < 2% dd chinh x4c cua quy trinh cang cao.

Nhiing uu diém nay cia sang ché s& khong con nghi ngd g1 nira ddi véi nhung nguoi trinh do
k¥ nang va k¥ thuat hiéu biét thong thudng sau khi doc phan mo ta chi tiét vé cac phuong an
duoc uu tién, va duge minh hoa trong cac hinh v& khac nhau dudi day.

MO TA VAN TAT CAC HINH VE
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Céc ban v& di kém duoc két hop va tao thanh mt phin ctia séng ché nay ndm minh
hoa cac diém yéu cau bao ho doc 1ap va phu thudc cling nhu phuc vu cho viéc giai thich céc
nguyén ly hoat dong ctia toan bo gidi phap k¥ thuat.

Hinh 1 12 lvu dd minh hoa quy trinh dinh lugng ddng thoi NBPT va DCD bing phuong phap
sic ky 1ong hiéu ning HPLC theo phuong 4n cua sang ché.

Hinh 2A 14 hinh vé minh hoa mdt vi du vé& dudng biéu dién méi twong quan gitta dién tich pic
va ndng do ctia DCD theo phuong dn cia séng ché.

Hinh 2B 12 hinh v& minh hoa mot vi du v& dudng biéu dién mbi twong quan gitta dién tich pic
va nong d6 cia NBPT theo phuong an cta sang ché

Hinh 3A 14 hinh v& minh hoa mdt vi du vé séc ky dd cia NBPT va DCD trong mau chuan
theo phuong an cua sang ché.

Hinh 3B 1a hinh v& minh hoa mot vi du vé séc ky dd cia NBPT va DCD trong mau phéan bén
theo phuong &n cua sang ché.

MO TA CHI TIET SANG CHE

Phén sau ddy s& xem xét chi tiét cac phuong én dugc uu tién cua sang ché, cac vi du
vé ching dugc minh hoa trén cac hinh v& di kem. Mac du sang ché s& dugc mo ta cung véi
cac phuong an dugc uvu tién, nhung sé duoc hiéu ring sang ché khong c6 y dinh gi¢i han déi
v6i cac phuong 4n ndy. Nguoc lai, sang ché nham muc dich ddm bao céc lua chon thay thé,
cai tién va dinh luong, c6 thé dugc bao gbm trong tinh thin va pham vi cla sing ché duoc
xé4c dinh béi cac yéu cdu bao hd duoc thém vao. Hon nita, trong phéin mo ta chi tiét sau day
clia séng ché, nhiéu chi tiét cu thé dugc dat ra dé cung cAp sw hiéu biét thdu déo vé séng ché.
Tuy nhién, s& 1 hién nhién d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay
rang sang ché c6 thé duoc thuc hanh ma khong c6 céc chi tiét cu thé nay. Trong céc truong
hop khac, cac phuong phéap da biét, quy trinh, thanh phan va pham vi ing dung da khong
duoc md ta chi tiét dé khong lam mo di cac khia canh khong cin thiét ctia sang ché.

Cén luu ¥ ring thuat ngir viét tit: NBPT (N-(n-butyl) thiophosphoric triamit), DCD
(Dixyandiamit), ACN (Axetonitril), d6 1éch chudn tuong déi (RSD), d¢ léch chuan (SD) gi¢i
han phat hién (LOD), cot C18 pha dao (RP-C18), dién tich miii tin hiéu (pic), hé s6 tuong
quan tuyén tinh (R) lo dung mau (vial), vi tri rack, gigi han phat hién (LOD) va gi6i han dmh
luong (LOQ), dng hut (pipet) v. v... nhitng tén goi thong dung vira mang tinh hoc thuét vé
khoa hoc k¥ thuét trong chuyén nganh héa hoc, vira rit phd bién trong nghién ctru, sin xudt
cong nghi¢p va thuong mai hoa.

Cén chu y dén dO'n vi do ndng dd dugc liét ké trong séng ché 1a ppm va ug/mL day didu 1a
nhitng don vi do ndng do, trong d6 1 ppm = 1 pg/mL mang y nghia la c6 1 pg chét trong mot
mililit tdng khoi lugng.

Ngoai ra, cac thuat nglt dugc dé cép trong sang ché duoc sir dung viét tit thong dung bao gom
thoi gian luu (hay con goi la thoi gian luu gilr chit trong cot sic ky), pha tinh, pha dong, tbe
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do dong, v. v... déu la nhitng thuat ngit chuyén nganh hoa hoc da dugc dé cap trong cac tai
liéu chuyén nganh héa phan tich.

Cén luu y rang cac hoa chét dugc st dung téng hop hitu co va dung mdi theo phuong 4n cta
sang ché dugc mua cua hang Merck (Dirc) va Aldrich (M¥) ¢6 d9 tinh khiét dat tiéu chuén.

Theo phuong 4n cua sang ché, do tinh kh1et (%) cua don chat tinh theo trong luong la trong
lugng cua ting thanh phan hay don chét can xéc dinh do tinh khiét so véi tong trong luong
cta cac thanh phéan da bao gom don chét cin xéc dinh va tap chét ¢6 trong bt ran. Phan tram
trong luong hogc do tinh khiét (%) don chét tinh theo trong lwong ctia mot thanh phan hay
don chét = (trong lugng thanh phan hay don chét + tong trong lwgng cia céc thanh phan) x
100%; trong do, cac don vi thuong tinh bang gram (ky hiéu la g) hodc miligram (ki hiéu la

mg).

