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TCWVN 8162 : 2009 hoan toan twong duong véi EN 13585 : 2001

TCWN 8162 : 2009 do Cuc An toan vé sinh thuc pham va Ban ki thuat
tigu chuan quéc gia TCVN/TGIF13 Phuong phép phén tich va Jdy méu

hién soan, Bo Y t& @& nghi, Tdng cuc Tiéu chudn Do Ivéng Chét lvong
tham dinh, B6 Khoa hoc va Céng nghé cong bé.



Thic pham — Xac dinh fumonisin B, va B, trong ngé -

Phwong phap sac ki 1éng hiéu nidng cao
c6 1am sach bang chiét pha ran

Foodstuffs — Determination of fumonisins B, and 8 in maize -
High performance liquid chromatographic (HPLC) method with solid phase extraction clean-up

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phiwrong phap xac dinh ham legng fumonisin B; (FB,) va fumonisin B; (FB)
trong ngd bang sac ky 16ng hiéu ndng cao (HPLGC).

Phwong phap nay dé duoc khao nghiém thanh céng trong mat nghién citu lién phéng thi nghiém theo
cac hudng dan cla AOAC vé nghién clru cong tac [1] trén ngb chira 405 ng/kg dén 6732 uglkg
fumaonisin By va 152 pg/kg dén 2619 uglkg fumonisin B . Phuong phap nay ¢é thé ap dung tét cho ngd
va ngd di so ché (vi du: ngd tuoi, ngd kho va bét ngd), nhung khdng cho cac két qua dang tin cay dbi

v phan Ién cac sén pham ché bién tir ngd.

2 Tailiéu vién dan
Cac tai liéu vién dan sau rét cén thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. D&i véi cac tai liéu vien dan ghi

nam céng bo thi dp dung phién bén dugc ndu. DA véi cac tai liéu vién din khéng ghi ndm céng bd thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gém c¢a cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851 (ISO 3696), Nudc dung dé phan tich trong phong thi nghiém — Yéu cdu ki thugt va
phurang phap thie

3 Nguyén tic

Fumonisin dwec chiét ra khéi mau ngd bang hén hop metanol va nwdc. Dich chiét da loc duoc tinh
sach trén éng chiét pha ran (SPE) trao déi anion manh (SAX) va fumonisin duoc rira gidi bang hén
hop axit axetic va metanol. Dich chiét dugc lam bay hoi va can duoc hoa tan lai trong metanol va
o-phthadialdehyd/2-mercaptoethanol (OPA/MCE) duoc bd sung d& tao thanh cac din xusat
fumonisin huynh guang. Cac dan xuat nay dwec phan tich bang sac ky léng hiéu néng cao (HPLC)
pha dao cé detector huynh quang.



CANH BAO Fumonisin giy déc cho gan, anh hwéng dén thin kinh va gay ung thw cho chubt.
Cac anh hwong déi voi ngwoi chwa dwere nghién cleu day diu. Can tudn thu cac canh bio an
toan khi xiv Iy vé&i fumonisin. Khi bj rét ra phéng thiv nghiém thi phai dwoe rira sach bing dung
dich natri hypoclorit 5 %.

4 Thubc thie va vat ligu thi
4.1 Yéu cdu chung

Chi st dung cac thubc thir loai phan tich va nuwdc loai 1 cia TCWVN 4851 (ISO 3696), trir khi co qui dinh
khac. Dung méi phai cé chét lwgng dung cho HPLC,

4.2 Metanol, tuyét déi,

4.3 Dung dich metanol, phén thé tich o(CH.OH) = 75 %.

Tron 75 phan thé tich metxanol (4.2} v 25 phan the tich nuée.

4.4 Dung dich axetonitril, p(CH,CN) = 50 %.

Tran 50 phan thé tich axetonitril véi 50 phan thé tich nude.

4.5 Axit o-phosphoric, ¢(H;PO,) = 85 %.

4.6 Dung dich metanol-axit axetic, »{CH.COOH) = 1 % & rira gidi cit SPE.
Tran 1 phan thé tich axit axetic bang v&i 99 phan the tich metanol (4.2).

4.7 o-phthaldialdehyd (OPA).

4.8 2-mercaptoethanol (MCE).

