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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén phuong phap phap xac dinh du luong hoa chat bao vé
thyc vat (BVTV) nhom clo hiru co trong mau bang cach sdc ky ghép khéi pho bao gom cac
bude: (1) tdi uu hoa cac dleu kién cua hé thong sac ky- -khdi pho (Gas Chromatography-
Mass Spectrometry, viét tat 1a GC- -MS); (2) chuan bi miu dung cho phan tich GC-MS; (3)
thiét 1ap sic ky dd cua tap hop cac chat chuan ma 1a hoa chat BVTV nhém clo hitu co; (4)
thiét 1ap bo dudng chuan cho tap hop cac héa chat BVTV nhém clo hitu co, trong d6 bd
duong chuan nay dung dé xac dinh ndng d6 hoa chit BVTV trong mau phan tich; va (5)
xac dinh du lugng hoéa chit BVTV nhém clo hitu co trong mau méu thyc té bang cach st
dung diéu kién t6i uu hoa thu duoc tir bude (1), mau phén tich dugce chuan bi theo budc
(2), sic ky @6 chuin duoc thiét 1ap theo budc (3) va bd duong chuan duogc thiét 1ap theo
budce (4).
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Linh vie k¥ thuit dwec dé cap

Giai phap hiru ich thudc linh vuc héa hoc phan tich, cu thé 13 dé cap dén phuong phap
xac dinh du luong hoa chét bao vé thuc vat nhom clo hiru co trong mau béng cach séc ky
khi ghép khdi phd (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, viét tit 1a GC-MS), timg dung
trong linh vyuc nghién ctru y dugc hoc.
Tinh trang ky thuit cta giai phap hiru ich

Thudc hay hoa chit bao vé thuc vat (BVTV) 1a tén goi chung dé chi cac san pham
hoéa chit dugc ding trong nong nghiép, 1am nghiép nhim muc dich ngin ngira, phong trir va
tiéu diét cac dbi tuong gy hai cho cdy trong, cho nong 14m san hay dé didu hoa, kich thich
sinh trrdng cho cdy trong tir dong rudng cho dén kho bao quan. Hién nay, thude BVTV rét
da dang va phong phti v& moi mit trén tat ca cac loai cdy trong. Theo ngudn gbc héa hoc thi
thuéc BVTV dugc phan thanh cac nhom chinh sau: nhém thudc thao mdc, nhém lan hivu co,
nhém carbamat, nhém clo hitu co. Nhém clo hitu co 13 hop chit cia dan xuat hydrocacbon,
trong phén tir ¢6 nhidu nhém thé 13 cac nguyén tir clo. Do c6 lién két gitra cacbon va clo
trong phan tir nén cac hop chat clo hitu co rat bén vimg va khé phan hiyy. Sau khi dwogc st
dung, chung ton tai 1au trong méi truong va c6 kha nang tich liy dan trong co thé con ngudi
do phoi nhiém theo thoi gian qua ngudn thuc phim, nuée, khong khi, tiép xic qua da, ddn
t61 hé luy khéng tét toi ste khoe cia cong dong.

D3 c6 nhiéu nghién ctru chi ra méi lién quan giira ndng do thuéc BVTV nhém clo
hitu co trong méu véi bénh r6i loan than kinh (Stephens et al., 1995; Parron et al., 1996;
Mathur et al., 2002; Hernandez et al., 2003; Salvi et al., 2003) va ung thu (Mathur et al.,
2002; Bolognesi, 2003; Clary et al., 2003; Hernandez et al., 2003). Vi vay, xac dinh dugc
du lvong thuéec BVTV nhém clo hitu co trong méu c6 vai trd rat quan trong trong nghién
ctru danh gia nguy co sitc khoe moi truomg do phoi nhiém véi nhém hoat chat doc hai nay,
tir d6 dua ra cac bién phap phong chdng hitu ich dé nang cao strc khoe clia cong dong.

D3 biét mot sb phuwong phap phén tich da duoc nghién ctru trén thé gidi dé xac dinh

du luong thuée BVTV nhém clo hitu co va din chit chuyén héa ctia chiing trong mau, ching
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han xem Matos et al 1998; Frias et al., 2001; Liu and Pleil, 2002; Ramesh and Ravi, 2004;
Ariffin and Anderson, 2006). C4c phuong phap sic ky dac biét 14 sic ky khi va sic ky léng
1 nhitng phuong phép duge sir dung phd bién v6i diu do phat hién 1a dau do phat hién nito
phospho (Nitrogen Phosphorous Detector, viét tit 1a NPD) (Tarbah et al., 2001; Tsoukali et
al., 2005), dau do phét hién bit electron (Electron Capture Detector, viét tat 1a ECD) (Mathur
et al., 2002; Heudorf et al., 2003) va dau do khéi phd (Mass Spectroscopy, viét tat 1a MS)
(Angerer et al., 1997; Hernandez et al., 2002; Schettgen et al., 2002; Ariffin and Anderson,
2006; Bouwman et al., 2006; Petropoulou et al., 2006; Inoue et al., 2007). Cac phuong phap
nay da s méi tng dung dé x4c dinh duge mot vai chét trong nhém clo hitu co, véi do nhay
va do dic hiéu phat hién con han ché. Hon nita, viéc phoi nhiém qua mdi trudong c6 thé tiép
xtic v6i nhidu din chét khéc nhau trong cing mot nhom chét. Vi vay van can c6 phuong
phap x4c dinh duoc nhiéu dan chét trong mot quy trinh phan tich véi do nhay t6t dé khic
phuc cac han ché cta cc phuong phép trude dob. Ddng thoi giai phap xac dinh dugc nhiéu
din chét cia nhém thuée BVTV nhém clo hitu co trong mau véi 6 nhay va dic hiéu cao
bing phuong phép phan tich sic ky khi khdi pho hién dai s& c6 gid tri hitu ich trong danh gia
nguy co strc khoe moi truong mot cach toan dién va day da nhét.
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Ban chat k§ thuat ciia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hitu ich 1a d& xuét phwong phap x4c dinh du lugng thude bao
vé thue vat nhom clo hiru co trong mau véi d§ nhay va do dac hiéu phat hién cao, déng thoi
6 thé xac dinh duoc nhidu din chat trong mdt quy trinh phéan tich v4i dd nhay t6t dé khic

phuc céc han ché cua cac phuong phép d biét. Pé dat duge muc dich ndy, gidi phap hitu ich
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budc 1: t6i wu héa cac didu kién cua hé théng sic ky khi-khdi phd (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, viét tit 1a GC-MS), trong d6 hé théng GC-MS bao
g6m hé théng Autosystem GC-600/Turbo Mass 600D (hing san xuét Perkin-Elmer), va bo
bom mAu chia dong/khong chia dong kha 14p trinh (Programmable Split/ Splitless Injector,
viét tat 1a PSSI), cot mao quan Elite-5 MS (hdng san xuat Perkin-Elmer) véi cac diéu kién

toi vu nhu sau:

- nang lugng ion hoa Ei: 70 eV

- nang lugng khuéch dai dau do: 1,2kV

- nhiét d6 ngudn ion: 230°C

- nhiét do bd phan két néi GC-MS: 250°C

- nhiét d6 cdng bom: 240°C

- khi mang: heli

- pha tinh qua cot: 1,4-bis(dimetylsiloxy)phenylen dimetyl
polysiloxan

- tbc @6 dong khi mang qua cot: 1,7 ml/phut

- thoi gian ngit dung moi: 7 phut

- ché d6 bom mau: khong chia dong
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- ché d0 sic ky do ion tdng (Total Ton 50 dén 550 don vi khéi lugng nguyén tir

Chromatogram, viét tit 1a TIC): (Atomic Mass Unit, viét tit 1a amu)

- ché d6 chay: ché do ghi ion duoc chon (Selected Ion
Recording, viét tit 1a SIR) va ché do quét
(SCAN)

- thé tich bom mAu: lul

- chwong trinh nhiét do cua budng cot:  70°C gifr 1 phit, ting 15°C/phit d&én 180°C giir
0 phit, sau do tang 5°C/phut dén 210°C giir 0
phit, tiép tuc tang 15°C/phut dén 280°C giir 3
phut

budc 2: chuin bi mau dung cho phan tich GC-MS; trong do6 mau duoc chuin bi theo
quy trinh bao gdm céc cong doan sau:

i) ddng hoa huyét thanh, sau d6 bd sung H>O di loai ion vao huyét thanh dong hoa
v6i ty 18 theo thé tich cia HO: huyét thanh 14 tir 0,5:1 dén 3:1 dé thu dugc hdn hop huyét
thanh;

ii) chudn bj dung mai chiét axetonitril dwgc dém héa va tach nuée biang cach 1an luot
thém MgSO4 va NaCl vio axetonitril, trong d6 lrong MgSOs sir dung cho mdi m1 axetonitril
nim trong khoang 100-500 mg, lugng NaCl sir dung cho mdi ml axetonitril nim trong
khoang 50-100mg, ty 1§ theo trong luong ciia MgSO4:NaCl nim trong khoang tir 1:1 dén
9:1;

i) thém hdn hop huyét thanh néu trén viao dung méi chiét axetonitril dugc dém héa
va tach nuée néu trén theo ty 18 thé tich cua hdn hop huyét thanh:dung méi chiét axetonitril
duge dém hoa va tach nude 1a 1:1 dén 1:3, tiép theo 1ac va ly tim dé thu dugc dung dich trén
bé mat;