Trir khi dugce dinh nghia khéc, tit ca cac thuat ngit khoa hoc va k§ thuét dugc sir dung & day
déu c6 cling y nghia nhu thu(yng duoc hiéu béi mot trong nhitng k¥ ning thong thuong trong
k¥ thuat ma sang ché nay d& cap. Céc phuong phap, k§ thuat, thiét bi va vat liéu phd bién
duoc md ta, mac du moi phuong phép, k¥ thuét, thiét bi hodc vt liéu tuwong tu hodc twong
duong v6i cac phuong phéap duoc 1no ta trong tai liéu nay co thé dugc stir dung trong thuc té
hoac thir nghiém cua sang ché. Cac céu tric duoc mo ta trong tai liéu nay cling ducrc hiéu 1a
dé chi cac chuc ning twong duong cia cic céu trac d6. Céc tai heu tham khao vé phuong 4n
cta mot trong nhitng phuang &n, hién thuc, vi du, ¢6 thé chi ra ring cac phucrng an cua sang
ché dugc mb ta c6 thé bao gom mdt tinh nang, chu trac hoac dac diém cuy thé, nhung khong
phai moi phuong an nhét thiét phai bao gdm céc tinh nang, cu trac hodc dic tinh cu thé. Hon
nita, Vlec str dung lap di lap lai cum tur trong mot phuwong an, truc tiép hodc trong mot phuong
4an mAu muc, khong nhat thiét phai d& cap dén cting mot phuong 4n, mic du chiing c6 thé.

Sang ché hién tai s& dugc md ta chi tiét v6i tham chiéu dén cac phuwong 4n clia nd nhu duge
minh hoa trong cac ban v& kem theo.

Tham chiéu dén Hinh 1, 1a luu dd minh hoa quy trinh dinh lugng dong thoi n-(n-butyl)
thiophosphoric triamit (NBPT) va dixyandiamit (DCD) bang k§ thuat phén tich sdc ky long
hiéu nang cao (HPLC) (“quy trinh 100”) theo mot phuong an cua sang che Quy trinh 100
duoc bat ddu bang budce 101 chuén bi nguyen lidu va thiét 1ap diéu kién sic ky. Trong do,
nguyen lieu chuin bi bao gdm: chit chuén DCD, chit chuan NBPT, dung mdi axetonitril,
nuée cét, va mau phan bon. Cu thé 13, chit chudn NBPT (N-(N-butyl) th10phosph0r1c triamit)
thudc nhém phosphoricamit 1a hoat chét uc ché sinh hoc enzym ureaza c6 trong d4t ngdn chin
qua trinh hinh thanh NH;s va COa. Yéu cdu chit chuin NBPT dugc dé céap trong sang ché 1a
tdn tai & dang bot min & diéu kién thuong, t1nh thé chit rin mau tring, do tinh khiét trén 98%
va ham luong ion clorua nhé hon 10 ppm, ndng do cac kim loai nang nho hon 20 ppm. Theo
phuong an cua sang ché, chit chuan DCD (D1xyand1am1t) 1a hoat chét trc ché qua tnnh nitrat
héa bang viéc kiém soét cac hoat dong clia céc vi khuén nitrat 6 trong dAt. Yéu cdu chat
chudn DCD dugc dé cap trong sang ché ton tai dang bot tréng & didu kién thuong, st dung
hoat chét c6 dd tinh khiét 1én hon hodc bang 99%, kich thuée hat trong khoang tir 0,01 — 0,1
mm. Tinh chét vat 1y ctia hai thanh phan DCD va NBPT dugc thé hién qua Bang 1.
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Bang 1. Tinh chit vt Iy clia hoat chat DCD va NBPT

Tinh chét vat ly DCD NBPT
NH
N S

A ’ r o 3

Cong thirc hda hoc NHg)LN/ HQN_?_QA\/’A\CHE
H NHp

Nhi¢t do nong chay 208 —211°C 58 — 60°C
Ty trong 1,40 g/cm® 1,171 £ 0,06 g/cm’
Do hoa tan trong nudce 32g/L § 20°C 43¢/l & 25°C

Cin luu ¥ ring, hai chét chuin NBPT va DCD phai dugc sdy kho & nhiét do tir 90 — 110°C
trong 2 gio, dé nguoi vé nhiét d§ phong trong binh hut am truéc khi can.

Cén luu ¥ rang, dung moi axetonitril (CH3CN) ding trong phén tich sc 16ng can c6 do tinh
khiét dat trén 99,9%; trong do ham lugng amoniac dudi 0,0002%; axit axetic dudi 0,001%.
Dung moi nuoc cit (H,0) can chon loai dat duoc tiéu chudn do tinh khiét dung trong phan
tich may sc khl long ¢6 ham luong ion phal thap hon Img/kg. Ca hai dung mdi déu phai
duoc loc qua gidy loc 0,2 um trude khi tién hanh chay may.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, quy trinh chuan bi mau phan bon bao gdm céc bude sau:

(a) ldy mau phan bon chuén; Chu ¥ ring, miu phan bén chudn duoc chudn bi dya trén
cac budc hudng dan trong tiéu chuén I1SO 14820-1:2016;

(b) nghién min mau phan bén chuén;

(¢) sang mAu phén bon chuin di duoc nghién st dung rdy hodc may lic sang; trong d6
c6 kich thuéc dudng kinh rdy hodc sang clia may lac sang la 20 cm; mat sang 0,1 mm;

(d) pha 100 mL dung dich mau phan bén chudn bang cach hoa tan ddng nhét 5 g mau
phan bon chuin da dwogc sang bang nude cét trong binh dinh mtc 100 mL; trong do,
cac thiét bi st dung 1a can phan tich ¢6 do chinh xac + Img va may lic siéu 4m hodc
cac thiét bi tuong tu khéc hd tro hoa tan dong nhét dung dich miu phén bén chuan;
can luu y rang thuat ngu “hoa tan dong nhét”, c¢6 nghia 1a hoa tan hoan toan cac chét
trong mau phan bén chudn véi nude cat;

