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Phuong phap phéan tich va ldy méu bién soan, Téng cuc Tiéu chudn
Bo Iudng Chat lugng dé nghi, Bé Khoa hoc va Céng nghé céng bé,



Thuc pham — Xac dinh ocratoxin A trong ngii ¢dc va san pham
ngii céc — Phan 1: Phuong phap sic ky long hiéu ning cao lam
sach bang silica gel

Foodstuffs — Determination of ochratoxin A in cereals and cereal products -
Part 1: High performance liquid chromatographic method with silica gel clean up

1 Pham vi ap dung
Tigu chuan nay qui dinh phudng phap xac dinh ocratoxin A vdi cac ham ludng 1én hon 0,4 pag/ka.

Phuong phap nay da dugc danh gia thanh cbng trong hai nghién clru lién phong thir nghiém theo
ISO 5725 - 1986 [1], thuc hién trén bot mi cd chita ham Iuong ocratoxin A tir 0.4 pngfkg dén 1,2 uglky.

CHU THICH  Kinh nghiém clia nhiéu phong thir nghiém cho théy ring phiong phap nay cing ¢ thé ap dung cho

ngl ciic, qua khd, cac hat cb dau, dau db, rudu vang, bia, nudc qua ép va ca phé nguyeén ligu, xem [2], [3] va [4].
2 Tai liéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau |a rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. D&i voi cac tai ligu vién dan ghi
nam ban hanh thi 4p dung phién ban dudc néu. Da&i véi cac tai liéu vién dan khang ghi nam ban hanh
thi &p dung phién ban mdi nhat, bao gém ca cac sita dai.

TCVN 4851-89 (ISO 3696:1987) Nudc ding dé phan tich trong phong thi nghiém. Yéu cau ki thuat va
phugng phap thit,

3 Nguyén tic

Sau khi da axit hod bang axit clohydric va néng do ion dugc tang béng cach bd sung magié clorua,
diing toluene dé chiét ocratoxin A (OTA). Lam sach dich chiét trén mot cét nho silicagel va xac dinh
ocratoxin A bang sic ky long hiéu nang cac (HPLC) trén cét pha dao, nhan dang va sita ddi bang
huynh quang. K&t qua dude xac minh lai bang dan xuat vdi bo triflorua trong dung dich metanol [5], [6],

néu can,



CANH BAO Ocratoxin A gay doc dén gan, than va cé thé gay ung thu. Phai tuan thi cac yéu cau
phéng ngira vé an toan thich hgp [7] khi xir Iy cac hgp chat nhu thé va dac biét la tranh xir ly
chiing dudi dang khé vi ban chat tinh dién hoc c6 thé din dén su phan tan va hit phai. Cac dung
cy thuy tinh c¢é thé khir nhiém bing dung dich natri hypoclorit 4 %. Can chu y téi 18i canh bao
clia T8 chirc Quéc t& vé& Nghién ctru bénh ung thu (T chire Y t& Thé gidi) [8], [9].

4 Thudc thir

Trong sudt gua trinh phan tich, chi s dung thudc thif dudc cdng nhan dat chat lugng tinh khiét phan
tich va chi sif dung nudc cat hodc nude loai 1 cla TCVN 4851 (ISO 3696), trir khi ¢c6 qui dinh khac.
Dung méi phai dat chat Iuvgng dé ding cho phén tich HPLC.

4.1 Matri sunfat, dang khan.

4.2 Axit axetic bang, ¢TCH.COOH) = 98 %,

4.3 Dung dich axit clohydric, c(HCI} = 2 mol/l.
4.4 Dung dich magié clorua, ¢{MgCL) = 0,4 moli.
4.5 Axetonitril.

4.6 Toluen.

4.7 n-Hexan.

4.8 Diclorometan.

4.9 Axeton.

4,10 Metanol.