iv) lam sach dung dich trén bé mit thu dugc bing cch thém dung dich ndy vao hon
hop MgSOq4 va chit hdp phu amin bac mot va bac hai (Primary Secondary Amine, viét tit 1a
PSA), trong d6 lwong MgSO4 sir dung cho mdi ml dung dich trén bé mat nam trong khoang
50-150mg, lwong PSA duoc sir dung cho mdi ml dung dich trén bé mit nim trong khoang
100-200mg, ty 1€ theo trong luwong cia MgSO4:PSA nim trong khoang tir 1:1 dén 1:2, tiép

theo lic va ly tam dé thu duoc dung dich trén bé mit d3 duoc 1am sach;
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v) ¢d dic dung dich trén bé mit da 1am sach bang thiét bi c6 c6 sir dung khi nito;

vi) thém n-hexan vao dung dich trén bé mit c6 dic, trong d6 n-hexan dugc sit dung
v6i leong sao cho ty 18 thé tich n-hexan va dung dich trén bé mit trude khi duoge co dic &
cong doan v) 1a tir 0,5:1 dén 1:1, 1ic d& thu dich chiét bén trén va loc dich chiét bén trén nay
dé thu duge mau phan tich;

budce 3: thiét 14p sic ky dd chudn cia tap hop céc chét chuin ma 1a hoéa chat BVTV
nhom clo hitu co;

budc 4: thiét 1ap bd dudng chuén cho tip hop cac chat chuin ma 13 héa chat BVTV
nhém clo hitu co, trong d6 bd dudng chuin nay ding dé xac dinh ndng do héa chat BVTV
trong mau phan tich; va

buéce 5: xac dinh du lwong hoa chit BVTV nhém clo hitu co trong miu méu thuc té
br:fmg cach su dung diéu kién t6i vu hoa thu duoc tir bude 1, miu phan tich duge chuén bi
theo budc 2, sic ky @b chuan duoc thiét 1ap theo bude 3, va by duong chuan dugc thiét 1ap
theo budce 4.

Theo mot phuong 4n, trong cong doan i) cua budce 2, ty 1€ theo thé tich cia H20O:
huyét thanh 1a 1:1.

Théo mdt phuong 4n, trong céng doan ii) cua budc 2, ty 1€ theo trong luong cua
MgSO4:NaCl la 4:1.

Theo mdt phwong an, trong cong doan iii) ctia budce 2, ty I€ theo thé tich ctia hon hop
huyét thanh:dung méi chiét axetonitril dugc dém héa va tach nude 1a 1:1.

Theo mot phuong an trong cong doan iv) cia bude 2, ty 1€ theo trong lwong cua
MgSO4 vaPSA 1a 11:18.

Theo mét phwong 4n, trong cong doan vi) cua budc 2, ty 1€ theo thé tich ciia n-hexan
va dung dich trén bé mit trude khi duoc ¢o dic & cong doan v) cua bude 2 1a 1:1.

Theo giai phap hitu ich cac hoa chdt BVTV nhém clo hitu co bao gdm cac chat o-
BHC, B-BHC, y-BHC, 3-BHC, heptaclo, aldrin, heptaclo epoxit, alpha- endosulfan, p,p’-
DDE, dieldrin, endrin, beta- endosulfan, p,p'-DDD, endrin aldehyt, endosulfan sulfat, p,p’
-DDT, endrin keton, va metoxyclo.

Theo mét phwong 4n, bd dudng chuén thé hién mdi trong quan gitra ndng do chét

chuan véi dién tich manh pho cua chat chuan do nhu sau:
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sb thir tur chét chun moi teong quan hé s6 xéac dinh R2

1 o-BHC y =77,9x-46,925 0,9999
2 B-BHC y = 85,927x-25,427 0,9999
3 y-BHC y =76,343x+26,429 0,9999
4 S-BHC y = 54,801x-40,872 0,998

5 heptaclo y=51,314x+14,483 0,9993
6 aldrin y =50,063x-5,1076 0,9993
7 heptaclo epoxit y = 28,897x+8,35 0,9994
8 alpha-endosulfan y = 16,008x-2,0825 0,9998
9 p.p’- DDE y =137,14x-13,189 0,9997
10 dieldrin y =67,419%-6,0791 0,9996
11 endrin y = 7,3704x-5,7915 0,9979
12 beta- endosulfan y =6,5056x-12,024 0,9957
13 p.p-DDD y = 140,99x-54,642 0,9998
14 endrin aldehyt y =9,6285%-18,969 0,9953
15 endosulfan sulfat y = 3,6144x-10,745 0,9959
16 p.p’ -DDT y =29,808x-62,177 0,9973
17 endrin keton y=11,377x-18,729 0,9971
18 metoxyclo y =29,808x-62,177 0,9973

trong d6, y 1a dién tich manh pho cua chét chuan (don vi 13 m/z (mass-to-charge ratio,

ty 18 khéi luong - dién tich)) va x 1a ndng dd ciia chat chuin (phén ty (part per billion, viét
tat 13 ppb)).
MO ta vén tit cac hinh vé

Giai phap hitu ich s& dugc mo ta chi tiét dudi day c6 dua vao céc hinh vé, trong do:

Hinh 1: 12 hinh v& th& hién sic ky db ctia thuéc BVTV nhom clo hitu co v6i chuong
trinh nhiét 1;

Hinh 2: 1 hinh v& thé hién séc ky dd ctia thudc BVTV nhém clo hitu co véi chuong
trinh nhiét 2;
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Hinh 3: 12 hinh v& thé hién sic ky d6 cua thuéc BVTV nhém clo hiru co véi chuong
trinh nhiét 3;
Hinh 4: 12 hinh v& thé hién sic ky dd cua thuéc BVTV nhém clo hitu co véi chuong
trinh nhiét 4;
Hinh 5: 12 hinh v& thé hién séc ky dd cta thudec BVTV nhém clo hitu co véi chuong
trinh nhiét 5;
Hinh 6: 13 hinh v& thé hién séc ky dd cia thudec BVTV nhém clo hitu co véi chuong
trinh nhi€t 6;
Hinh 7: 13 hinh vé& thé hién séc ky dd cta hdn hop 18 chit chuén theo ché do quét
SCAN;
Hinh 8: 12 hinh v& thé hién sic ky d6 mau tring;
Hinh 9: 13 hinh v& thé hién sic ky dd ctia hdn hop 18 chat chuén theo ché do quét SIR;
Hinh 10: 12 hinh v& thé hién sic ky d6 mAu thém chuén tai nong d¢ 2ppb;
Hinh 11: 14 db thi duong chuén alpha-BHC;
Hinh 12: 14 5 thi dudomg chuan beta-BHC;
Hinh 13: 14 db thi dudong chuan gama-BHC;
Hinh 14: 14 d6 thi dudong chuén delta-BHC;
Hinh 15: 14 db thi dudong chuan heptaclo;
Hinh 16: 1a db thi duong chuan aldrin;
Hinh 17: 14 dd thi duomg chuan heptaclo epoxy;
Hinh 18: 14 db thi dudng chuan alpha- endosulfan;
Hinh 19: 14 db thi dudong chuan p,p’-DDE;
Hinh 20: 14 db thi dudng chuan dieldrin;
Hinh 21: 1a d thi duong chuan endrin;
Hinh 22: 12 db thi duong chuén beta- endosulfan;
Hinh 23: 14 db thi dudng chuan p,p’- DDD;
Hinh 24: 12 d thi dudong chuan endrin- aldehyt;
Hinh 25: 1a d thi dudng chuén endosulfan sulfat;
Hinh 26: 12 d thi dudong chuén p,p’- DDT;
Hinh 27: 1a db thi dudong chuan endrin keton;
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Hinh 28: 1a d thi duwong chuan metoxyclo.

MBO ta chi tiét giai phap hiru ich

Phuong phép theo giai phap hitu ich s€ duge mo td mét cach chi tiét trong phan trong
phan mo ta chi tiét dudi day theo tirng budc cia phuong phap.
Buée 1: Téi wu héa cdc diéu kién cia thiét bi GC-MS
Chon diéu kién bom mdu

Céc tac gia cua giai phap hiru ich d tién hanh nhiéu thuc nghiém dya trén céc tai liéu
tham khao trude d6 v6i hé thdng Autosystem GC-600/Turbo Mass 600D (Hang san xuat
Perkin-Elmer), v&i bd bom mau chia dong/khong chia dong kha 1ap trinh (Programmable
Split/ Splitless Injector, viét tat 1a PSSI), va lua chon duoc cac diéu kién t8i vu cho thiét bi
ndy. Cu thé, thé tich bom miu 12 1 pl, ché d¢ tiém khong chia dong (splitless) duge chon.
Diéu nay phit hop ciu hinh may va dat dugc yéu cAu vé do chinh xac, do lap lai cta thiét bi,
phtt hop véi phén tich xac dinh cac hoa chdt BVTV trong méau & ham lrong vét.
Chon cot tach

Cot tach gop mot phan kha quan trong trong viée quyét dinh qua trinh tach c6 d6 phan
giai tot hay khong. Dé chon loai ¢t ¢6 pha tinh phu hop can can cir vao ciu tric phan tir va
d6 phan cuc cua chit phan tich. Viéc xac dinh dong thoi hdn hop nhiédu loai hoa chét bao vé
thuc vét can doi hoi phai khao sat pha tinh. Pha tinh 13 1,4-bis(dimetylsiloxy)phenylen
dimetyl polysiloxan, ct Elite-5 MS (chiéu dai cot 30m, duong kinh trong 0,32 mm, do day
pha tinh 0,25 pm) cua PerkinElmer, My da dugc st dung. Day la loai pha tinh c6 ban chat
phéan cuc yéu, c6 tng dung rat rong nén phi hop dé phan tich cac hop chat thom da vong,
céc hydrocacbon da dugc clo hoa, phtalat, phenol, amin, thudc bao vé thuc vat nhom clo hiru
co, thudc bao vé thuc vay gdc phospho hiru co.
Chon churong trinh nhiét do cua buéng cot

Chuong trinh nhiét d0 cta cdt phan tich phu thudc vao cac yéu td sau:

- Nhiét d6 gidi han trén cta cft phan tich

- Nhiét d6 sbi ctia ciu tir can phan tich

- D6 phtrc tap cia méu: s6 lwong cac cAu tir nhidu hay it, nhiét d6 soi x4p xi hay khac

xa nhau.