(e) loc dung dich miu phan bon chuén thu dugc & bude (d) bang mang loc ¢cé k1ch
thude 16 < 0,45 pm thu dugc mau phan bon; st dung lo dung mau (vial) dé chira mau
phén bén thu dugce & budce (e);

trong do, mau phan bon chuin duogc dé cap trong sang ché 1a mau phan bon bat ky duge san
Xuét ngodi cung c4p dinh dudng cho cay trdng con ¢ tac dung rc ché qua trinh nitrat hoa va
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enzym ureaza ton tai trong dat, nghia la trong mu phan bén chudn ¢6 chtra dong thoi hai hoat
chét NBPT va DCD.

Trong mot phuwong an uvu ti€n cua sang ché, tién hanh lua chon diéu kién séc ky cua hé may
HPLC Agilent 1290 bao gdm bude song ciia ddu do tin hiéu UV 1 tir 190 — 300 nm, thé tich
mdi 14n tiém mau 12 10 pL/l4n, lvu luong dong chiy hay con goi 1a tbc do dong trong subt
qué trinh phan tich 12 0,5 — 2 mL.phat™, tot nhit 1a 1 mL.phat!. Pha dong dugc st dung trong
quy trinh 1 hdn hop hai dung mdi nuéc va axetonitril, ty 1€ thé tich hai dung méi trong hén
hop pha dong dugc thiét 1ap phit hop vé6i quy trinh dinh luong cu thé 1a: tir 0 — 4 phut ty 1¢
nuée cit 1a 99%:; tir 4,1 — 9 phat ty 16 nude cit 1a 70% va tir 9,1 phit dén khi két thic quy
trinh dinh luong ty 1€ nudce clt 12 99%. Cot sic ky dugc st dung la cdt RP-C18 cé chiu dai
1a 250 mm, duong kinh 13 4,6 mm, va kich thudc hat 13 5 um, diéu chinh budng gia nhiét
nham duy tri nhiét d cia cot trong khoang 30 — 40°C.

Can hiéu ring, c6 thé lya chon cac hé may HPLC c6 déu do UV-VIS khac nhung can luu y
thong sb vé ap sudt, nhiét do twong (mg vdi ting hé. Hon nita, cic huéng dan lién quan dén
viéc cai dit cac théng sb vé& ap sudt va nhiét d6 phit hgp cac hé may HPLC da dugc biét dén
rong rai véi nguoi ¢6 k¥ ndng trung binh trong linh vuc héa phan tich nén s& khong dugc nhic
lai trong sang ché.

Theo phuong 4n uu tién cla sang ché, pha dong 1a ty 16 hdn hop hai dung moi axetonitril va
nuée khi ty 18 thé tich giita axetonitril va nude 1a 1 : 99 thi két qua pic cia NBPT va DCD
tach duoc hoan toan va khong xut hién cic pic cia tap chét. Diéu kién t6i wu hoa qua trinh
phén tach don chét trong cOt 1a nhiét do cot can dat & muc 30°C, néu nhiét do qué cao (16n
hon 40°C), hai hoat chit DCD va NBPT s& dé dang phan huy. Tai mtc nhiét do 30°C, khi dua
cac mAu can phén tich vao cling hay khéc thoi diém thi ciing khong anh huéng dén muc do
phan tach ctia mAu, hinh dang dinh pic, d6 d6i xtmg cta timg don chat vin dugc dam béo.

Tiép tuc bude 101, thuc hién khao sat phd hip thu UV-VIS ctia NBPT va DCD trong khoang
budc séng tir 190 — 800 nm bang méy do phd UV-VIS thu dugc két qua khoang budc séng
hap thu 1an luwot: NBPT 1a 205 — 215 nm va DCD 1a 205 — 235 nm. Tir d6, cai dat dau do UV
bén trong hé may HPLC trong khoang budc song tr 200 nm dén 240 nm.

O budc 102, tién hanh pha dung dich chuan gbc va day dung dich chuin NBPT/DCD nhim
x4c dinh tinh tuyén tinh va mién gia tri ti nguyén liéu da chuin bi & buéc 101. Dung dich
chun sau khi pha phai chtra chinh xac ndng do ciia chét cin phan tich. Dya vao do tinh khiét
cla ting chét tién hanh quy d6i ham luong chinh xéac cua chét cin can phan tich. Céc thiét
bi/dung cu trong phong thi nghiém dugc st dung & bude 102 nhu cén phén tich, may lac siéu
am, binh dinh mre, cde thiy tinh ¢6 mo, dng nhé giot thiy tinh, v.v... phai dugc lam sach
rira qua cdn va sdy kho trong ti sdy ¢ nhiét d6 90 — 100°C trong vong 1 gio, sau do dé nguoi
v& nhiét do phong; va phai dugc hidu chuén trude d6 dé dat do chinh x4c t6t nhét han ché sai
s6 do thiét bi/dung cu gay ra.

Theo phuong an uu tién cua sang ché, dung dich chudn gbc NBPT duoc st dung trong quy

trinh 100 ¢6 ndng d6 1a 200 pg/mL dugc pha bing cach can chinh xac mot luong chét chuén
NBPT di dugc chun bi & bude 101 bang can phén tich c6 do chinh xé4c + 0,00001 mg va cho
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vao binh dinh mrec, tiép dé st dung nudce cAt dat tiéu chuin d6 tinh khiét phan tich séc ky
long dinh mtre t61 vach, va lic déu hodc str dung may lic siéu Am hodc céc thiét bi tuong tu
khac thu duoc dung dich chudn géc NBPT. Tiép tuc, pha lodng dung dich chuédn gbc NBPT
vira thu dugce bang nude cit trong cc binh dinh mirc thu duge ddy dung dich chuidn NBPT
theo céc ndng do 1an luot 1a 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, va 60 pg/mL; trong
d6, mdi dung dich chudn NBPT sau khi pha xong duogc cho vao ting lo dung mau khac nhau.