4,9 Dung dich natri dihydro phosphat, nong da chat c(NaH.PQ,.2H.0) = 0,1 moll|
Hoa tan 15,8 g NaH:PC..2H-0 trong 1 | nwéc,

4.10 Dung djch dinatri tetraborat, ¢{Na:B.C-.10H:0) = 0,1 mol/

Hoa tan 3,8 g Na:B.0;7.10H,0 trong 100 ml nuwée.

4.11 Dung dich natri hydroxit, c(NaOH) = 0.1 mol/l.

Hoa tan 0,4 g NaOH trong 100 ml nuwée.



4.12 Phadéng

Trén 77 phén thé tich metanol (4.2) véi 23 phén thé tich dung dich natri dihydro phosphat (4.9). Chinh
pH dén 3,35 bang axit o-phosphoric {4.5). Loc dung dich qua bd loc mang 0,45 um (5.7).

Thanh phén clia pha §éng co thé phai didu chinh dé phi hop véi cac dac trng cla cot HPLC riéng ré.
4.13 Thubc thir tao ddn xuat

" Hoa tan 40 mg OPA (4.7) treng 1 ml metanol (4.2) va pha loang béng 5 ml dung dich dinatri tetraborat
{(4.10). Thém 50 pl MCE (4.8) va trén. Khi dung dich nay dwoc bao quan trong lp hé phach kin, gé &
noi téi, & nhigt d6 phong, co thé bén dén 1 tuan. :

4.14 Dung djch chuéan FB4 va FB;

Chuén bi cac dung dich gbc FB, va FB, rigng ré & cac néng dé 250 ug/ml trong dung dich axetonitril
(4.4). C6 thé st dung cac dung dich c6 béan san. Lay cac lugng 100 pl cla tirng dung dich goc cho vao
lo thuy tinh va thém 300 pl dung dich axetonitril d& cd 500 wl dung dich chuén co chira ca hai fumonisin
& néng do riéng ré 1a 50 pg/ml. Néu can dung dweng chudn, thi trén cac weng khac nhau cua cac
dung dich chuan (nghta Ia 20 ul, 50 pl, 100 pl va 200 pl) cda tieng fumonisin va pha loang dén 500 pl
béing dung dich axetonitril d& thu dwoc cac dung dich higu chuan treng tng.

Khi duwoc bao quan & nhiét d8 khodng 4 °C thi cac dung dich chun fumonisin ¢6 thé bén dwoc it nhét
g thang.

5 Thiét bi, dung cu

Sir dung thiét bi va dung cu cia phong thir nghiém théng thuwéng va cu thé nhuw sau:

5.1 Thiét bi HPLC, gém:

51.1 May séc ky 1éng hiéu nang cao, cb bom dng dong dé& phan phéi vi du: tée a6 dang khéng ddi
1 mifmin, duoc trang bi hé théng bom c6 thé phan phéi vi du: 10 pl.

51.2 Cét chiét pha dao phén tich, vi du: octyldecylsilan (ODS}), ddm béo tach dueng nén cla cac
pic fumonisin ra khoi cac pic khac, ¢ cac dac tinh sauw:

— thép khéng gi;
— dai 150 mm;
- duwéng kinh trong 4.6 mm;

— phatinh cé c® hat & um,



- 6t bdo vé pha dao twong tng thich hop:;
Cling co thé s dung cac cot co cac kich thirde khéc.

5.1.3 Detector huynh quang co thé sir dung buéc séng kich thich i = 335 nm va budc song phat xa
A =440 nm,

5.1.4 Hé théng div liéu
5.2 B¢ tron, bo dong hoa hodc may trén.
5.3 Gidy loc gédp nép.

5.4 Cot chiét pha ran trao déi anion manh, vi dy: Céc éng Bond-Elut” SAX, chira 500 mg chéat hap
phu, hodc loai twong duong,

5.5 Ong chiét SPE
5.6 B¢ cé dung moi, cé b phan gia nhiét hodc loai twong duong.

57 B¢ lgc mang, dung dé loc cac dung dich, co ci 16 0 45 um.

6 Lay mau

M3u duwoc gii dén phong thir nghiém phai dung 1& mau dai dién va khéng bi hu hdng hodc thay dbi
trong qua trinh bdo quan hodc van chuyén.

7 Chuéan bj miu tho

Nghién mau cho dén khi lot hét qua sang & I8 1,0 mm va déng hoa mau.