-10-
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Dua vao céc tai lidu cia hiing san xuét va cac tai liéu tham khéo, cic tic gid giai phap
hitu ich d4 chon ra mot s chuwong trinh nhiét dé khao sat va chon lua ra didu kién t6i wu
nhit. Qua két qua khao sat v6i cac chuong trinh nhiét khac nhau tir 1 dén 6 nhu dugc thé
hién trén cAc hinh vé& tir Hinh 1 dén Hinh 6, thi chuong trinh nhiét s6 6 mang lai két qua tdt
nhét véi su tach pic rd rang gifta cac chét, nén 6n dinh va pic dung méi tach hén so véi pic
chit va dién tich pic chét 13 16n nhat.

- Chuong trinh 1: 70°C giit 1 phut, tang 15°C/phit dén 180°C giit 0 phut, sau d6 ting
3,5°C/phit dén 230°C giit 2 phut, tiép tuc tang 20°C/phit dén 280°C giit 3 phut.

- Chuong trinh 2: 65°C gifr 1 phit, ting 15°C/phtt dén 180°C gitt 0 phut, sau d6 ting
30C/phut dén 230°C gt 1 phit, tiép tuc ting 30°C/phut dén 280°C giit 3 phut.

- Chuong trinh 3: 70°C gitr 1 phit, ting 15°C/phit dén 180°C gitt 0 phut, sau d6 ting
3,5°C/phit dén 200°C giit 3 phut, tiép tuc tang 10°C/phit dén 280°C giit 3 phut.

- Chuong trinh 4: 70°C giir 1 phit, ting 15°C/phit dén 180°C gitr 0 phit, sau d6 ting
4°C/phiit dén 210°C gitr 0 pht, tiép tuc ting 15°C/phut dén 280°C giit 3 phut.

- Chuong trinh 5: 70°C gift 1 phit, ting 15°C/phut dén 180°C gitr 0 phit, sau d6 ting
4,5°C/phut dén 210°C giit 0 phut, tiép tuc tang 15°C/phut dén 280°C gitr 3 phut.

- Chuong trinh 6: 70°C giit 1 phut, tang 15°C/phut dén 180°C giit 0 phit, sau d6 ting
59C/phut dén 210°C giit 0 phut, tiép tuc tang 15°C/phut dén 280°C gitr 3 phit.

Thoi gian Ivu va dién tich pic manh cta cac chuong trinh nhi€t nay ciing dugc thé
hién trong Bang 1 va Bang 2 duéi day.

Bang 1. Thoi gian Iuu va dién tich pic manh cua cac chuong trinh nhiét 1 dén 3

STT Thube BVTV Chuong trinh 1 Chuong trinh 2 Chuong trinh 3
Thoi
) Diéntich | Thoigian | Dién tich Thoi gian Dién tich
gian
181 654665 751712 631509
1 a-BHC 9,48 9,84 9,52
219
181 518909 607923 529692
2 B-BHC 9,95 10,31 9,99
219
181 621099 661960 610487
3 v-BHC 10,13 10,51 10,17
219
181 495078 594084 500452
4 8-BHC 575 10,72 11,09 10,76
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272 477053 538759 418133
5 Heptaclo 11,84 12,28 11,89

100

263 409474 465913 406241
6 Aldrin 12,83 13,33 12,88

66

253 109219 99193 96607
7 Heptaclo epoxit 14,02 14,60 14,08

81

241 153094 188058 166603
8 alpha-Endosulfan 15,25 15,92 15,40

170

246 1346152 1414457 1480395
9 p.,p’- DDE 16,16 16,95 16,54

318

263 196506 184485 175780
10 Dieldrin 16,22 16,99 16,60

79

263 224491 216721 195825
11 Endrin 16,98 17,83 17,57

181

241 153094 98855 163980
12 Beta- Endosulfan 17,4 18,30 18,03

195

235 1935541 1859785 1833614
13 p.,p-DDD 17,77 18,74 18,44

165

345 207199 159316 102772
14 Endrin aldehyt & 17,99 18,94 18,62

272 283518 236942 290221
15 Endosulfan sulfat 18,96 20,04 19,47

387

235 1626098 1360153 1260159
16 p,p’ -DDT = 19,32 20,45 19,76

317 209289 169397 222502
17 Endrin keton i 20,84 22,14 20,84

227 2663736 1972772 2143944
18 Metoxyclo 5 21,86 23,37 21,44

Bang 2. Thoi gian lwu va dién tich pic manh cua cac chwong trinh nhiét 4 dén 6

STT Thubc BVTV Chuong trinh 4 Chuong trinh 5 Chuong trinh 6
Thoi gian | Diéntich | Thoi gian Dién tich Thoigian | Dién tich

181 697928 775908 678817
1 a-BHC 9,39 9,30 9,47

219

181 588636 570601 523223
2 B-BHC 9,84 9,74 9,92

219

181 612170 730026 561204
3 y-BHC 10,03 9,91 10,09

219
4 8-BHC 181 10,57 497942 10,45 547691 10,64 424564
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219
272 361427 409242 308238
5 Heptaclo 11,65 11,47 11,65
100
263 419990 375672 355805
6 Aldrin 12,57 12,35 12,50
66
253 95484 92234 81137
7 Heptaclo epoxit 5 13,69 13,39 13,50
241 159171 157509 159900
8 alpha-Endosulfan 14.82 14,44 14,50
170
246 1239450 1361460 1118918
9 p.,p’- DDE 15,63 15,19 15,12
318
263 169681 172932 146945
10 Dieldrin 15,71 15,24 15,18
79
263 171462 168658 151505
11 Endrin 16,36 15,78 15,63
181
241 125776 120000 111630
12 Beta- Endosulfan 55 16,66 16,05 15,86
235 1693742 1638045 1546335
13 p,p'-DDD 16,90 16,26 16,01
165
345 152465 153704 141685
14 Endrin aldehyt = 17,04 16,40 16,16
272 234915 250135 231525
15 Endosulfan sulfat 17,60 16,91 16,62
387
235 1106172 1029568 988109
16 p.,p’ -DDT 17,78 17,05 16,73
65
317 192787 214623 185611
17 Endrin keton & 18,54 17,78 17,42
227 1992612 1687052 1799056
18 Metoxyclo 18,88 18,09 17,68
152

Khdo sat nhiét do céng bom

Nhiét d6 cong bom & cac nhiét d6 200°C, 210°C, 220°C, 230°C, 240°C, 250°C, 260°C

duoc khao sat, két qua nhu duge thé hién tai Bang 3 va Bang 4. Khi nhiét do cong bom ting

thi da sd dién tich pic ting nhung chi ting dén mot giéi han 1a 240°C sau d6 dién tich pic

chit lai giam khi tang nhiét d6. Két qua cho thiy tai nhiét d6 240°C cho dién tich pic chat

16n nhat véi tat ca cac chat nghién ctru.