Theo phuong 4n wu tién cua sang ché, dung dich chuin gbc DCD dugc st dung trong quy
trinh 100 ¢6 ndng do 1a 500 pg/mL dugc pha bing cach can chinh xac mdt lugng chat chuin
DCD d3 dugc chudn bi ¢ bude 101 bing can phan tich c6 do chinh xac + 0,00001 mg va cho
vao binh dinh miec, tiép do sir dung nude ct dat tiéu chudn do tinh khiét phan tich sic ky
long dinh mtre t6i vach, va lic déu hodc su dung may lic siéu 4m hodc cac thiét bi tuong tu
khac thu duoc dung dich chuén gée DCD. Tiép tuc, pha lodng dung dich chuan gbc DCD vira
thu duge bing nudce cét trong cc binh dinh mirc thu duge ddy dung dich chuan DCD theo
cac ndng d6 1an lwot 1a 10 pg/mL, 20 pg/mL, 50 pg/mL, 80 pg/mL, va 100 pg/mL; trong do,
mdi dung dich chudn DCD sau khi pha xong dugc cho vao timg lo dung mau khéc nhau.

Tai bude 103, tién hanh sic ky 1an luot day dung dich chudn NBPT va DCD thu dugc & bude
102 theo didu kién da thiét lap ctia may phén tich HPLC & budc 101; cu thé 1a cac lo vial chira
dung dich chuin NBPT/DCD dugc sip xép vao trong khay dung miu, dua khay vao vi trf
rack bén trong may sic ky léng HPLC da dwoc khoi dong va cai dit thong sd & bude 101.
Didu khién qué trinh phén tich thong qua hé théng may tinh dugc lién két véi hé may sac ky,
tién hanh ghi nhén lai ty 18 dién tich pic trén sdc ky dd. Két qua thu dugc & bude 103 1a phuong
trinh hdi quy NBPT va DCD dugc thé hién trong Bang 2.

Béng 2. Phuong trinh hdi quy cta hai chat chuan NBPT va DCD.

Nong do 20 40 60 80 100
DCD (ng/mL)
Dién tich pic | 479,510 | 941,310 | 1394,400 | 1840,400 | 2264,600
Phuong trinh hoi quy: y = 22,346 x +43,263; R*=0,9997

Nong do
(ng/mL) 5 10 20 40 60

Dién tich pic | 147,960 | 300,930 | 449,200 | 603,340 | 896,190
Phuong trinh hdi quy: y = 14970 x + 489,19; R = 0,9999

NBPT

Theo s6 liéu Bang 2, khao sat su twong quan gifta y (dién tich pic) va x (ndng do NBPT) bang
phuong phap binh phuong téi thiéu, két qua cho thay hé s6 R? = 0,9999 suy ra R = 0,9999 >
R =0,999; chtng t6 ¢6 su tuong quan tuyén tinh gitta ndng d6 NBPT va dién tich pic tuong
ung.

Theo sb liéu Bang 2, khao sat su twong quan gifta y (dién tich pic) va x (ndng d6 DCD) bang
phuong phép binh phuong téi thiéu, két qua cho thdy hé s6 R? =0,9997 suy ra R = 0,9998 >
R =0,998; ching t6 cd sy tuong quan tuyén tinh gitta ndng ¢6 DCD va dién tich pic trong
ung.

-10-
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Theo phuong 4n cua sang ché, gidi han phat hién (LOD) duoc xéc dinh tai dung dich chuin
NBPT ¢6 ndng do 1a 6,00 pg/mL, va tai dung dich chuan DCD c6 nong d6 1a 1,41 pg/mL cho
dap Gng pic gap khoang 3 14n d6 nhidu duong nén. X4c dinh gi6i han phét hién (LOD) va gi6i
han dinh lvong (LOQ) bang phuong phap thém chudn dua trén viéc chay lap 10 lan trén mau
thir da pha loang nham dé ndng do thdp hon 10 1an so véi ndng do thuc té c6 trong phan bén
goi tat day la dung dich thtr. Két qua tinh toan dya trén cong thirc sau:

LOD =3 xSD

2 —x)7?
=TT

R = X/LOD

trong d6, SD 1a dd léch chudn, n 14 sb lan lap mau, theo sang ché sb lan lap mau duarala 10
1an; gi4 tri R 1a tiéu chuén danh gia, néu 4 <R < 10 thi ndng d dung dich thir phu hop va
LOD duge st dung cho phuong phap, néu R < 4 thi can pha dung dich tht ¢6 ndng do cao
hon d8 thtt nghiém va néu R < 10 thi cdn pha dung dich thir c6 ndng d9 thap hon.

Trong mdt phuong an, dung dich thir bao gdm: 5 g miu phan bén; 0,5 mL DCD 200 ppm; va
2 mL NBPT 200 ppm. Tién hanh pha lodng 10 1an dung dich tht, sau d6 thuc hién sac ky 10
lan dung dich thir da pha loang & trén cho két qua dd lap lai cta dién tich pic cua dung dich
¢6 ndéng do & miec gidi han phat hién trong Bang 3.

