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Thwe pham — Xac dinh patulin trong nwéc tao trong,
nwéc tao duc va puree — Phwong phap sac ky léng

hiéu ndng cao c6 lam sach phén doan léng/léng

Foodstuffs — Determination of patulin in clear and cloudy apple juice and puree —
High performance liquid chromatographic (HPLC) method with liquid/figuid partition clean-up

1 Pham viap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap xac dinh ham lweng patulin trong nwdc tao va puree tao bang
sdc ky 1dng hiéu nang cao (HPLC). Phuong phap nay da dwoc khao nghiém dé xac dinh patulin qua
phan tich cac m3u bi nhim tw nhién va cac mau da dwoc bd sung lrong bigt trude trong nuée tao
trong & cac mikc tl 26 pgd dén 128 pgl, trong nude tao duc & cac mirc tir 28 pg/l dén 106 ugll va
trong puree tdo & cdc mire tr 23 pglkg dén 121 uglkg.

2 Tailiéu vién dan

Céc tai ligu vién din sau rit cin thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. B4i véi cac tai liéu vién dén ghi
nam céng bd thi p dung phién ban dugc néu. DI véi c4c tai liéu vien din khéng ghi ndm cdng bd thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gbm ca cac sira dbi, bd sung (néu ca).

TCWN 4851 (ISC 3696), Nudc ding dé phéan tich trong phong thi nghiém — Yéu cau ky thudt va
phuong phdp ther

3 Nguyén tic

Nuwée tao duc va puree tdo duge xir Iy bang enzym pectinaza. Patulin dugc chiét ra khéi nwéc tao
hodc puree da duoc xd Iy enzym bang dung dich etyl axetat. Dich chiét bang dung méi duwgc lam sach
bing chiét pha 13ng-léng v&i dung dich natri cacbonat. Dich chiét bang etyl axetat duge 1dm kho bang
natri sulfat khan. Sau khi cho bay hoi etyl axetat, patulin dwec dinh lwong bang sic ky léng hiéu ning
cao véi detector t& ngoai (UV).



4 Thubdc thir
4.1 Yéucduchung

Chi sl dung cac thube thir loai tinh khiét phan tich, nwéc cat hodc nuéc loai 1 cla TCYN 4851
(ISO 3696}, trir khi cé qui dinh khac. Dung mai phai ¢ chét lwgng ding cho phan tich HPLGC,

4.2 Dung dich natri cacbonat, néng dd khéi lugng s(Na,CO3) = 15 g/l.
Héa tan 1,5 g natri cacbonat trong 100 ml nuée.

4.3 Axit axetic, ndng da thé tich o(CH,COOH) =~ 98 %.

4.4 Natri sulfat khan.

4.5 Nudc co pH =4, =

Dlng axit axetic d& chinh pH cla nudc dén 4.

4.6 Etanol tuyét déi, o(CH.CH.OH) = 99,7 %.

4.7 Etyl axetat,

4.8 Axit percloric, p(HCIO,) = 80 %.

4.9 Axetonitril,

410 Dung dich enzym endogalacturonaza, cé hoat dé dién hinh 1400 U/g.

Bion vi (U) la lwgng enzym xdc tac giam 20 % 46 nhét cia dung dich pectin 1 % trong vong 5 min & pH
34vaz25°C.

CHU THICH  Thige té cb cac lugng bao gdi 100 ml dén 200 ml.

4.11 Pha ddng cua HFLC

Tron 95 phan thé tich nwéc véi 5 phan thé tich axetonitril {4.9) va 0,095 phan thé tich axit percloric -
(4.8) va kht khi.

412 Dung dich gée patulin

CANH BAO Patulin dwoc nghi ngér 1a chit gay dét bién va da dwec ghi lai 12 cé cac dac treng
vé gdy doc mién dich va gay ddc vé than kinh. Ludn luén phai mang ging tay, kinh bao vé va tat
¢é cac bwde chuan bj mau, chit chuin phai dwec thwe hién trong ta hat.