Béng 3: Thoi gian luu va dién tich pic chat khao sat nhiét do céng bom dudi 220°C
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STT Thu6éc BVTV Tai 200°C Tai 210°C Tai 220°C
Manh
, Thoi Thoi Thoi
pho . Dién tich ) Dién tich ) Dién tich
gian gian gian
181 920686 1189943 1009863
1 a-BHC 9,47 9,50 9,49
219 885212 914676 906232
181 820675 1002592 860292
2 B-BHC 9,91 9,95 9,95
219 799827 770768 749800
181 913337 1049631 1018282
3 v-BHC 10,08 10,12 10,12
219 804405 811264 773328
181 683131 806564 772333
4 8-BHC 10,63 10,66 10,66
219 632973 731367 642783
272 497378 552880 655124
5 Heptaclo 11,65 11,68 11,68
100 708741 872327 798788
263 473264 529044 516932
6 Aldrin 12,50 12,54 12,54
66 536543 627099 604438
253 140994 164636 61749
7 Heptaclo epoxit 13,51 13,54 13,54
81 452730 527141 524378
241 240629 272138 204692
8 alpha-Endosulfan 14,51 14,54 14,54
170 165360 178873 185675
246 1941016 2319244 2478274
9 p,p’- DDE 15,12 15,15 15,15
318 1332713 1333357 1584104
263 320442 378728 372958
10 Dieldrin 15,19 15,21 15,21
79 1013616 1233269 1201458
263 473264 263653 282132
11 Endrin 12,50 15,67 15,67
181 20423 58288 62111
241 240629 189666 204692
12 Beta- Endosulfan 14,51 15,89 15,89
195 264347 265452 261974
235 2280967 3107458 3167841
13 p,p-DDD 16,02 16,04 16,04
165 1222138 1405531 1473926
345 200643 219705 202140
14 Endrin aldehyt 16.16 16,19 16,19
67 347655 407884 422957
272 274875 329296 375515
15 Endosulfan sulfat 16,62 16,64 16,64
387 114007 139359 150846
235 1816232 1949806 1806817
16 p,p’ -DDT 19,32 16,75 16,75
65
317 255161 284540 382170
17 Endrin keton 20,84 17,44 17,44
67 293888 366708 392741
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21,86

2377975

17,77

189798

3177065

218954

17,71

2639463

212006

Béng 4: Thoi gian luu va dién tich pic chét khao sat nhiét d6 cdng bom trén 220°C

Thuée Manh
STT \ Tai 230°C Tai 240°C Tai 250°C Tai 260°C
BVTV phd
Thoi Thoi Thoi Thoi
Dién tich Dién tich Dién tich Dién tich
gian gian gian gian
181 1059808 1114024 991456 970363
1 a-BHC 9,51 9,51 9,5 9,5
219 797638 926396 779184 823973
181 865599 938022 724174 839641
2 B-BHC 9,95 9,95 9,95 9,94
219 787275 822402 625132 741121
181 1045293 1076928 853506 840560
3 v-BHC 10,12 10,13 10,12 10,13
219 838086 736210 611633 809859
181 743715 780143 660318 750256
4 8-BHC 10,67 10,67 10,66 10,67
219 684117 718393 508283 562677
272 617739 608216 553122 518913
5 Heptaclo 11,69 11,69 11,68 11,67
100 848208 764493 675591 717340
263 550179 534751 433072 476203
6 Aldrin 12,55 12,55 12,53 12,54
66 632834 595963 487756 549980
Heptaclo 253 166441 163438 132909 127549
7 . 13,55 13,55 13,54 13,55
epoxit 81 535639 525011 425857 468611
alpha- 241 317865 297638 228863 251855
8 14,55 14,55 14,53 14,55
Endosulfan 170 215014 202755 152429 171003
246 2151202 2264516 1967892 2114492
9 p,p’- DDE 15,16 15,16 15,15 15,16
318 1424113 1386824 1166951 1100887
263 397891 377810 289276 346548
10 Dieldrin 15,22 15,22 15,21 15,22
79 1260676 1204765 1018355 1037577
263 272088 271222 254490 248034
11 Endrin 15,68 15,68 15,66 15,68
181 69200 64238 51086 57235
Beta- 241 223730 251556 225487 201365
12 15,90 15,90 15,88 15,90
Endosulfan 195 278492 334285 232626 258534
235 3059678 3062903 2300792 2537483
13 p,p-DDD 16,05 16,06 16,04 16,06
165 1567942 1602483 1073724 1311788
Endrin 345 237696 223843 196964 208013
14 16,20 16,20 16,18 16,20
aldehyt 67 443229 416445 346682 353512
15 272 | 16,65 400110 | 16,65 447501 | 16,63 | 329189 | 16,65 354731

-15-




3295

Endosulfan
387 145978

sulfat 161997 163354 154107
235 2323403 2045736 1905588 2537483

16 p,p’ -DDT = 16,76 16,77 16,74 16,77
Endrin 317 443035 440748 314720 361106

17 17,45 17,45 17,44 17,45
keton 67 423897 443241 332795 389037
227 3487709 3276337 2693371 2845984

18 Metoxyclo 17,71 17,71 21,86 17,71
152 239601 223436 234892 234926

Khéo sdt téc do khi mang heli

Téc do khi mang heli (99,999%) anh huwéng dén thoi gian luu va dién tich pic & cac mic
1,3 ml/phut, 1,4 ml/phat, 1,5 ml/phit, 1,6 ml/phit, 1,7 ml/phit dugc khdo sit, véi két qué duogc
thé hién & Bang 5. Két qua cho thiy khi toc d6 khi mang heli ting 1én thi thoi gian lwu gidm, cac
pic van tach roi khoi nhau mot cach rd rang, dién tich pic cia cac chat tang. P& dam bao cho cac
chét duoc tach hoan toan khoi nhau, tdc do cua dong khi mang heli 1 1,7ml/phut d3 dugc chon.

Bang 5: Thoi gian luu va dién tich pic chét khao sat téc 6 dong khi heli

STT Thudc BVTV Manh phé Tai 1,3ml/ phut Tai 1,4ml/ phut
Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich
181 677949 979237
1 a-BHC 9,68 9,59
219 679923 848411
181 693977 757682
2 B-BHC 10,11 10,05
219 533382 626218
181 760090 751503
3 y-BHC 10,33 10,23
219 551142 688469
181 578213 669551
4 8-BHC 10,89 10,79
219 491585 593750
272 431012 11,81 479877
5 Heptaclo 11,93
100 492108 665116
263 292 12,68 4
6 Aldrin 12,81 37029 80535
66 442467 553713
) 253 104089 13,7 149709
7 Heptaclo epoxit 13,84
81 349271 456138
241 180808 14,69 269759
8 alpha-Endosulfan 14,83
170 136338 186998
246 1839202 15,28 1981810
9 p.,p’- DDE 15,40
318 992331 1273076
10 Dieldrin 263 15,47 266545 15,35 336290
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79 846124 1046619
263
11 Endrin 15,91 186720 15,79 230593
181 23507 60956
241 16974 21981
12 Beta- Endosulfan 16,12 69740 16,01 9810
195 232438 268259
235 2225151 2718942
13 p,p'-DDD 16,26 16,16
165 1054316 1423811
345 144993 200924
14 Endrin aldehyt 16,41 16,3
67 275463 378538
272 232
15 | Endosulfan sulfat 16,86 278967 16,75 33123
387 120018 152272
235 1409676 1792390
16 p,p’ -DDT 16,96 16,86
65
317
17 Endrin keton 17,65 274923 17,54 401660
67 315918 396610
227 2274048 2 6
18 Metoxyclo 17,90 ’ 17,8 7867
152 161416 204878

Béng 5. Thoi gian luu va dién tich pic chét khao st toc d6 dong khi heli (Tiép)

STT Thube BVTV | Manh phé Tai 1,5ml/phit Tai 1,6ml/phut Tai 1,7ml/phut
Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich
181 991456 1127219 1246260
1 a-BHC 9,5 9,41 9,32
219 779184 1002923 904984
181 724174 882688 908595
2 B-BHC 9,95 9,85 9,76
219 625132 906539 805936
181 853506 1118357 1062974
3 v-BHC 10,12 10,02 9,92
219 611633 729535 884115
181 660318 696558 842243
4 8-BHC 10,66 10,56 10,46
219 508283 638994 745900
272 553122 598750 629937
5 Heptaclo 11,68 11,56 11,45
100 675591 737903 856837
263 433072 495931 514024
6 Aldrin 12,53 12,41 12,29
66 487756 573336 633785
. 253 132909 139632 162662
7 Heptaclo epoxit 13,54 13,41 13,27
81 425857 485405 478245
- 241 228863 251559 288861
8 alpha 14,53 14,4 14,26
Endosulfan 170 152429 167470 191788
246 1967892 2090062 2222546
9 p.,p’- DDE 15,15 15,09 14,92
318 1166951 1182549 1394131
10 Dieldrin 263 15,21 289276 15,1 317353 14,98 342234
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79 1018355 1036678 1074952
263 254490 317353 269083

11 Endrin 15,66 15,55 15,44

181 51086 28242 57168

Beta. 241 225487 232585 206661

12 15,88 15.78 15,68
Endosulfan 195 232626 268600 289097
235 2300792 2622206 2798282

13 p,p-DDD 16,04 15,94 15,84
165 1073724 1336892 1253044
. 345 196964 209787 210818

14 | Endrin aldehyt 16,18 16,08 15,98
67 346682 373506 395356
272 329189 381933 351685

15 Endosulfan 16,63 16,54 16,44
sulfat 387 145978 150579 146108
235 1905588 1773113 1769370

16 p,p’ -DDT = 16,74 16,67 16,57
, 317 314720 378585 366368

17 |  Endrin keton 17,44 17.35 17,25
67 332795 398404 415995
227 2693371 3027368 2986710

18 Metoxyclo 21,86 17,62 17,54
152 234892 235862 237088

Khdo sdt nhiét dé bg phan két noi GC-MS
Nhiét d6 ctia bd phan két néi GC-MS & cac mirc 230°C, 240°C, 250°C, 260°C, 270°C

vi 280°C d duge khao sat. K&t qua tir Bang 6 cho thdy ring nhiét d6 bo phan két ni GC-

MS tai 250°C thi cac pic van tach khéi nhau mot cach rd rang va dién tich pic chat 13 16n

nhat. Do d6 dé ti wu héa cho qua trinh phén tich, nhiét do ciia bd phan két ndi GC-MS 1a

250°C dugc chon.
Béng 6. Thoi gian luu va dién tich pic chat khao sat
STT | Thubc BVTV | Manh phé Tai 230°C Tai 240°C Tai 250°C
Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich
181
1 0-BHC e 9,29 3279 9,29 2764 9,31 3846
181
2 B-BHC e 9,72 2827 9,72 2395 9,75 3133
181
3 y-BHC 9,89 2830 9,89 2417 9,92 3317
219
181
4 §-BHC . 10,42 2013 10,42 1623 10,45 2402
STT | Thubc BVTV | Manh ph Tai 260°C Tai 270°C Tai 280°C
Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich
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181

1 a-BHC 19 9,29 2737 9,29 2767 9,30 3007
181

2 B-BHC 19 9,73 2301 9,72 2378 9,74 2550
181

3 y-BHC 19 9,90 2353 9,89 2429 9,90 2592
181

4 3-BHC 219 10,43 1600 10,42 1675 10,44 1793

Khao sat nhiét do nguén

Khao sat cac nhiét dd cua nguén tai 200°C, 210°C, 220°C, 230°C, 240°C, 250°C dugc thuc
hién. K&t qua tr Bang 7 cho thiy khi nhiét d6 tang tir 200°C dén 230°C thi dién tich pic ting va

sau do6 dién tich pic giam nén nhiét do nguén tai 230°C dugc chon.