Bang 3. Két qua khao sat do lap lai tao LOD va LOQ

Lin mmiv | Két qua 1Ay mau (ng/mL) | Két qua chay sic ky (ug/mL)
phén bon DCD NBPT DCD NBPT
1 5,0161 0,66 1,86 13,21 36,99
2 5,0296 0,68 1,56 13,46 30,93
3 4,9998 0,74 1,79 14,77 35,90
4 5,0133 0,68 1,79 13,63 35,80
5 5,0392 0,71 1,61 14,13 31,94
6 5,0146 0,69 1,84 13,68 36,70
7 5,0011 0,68 1,77 13,53 35,31
8 5,0181 0,70 1,81 13,88 36,01
9 5,0558 0,67 1,79 13,32 35,44
10 5,0312 0,67 1,80 13,33 35,74
Trung binh 13,69 35,08
bo léch 0,47 2,00
chuin (SD)
LOD 1,41 6,00
LOQ 4,68 20,00
R 9,74 5,84

-11-
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‘ Két luan ‘ } ‘ 1 Dat ‘ Dat ‘

Cubi cing & bude 104, didu khién hé théng sic ky long théng qua may tinh liy luong dung
dich mau phan bon da xtt ly & bude 101, tién hanh tiém 1an luot dung dich mau phan bén vao
cot séc ky RP-C18. Tai déy, nhiét do cot dugc giit ¢b dinh & mic 30°C trong sudt 13 phut
chay séc ky. Két qua thu dwoc & budce 104, sic ky dd hién thi trén man hinh thu duoc hai pic
tach nhau ra hoan toan va mdi pic déu déi xting nhau qua duong thang di qua dinh ctia mdi
pic, ghi nhéan lai thoi gian luu (tr) cia DCD la 3,08 phut va cua NBPT la 8,15 phut. Theo do,
két qua dién tich pic clia ting hoat chat khi chay may HPLC & budc 104 duge ghi lai va thé
vao gia tri y trong phuong trinh hdi quy tuong tng ciia tirg hoat chiat NBPT/DCD di tim
duge & bude 103 nhdm muc dich x4c dinh gid tri x chinh 14 ham lugng hoat chét NBPT/DCD.
Két qua cac dinh ham lwong NBPT va DCD ctia mau phan bon bang HPLC duoc trinh bay
trong Bang 4.

Bang 4. Két qua x4c dinh do chinh x4c ctia phuong phap HPLC

Khéi lrgng Ham lugng . Ham lugng
STT (@) ' Dién tich pic DCD Dién tich pic NBPT
& (pug/mL) (ug/mL)
1 4,9981 1545 1346,91 2194 282,71
2 5,0088 1546 1344,83 212,2 282,50
3 5,0048 1552 1345,69 212,2 280,33
4 5,0042 1551 1356,66 217,2 285,96
5 4,9978 1546 1347,79 217,1 286,54
6 5,0079 1551 1349,07 217,5 289,51
Trung binh 5,0036 1548.,5 1348,492 215,9 284,5917
SD 0,005 3,146 4,273 2,999 3,345
RSD% 0,002 1,285 1,745 1,224 1,365

Dua vao s6 liéu Bang 5, gia tri RSD (n=6) < 2% c6 y nghia la phuong phap c¢6 do chinh xéc
dat yéu cau, dap ting yéu cAu phén tich.

Theo mdt phuong an khéc cua sang ché, nham dé xac dinh d6 chinh xac clia quy trinh 100,
tién hanh chay méy séc khi dinh luong mot mau chuén thanh phén bao gdm DCD ndng do 60
ug/mL va NBPT ndng do 30 pg/mL duoc tron lai v6i nhau theo ty 1€ 1 : 1, diéu kién chay
may sic ky 1déng twong tu nhu trong qua trinh chay mau. Két qua vé thoi gian Iuu va dién tich
pic dugc trinh bay trong Bang 5.

Bang 5. Két qua thdm dinh tinh thich hop cua hé théng sic ky.

STT DCD NBPT
tr (pht) Dién tich pic tr (phut) Dién tich pic
1 3,087 1390,90 8,153 284,40
2 3,082 1388,60 8,151 285,20
3 3,082 1395,20 8,151 285,40

-12-
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4 3,080 1396,40 8,149 285,30

5 3,081 1396,20 8,148 285,40

6 3,080 1397,80 8,149 285,30

Trung binh 3,082 1394,18 8,150 285,17
SD 0,003 3,61 0,002 0,38
RSD (%) 0,001 1,47 0,001 0,16

trong do, y nghia cua céc gid tri bao gém SD la dd 1&ch chuin, RSD 1a d¢ léch chuin tuong
ddi duogc tinh bang cong thire sau:
RSD = 2
X
Dua vao sd lidu trong Bang 4, RSDihsi gian iwu NBpT < 1% va RSDuien tich pic NBPT < 2%; RSDihoi gian
wu DCD < 1% va RSDuién tich pic Dcb < 2% dap trng dung yéu clu dd dic hiéu cho thay hé thong
pht hop dé dinh lugng ddng thai NBPT va DCD trong mau phéan bon.

Theo phuong an khéc cua siang ché, quy trinh 100 ngoai trir dung dé x4c dinh ham luong
NBPT va DCD ¢6 trong phan bén bang HPLC con ¢6 thé xac dinh ham luong NBPT va DCD
trong mau dét trong,

Theo phuong 4n ciia sang ché, quy trinh 100 d4p tmg dugc cac yéu cdu vé do dic hiéu, do
tuyén tinh va khoang xac dinh, do chinh xéc, d¢ lap lai, tinh thich hgp dé dinh tinh, dinh luvong
NBPT va DCD trong mau phan bén. Quy trinh 100 st dung may HPLC Agilent 1290 va cot
RP-C18 trong thoi gian 13 phut, st dung pha dong bao gbém hai dung mdi duy nhét 1a
axetonitril va nude. Do d6 thoi gian phén tich duoc rut ngan, lugng hoa chit st dung giam
b6t dang ké, qua trinh rira giai sau khi két thic quy trinh dinh luong don gian va khong xay
ra hién tuong pha dong anh hudng dén nén mau khi sir dung pha dong c6 chira axit. Ngoai ra,
quy trinh dinh luong rat 1a don gian, kha thi, thuan tién va c6 do tin cy cao.