4.11 Hén hop dung méi I: toluen (4.6) va axit axetic bang (4.2) vdi cac phan tuong ing 'a 99 + 1 theo
cac phan thé tich (V+V).

4,12 Hén hdp dung méi ll: axeton (4.9) va toluen (4.6) v8i cac phan tuong (mg 1a 5 + 95 (V+V). .
4,13 Hén hgp dung méi III: toluen (4.6) va axit axetic bang (4.2) vdi cac phan tudng (mg la 80 + 10 (V+ ).

414 Pha déng.

Trén 99 phan thé tich axetonitril (4.5) v&i 99 phan thé tich nudc va 2 phan thé tich axit axetic bang (4.2)
va khir khi dung dich nay trudc khi sl dung.



4.15 Bo triflorua.

4.16 Bo triflorua trong dung dich metanol, o(BF,) = 14 g/100 ml.

CANH BAO Sir dung ti hit théng gié tét, Tranh dé tiép xdc véi da, mat va dudng hé hap.
4.17 Ocratoxin A, dang tinh thé hodc dudi dang vién nang.

4,18 Dung dich géc ocratoxin A

Hoa tan 1 mg ocratoxin A (tinh thé) (4.17) hoac Iudng chifa trong 1 vién nang (néu ocratoxin A thu dudc
dudi dang mang mong) vao trong hén hdp dung méi | (4.11) dé co duoc dung dich chia khoang tir
20 pg/ml dén 30 pug/ml ocratoxin A.

Dé xac dinh néng do chinh xac, ghi lai dudng hap thu gitfa bude séng cach nhau 5 nm trong dai tir 300 nm
dén 370 nm trong cuvet thach anh 1 cm (5.5) c& hdn hdp dung mai (4.1 1) 1am chét chuan. Nhan biét
butc song co do hap thu cyc dai bang cach ghi lai theo cac budc séng cach nhau 1 nm Xung quanh gia
tri cue dai lam chudn. Tinh néng dé khéi Iugng cla ocratoxin A, pora. tinh bang microgam trén mililit
dung dich, slr dung céng thitc (1):

Mx100
x —

ota = A,nﬂ 5
KX

trong dé

Amax 18 d6 hép thu xac dinh dudc tai diém cuc dai cla duing hap thu (& day: tai 333 nm):

M 1a khéi lugng phan tir tuodng d6i clia ocratoxin A (M = 403 g/mol);

« la h& s6 hap thu phan tif clia ocratoxin A, trong hén hdp dung méi | (& day 1a 544 m?/mol):
& la chiéu dai dudng quang clia cuvet, tinh bang centimet.

4.19 Dung dich chuan ocratoxin A, p o1.= 1 pg/ml

Cho bay hoi dudi dong khi nitd cho dén khé: 1 ml dung dich chudn géc (4.18) hoac mét phan tudng dufgng
vdi mot lugng chinh xac 100 pg ocratoxin A dén khé, réi diing pha déng (4.14) dé pha lodng dé&n 100 m.

Dung dich nay cé thé bao quan & 4 "C trong tl lanh. Can kiém tra tinh n dinh clla dung dich.
4.20 Dung dich hiéu chuin ocratoxin A

Dung pipet 18y cac dung tich thich hgp cla dung dich chuin ocratoxin A (4.19), vidu: 1 ml, 2,5 ml, 4 ml
va 5 mil cho vao binh dinh mic 100 ml (5.12) va dung pha déng (4.14) dé pha lodng dén vach mifc.



Néng dé ocratoxin A-trong cac dung dich hiéu chudn cdn ndm trong day 0,2 ng dén 1,0 ng trong 20 pl
thé tich bam.