Bang 7. Thoi gian luu va dién tich pic chit khao sat nhiét d6 ngudn

STT | Thuéc BVTV | Manh phd Tai 200°C Tai 210°C Tai 220°C
Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Diéntich

181

1 a-BHC 9,31 1733 9,31 2395 9,28 3599
219
181

2 B-BHC 9,75 1218 9,75 1855 9,73 2911
219
181

3 y-BHC 9,92 1295 9,92 1940 9,90 3087
219
181

4 §-BHC 10,45 933 10,44 1186 10,43 2091
219

STT | Thudéc BVTV | Manh phd Tai 230°C Tai 240°C Tai 250°C
Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich | Thoi gian | Dién tich

181

1 a-BHC 9,31 3846 9,29 3209 9,31 3519
219
181

2 B-BHC 9,75 3133 9,72 2653 9,75 3024
219
181

3 y-BHC 9,92 3317 9,90 2796 9,92 3115
219
181

4 8-BHC 575 10,45 2402 10,43 1941 10,45 2110

Téng hop didu kién t6i uu cia GC-MS duoc xac dinh & Bang 8 dudi day.
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Bang 8. Pidu kién t6i wu dé xé4c dinh thudc BVTV trén thiét bi GC-MS

Théng s6 GC-MS

Nang lugng ion héa Ei 70 eV

Néng luong khuéch dai dau | 1,2 kV

do

Nhiét do nguon ion 230°C

Nhiét d6 bo phan kétnéi | 250°C

GC-MS

Nhiét do cong bom 240°C

Khi mang Heli

Cot sac ky Co6t mao quan Elite-5

Kich thude cot chiéu dai cot 30m, dudng kinh trong 0,32 mm, d§ day pha
tinh 0,25 pm

Téc d6 dong qua cot 1,7 ml/phut

Thoi gian ngat dung méi 7 phut

Ché d6 bom mau Khéng chia dong

Ché 6 TIC 50 dén 550 amu

Ché do chay SIR va SCAN

Thé tich bom mau 1ul

Xdc dinh thoi gian luu ciia cde chat phan tich
Vi didu kién dugc t8i wu, cac din chét thuéc BVTV nhém clo hitu co da dwoc tach
nhau 18 rang va hoan toan trong khoang 20 phut nhu dugc thé hién & Bang 9 duéi day.

Béang 9. Thoi gian lwu ctia cc chét trong hdn hop 18 chat chuan

, Thoi gian luu , Thoi gian luu
TT | Tén chat TT | Tén chat
(phut) (phut)
1 | a-BHC 9,32 10 | Dieldrin 14,98
2 | B-BHC 9,76 11 | Endrin 15,44
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i Thoi gian luu , Thoi gian lvu
TT | Tén chat TT | Tén chat
(phut) (phut)
3 v-BHC 9,92 12 | Endosulfan I 15,68
4 | 6-BHC 10,46 13 | p,p’- DDD 15,84
5 Heptaclo 11,45 14 | Endrin aldehyd | 15,98
Endosulfan
6 | Aldrin 12,29 15 16,44
sulfat
Heptaclo
7 . 13,27 16 | p,p’ -DDT 16,57
epoxit
8 Endosulfan II | 14,26 17 | Endrin keton 17,25
9 | p,p’- DDE 14,92 18 | Metoxyclo 17,54

Xdc dinh cdc chdt theo manh ion (m/z) thu dwoc

phé m/z ciia cic chat can phan tich véi gia tri manh phd cua chit chudn trong thu vién phé
¢6 san (qua k¥ thuat phan tich SCAN). Cac manh khéi chinh dé dinh luong va cic manh dic
trung dé dinh tinh d6i v6i mdi chat trong hdn hop 18 chét chuan di duoc xac dinh (Bang

10).

Ngoai viée x4c dinh chat theo thoi gian luu thi trong GC-MS con dwa vao gié tri manh

Bang 10. Cac manh phd dic trung va manh chinh st dung theo GC-MS/SIR

STT | Tén chét Cac manh khéi dic trung | Manh dinh lwgng
1 a-BHC 181, 219 181
2 B-BHC 181,219 181
3 v-BHC 181, 219 181
4 0-BHC 181,219 181
5 Heptaclo 100, 272 272
6 Aldrin 66, 263 263
7 Heptaclo epoxit | 253, 81 253
8 p,p’- DDE 241,170 241
9 Endosulfan II 246, 318 246
10 | Dieldrin 263,79 263
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STT | Tén chat Céc manh khdi dic trung | Manh dinh lugng
11 | Endrin 263, 181 263
12 | p,p’-DDD 241,195 241
13 | Endosulfan I 235, 165 235
14 | Endrin aldehyt 345,67 345
15 | Endosulfan sulfat | 272, 387 272
16 |p.,p’-DDT 235,65 235
17 | Endrin keton 317, 67 317
18 | Metoxyclo 227,152 227

Buée 2: Chudn bi méu dimg cho phdn tich GC-MS

Dura trén cc nguyén tic cua k§ thuat xir Iy mau huyét thanh, dya trén tinh chét Iy hoa
ctia thuéc BVTV nhém clo hitu co, sau khi khdo sat thuc nghiém cac phuong phap, phuong
phap xtt Iy mau theo phuwong phap QueChERS dugce st dung.

Phurong phap QueChERS véi dung chiét mot 1an bang axetonitril d3 duoc dém hoa
va tach khoi nude c6 trong mau bang phan b 1ong long nho mudi magie sulfat (MgSOu) va
natri clorua (NaCl). Qua trinh 1am sach bang chiét phan tan pha rén (d-SPE) dugc ding dé
loai céc axit hitu co, nude con du va cac thanh phan khac nho phdi hop chét hap phu amin
bac 1 va bac 2 (Primary Secondary Amine, viét tit 12 PSA) va MgSOa. Sau d6 dich chiét
dwoc c6 can va hoa tan bang dung mdi n-Hexan. Cudi cing dich chiét dugc phén tich bing
sc ky khi. Ty 18 MgSOa: NaCl dugc thay dbi khac nhau dé chon dugc hidu sudt thu hdi cao
nhét. Céc cong doan ciia quy trinh chiét bao gém:

i) dong héa huyét thanh, sau d6 bd sung H>O di loai ion vao huyét thanh dong hoa
v6i ty 1€ theo thé tich ctia HyO: huyét thanh 1a tir 0,5:1 dén 3:1 dé thu dugc hén hop huyét
thanh;

i) chuén bi dung moi chiét axetonitril dugc dém héa va tach nude béng cach 1an luot
thém MgSO4 va NaCl vao axetonitril, trong d6 lugng MgSOs4 sir dung cho moi ml axetonitril
nim trong khoang 100-500 mg, lwong NaCl st dung cho mdi ml axetonitril nam trong
khoéang 50-100 mg, ty 1& theo trong lugng cia MgSO4:NaCl nim trong khoang tir 1:1 dén
9:1;
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iii) thém hdn hop huyét thanh néu trén vao dung méi chiét axetonitril dwgc dém hoa
va tach nudce néu trén theo ty 18 thé tich ciia hdn hop huyét thanh:dung méi chiét axetonitril
duoc dém hoa va tach nude la tir 1:1 dén 1: 3, tiép theo lic va ly tAm dé thu duoc dung dich
trén bé mat;

iv) lam sach dung dich trén b& mat thu dugc bang cach thém dung dich nay vao hon
hop MgSO4 va PSA, trong d6 lugng MgSOs st dung cho mdi ml dung dich trén bé mit ndm
trong khoang 50- 150 mg, lvgng PSA st dung cho mdi ml dung dich trén bé mit nim trong
khoang 100-200 mg mg, ty 1€ theo trong lugng cia MgSO4:PSA nam trong khoang tir 1:1
dén 1:2, tiép theo 1ic va ly tAm dé thu dwgc dung dich trén bé mat da 1am sach;

v) ¢6 ddc dung dich trén bé mit da 1am sach béng thiét bi cd ¢6 sir dung khi nito;

vi) thém n-hexan vao dung dich trén bé mit co dic, trong d6 n-hexan dugc str dung
véi lugng sao cho ty 1€ thé tich n-hexan va dung dich trén bé mit trude khi duoc cb dic &
cong doan v) 1a tir 0,5:1 dén 1:1, lac dé thu dich chiét bén trén va loc dich chiét bén trén nay
dé thu dugc mau.