D2 cép dén Hinh 2A, 1a hinh minh hoa mét vi du vé biéu dd dudng biéu dién duong thing
twong quan gifta dién tich pic va ndng d6 ctia DCD theo mot phuong 4n clia sang ché. Biéu
dd duong 200A 1a két qua thyuc hién ctia bude 103 clia quy trinh 100, trong d6 truc tung (Oy)
biéu thi gid tri dién tich pic va truc hoanh (Ox) biéu thi gia tri ndng d6 (ug/mL) dung dich
chudn DCD.

Dé cap dén Hinh 2B, 1 hinh minh hoa mot vi du vé bidu dd dudng biéu dién duong thing
twong quan gitra dién tich pic va ndng dd ciia NBPT theo mdt phuong én cua séng ché. Biéu
dd duong 200B 1a két qua thuc hién cta bude 103 ctia quy trinh 100, trong d6 truc tung (Oy)
biéu thi gi4 tri dién tich pic va truc hoanh (Ox) biéu thi gié tri ndng do (ug/mL) dung dich
chuan NBPT.

D2 cap dén Hinh 3A, 12 hinh minh hoa mot vi du vé séc ky @ 300A cua NBPT va DCD trong
mau chuén theo mot phuwong 4n cua sang ché. Sic ky d6 300A 1a két qua clia budce chay sac
ky 16ng hiéu nang cao dugc thyc hién ¢ budc 103 cua quy trinh 100.

-13-
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pé cap dén Hinh 3B, 1a hinh minh hoa mét vi du vé séc ky dd 300B minh hoa sic ky dd cua
NBPT va DCD trong mau phan bén theo mot phuong 4n cua séng ché. Sic ky d6 300B la két
qué ctia bude chay sic ky 16ng higu nang cao dugc thuc hién & bude 104 cua quy trinh 100.

Vi DU THU'C HIEN SANG CHE

Muc dich cta phdn vi du sau ddy nhiam chimg minh rang giai phap ly thuat trong sang
ché nay da duoc tdc gia nghién cttu va thir nghiém thanh cong. Cu thé, quy tinh dinh luong
dong thoi n-(n-butyl) thiophosphoric triamit (NBPT) va dixyandiamit (DCD) bang k¥ thuét
phan tich sdc ky 1éng hiéu nang cao (HPLC) dugc ing dung dé phan tich ham lugng DCD va
NBPT irong mdt mau phan bén uré duge thuc hién cu thé qua céc budc bao gém:

a) Chudn bi nguyén liéu va thiét 1ap diéu kién sic ki bao gom:

chét chudn: DCD (99%, Sigma-Aldrich), NBPT (98,4%, Sigma-Aldrich); trong d6 hai
chit chuén NBPT va DCD duoc sdy khd & mirc nhiét do tir 90 — 110°C trong 2 gio, dé
ngudi vé nhiét do phong trong binh hut am trude khi cén;

dung moi axetonitril dat tiéu chudn HPLC (Merck) dugc loc qua gidy loc 0,2 pum;
nude cit dat tiéu chudn tinh khiét phan tich, va duoc loc qua gidy loc 0,2 um

mau phéan bon N46-plus, nghién min, sing miu qua may lic sang c6 duong kinh 14 20
cm, mat sang 0,1 mm;

chudn bi 6 mau phan bén N46-plus chay séc ky dugc thuc hién bang cach can 5 g mau
véi d chinh xac = 0,1 mg, hoa tan béng nude cit trong binh dinh mc 100mL, dung
dich miu sau khi pha lodng v6i nudc cat duge dua vao mdy ldc siéu am trong vong 20
phut, va dugc loc qua dau loc co kich thude < 0,45 um thu duogc mau phén bon sau loc
duoc chia trong lo dung mau (vial). Tién hanh 1ap lai cac bude da néu 6 lan, két qua
thu duoc 6 mau phan bon chay sic ky;

i) Chuén bi may sac ky hiéu nang cao va dung cu phan tich bao gdm:

hé théng HPLC Agilent 1290 ¢6 4 kénh dung mdi, bom mau ty dong, co budng gia
nhiét cot, ddu do UV, cot sic ky C18 (250 x 4,6 mm; Spm);

dung cu phén tich: can phan tich Mettler do chinh xac + 0,1 mg, may lic siéu am, cac
dung cu thuy tinh, binh dung muc, 6ng hut (pipet) c6 do chinh xac phu hop.

ii) Lua chon dicu kién sdc ky:

cai dat bude séng: 190 — 800 nm; trong d6 budce song hép thu cua DCD 14 205 — 235
nm, bugc séng hép thu ciia NBPT 1a 205 — 215 nm;

pha tinh: ¢t C18;

pha dong: hdn hop axetonitril (C) : nude (A), trong do, ty 1¢ hai dung moi nay thay a6i
theo thoi gian dinh lugng trén may HPLC dugc thé hién qua bang 6:
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Bang 6. Ty 18 axetonitril (C) va Nudc (A) thay ddi theo thoi gian