4.21 Dung dich natri hypoclorit, o {NaOCI} = 4 g/100 ml

5 Thiét bi, dung cu

S{f dung céc thiét bi, dung cu clia phong thd nghiém théng thudng va cu thé nhu sau:

5.1 May nghién phéng thir nghiém, thich hdp dé nghién mau dén 1 mm.

5.2 Bé cat quay, cé ndi cach thuy cé thé kiém soat dudc nhiét dé tir 20 °C dén 50 °C.

5.3 May lac co hoc.

5.4 May do phd, co thé do & budc séng tir 300 nm dén 370 nm, c6 chiéu rdng dudng phd khong qua £ 2 nm.

5.5 Cuvet thach anh, c6 chiéu dai dudng quang 1 cm va hip thu khdng dang ké d budc séng tir
300 nm d&n 370 nm.

56 lfing ly tdm, vi du: c6 dung tich 250 ml, bing chat déo polyetylen khdi ludng riéng cao (HDPE), ¢é

nap van.

5.7 May ly tam lanh, thich hop nhat |4 may ly tam lanh, ¢6 thé tao ra luc hdp dan it nhat 1a 3500 g &
day clia cac ang ly tam (5.6).

5.8 Cot chiét pha ran, vi du: silicagel sir dung mét lan SEP-PAKE

Sau khi md bao géi, 6n dinh & 105 “C trong 2 gid va bao quan silicagel da hoat hoa c6 chét chi thi am.
Trudc khi sif dung, ding 10 ml toluen (4.6) dé rifa. Kiém tra d6 thu hdi véi mdi mé mdi. Trong trudng
hop s dung c6t SEP-PAK, thi trén hap phai cé qui dinh sau:

— khéi lugng trung binh cla vat liéu nhai bén trong : 690 mg
- cdlé 12,5 nm
- ¢d hat: 55 um dén 105 pm

trong mét 8ng polypropylen 3 mi.

5.9 Binh chira dung méi, giéng nhu mét 6ng xiranh, vi du: dung tich 50 ml ¢é 16 & gilta va cb khoa.

' SEP-PAK® 1a mét vi du vé san pham thich hop sin ¢ trong thudng mai. Théng tin nay dua ra tao thuan Igi cho ngudi s
dung Tiéu chudn nay va khing &n dinh phai s dung san pham dé.



5.10 Binh hinh qué 18, 50 ml; cé khdp ndi thuy tinh mai.
5.11 Phéu chiét, 50 ml.
5.12 Binh dinh mdre, 100 mi.

5.13 B& loc mang dung cho cac dung dich long, dudc lam bang polytetraflucroetylen (PTFE), cé
dudng kinh 4 mm va cd 16 0,45 pm.

5.14 Sang, co ¢ 15 khéng qua 1 mm.
515 Lo, cd nap van hoac lo co ndp xoay.
5.16 Micro xyranh, 500 pl.

517 Thiét bj HPLC, gém cb:

5.17.1 May sac ky 16ng hiéu nidng cao, binh chita dung méi, bom, hé thdng bom mau, detector huynh

quang ¢6 13p dat budc séng thay d6i duge va bo x Iy dif liéu, vi du: mét bé tich phan va may vé @ thi,

3.17.2 Cot tach HPLC pha dao phan tich, C,,, vi du: Lichrospher” 100 RP 18 ¥, dam béo tach dudc

dudng nén phan giai clia pic ocratoxin A ra khdi tat ca cac pic khac.

chidu dai: 250 mm
— dudng kinh trong: 4 mm
hat hinh cau co cf:; 5 um

CHU THICH €6 thé sif dung cit ngén hon (vi du: cot cd chiéu dai 120 cm dén 150 cm).

5.17.3 BO phan bao vé trudc cét, C,;

chiéu dai: 40 mm
dudng kinh trong: 4 mm
— hat hinh céu co ¢3: 5

6 Cach tién hanh

# Lichrospher™ 100 RP 18 14 mict vi du v& san phiam thich hop s&n oo treng thudng mai, Théing tin nay dua ra dé tao thuan Idi

cho ngudi stf dung tiéu chudn nay va khang dn dinh phai sir dung san pham dé.



