THUYẾT MINH DỰ THẢO TIÊU CHUẨN QUỐC GIA

1. Tên tiêu chuẩn

Nước ăn uống – Xác định dư lượng diquat và paraquat – Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao
Drinking water – Determination of diquat and paraquat residues – High performance liquid chromatography method 

2. Tổ chức biên soạn

Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm Quốc gia - Bộ Y Tế
3. Khái quát chung

3.1. Giới thiệu về diquat và paraquat
Paraquat hay gramoxone (1,1-dimethyl-4,4'-bipyridylium chloride) là hợp chất được sử dụng để diệt cỏ dại trong sản xuất bông, gạo và ngô. Cùng với paraquat là diquat (1,1'- ethylene-2,2'-bipyridyldiylium dibromide) chúng thuộc họ bipyridyl nên có khả năng diệt cỏ rất mạnh do đó được ứng dụng rộng rãi trên thế giới cũng như tại Việt Nam.

Tính chất của paraquat thường có màu trắng hơi vàng, không mùi Paraquat thường ở dạng dimethylsulphate hoặc dichloride. Dạng dichloride tinh thể trắng, dạng dimethylsulphate chảy rữa. Paraquat ổn định trong dung dịch môi trường acid hoặc trung tính và không ổn định trong môi trường kiềm. Paraquat tan tốt trong nước (độ tan 700 g/l ở 20oC), ít tan trong cồn và hầu như không tan trong các dung môi hữu cơ khác. Tính chất của diquat gần giống paraquat thường có sẵn dưới dạng dibromide, tinh thể màu vàng. Cả paraquat và diquat  có tính phân cực cao Paraquat và diquat có công thức cấu tạo dưới đây:


Hình 1. Công thức cấu tạo của paraquat và diquat

3.2. Độc tính của diquat và paraquat

Paraquat rất độc, tỷ lệ tử vong rất cao, chỉ cần uống nửa ngụm dung dịch 20% là có thể tử vong. Chất độc được hấp thu nhanh, đặc biệt có ái lực rất cao với phổi, gây tổn thương phổi (tổn thương sau đó xơ phổi tiến triển) và các cơ quan khác (thường là niêm mạc tiêu hoá, gan, thận). Diquat không gây ngộ độc hô hấp nhưng có khả năng hủy hoại gan và thận.

Paraquat có giá trị LD50 là 57 mg/kg trên chuột đường uống, diquat có độc tính thấp hơn so với paraquat, giá trị LD50 là 120 mg/kg trên chuột đường uống. Trên thế giới người ta chưa thể tìm ra một phương pháp điều trị cho các ca ngộ độc hóa chất này. Dù được điều trị tích cực, lọc máu, 70 – 90% bệnh nhân sẽ không thể qua khỏi nếu uống từ 50ml thuốc diệt cỏ trở lên. Hóa chất cực độc gây suy gan, xơ phổi sẽ không thể cứu chữa được người bệnh.

3.3. Tình hình sử dụng diquat và paraquat

Hiện nay paraquat và diquat vẫn chưa bị cấm, việc sử dụng hai chất diệt cỏ này ngày càng trở nên phổ biến. Nó được dùng để kiểm soát các loại cỏ trong nông nghiệp, lâm nghiệp, làm vườn. Do độc tính rất mạnh của hai hợp chất này khi tiếp xúc với động vật và con người nên hiện nay tại Châu Âu và Mỹ đã cấm sử dụng nhưng tại Việt Nam thì vẫn đang là những chất bảo vệ thực vật sử dụng nhiều nhất. Ngày 8/2/2017, Bộ trưởng Bộ NN&PTNT Nguyễn Xuân Cường đã ký, ban hành Quyết định số 278/QĐ-BNN-BVTV về việc loại bỏ thuốc bảo vệ thực vật (BVTV) chứa hoạt chất 2.4 D và Paraquat ra khỏi Danh mục thuốc BVTV được phép sử dụng tại Việt Nam. Nhưng loại thuốc này vẫn được phép nhập khẩu và sử dụng đến ngày 8/2/2019.

3.4. Giới thiệu phương pháp xác định diquat và paraquat 

Nhiều nước trên thế giới đã ban hành tiêu chuẩn và phương pháp phân tích Paraquat và Diquat. Các phương pháp được sử dụng là phương pháp sắc ký lỏng (HPLC) với detector PDA, phương pháp sắc ký lỏng khối phổ (LC-MS/MS), phương pháp quang phổ, phương pháp sắc ký khí khối phổ (GC-MS), phương pháp điện di mao quản (CE). 