8 Cach tién hanh
8.1 Chiét tach

Cho 50 g méu thir vao vat chira thuy tinh hodc chét déo thich hop (vi du: dng ly tam bang chét déo
250 ml). Chiét trong 3 min v&i 100 mi dung dich metanol (4.3), sir dung bd trin (5.2) véi the db
khoang 10 000 min™'. Thoi gian cén thiét dé két thie qua trinh chiét nay co thé thay déi tuy thude
vao loai thiét bj dwoc sd dung.

Y Bond-Elut 1a mét vi du vé sdn phim et ban s3n. Théng tin nay duwa ra tac thudn tién cho ngwdi sir dung tiéu chuin va EN
khéing &n dinh phai si¥ dung san phim nay.



Cho Iy tam djch chiét trong 10 min & 500 g va loc phin néi phia trén qua gidy loc gap nép (5.3).
Kiém tra pH ctia djch riva gidi va chinh pH dén khoang tir 5,8 dén 6.5, biing dung dich natri hydroxit

{4.11), néu can,
8.2 Lam sach

Gan hép SPE (5.4) vao éng chiét SPE (5.5) va 6n dinh bdng céch rira lién tiép vé&i 5 ml metancl
. (4.2) sau do v&i 5 ml dung dich metanol (4.3). Gilr tbe 86 déng khdng qua 2 mlimin, [dy 10 ml dich
chiét mau @ loc cho vac hép SPE. Rira hép bang 8 ml dung dich nuédc-metanol {4.3), sau 46 béng
3 ml metanol (4.2). Khang dé hép bj khé. Bé nwéc riva. Riva gidi fumonisin bang 10 ml axit axetic 1
% trong metanol (4.6) & toc d& khong qua 1 mi/min. Thu dich rira gidi vao lo nhé thich hop.

Chuyén dich rlra gidi vao lp thu nhan thich hop va cho bay hoi dich rira gidi dén kho siv dung bo
bay hoi dung méi (5.6) dudi déng khi nite & nhigt d khodng 60 °C. Rira lg thu nhan bang 1 ml
metanol {4.2) va cho nwéc riva véo I thich hop. Lam bay hoi metanol d3 bd sung béng déng nito,
dam bdo réng tat cad axit axetic & bay hoi hét va day nép lo. Bao quan cin da say con lai &
khoang 4 °C cho dén khi phan tich, lwgng nay can duoc phan tich trong véng hai tuén.

8.3 Tao din xuét va xac dinh
8.3.1 Dung dich dan xuét chudn

Chuyén 25 ul dung dich chuén fumonisin (4.14) vao day éng nghiém nhoé. Thém 225 pl thudc thir
tao dén xuat (4.13), trén manh dung dich va bom mét lvong (vi du 10 pl = 0,050 ug FB, va FB.)
cua dung dich dén xuét vao cot HPLC (5.1.2) & thei gian 1ap lai trong vong 3 min sau khi thém
thudc thir tao din xuét. Néu st dung hiéu chudn tirng diém riéng | thi chinh d6 nhay cla detector
huynh guang {5.1.3) @én it nhat B0 % d6 dap (ng cla may ghi,

8.3.2 Dung djch thir cta ngé

Hoa tan lai c&n d& say (xem 8.2) trong 200 ul metanol (4.2). C6 thé sir dung dung dich axetonitril
(4.4). Chuyén 25 pl dung dich nay sang day éng nghiém nhé va thém 225 pl thudc thir tao dan xuét
(4.13). Trén déu cac dung dich va bom mét lwgng, vi du: 10 pl dung dich din xuat sang cét HPLC
(5.1.2) & thdi gian lap lai trong vong 3 min sau khi thém thubc thi tac dan xudt (4.13). Néu cac pic
cla fumenisin vurgt qua cac pic cla dung dich chuan fumonisin hodc veot qua didm cao nhét cla
dudng chun (4.14) thi phai pha loang tiép dich chiét miu thtr bing metanol (4.2) va |4p lai viéc
tac dan xuét.

CHU THICH 1 Diéu c6é tinh quyét dinh & day 13 théi gian 18p 1ai gita 14n them thudc thir (4.13) va bom 1&n cdt HPLC, vi
str suy yédu nhanh vé huynh quang cda din xuét fumonisin ¢o thé xudt hign sau giai doan dén 4 min,