6.1 Khai quat

Toan bd qui trinh phén tich can dudc thue hign trong ngay. Néu mdt s& mau dude chuan bi ciing mét Iac thi
toan bé cac mau do can dudc phén tich ciing mét thai diém trong sudt ca dém béng cach sif dung bd bam

mau tu déng.

6.2 Chuan bi mau t.hf'r

Ding may nghién phang thif nghiém (5.1) nghién nhé mau cho dén khi lot qua sang (5.14) va tron ky.
CHU THICH ©6i vdi bot mi cé ca hat t6i da 1a 250 um thi khang eén thiét phai nghién.

6.3 Chiét ocratoxin A ra khoi mau

Céan 20 g (m,) mau da chuan bi theo 6.2, chinh xac dén 0,1 g, cho vao &ng ly tam (5.6). DSi vai ham
ltgng ccratoxin A 16n hon™5,0 ngrfkg thi 1ap lai phép phéan tich sl dung 10,0 g phan mau tht, mat khac,
ciing phai tinh d&n nguy cd bi giam d thu hdi. Tiép theo, cho 30 ml dung dich axit clohydric (4.3), 50 ml
dung dich magié clorua (4.4), diing da thuy tinh g€ khudy va thém 100 ml toluen (4.6) (V).

Lac trong 60 phit va sau d6 cho ly tam huyén ph. Thai gian Iy tam phu thudc vao hiéu qua clla may ly
tam, viec lam lanh tranh that thoat toluen, Lay ra 50 ml (= phédn thé tich clia toluen V,) ra khoi ldp toluen
phia trén va nap vac c6t pha ran loai nho st dung mét 1an @& dude chuan bi theo 5.8 va ¢t nay dude

ndi véi xyranh (5.9) lam ndi chifa dung méi.
CHU THICH 1 Cha v khdng d€ tran oot

Rifa cét hai lan, moi 1an bang 10 mi n-hexan (4.7) va rita ti€p hai I3n, mai Ian bing 10 ml hén hop dung
moi 1l {4.12). Tiép theo, rlta bang 5 ml toluen. Loai bé t&t ca nudc rira.

Rifa giai ocratoxin A bang hai phdn hén hop dung méi Il (4.13) mdi phan 15 ml cho vae binh hinh qua
I& 50 ml {6.10). Cho bay hdi dich rira gidi dudi &p suat gidm cho dén khd, chll v khéng dé nhiét do vuot
qua 40 °C. Lay phan cén ra, diing pipet hat 1 mi (V,) pha dong (4.14) cho vao binh hinh qua lé va loc
gua bo loc mang (5.13) vao lo (5.15) (= dung dich mau thi).

CHU THICH 2 Viéc rita gidi ocratoxin A va cac budc tigp theo trang cach tién hanh da ma ta trong diéu nay co
thé phu thude vao loai ¢ot chiét pha ran dudc st dung. Vi du: thé tich rira gidi can duoe kiém tra xem cé thich hop
cha loai ¢l duge st dung hay khéng.

CHUTHICH 3 ca valhodc hinh dang clia binh cé thé lam gidm d6 thu hi.
6.4 Diéu kién van hanh HPLC

Khi sir dung cét theo 5.17.2 va pha déng theo 4,14 thi cai dat nhu sau day |a thich hdp:



Toc d6 déng: 1 mi{pht

Phat hién huynh quang: Budc song kich thich: 330 nm
Budc soéng phat xa 460 nm

Thé tich bom: 20 ul (V)

6.5 BDudng chuian
Chudn bi dudng chuan ngay tir khi bat ddu phan tich va bat clr khi nao thay déi cac diéu kién sac ky.
Bom it nhat bén dung dich hiéu chuan cd cac ndng dé thich hop khac nhau (4.20).