Tomás Pérez-Ruíz và cộng sự đã xác định đồng thời paraquat và diquat bằng phương pháp phân tích bơm dòng chảy. Paraquat kết hợp với thuốc thử benzandehyde trong môi trường ethanol:H2O = 90:10 tạo thành phức và được đo huỳnh quang với bước sóng kích thích là 420nm và bước sóng phát xạ 536nm. Khoảng tuyến tính của phương pháp từ 0,13 – 7,4(g/ml, độ lệch chuẩn tương đối là 1,9% và 1,3% tại nồng độ tương ứng 0,3 và 2,0(g/ml. Phương pháp được áp dụng để xác định paraquat trong các loại thuốc diệt cỏ, đất, nước và khoai tây.

Bahruddin Saad và cộng sự đã xác định đồng thời thuốc diệt cỏ paraquat, diquat bằng phương pháp điện di mao quản sử dụng detector UV với bước sóng 254nm. Dung dịch điện di để tách paraquat, diquat là đệm glycin : HCl có chứa NaCl 40mM và 5% MeOH tại pH=3. Giới hạn phát hiện của phương pháp là 0,05ppm, khoảng tuyến tính từ 0,3 – 10,0ppm. Độ chính xác của phương pháp được thực hiện bằng cách thêm chuẩn tại nồng độ 5ppm trên nền mẫu huyết tương nhân tạo. Độ thu hồi và độ lệch chuẩn tương đối giữa các lần chạy trong ngày là 97,8 % và 0,93%, giữa các ngày là 97,0% và 0,64%. Phương pháp cho kết quả tương đối giống với phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao.

Takeaki Nagata, Keiko Kudo, Kojiro Kimura và Tohru Imamura đã xác định paraquat và diquat bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao. Mẫu phân tích được chiết tách và làm sạch bằng cột Sep-Pak C18 và được xác định bằng sắc ký lỏng với detector UV tại 2 bước sóng: 256nm cho paraquat và chất nội chuẩn L-tyrosine, 310nm cho diquat. Cột sắc ký sử dụng là cột C18 với pha động là dung dịch chứa 5% KBr, 5% MeOH, triethylamine (1ml/l ), pH=3 – 4. Khoảng tuyến tính của phương pháp là 0,1 - 10(g/g, giới hạn phát hiện thấp 0,05(g/g.

Các tác giả Rafael Menck de Almeida và Mauricio Yonamine đã xác định paraquat, diquat trong mẫu nước tiểu huyết tương bằng phương pháp sắc ký khí khối phổ. Các chất phân tích được chiết tách bằng cột chiết pha rắn C18 và đem đo sắc ký khí khối phổ với chế độ chọn lọc ion (SIM). Giới hạn phát hiện của paraquat và diquat đều là 0,05mg/l.

Một phương pháp xác định đồng thời thuốc diệt cỏ paraquat và diquat trong nước bằng phương pháp sắc ký lỏng khối phổ đã được phát triển. Các chất phân tích được tách trên cột chiết pha rắn ENVI-8DSK và được rửa giải bằng dung dịch TFA 5M. Dịch rửa giải được thổi khô và hòa cắn bằng dung môi pha động (7% MeOH/93% H2O/TFA 25mM). Diquat được ion hóa tạo thành ion mẹ [M2+ - H+]  với m/z 183, trong khi đó paraquat được tạo cặp ion với TFA tạo thành ion mẹ [M2+/-OOCCF3] với m/z 299. Giới hạn phát hiện của paraquat, diquat tương ứng là 0,1 và 0,2 (g/l. Độ chính xác và độ đúng của phương pháp đối với diquat là 14% và 6%, đối với paraquat 12% và 3%.

Phương pháp sắc ký lỏng khối phổ là phương pháp hiện đại và có giới hạn phát hiện tốt nhất. Tuy nhiên, nhược điểm của phương pháp là tốn kém và không phải phòng thử nghiệm nào cũng có. Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao cũng là phương pháp hiện đại, có giới hạn phát hiện thấp hơn phương pháp sắc ký lỏng khối phổ nhưng có thể áp dụng được ở hầu hết các phòng thử nghiệm. Do đó, chúng tôi chọn phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao để xác định paraquat và diquat. 