Héa tan 5 mg patulin hodc lwgng chira trong 1 6ng (néu patulin & dang mang) trong etyl axetat (4.7).
Chuyén dung dich sang binh dinh mirc 25 ml va pha lodng bang etyl axetat d&n vach @& thu duge dung
dich c6 chira khodng 200 ug/ml patulin. Bao quan dung dich gbc trong td lanh duéi 0 °C.

4.13 Dung dich chuan patulin

Cho bay hoi 1000 ul dung dich gbc (4.12) @&n khé bang doéng nitor va hoa tan ngay treng 20 mi etanol
(4.6 d& thu duoe nbng dé khdi lwgng khodng 10 ug/ml patulin.

DE x4c dinh chinh xac néng dé, ghi lai dwéng hap thu & bude séng tir 250 nm dén 350 nm trong cuvet
thach anh 1 cm ¢6 etanol lam déi chirng. Xac dinh buée séng cb dd hap thu toi da. Tinh ndng dd khbi

lwgng cla patuling pea, bang microgam trén mililit, theo cong thive 1
Fpar = "qmax i (1)

Trong do:

Ams: 12 @8 hép thu xac dinh duoc tai diém t6i da clia dudng hap thy (& day: tai khoang 276 nm);
M 14 khéi lwvong phan ti teong @éi cua patulin (M = 154,12 g/mol);

£ |4 hé sb hap thu mol twong @i clia patulin trong etanol [& day: 14680 m%/mol, nhu trong AQAC
1995, Natural Toxing, Patulin (cac ddc td tw nhién, patulin) 49.6.01.C(d)];

& |a chidu dai dudng quang cla cuvet thach anh, tinh bang centimet (cm).

Bao quan dung dich chufn trong td lanh & nhiét d6 duwai 0 °C. Cac dung dich cé thé bén trong 2 thang.
Trude khi sir dung, duwa cac dung dich nay vé& nhiét dé pheng dé tranh nwée b 1&n vao do ngueng tu.

4.14 Dung dich chudn patulin hiéu chudn

Cho bay hoi 500 pl dung dich chuén (4.13) dén khd hodc mét lwgng twong dwong voi 5 ug patulin
tuyét ddi, hoa tan trong 5 mi nuée cb pH 4 (4.5) & thu dugc patulin 6 néng dg khoi lugng 1 pg/ml.

Dung dich nay ¢é thé bao quan duge trong td lanh & 4 °C. dung dich nay cé thé bén it nhat 8 tuan.

5 Thiét bi, dung cu
51 Yéu cau chung
SU dung céc thiét bj, dung cy cla phéng thir nghigm théng thudng va cuy thé nhw sau:

5.2 Pipet, dung tich 5 ml, 1 ml, 200 pl va 50 pl ¢é cac dau pipet thich hop.



5.3 Can phan tich.

5.4 May do quang phé UV, hai chum tia va ghi dwgc & budc séng 250 nm dén 350 nm.
5.5 Cuvet thach anh, chiéu dai dwdng quang 1 cm.

5.6 May ly tdm, co gia téc ly tam 4500 g.

5.7 Ong ly tdm, dung tich 50 ml cé nép van chit.

5.8 May cd quay, co ndi cach thiy @& & 40 °C.

5.9 Gidy loc, co c& 18 20 um dén 25 pum.

510 Bo loc bing xyranh sir dung mét l&n, cé c& 16 0,2 pm (tiy chon).

Kidm tra tirng mé trweére khi sir dung dé& dam bdo rang patulin khdng bi hdp phu trén bd loc.
5,41 Thiét bi HPLC, gom:

5.41.1 Hé thong bom, hé théng bom van c6 vong bom 50 pl.

5.11.2 Bom ding déng, khéng xung, ¢6 thé duy tri tdc dd 1 mi/min.

5.11.3 Detector UV, dugc gan véi cuvet dong chay duoc cai dat & 276 nm.

511.4 Co&t HPLC pha ddo phan tich, vi du: cét Cy; octyldecylsilane (ODS) (dugc nhoi bang cacbon
12 % dén 17 % dwoc coj la thich hop) cé thé tach patulin ra khéi cac pic khac. Chigu cao tdi da duéng
& pic chéng nhau phai nhé hon 10 % cla chidu cao pic téi da (can phai digu chinh pha déng vé phan

giai dudng nen). Nén st dung cbt trurde thich hep.
5.11.5 Heé thdng dir lidu
5.11.6 Van chuyén mach hosic bom HPLGC thi hai, tiy chon, dé rira c6t phan tich gitra cac lan bom.