Thoi gian (phut) A(%) C(%)
0,0 99,0 1,0
4,0 99,0 1,0
4,1 70,0 30,0
9.0 70,0 30,0
9,1 99,0 1,0
13,0 99.0 1,0

tbc d6 dong: 1 mL.phut™;
thé tich tiém: 10 pL;
thoi gian lvu DCD 3,08 phut; thoi gian luu NBPT 1a 8,15 phut;
thoi gian phan tich mau 13 13 phut.
b) Pha dung dich chudn géc NBPT va DCD:

pha dung dich chuan gbc NBPT c¢6 nong dd 200 pg/mL bing cach cén 10 mg chat
chudn NBPT véi d6 chinh x4c + 0,1 mg, sau do hoa tan béng nudce cat trong binh dinh
muc 50 mL;

pha dung dich chuén gbc DCD ¢6 ndng d6 500 ug/mL béng cach can 25 mg chit chin
DCD v6i do chinh xac £ 0,1 mg, sau d6 hoa tan bing nudc cét trong binh dinh mtrc 50

mL;
pha day dung dich chuén NBPT/DCD tir dung dich chudn gbc NBPT/DCD dugc thé
hién qua Bang 7 va Bang 8;
Bang 7. Pha cac dung dich chudn DCD
STT | Thé tich dung | Thé tich binh | Nong do hoat
dich chuan goc | dinh mtc (mL) chat DCD
DCD (mL) (ug/mL)
1 1 50 10
2 2 50 20
3 5 50 50
4 8 50 80
5 10 50 100

Béng 8. Pha c4c dung dich chudn NBPT
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STT | Thétich dung | Thétichbinh | Nong do hoat
dich chuén gdc | dinh mirc (mL) chit NBPT
NBPT (mL) (ug/mL)
1 1,25 50 5
2 2,5 50 10
3 5 50 20
4 10 50 40
5 15 50 60

¢) chay lan luot hai day dung dich chudn NBPT va DCD trong hé may sic ky da duoc thiét
1ap & bude a) két qua sic ky dd dung dich chuén cia NBPT va DCD duoc minh hoa nhu trong
Hinh 3A. Két qua cho thiy c6 sy twong quan tuyén tinh giita dién tich pic va ndéng do
NBPT/DCD trong khoang khao sat v6i hé sé trong quan R2~1 tham chiéu Hinh 2, cu thé 1a
Hinh 2A 1a phuong trinh hdi quy ctia chat chuan DCD 1a y = 22,346 x + 43,263; R2 = 0,9997
va Hinh 2B 14 phuong trinh ctia chit chudn NBPT la y = 14970 x + 489,19; R2 = 0,9999.

d) chay sic ky mau phan bon thu duoc & bude i) bang may HPLC da thiét 1ap & bude a) thu
dugc hai pic tach nhau ra hoan toan, mdi pic ddi xing qua truc di qua dinh mdi miii tham
chiéu Hinh 3 ¢6 d9 léch chudn twong d6i RSD < 2% chung té phuong phép c¢6 do chinh xéc
dap tmg duoc yéu cdu phan tich; cu thé 1a Hinh 3A 1a séc ky dd ciia mau chuan NBPT va
DCD, va Hinh 3B 1a séc ky do ctia mau phan bon N46-plus.

Do d6, sang ché bao gom tit ca cac stra ddi, twong duong va céc lua chon thay thé nam trong
tinh than va pham vi ctia cdc yéu cdu bao ho sau ddy. Can phai hiéu thém rang khong phai tét
ca cac phuong an dugc tiét 16 trong dic ta da néu & trén s& nhét thiét phai théa man hoac dat
duoc timg dbi tuong, vu diém hodc cai tién duoc mo ta trong dac ta da néu & trén.

Yéu céu cac yéu td va cac budc trong tai liéu nay co thé da duogc danh s va/hodc ky tu chi
nhu mot sy tro gitp cho kha ning doc va hiéu. Bit ky viéc danh sb va ky ty nao nhu vay
khong nham muc dich va khong nén dugc thuc hién dé chi ra thi tu cta céc yéu td va/hodc
céc bude trong yéu ciu bao ho.

Tom tit sang ché duge cung cép s& cho phép ngudi doc xac dinh ban chit va y chinh cua cong
b6 ky thuat. N6 dugc trinh bay véi sy hidu biét rang né sé khong dugc stt dung dé gi6i han
hodc gidi thich pham vi hodc y nghia ctia cac yéu cau bao hd. Céc yéu cdu bao ho sau day da
dugc dwa vao md ta chi tiét, véi mdi yéu cau bao ho ding riéng nhu mot phuong an doc lap.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh dinh lugng dong thoi N (n-butyl) thiophosphoric triamit (NBPT) va dlxyandlamlt
(DCD) bang k¥ thuat phan tich sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC) bao gbm cac budc:

i) chuén bi nguyén li¢u va thiét 1ap didu kién sac ky cho may sdc ki hiéu nang cao, cu thé la:

nguyen liéu bao gdm chét chuan NBPT, chét chuin DCD, dung moi axetomtnl nudc
cit, mau phan bon; trong do, hai chét chuan NBPT va DCD phai dugc sdy kho & muc
nhiét do tir 90 — 110°C trong 2 gid, dé ngudi vé nhiét do phong trong binh hit 4 am trude
khi can;

luya chon diéu kién chay sdc ky bao gém pha tinh ¢4t sdc ky RP-C18 c¢ kich thude cot
250 x 4,6 mm va kich thudc hat 5 um, pha dong axetonitril vi nude citty 16 1 : 99,
dau do UV, thé tich tiém mAu 10 pL, toe do dong 12 1 mL.phut”, thoi gian chay sac ky
13 phut, nhiét d6 cot duge duy tri ¢ 30°C ¢ budc song 200 — 240 nm;