Buée 3: Thiét Igp sdc ky dé chudn ciia tdp hop cdc chat chudn ma la héa chat BVTV nhém
clo hitu co
Xadc dinh tinh ddc hiéu

Bom 14n luot dung dich chuén chira hdn hop 18 chét chudn véi ndng do da biét, mau
thém chudn va miu tring & trong cing didu kién phén tich vao cot sdc ky. Thuat ngit “mau
thém chun” ding d& chi mau thuc t& ding dé nghién ciru duge thém chat chuan. Thuat ngit
“mau tréng” diing dé chi mau kiém soat dwoc thanh phan va khong chira chét quan tim. Phan
tich 13p lai 10 1dn d8i v6i mAu dung dich chudn va 10 1dn v6i mAu thém chuin dé x4c dinh
thoi gian luu cia cac chat. Thoi gian luu ciia hdn hop thuéc BVTV nhém clo hitu co duge
thé hién & Bang 11 va trén Hinh 7. D§ 1éch chuén (Standard Deviation, viét tat 1a SD) va do
1éch chuén twong d6i (Relative Standard Deviation, viét tit 1a RSD) vé thoi gian luu ciia moi
chét duoc trinh bay & Bang 12. Tir két qua cua Hinh 7 va Hinh 9 cho thiy tai hai ché d¢ quét
SCAN va SIR, tai cac diéu kién d3 duoc khao sat khi phan tich dung dich chuin va miu
thém chuén c6 tin hiéu cia 18 pic trong déi can ximg nhau tai thoi gian luu tir 9,2 dén 17,8
phut. Trong khi d6, khi bom mau trang (két qua thé hién trén Hinh 8 khong thu duge tin hidu
pic trong khoang thoi gian tir 9,2 dén 17,8 phuit. Két qua tir Bang 12 cho thay, gia tri SD rat
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nhé. Diu d6 nghia 12 thoi gian luu ciia mbi chit xac dinh dugc sau 10 1an phan tich lap lai
12 6n dinh va chinh x4c. Nhu vy hé théng GC-MS va phuong phép phan tich c6 thé ding
dé phén tich dinh tinh, dinh lugng céc hoa chit BVTV nhém clo hitu co.

Bang 11. Thoi gian luu ctia hdn hgp héa chat BVTV nhém clo hitu co

i Thoi gian i Thoi gian luu
STT | Tén chat STT | Tén chat
luu (phut) (phut)
1 o-BHC 9,30 10 Dieldrin 14,95
2 B-BHC 9,74 11 Endrin 15,42
Beta-
3 v-BHC 9,90 12 15,66
Endosulfan
4 6-BHC 10,44 13 p,p’-DDD | 15,83
Endrin
5 Heptaclo 11,43 14 16,14
aldehyd
Endosulfan
6 Aldrin 12,27 15 16,42
sulfat
Heptaclo
7 13,25 16 p,p’ -DDT | 16,55
epoxit
Alpha- Endrin
8 14,25 17 17,24
Endosulfan keton
9 p.p’- DDE 14,90 18 Metoxyclo | 17,52

Béng 12. K&t qua khao sét tinh phit hop hé thong ciia phuong phap

STT Thubc BVTV SD RSD (%)
1 a-BHC 0,004082 0,04384
2 B-BHC 0,004082 0,04190
3 v-BHC 0,007528 0,07594
4 6-BHC 0,005164 0,04944
5 Heptaclo 0,005477 0,04789
6 Aldrin 0,008367 0,06821
7 Heptaclo epoxit 0,005477 0,04129
8 alpha-Endosulfan 0,004082 0,02864
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9 p.p’- DDE 0,008165 0,05481
10 Dieldrin 0,004082 0,02729
11 Endrin 0,005164 0,03346
12 Beta- Endosulfan 0,004082 0,02606
13 p,p'-DDD 0,005477 0,03461
14 Endrin aldehyt 0,01169 0,07324
15 Endosulfan sulfat 0,005477 0,03332
16 p.p’ -DDT 0,004082 0,02465
17 Endrin keton 0,005164 0,02994
18 Metoxyclo 0,005164 0,02946

Gioi han phat hién (limit of detection, viét it 1a LOD) va giéi han dinh luong (limit of
quantitation, viét tdt la LOQ)
Thuyc hién thir nghiém 13p trén nén miu trang duge thém chuan & ham lugng thap 1a

2ppb (nho hon gidi han phat hién). Gidi han phat hién dugce tinh theo cdng thire:
LOD= X +3SD
Trong do X :Két qué ndng do trung binh khi thir mAu trang, mau thém chuan
SD: D6 1éch chuén khi thtr miu tréng, mAu thém chuin
Vindng d6 mau the‘ip hon gidi han dinh lugng du kién nén:
LOD=3*SD
Gidi han dinh lugng duoce tinh theo cong thirc:
LOQ=3* LOD
Két qua: Séc ky dd ciia mAu thém chuén tai 2ppb duge thé hién trén Hinh 10. Sau d6
tién hanh wéc lugng cac gia tri LOD va thém chuén tai néng do LOQ dé khéng dinh d6 6n
dinh cua phuong phép tai LOQ. Két quéa ciia Bang 13 cho thdy hiéu suat thu hdi va do léch
tiéu chuén twong dbi tai gia tri LOQ 13 phi hop (khi so sanh véi phuong phap AOAC 2003
theo tai liéu “Cac phuong phép phén tich chinh thirc” (Official Methods of Analysis) cua
Hiép hoi cdc nha hoéa hoc phén tich chinh thitc (Association of Official Analytical
Chemists)).
Bang 13. LOD va LOQ cua phuong phap theo gidi phap hiru ich

5 Néng 49 thém chuén | D9 thu hoi RSD
STT | Thubc BVTV | LOD (ppb) | LOQuong muén (PPD) * % opb) ®%) P
1 o-BHC 1,561 4,683 5 89 3,97
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2 B-BHC 1,162 3,486 5 93,07 4,76
3 y-BHC 1,627 4,881 5 105,55 5,42
4 $-BHC 1,205 3,615 5 87,52 7,27
5 Heptaclo 1,625 4,875 5 86,31 5,52
6 Aldrin 1,126 3,378 5 93,59 4,98
7 | Heptaclo epoxit 1,104 3,312 5 105,94 4,13
8 | alpha-Endosulfan | 1,353 4,059 5 102,34 5,97
9 p,p’- DDE 1,109 3,327 5 99,25 7,33
10 Dieldrin 1,22 3,66 5 97,44 8,84
11 Endrin 3,366 10,098 10 97,74 7,31
12 | Beta- Endosulfan | 3,165 9,495 10 100,96 7,29
13 p,p-DDD 1,129 3,387 5 109,5 4,75
14 | Endrin aldehyt 3,427 10,281 10 95,32 6,54
15 | Endosulfan sulfat | 3,401 10,203 10 85,17 9,34
16 p,p’ -DDT 3,524 10,572 10 100,32 9,54
17 | Endrin keton 3,126 9,378 10 104,79 9,81
18 Metoxyclo 1,473 4,419 5 100,99 10,31

Buéc 4: Thiét ldp bo dwong chudn cho tdp hop cdc chdt chudn ma 1a héa chat BVTV nhom
clo hitu co
Dudng chudn duge chuan bi trén nén mau huyét thanh ngudi dé loai trir anh hudéng

cta nén. MAu tréng dwoc chiét theo quy trinh dé thu lay dich chiét, pha dung dich chuan
trén nén mau tréng & cac khoang néng d6 0; 5; 10; 20; 50; 100; 200 ng/ml. Db thi duong
chuén cta cac chit phan tich duoc thé hién trén Hinh 11 dén Hinh 28 véi hé s6 x4c dinh
R? thoa man

0,995 <R*<1

D¢ thu hoi:
- Thém mot lwong chit chuin xac dinh vao mau phan tich sau d6 phén tich cac mau thém
chuén d6 bang phuong phap theo giai phap hitu ich véi 10 1an lap, tinh d¢ thu hdi theo cong
thirc sau day:

+Déi v6i mAu phan tich:

R% = —mtc 'm0
C

+ D01 v6i mau trang:
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R% =C—“x100
C

trong do:
R%: D¢ thu hdi, %
Cm+c: Nong d6 chét phén tich trong mau thém chuén
Cm: Nong do chat phén tich trong mau phan tich
Cc: Nong d6 mau thém chudn (Iy thuyét)
Ctt: Ndng d6 chét phén tich trong miu tring thém chuan
Sau d6 tinh d6 thu hdi chung 13 trung binh ctia d6 thu hdi cac 1an lp duoc thé hién &
Béang 13 va Bang 14.
- Thém cht chudn & hai mirc ndng do 14 thap (cu thé 1a tai ndng d6 LOQ = 5ppb va 10ppb),
va mtc trung binh trong khoang ndng d6 1am viéc, cu thé 1a tai ndng do 50ppb. Két qua xac
dinh d6i v6i mAu thém chuén tai ndng do LOQ da duoc thé hién & bang 13 va két qua thém
chuin tai ndng do 50ppb duge xac dinh va thé hién & bang 14. Céc két qua thu dwoc déi véi
mAu thém chuén tai ndng d6 50ppb cho d6 thu hoi tét va dap tng diéu kién dugc quy dinh
trong AOAC 2003.
Bang 14. Két qua d6 thu hdi tai ndng do SOppb