5,12 Binh ciu day tron, dung tich 250 ml cé khép ndi thily tinh mai,

6 Cach tién hanh
6.1 Chudn bi mau thi

6.1.1 Nwéec tio trong

Khéng cin chuin bi mau. Tién hanh theo 6.2 dén 6.4,



B.1.2 MNwoe tao duc

Chuyén 20 ml = 0,1 m! nwdc tao duc sang ang ly tam (5.7) va thém 150 pl dung dich enzym 4.10). Van
chat nép va lac ki binh. B& qua dém & nhiét d9 phong hodc dé 2 h & 40 °C, sau 46 cho ly tam 5 min &
gia toc 4500 g.

6.1.3 Puree tao

Can 10 g mau thir puree, chinh xac dén 0,1 g cho vao 6ng ly tam (5.7), thém 150 ul dung dich enzym
(4.10) va 10 ml nwede. Van chat nap va lac binh bang may dong héa thy thudc vao mau, dé tron ky. Dé
qua dém & nhiét 46 phong hodc dé 2 h & 40 °C, sau dd cho ly tdm 5§ min & gia te 4500 g.

6.2 Chiét patulin

Ding pipet 4y 10 ml nwéc tao trong hodc nwdc tdo duc d3 chuan bi trong 6.1.2 cho vao phéu chiét
100 ml. B&i véi puree tao thi dung pipet 1ay 10 ml mau da chudn bj trong 6.1.3, twong duong véi 5 g
puree, cho vao phéu chiét 100 ml. Thém 20 ml etyl axetat {4.7) va lac trong 1 min. B& yén cho tach Iép
r&i tach rigng hai pha nay vao hai binh non riéng ré. Chuyén phan nudéc vao lai phéu chiét va chiét lai
lan hai bang 20 ml etyl axetat. Lai d& yén cho tach I&p rdi chuyén 16p nwde phia dudi vao mét binh nén
réng va I&p phia trén vao binh nén cé chika san |&p etyl axetat tlr lan chiét thir nhat. Lap lai qui trinh
chiét nay 1an ba, nhung sau khi tach I&p thi thao bd I&p nwée phia duéi. Gop ba phan dich chiét etyl
axetat nay vao phéu chiét. Trang binh nén duge dung dé dyng cac dich chiét etyl axetat bang 5 mil etyl
axetat méi va gdp nwée riba nay vao dich chiét etyl axetat trong phéu chiét.

6.3 Loai bo cac hop chat axit gay nhiéu

Cho 4 ml dung dich natri cacbonat (4.2) vao phéu chiét dwng dich chiét etyl axetat va lac trong 30 s.
Poi cho tach &p rbi thao I6p nude phia dwdi chay sang binh nén. Rét Iop phia trén sang binh chu day
tron (5.12) qua phéu chiét va gidy loc (5.9) co chira khodng 15 g natri sulfat khan (4.4). Chuyén phan
nuae trd lai phéu chiét rdi trang binh non bang khodng 10 ml etyl axetat (4.7), cho nwéc trang vao
ph&u chiét va lac 30 s. D& yén cho tach I&p, thao bd |&p nwée phia dwdi va cho 1ép phia trén chay qua
natri sulfat sang binh ciu day trén (5.12). Trang ph&u chiét bing 15 ml etyl axetat va cho qua natri
sulfat vao binh chu day tron.