Châu Âu đã đưa xây dựng phương pháp chuẩn cho phân tích paraquat và diquat trong nước ăn uống. Phương pháp này sử dụng cột C8 để làm sạch mẫu. Dịch chiết được phân tích trên cột Phenomenex Spherisorb (3 µ, 100mm X 4.6mm), sử dụng chất tạo cặp. Phân tích bằng sắc ký lỏng đầu dò UV với bước sóng 308 nm and 257 nm. So với phương pháp HPLC-MS thì phương pháp HPLC-UV có một số ưu điểm: đơn giản, dễ thực hiện, chi phí thấp, hiệu quả cao. Do rất nhiều phòng thí nghiệm tại nước ta được trang bị hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC, vì vậy có thể triển khai áp dụng phương pháp này trên thực tế sẽ cho hiệu quả tốt hơn. Đây là cơ sở để chúng tôi tiến hành nghiên cứu thực hiện tiêu chuẩn này.
4. Sự cần thiết của việc xây dựng tiêu chuẩn

Hiện nay, việc sử dụng paraquat và diquat chưa bị cấm hoàn toàn do vậy chúng vẫn được dùng ở Việt Nam. Paraquat và diquat sau khi phun tồn dư trong đất và ngấm vào nước bề mặt và nước ngầm do vậy chúng vẫn tồn tại trong chuỗi thức ăn do đó vấn đề kiểm soát paraquat và diquat là rất cần thiết. Hơn nữa, tại Việt Nam chưa có một phương pháp chính thức được quy định để ứng dụng phân tích paraquat và diquat trong nước uống. Do vậy mục đích xây dựng TCVN này là đưa ra được phương pháp có độ chính xác cao, độ nhạy tốt và có thể áp dụng được trên cả nước để xác định hàm lượng paraquat và diquat trong nước ăn uống.

5. Phương thức xây dựng và tài liệu làm căn cứ xây dựng tiêu chuẩn

* Phương thức xây dựng: 
	+ Xây dựng mới                      
	
	    + Sửa đổi, bổ sung                                
	

	+ Chấp nhận tiêu chuẩn quốc tế       
	
	    + Thay thế                                             
	


* Tài liệu chính làm căn cứ xây dựng TCVN: Tiêu chuẩn được biên soạn dựa trên: EPA method 549.2 “Determination of Diquat and Paraquat in Drinking Water by Liquid-Solid Extraction and High Performance Liquid Chromatography With Ultraviolet Detection”
Những thay đổi so với phương pháp tham khảo: Điều kiện sắc ký do sử dụng cột cỡ hạt nhỏ hơn nên tốc độ dòng pha động thay đổi so với EPA 549.2 từ 2 ml/min thành 1,2 ml/phút. Thể tích tiêm là 50 µl so với EPA 549.2 là 200 µl.
Phương pháp xác định dư lượng diquat và paraquat sau khi xây dựng đã được tiến hành thẩm định nội bộ tại phòng thí nghiệm của Viện kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm Quốc gia. Kết quả thẩm định đáp ứng yêu cầu của AOAC. Phương pháp có thể phát hiện được diquat và paraquat với hàm lượng 0,3 µg/l. (Báo cáo xác nhận giá trị sử dụng trên nền nước uống được gửi kèm theo)

Đặc biệt, Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm Quốc gia đã phối hợp với Viện Hàn lâm khoa học công nghệ Việt Nam khảo nghiệm trên nền mẫu nước uống. Số mẫu gửi khảo nghiệm đối chiếu là 20 mẫu để xác định các thông số. 
· Xác định độ lặp lại 

· Xác định độ tái lập 
· Xác định độ thu hồi (độ đúng)

· Xác định giới hạn định lượng

· Xác định độ đặc hiêu
· Xác định độ chọn lọc 
Nhận xét: 

6. Nội dung tiêu chuẩn

Bố cục, nội dung của TCVN gồm các phần sau:
1. Phạm vi áp dụng

2. Nguyên tắc
3. Thuốc thử
4. Thiết bị, dụng cụ
5. Lấy mẫu
6. Cách tiến hành
7. Tính kết quả
8. Báo cáo thử nghiệm
Thư mục tài liệu tham khảo

Hà Nội, ngày     tháng     năm 2019

TM. Ban soạn thảo