STT| Thubc BVTC | Thoi gian | R(%)

1 a-BHC 9,31 83,00
2 B-BHC 9,74 88,69
3 y-BHC 9,91 86,41
4 3-BHC 10,44 93,12
5 Heptaclo 11,44 78,17
6 Aldrin 12,28 82,10

7 Heptaclo epoxit 13,26 85,34
8 | Alpha- Endosulfan 14,24 91,49
9 p,p’- DDE 14,9 85,89
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10 Dieldrin 14,96 91,24
11 Endrin 15,43 102,23
12 | Beta- Endosulfan 15,66 96,99
13 | Endosulfan sulfat 15,83 90,82
14 p,p’-DDD 15,97 89,20
15 Endrin aldehyt 16,43 108,98
16 p,p’ -DDT 16,56 93,83
17 Endrin keton 17,25 101,40
18 Metoxyclo 17,53 94,74

Do lap lai, dé tdi lap:

- Vi ciing mdt mau d duge 1am ddng nhat, tién hanh phan tich bang phuong phap theo

giai phap hitu ich véi 10 14n lap nhu sau:

- Xac dinh d9 lap lai: Mgt ngudi thuce hién trén cung mot thiét bi, trong mot khoang thoi gian
twong ddi ngén, vdi cac didu kién thyuc hién thi nghiém gidng nhau véi 10 1an thir nghiém.
- Xac dinh d¢ tai lap ndi bo: B6 tri 2 nguoi thyc hién phan tich cung mat mau tai hai ngay

khéac nhau, mdi ngudi thuc hién phan tich 10 1an.

- SDr; SDr hodc RSDy; RSDr dugec tinh theo cong thire:

Z(xi_/Y_)z

SD=1’
n—1

xi: la gia tri do dugc thir i

trong do:

X : 1a gié tri trung binh

n : 1a so lan do.

SD:: D6 1éch chuén lap lai

RSD;: D6 16ch chudn twong dbi lap lai

SDr: D6 1éch chuén tai 1ap (ndi bd)

RSDg: D 1éch chuin twong ddi tai 1ap (nodi bo)
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Két qua thu duge & Bang 15 cho thdy @9 1éch chuan twong déi lap lai va do 1éch chuin
twong d6i tai 1ap (ndi bd) cuia phong thi nghiém dép tmg yéu ciu trong AOAC 2003, cu thé
14 RSD; <21% va RSDg <31,7%.

Bang 15. B4 1&ch chuén twong dbi lap lai va do léch chuén tuong dbi tai lap cua

phuong phap
STT| Thué6cBVIC | RSD (%) | RSDRr(%)
1 o-BHC 3,92 7,07
2 B-BHC 4,36 522
3 y-BHC 5,42 5.36
4 8-BHC 4,27 4,93
5 Heptaclo 3,52 6,26
6 Aldrin 4,62 4,76
7 Heptaclo epoxit 4,13 5,51
8 | Apha- Endosulfan 4,97 6,85
9 p.p’- DDE 6,33 6,39
10 Dieldrin 5,84 4,91
11 Endrin 7,93 8,43
12 | Beta- Endosulfan 7,19 9,66
13 | Endosulfan sulfat 4.50 5,38
14 p.p’-DDD 9.63 9,72
15 Endrin aldehyt 7,24 10,25
16 p.p” -DDT 3,63 5,72
17 Endrin keton 4,34 9,91
18 Metoxyclo >,81 8,89

Buéc 5: xdc dinh dur lrong héa chat BVTV nhom clo hitu co trong mau méu thuec 1é

MAu phén tich duoc chudn bi theo budc 2, va duge dwa vao phuong phap phén tich
GC-MS sir dung diéu kién t6i vu héa thu dugc tir budce 1 dé thu duogce pic cua mdi hop chét.
So sanh pic thu dwoc vé6i sic ky d6 chudn thu duge tir buéde 3 @8 dinh tinh c6 nhimg chét

quan tAm nao trong mau phan tich. Tir dién tich pic thu duge, st dung bd duong chuan thu
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duoc tir bude 4 d8 xac dinh ndng dd cia hop chét tuong ting — tirc 14 xac dinh ham lugng
ctia chit quan tAm trong mau phan tich. (OK)
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich

Giai phap hiru ich dugc minh hoa thém béng vi du sau. Vi du nay duoc dua ra nhim
muc dich minh hoa va khong du dinh gidi han pham vi bao h¢ cua giai phap hitu ich.

Vi du 4p dung phuong phap xac dinh du luong hoa chit BVTV nhém clo hitu co
trong mau cta bénh nhan ung thu vi (nhém bénh) va ngudi c6 stre khoe binh thudng (nhoém
chimg) dé nghién ctru x4c dinh mdi lién quan giita lugng hoa chit BVTV nhém clo hiru co
trong mau va bénh ung thu vi (Bang 16), tirc nhim tim ra héa chat BVTV nhém clo hitu co
c6 phai 12 mot trong nhitng nguyén nhén gay ra bénh ung thu va ¢ Viét Nam hay khong.

Thuc hién phén tich miu mau ddi v6i hai nhém ddi twong 12 nhém bénh gom 146
bénh nhan ung thu vi, va nhém chimg gém 146 ngudi c6 st khoe binh thudong. Bénh nhin
tuyén vao nghién ctu dén kham va diéu tri tai Bénh vién Ung budu Ha Noi, nguoi cé sirc
khoé binh thuong dén kham tai Phong kham da khoa-Truong Dai hoc Y té cong cong va
dugce xac dinh 1a ¢6 strc khoé binh thuong, khong méic bénh min tinh. Mau thu thap dugc
lvu gitt & nhiét d6 4m sdu va dugc phan tich trong cung thoi dim. O mdi ddi twong, thuc
hién 14y 2 ml mau. MAu méu thu duoc tir moi dbi trong duge gan tén miu (bang s6 ma hoa
cho ting ddi twong) va duge tach 14y huyét thanh dé phan tich. Pha lodng huyét thanh thu
duoc bang nudce loai ion véi ty 18 thé tich huyét thanh:nuée bang 1:1.

Chudn bi dng nghiém c6 thé ly tim duoc véi dung tich 15ml, thém 2ml ACN, 800mg
MgSO4, 200mg NaCl, tiép theo thém 2 ml huyét thanh da pha lodng, lic dng manh trong 1
phut bang méy lac vortex, ddm bao dung méi twong tac t5t v6i mAu va cac tinh thé mudi bi
v& ra khi lic, sau d6 ly tdm 10 phit & téc d 4000 vong/ phit dé thu dugc dung dich trén bé
mat.

Huat 14y 1,5ml dung dich trén bé mit vao 6ng nghiém cé dung tich 15ml, sau d6 thém
vao 110mg MgSO4va 180 mg PSA, 1ic ng manh trong 1 phut bang may lic vortex r0i lai
ly tim trong vong 10 phat ¢ 4000 vong/phut dé thu dugc dung dich trén bé mit duge lam
sach. Tiép theo, hut 1000 pl dung dich trén bé mit da 1am sach dé chuyén vao lo dung tich
12ml va dua vao thiét bi c¢6 c6 st dung khi nito dé c6 dic. Sau d6, hut 1ml dung dich n-

hexan chuyén vio lo chira dung dich c6 dic da néu, lic éng manh trong 1 phut bang may lac

-30-



3295

vortex dé thu duoc dich chiét bén trén, roi loc dich chiét bén trén nay qua dau loc 0,45um dé

thu duoc mau.

MAu dugc bom véao hé théng sic ky khdi phd GC-MS bao gdm hé théng Autosystem
GC-600/Turbo Mass 600D (hing san xuat Perkin-Elmer), va b bom mau chia dong/khong

chia dong kha 14p trinh (Programmable Split/ Splitless Injector, viét tit 1a PSSI), cot mao

quan Elite-5 MS (hang san xut Perkin-Elmer) véi cac diéu kién t6i wru nhu sau:

- nang lugng ion hoéa Ei:

- ning lwong khuéch dai dau do:

- nhiét d6 ngudn ion:

- nhiét d6 b phén két ndi GC-MS:
- nhiét do céng bom:

- khi mang:

- pha tinh qua cot:

- tbc @6 dong khi mang qua cot:

- thoi gian ngt dung moi:

- ché d6 bom mau:

- ché d6 séc ky dd ion tong (Total Ion
Chromatogram, viét tit 1a TIC):

- ché @6 chay:

- thé tich bom mau:

- chuong trinh nhiét d§ cua budng cot:

70 eV

1,2 kV

230°C

250°C

240°C

Heli

1,4-bis(dimetylsiloxy)phenylen dimetyl
polysiloxan

1,7 ml/phut

7 phut

khong chia dong

50 dén 550 don vi khdi lwong nguyén tir
(Atomic Mass Unit, viét tat 1a amu)

ché d6 ghi ion duogc chon (Selected Ion
Recording, viét tit 1 SIR) va ché do quét
(SCAN)