Thire hign burde nay trong vong 3 min.
6.4 Chuan bi dung dich mau thiv

Cho bay heoi dung dich thu duee trong 6.3 dén thé tich nhé (< 1 ml) trong chan khéng, st dung nbdi
cach thily & 40 °C. Chuyén lweng cbn lai sau khi bay hoi sang mét lo thay tinh. Trang phia trong binh
cAu day tron bing etyl axetat (4.7) @& dam bdo rdng chuyén dwoc tat ca patulin sang lg. Cho bay hoi
dung dich d@&n khé bing dong nito trén tAm gia nhiét hodc trén ndi cach thiy & 40 °C. Héa tan lai cén



béng cach ding pipet lay 1 ml (Vy) nudc (500 ul véi mau puree) (4.5) cho vaa lo. Ding may trén Vortex
dé hoa tan hoan toan mau. Chuyén dung dich mau thir sang lo nhd clia HPLC. Loc qua bd loc xyranh
ding mét 1an (5.10), néu can.

7 Qui trinh thém chudn
7.1 Nuwéc tao trong

Dung pipet [y 10 ml nwéc tdo trong khdng chira patulin cho vao ph&u chiét 100 ml. Ding pipet 1y
50 ul dung dich chuan (4.13) hodic mét lweng dich 1éng tuong dwong véi 0,5 ug patulin tuyét déi cho
vao nuéc tao trong khéng chira patulin. Bay binh va Iac ki dé tron. Tién hanh nhw trong 6.2 dén 6.4,

7.2 Nwiérc tao duc

Ding pipet 18y 10 ml nwdc tao duc cho vao éng ly tam (5.7). Dung pipet 14y 50 u! dung dich chudn
(4.13) hodc mit lwgng dich If}ng tirong duwong véi 0,5 ug patulin tuyét déi cho vao nwdc tao duc khéng
chira patulin. Bay binh va Iac ki dé trén. Tien hanh nhe trong 6.1.2.

7.3 Puree tao

Can 10 g puree tdo khéng chira patulin, chinh xac dén 0,1 g, cho véo éng ly tdm (5.7). Dlng pipet ldy
50 i dung dich chuan (4.13) hodc mét lwong dich Idng tweng duong voi 0,5 pg patulin tuyét déi cho vao
puree tdo khdng chira patulin. Sau khi thém, I&c k§ dé tron dung dich. Tién hanh nhw trong 6.1.3.

8 Xac dinh bang HPLC

8.1 Bwéng chuan

8.1.1 Yéu ciu chung

Dyng dwéng chudn trong ngay phén tich,

8.1.2 Dung dich hiéu chudn patulin ding cho HPLC

Chuén bj 5 dung dich chudn HPLC trong céc binh dinh mire 2 mi riéng biét theo Bang 1. Ding pipet G&
chuyén dung dich chuén patulin @& higu chudn (4.14). Pha loang tirng dung dich chuan dén 2 ml bang
nuwdée co pH 4 (4.5).



Bang 1 — Chuan bj cac dung dich chuidn

| Dung dich chuin Nwéc (4.5) | Dung dich chuin lam viée patulin | Néng d§ khéi..lu-q-ng
(ul} () {pg/mi)
1 1000 1000 0,50
2 i 1200 ! 8OO 0,40.
% 3 T 1500 ‘ ‘ 500 1 0,25
L 1800 : 200 0,10 |
5 1900 100 P 0,05 7]

8.2 Cac diéu kién van hanh cta HPLC

Khi str dung cét qui dinh trong 5.11 va pha déng qui dinh trong 4.11, thi cai dat nhw sau 14 thich horp:

Tée @6 dang clia pha déng (cot): 1,0 mli/min;
Buwée song cla detector UV, 276 nm;
Thé tich bom: 50 wul,

9 Tinh két qua

Boc tir dwong chuéin khéi lwgng patulin trong dung dich méu ther da bom I&n c6t HPLC, béng
nanogam. Tinh phan khéi lvong patulin, wesr, bang nanogam trén mililit (hodc gam déi véi puree) theo
edng thire (2);

bt

(2)

Wadr = iy X

S|

il
ma.'
Trong do

mg & khoi lgng patulin trong phén dung dich thir duge bom Ién cét, tinh bing nanogam (ng):

Vo la thé tich phan dung dich thtr (6.4) duge bom Ién cét, tinh béng mililit (mi):

Vi 1a thé dung dich mau thir (8.4}, (V, = 1,0 ml d6i v&i nwéc tao, Vi = 0,5 ml déi véi puree) tinh

béng mililit (ml);

m; |a thé tich mau dugc chiét, tinh bang mililit ddi vai nwde tao (m. = 10 ml) hodc gam déi véi

puree (M, = 5q).