trong d6, hai chét chudn NBPT va DCD phai dugc sdy kho ¢ mic nhiét do tir 90 —
110°C trong 2 gid, dé ngudi vé nhiét do phong trong binh hat 4m trude khi can;

trong d6, dung moi axetonitril va nude cht dugc loc qua gidy loc o kich thudce 15 loc
10,2 pm;

ii) pha dung dich chuén géc NBPT/DCD va ddy dung dich chudn NBPT/DCD c6 thanh phan
nguyén liéu dugc chuin bi & bude (i), cu thé la:

dung dich chuan géc NBPT ¢6 ndng dd 1a 200 pg/mL dugc pha bang cach hoa tan
ddng nhit chit chuan NBPT v6i nudc cit trong binh dinh muc; sau do thuc hién pha
loang dung dich chuan géc NBPT bing nudc cat dé thu dugc diy dung dich chuén c6
nong do NBPT bién thién theo tht tu cu thé 1a 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40
ug/mL, va 60 pg/mL;

dung dich chuan g6¢ DCD ¢6 ndng d6 14 500 pg/mL dugc pha bang cach hoa tan dong
nhét chét chuin DCD véi nude cét trong binh dinh mirc; sau d6 thyc hién pha loang
dung dich chuén gbc DCD bing nudc cit dé thu dugc ddy dung dich chuin ¢6 nong
d6 DCD bién thién theo thu tu cu thé 1a 10 pg/mL, 20 pg/mL, 50 pg/mL, 80 ug/mL,
va 100 ug/mL;

111) t1en hanh sic ky lan lugt day dung dich chuan NBPT va DCD thu duogc & budc ii) bang

may sac ky hiéu ning cao da thiét 1ap cac diéu kién sic ky & budc i); két qua thu duge phuong
trinh hdi quy ctia dung dich chuin NBPT va DCD;

trong d6, phuong trinh hdi quy cia chudn NBPT thu dugc 1a y = 14970 x + 489,19; R?
= 0,9999, v6i R 1a hé sb trong quan tuyén tinh, x 1a ndng do NBPT. y 1a dién tich pic;

trong do, phuong trinh hdi quy ctia chuan DCD thu duoc lay =22,346 x +43,263; R?
=0,9997, v6i R 1a hé s twong quan tuyén tinh, x 14 ndéng do DCD, y 1a dién tich pic;
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iv) tién hanh sic ky mau phan bén di chudn bi & budc i) bang may sic ky hiéu ning cao da
thiét 14p céc didu kién sdc ky & bude 1); két qua thu dugc hai dién tich mili tin hiéu (pic) tach
nhau ra hoan toan va mdi pic déu ddi xtmg qua truc di qua dinh mdi pic; ddng thoi ghi nhan
thoi gian luu ciia DCD 14 3,08 phuat va cuia NBPT 1a 8,15 phut.

2. Quy trinh dinh lugng dong thoi NBPT va DCD bang k¥ thuat phan tich sic ky 16ng hi¢u
ning cao (HPLC) theo diém 1, trong d6 mau phan bén & budc i) duge chudn bj bao gdm cac
budec:

(a) 1dy mAu phan bén chuén; trong d6, mau phan bén chuén 1a mau phén bon bét ky
duoc san xuit ngoai cung cip dinh dudng cho cdy trong con c6 tic dung tic ché qua
trinh nitrat hoa va enzym ureaza ton tai trong dit, nghia la trong mau phéan bén chuén
¢6 chtra ddng thoi hai hoat chit NBPT va DCD.

(b) nghién min mau phéan bén chuan & budc a) thu duge mau phan boén chuan da duoc
nghién;

(¢) sang mau phan bon chuén da dugc nghién thu duge & budce b) sit dung ray hoic sir
dung may lic sang; trong do kich thuéc mit sang 0,1 mm; két qua thu duge mau phan
bén chuan da duge sang;

(d) pha 100 mL dung dich miu phan bén chuén bang cich hoa tan déng nhit 5 g mau
phan bon chuan da dugc sang thu duge & bude c) bang nudc cit trong binh dinh mirc
100 mL; trong do, thiét bi st dung & bude d) 1a can phén tich c¢6 do chinh x4c + Img
va may lic siéu am;

(e) loc dung dich mau phéan bon chuan thu dugc & bude d) bang mang loc ¢ kich thudc
15 < 0,45 um thu duge mau phén bon; st dung lo dung mau (vial) dé chira mau phan
bén thu dugce & budce e).

3. Quy trinh dinh luong ddng thoi NBPT va DCD béng k¥ thudt phén tich sic ky 1éng hi¢u
ning cao (HPLC) theo diém 1, may sdc ky 1ong hidu niang cao, t6t nhat 1a dong may HPLC
Agilent 1290, bén kénh dung méi, duge lap dat hé thong bom mau tu dong va c6 budng gia
nhiét cho cot sic ky.

4. Quy trinh dinh lugng ddng thdi NBPT va DCD bang k§ thuat phan tich sic ky 1ong hiéu
ning cao (HPLC) theo diém 1, ddu do UV dugc cai dat khoang bude séng tir 190 dén 800
nm; tdt nhit tir 200 dén 240 nm; trong d6, khoang buéc séng hép thu ctia NBPT la 205 — 215
nm va cua DCD 1a 205 — 235nm.

5. Quy trinh dinh luong ddng thoi NBPT va DCD bing HPLC bang k¥ thuét phén tich sac ky
16ng hi¢u nang cao (HPLC) theo diém 1, khi chay mau chuin thanh phan bao gom DCD 60
ng/mL va NBPT 30 pg/mL thu dugc do 1éch chuén twong ddi RSD < 2%.
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