Tl

70°C gitr 1 phut, tang 15°C/phit dén 180°C giit
0 phut, sau d6 tang 5°C/phut dén 210°C gitt 0
phut, tiép tuc ting 15°C/phut dén 280°C giit 3
phut

Két qua phan tich dugc dbi chiéu véi sdc ky dd ciia hdn hop 18 chét chuén theo ché
d6 quét SCAN duoc thé hién trén Hinh 7, va by dudng chuén ciia 18 chit chuén (Hinh 11-
28) dé xac dinh dinh tinh va dinh lugng céc chit quan tdm trong miu. Két qua x4c dinh doi
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v6i mot phan trong sé tap hop ddi trong tham gia thir nghiém dugc thé hién trong Bang 16.
Két qué cho thiy trong s 18 chat phén tich thi chi ¢6 DDE, 1a san pham chuyén ho4 cua
DDT, dugc phat hién chinh trong mot s6 mau bénh nhan ung thu vi. Vi vay, diéu d6 cho

thy thudc trir sau clo hitu co DDE c6 lién quan t6i bénh ung thu va & Viét Nam.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép x4c dinh du lugng héa chit bao vé thuc vat (BVTV) nhém clo hitu co
trong mau bang sic ky khi ghép khéi phd, trong d6 phwong phép nay bao gbm cac budc
sau:

budce 1: t6i wu hoa cac didu kién cia hé thdng sic ky khi-khéi phd (GC-MS: Gas
Chromatography-Mass Spectrometry), trong d6 hé théng GC-MS bao gém hé théng
Autosystem GC-600/Turbo Mass 600D (hing san xuét Perkin-Elmer), va bd bom mau chia
dong/khong chia dong kha 14p trinh (Programmable Split/ Splitless Injector, viét tat 1a

PSSI), cot mao quéan Elite-5 MS (héng san xuit Perkin-Elmer) v6i cc diéu kién t6i uu nhu

sau:

- nang lugng ion hoa Ei: 70 eV

- ning lwong khuéch dai dau do: 1,2kV

- nhiét d6 ngudn ion: 230°C

- nhiét d b phan két ndi GC-MS: 250°C

- nhiét d6 cong bom: 240°C

- khi mang: heli

- pha tinh qua cdt: 1,4-bis(dimetylsiloxy)phenylen dimetyl
polysiloxan

- tbc do dong khi mang qua cot: 1,7 ml/phut

- thoi gian ngit dung mai: 7 phut

- ché d6 bom mAu: khong chia dong

- ché d6 séc ky dd ion tong (Total Ton 50 dén 550 don vi khéi lugng nguyén tir

Chromatogram, viét tit 1a TIC): (Atomic Mass Unit, viét tat 1a amu)

- ché @6 chay: ché do ghi ion dugc chon (Selected Ton
Recording, viét tat 1a SIR) va ché do quét
(SCAN)

- thé tich bom mAu: lul

- chuong trinh nhiét do cia budng cot:  70°C giir 1 phut, ting 15°C/phit dén 180°C
gitr 0 phut, sau d6 tang 5°C/phut dén 210°C



3295

gifr 0 phut, tiép tuc ting 15°C/phit dén 280°C
gilr 3 phut

bude 2: chudn bi mau ding cho phan tich GC-MS; trong d6 mau dugc chuén bi theo
quy trinh bao gdm cac cong doan sau:

i) ddng hoa huyét thanh, sau d6 bo sung H,O da loai ion vao huyét thanh déng hoa
v6i ty 18 theo thé tich cia H>O: huyét thanh 1a tir 0,5:1 dén 3:1 dé thu dugc hdn hop huyét
thanh;

i1) chun bi dung moi chiét axetonitril dugc dém héa va tach nuéc béng cach 14an
lugt thém MgSO4 va NaCl vao axetonitril, trong d6 Iwong MgSOs st dung cho mdi ml
axetonitril nam trong khoang 100-500 mg, lvgng NaCl st dung cho mdi ml axetonitril nAm
trong khoang 50-100 mg, ty 1€ theo trong lugng cua MgSO4:NaCl nim trong khoang tir 1:1
dén 9:1;

iii) thém hén hop huyét thanh néu trén vao dung moi chiét axetonitril dugc dém hoa
va tach nudce néu trén theo ty 16 thé tich cia hdn hop huyét thanh:dung mbi chiét axetonitril
duoc dém hoéa va tach nude 1a tir 1:1 dén 1: 3, tiép theo lic va ly tim dé thu dugc dung
dich trén bé mat;

iv) 1am sach dung dich trén bé mit thu duoc bang cach thém dung dich nay vao hon
hop MgSOs va chit hap phu amin bac mot va bac hai (Primary Secondary Amine, viét tat
1a PSA), trong d6 lugng MgSOs str dung cho mdi ml dung dich trén bé mit nam trong
khoang 50- 150 mg, lugng PSA st dung cho mdi ml dung dich trén bé mit ndm trong
khoang 100-200 mg, ty 1€ theo trong lugng cua MgSO4:PSA nim trong khoang tirl:1 dén
1:2, tiép theo lic va ly tam dé thu duoc dung dich trén bé mat da 1am sach;

v) ¢0 ddc dung dich trén bé mit da 1am sach bang thiét bi c6 c6 stir dung khi nito;

vi) thém n-hexan vao dung dich trén bé mat ¢b dic, trong d6 n-hexan dugc st dung
v6i lugng sao cho ty 1€ thé tich n-hexan va dung dich trén bé mit trede khi duoce ¢o dic &
cong doan v) 1a tr 0,5:1 dén 1:1, lic dé thu dich chiét bén trén va loc dich chiét bén trén
nay dé thu dugc mau;

budc 3: thiét 1ap sic ky dd chuén cua tap hop céc chét chuén ma 14 héa chat BVTV

nhom clo hiru co;
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budce 4: thiét lap bd dudng chuan cho tip hop cic chét chudn ma 12 hoa chit BVTV
nhém clo hitu co, trong d6 bd duong chuin nay ding dé x4c dinh ndng d6 héa chat BVTV
trong mau phan tich; va

budc 5: xac dinh du luong hoa chit BVTV nhém clo hitu co trong mau mau thuc té
bang cach st dung diéu kién t6i wu héa thu duge tir budc 1, miu phan tich duge chuén bi
theo budce 2, sic ky dd chudn dugc thiét 1ap theo budc 3, va bo duong chuén duoc thiét 1ap
theo budc 4.
2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 trong cong doan i) cia budc 2, ty 1€ theo thé tich ciia
H,O: huyét thanh 13 1:1.
3. Phwong phép theo diém 1, trong d6 trong cong doan ii) ciia budce 2, ty 1€ theo trong luong
cta MgSO4:NaCl 1a 4:1.
3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 trong cong doan iii) ciia budce 2, ty 1é theo thé tich
ctia hdn hop huyét thanh:dung moi chiét axetonitril dugc dém hoa va tdch nude la 1:1.
5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 trong cong doan iv) clia bude 2, ty 1€ theo trong
luong cia MgSO4 va PSA 1a 11:18.
6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 trong cong doan vi) clia budce 2, ty 1é theo thé tich
cuia n-hexan va dung dich trén bé mit trude khi duge co dic & cong doan v) cta budc 2
lal:1.
7. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 & budce 3 va budce

4, shc ky dd va bo duong chuan dugc thiét 1ap cho cac hoa chit BVTV nhém clo hitu co

bao gém cac chit o-BHC, B-BHC, v-BHC, o0-BHC, heptaclo, aldrin,
heptaclo epoxit, alpha- endosulfan, p,p’- DDE, dieldrin, endrin, beta-

endosulfan, p,p'-DDD, endrin aldehyt, endosulfan sulfat, p,p’-DDT, endrin
keton, va metoxyclo.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 sdc ky db duoc thé hién trén Hinh 7.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 bo duong chuén thé hién méi trong quan giita ndng

do chat chuan véi dién tich manh pho cua chat chuan d6 nhu sau:

36 thir tu chat chuén moi tuong quan hé s6 x4c dinh R?
1 o-BHC y =77,9x-46,925 0,9999
2 B-BHC y = 85,927x-25,427 0,9999
3 v-BHC y =76,343x+26,429 0,9999
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4 S-BHC y = 54,801x-40,872 0,998
5 heptaclo y =51,314x+14,483 0,9993
6 aldrin y = 50,063x-5,1076 0,9993
7 heptaclo epoxit y = 28,897x+8,35 0,9994
8 alpha-endosulfan y = 16,008x-2,0825 0,9998
9 p.p’- DDE y = 137,14x-13,189 0,9997
10 dieldrin y = 67,419x-6,0791 0,9996
11 endrin y = 7,3704x-5,7915 0,9979
12 beta- endosulfan y = 6,5056x-12,024 0,9957
13 p.p'-DDD y = 140,99x-54,642 0,9998
14 endrin aldehyt y = 9,6285x-18,969 0,9953
15 endosulfan sulfat y = 3.6144x-10,745 0,9959
16 p.p’ -DDT y = 29,808x-62,177 0,9973
17 endrin keton y=11377x-18,729 09971
18 metoxyclo y = 29,808x-62,177 0,9973

trong d6, y 1a dién tich manh phd cta chét chudn (don vi 1a m/z, (mass-to-charge
ratio, ty 18 khoi luong-dién tich)) va x 1a ndng do ctia chét chuén (phén ty (part per billion,

viét tat 1a ppb)).
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