Két qué cudi cing o6 thé dwoc biéu thi bang microgam trén lit (hodc kilogam &éi véi puree) va tuong

duweorng vai nanogam trén mililit (hedc gam).



10 B06 chum
10.1 Phép thir lién phéng thir nghiém

Cac chi tiét clia phép thi lién phong thir nghiém vé d6 chum clia phuong phap duee néu trong Phu luc
A. Cac gia trf thu dwge tir phép thir lién phong thir nghiém nay c6 thé khéng ap dung cho cac dai nbng
dd/chat nén khdc véi cae gia trj da néu.

10.2 D5 lap lai

Chénh léch tuyét doi gitra cac két qua cla hai phép thir don I& thu duwge khi st dung cling phuwong
phap, tién hanh trén vat liéu thir giéng hét nhau, trong cling mét phong thir nghiém, do mét nguwei thue
hign, s dung cing thigt bi, thire hién trong mét khodng thei gian ngan, duoc phép vt qua gia tri Qi
han l4p lai rsau day nhung khéng qua 5 % truding hop:

-

Béi véi nwéc tao trong: x =26 ugll r= 10,36 pg/l
x =54 g/l r=16,8 pgll
x =67 pg/l r=235 ugll
x =128 pgi r=27.7 ugll

Péi véi nwéc tao duc: x =26 pgl r=10,36 pg/|
x =60 pg/l r=21,8 pgi
x =69 ugl r=11,8 pg
x =106 g/l r=28,6 ngll

B6i véi puree tao: x =23 uglkg r=17,9 ugtkg
x =38 ugll r=10,6 pa'kg
x =69 nglkg r=21,0 na/kg
x =121 ng/kg r= 68,1 ugkg

10.3 Do tailap

Chénh I&ch tuyét dbi gitira cac két qua cla hai phép thir don & thu dwoc trén vat liéu thir gidng hét
nhau, do hai phong thir nghiém khac nhau thuc hién, dwgc phép virgt qua gia trj gidi han tai lap R sau
day nhieng khdng qua 5 % truding hop:



B0i véi nuée tao trong: x =26 pgf R=235 ugl

x =54 gl R = 38,1 ug/l
x =67 pg/l R =428 ugll
x =128 pgll R =392 ng/
Péi véi nwdre tao duc: x =26 pgll F =235 ng/
x =60 ugll R =350 pg/l
s =69 ug/ R =280 gl
x =108 pg/l R = 38,1 gl
Déi v&i puree tao: x =23 nglkg R =238 polkg
J x =38 uglkg R= 253 pglkg
x =69 uglkg R =23.8 nglkg
x =121 ugikg R = 9741 pglkg

10.4 Bao cao thir nghiém

Eao cao thir nghiém phai chi rd:

a) moi thong tin can thiét d& nhan biét day 40 v& mau the (loai mau, ngudn gdc cla mau, ki higu);
b) vién dan tidu chuin nay;

c) ngay l&y mau va phuong phap lay mau da s dung (néu bidt):

d) ngay phong thtr nghiém nhan dugc mau;

g) ngay thl nghiém;

) két qua thlr nghiém thu duec va don vi tinh;

g) dolap lai da duge kiém tra;

h} moi chi tiét dac biét quan sat dwge trong khi thir nghigm;

i' moi chi tiét thao tac khac véi quy dinh trong tiéu chuan nay hodc nhirng digu dugc coi la tuy chon

ma ca thé anh hudng dén két qua.



Phu luc A
(Tham khaa)

56 liéu vé d6 chum

Cac két qua thu dwegre tir phép thl lién phéng thl: nghiém nay [1] theo hudng din cla ACAC vé qui
trinh nghién clru céng tac @& danh gid hidu lyc cac dic trung cla phwong phap phan tich [2).

Bang A.1 — Di¥ liéu vé& dd chum — Nwée tio trong

Mau Mirc thip |Mire trung binh| Mirc cac | MAu bé sung
Blind

Mam thwe hign phép thix lién phag thl nghigém 1998-1999 1998-199% 1998-1999 1998-1999
156 lugng phang thir nghigm 12 12 12 12

86 lwgng phang thir nghiém con lai sau khi triy 12 12 10 12
ngoai &

S6 lirgng phong thir nghigm ngoai 18 g 8 z y

54 Irgng két qua dwgce chap nhan 12 12 10 12
Gia tr trung binh X, g/ 28 54 128 67
B8 léch chuan 1ap lai, s, gl a7 8,0 9.8 8,4

B léch chudn twong 66i 13p lai RSD, % 14 11 & 13
Giri han lap lair[r= 2.8 x 5], ng/l 10,28 16,8 277 23:5
B9 1&ch chuan 14 12p 55, ug/ 8.4 138 1 14 | 15,3
B4 léch chuan twong di tai lap RS0R, % 33 25 1 11 | 23
Gidvi han tai lap R [R = 2.8 x S.], na/l 23,5 38,1 E 39,2 42,8

B thu héi, % o3 1 = 89 % + 20 %




Bang A.2 — Dir lidu vé dd chum — Nuéee tao duc

Mau Mirc thip |Muc trung binh| Mirc cao | Miu bd sung
) Blind
Mam thie hign phép thi lién phéng thir nghiém 1993-1999 1998-1095 1998-19499 1958-1999
Sé lugng phong thir nghiém 12 12 12 12
56 lugng phéng thir nghiém cdn lai sau khi triy 12 4 10 31
ngoai lé& H
: i - : 0 3 2 1
S48 lrgng phéng thir nghigm ngoai 1&
: P p A 12 g 1
So lwong ket qua duge chap nhan 2 i
Gia trj trung binh X, ug/l 26 63 106 60
£ léch chuan lap lai s, ngl 3.7 42 10,2 T8
B4 l&ch chudn twong ddi 13p lai RSD, % 14 5 10 13
Gigri han i&p lai r[r =28 x 5],-ug/ 10,36 11,8 286 21,8
B4 léch chudn téi 13p sq, ngll 8,4 10 12,9 12,5
B9 12ch chugn tong di tai 1ap RS0R, % 33 14 12 21
Giti han t4i 13p R[R = 2.8 x 54), pg/l 23,5 28 36,1 35
B6 thu héi, % 3= - - 80 %+ 16 %
Biang A.3 — Dir ligu vé d6 chum — Puree tao
Mau Mike thip |Mire trung binh| Mire cao | Miu bé sung
Blind
N&rm thue hign phép thir lign phang thl nghigm 19958-1929 1998-1999 195958-1999 1958-109%
86 lrgng phong thir nghiém 11 10 10
56 lwgng phang thlr nghigm cén lai sau khi trir & 10 8
ngjaeu =] 1 ] 1
S0 lvgng phong thl nghiém ngoai 12 g 10 g
56 lugng két qua dwoe chap nhéan
Gia trj trung binh X , ugrkg 23 38 121 69
£4§ lech chudn 1&p lai, s, pg/kg 6.4 33 23,6 75
P& léch chuan teong doi lap lai RSO, % 27 10 19 11
Gidihan l&p lai r[r=28x 3], pakg 17,9 10,8 66,1 21
| B lech chudn tai lap sq, palkg 9,2 12,8 34,8 85
P lech chudn trong d8i tai lap RSD, % 13 33 29 36
Giti han tai 1ap R [R = 2,8 x 5., ng/kg 25,7 35,3 97,4 23,8
B4 thu héi, % 92 9% =12 %




[1]

(2]

Thw muc tai ligu tham khao

MacDonald 5., Long M., Gilbert J., Felguerias, |. 2000, Liquid chromatography method for
determination of patulin in clear and cloudy apple juices and apple puree : collaborative study. J AOAC

Int 83 (6), 13871394,

ACAC International 1995, AOAC Official Methods Program, pp. 23-51.