V& db thi cac gia tri phat huynh gquang cla cac dung dich hiéu chuan ocratoxin A {4.20) dua theo cac

ndng dd khdi luong ocratoxin A tinh bang nanogam.

Can kiém tra d6 tuy&n tinh [10].

6.6 Nhan biét

Nhan biét ocratoxin A bing cach so sanh thdi gian Iuu clia mau véi thai gian Iuu clia chat chudn,

Poi khi ¢o thé can phai nhan biét pic clia ocratoxin A bang cach bom déng thai dung dich mau thir va

dung dich chuin.

6.7 Xac dinh

Chay sac ky ngay déi véi mau thir. Tién hanh xac dinh bang phudng phap ngoai chuan, tich phan dién
tich pic ho&c xac dinh chiéu cao pic va so sanh cac két qua thu dugc vdi cac gia tri clia chat chudn vdi
dién tich picichiéu cao pic gdn nhat, hodc sif dung duéing chudn, Trong trudng hdp duding chudn thi cac
dung dich bé sung cé cac néng dé ndm trong dai tuyén tinh 6 thé dude chudn bi cho dudng chuan.

Bom cac thé tich bang nhau clia dung dich mau thir va dung dich chuén dude diing cho duding chudn.

Doc khéi lugng ocratoxin A, (m,) tinh bang nanogam, iugng ing v&i huynh quang cba dung dich mau
thér tr dudng chudn.

Néu ham lugng ocratoxin A clia miu ndm ngeai dudng chudn, thi diéu chinh lugng mau bom bing cach

¢t dic hodc pha lodng dung dich mau thir,
6.8 Khang dinh

N&u cin khdng dinh viéc nhan biét bang cach lam bign mét pic tai thai gian luu d6i véi ccratoxin A va

cho xuat hién lai pic mdi tai cing thdi gian luu nhu thdi gian Iuu clia este metyl chudn clia ocratoxin A.



Lay 500 ul dich chiét da chusn bi theo 6.3, chuyén sang binh hinh gua I va cho bay hai dén khé trong
b cat quay (5.2). Cho 1 mi diclorometan (4.8) va thém 2 ml dung dich bo triflorua metanol (4.16) vao
phan can con lai.

Déy chat nap binh va dun trén ndi cach thuj trong 15 phit & 50 °C d&n 80 °C. Sau khi d& ngudi, chuyén
dung dich sang phéu chiét 50 ml cé chifa 30 ml nude, lic ba 1dn, méi 14n 30 gidy sau khi da thém 10 ml
diclorometan. Gdp cac pha hifu co vao phéu chigt 50 mi thif hai, thém 20 ml nudc dé rita va e trong
30 gidy.

Tiép theo, loc pha diclorometan qua natri sunfat (4.1) cho vao binh hinh qua &, cho bay hoi dén khé, réi
cho thém 500 ul pha déng {4.14) va dung dich nay ding dé tach séc ky dudi cac diéu kién ma ta trong
6.4. K&t thic viéc tao dan xuét nay co thé kiém tra dugc tir sic phé. C6 thé 4p dung qui trinh nay dé xac
dinh ham lugng ocratoxin A khéng nhd hdn 0,4 ugfkg.

Can x Iy mét dung dich chudn (4.19) riéng biét dé kiém tra céc thdi gian luu clia este metyl clia
ocratoxin A va két thic tao dan xuat,
7 Tinh toan

Tinh phan khéi lugng wer, cla ocrataxin A bang microgam trén kilogam, st dung céng thife (2) (phuong
phap ngoai chudn):

_ VixV,xm,
VoxV, xm,

Wora,

trong dé
V. la thé tich dung méi da diing dé chiét (6.2), tinh bang mililit, trong truging hop nay 1a 100 mil;
V, la thé tich ly tam (phan thé tich cia totulen), tinh bang mililit, trong trudng hop nay Ia 50 ml:
V; laténg thé tich clia dung dich mau thd, tinh bang mililit, trong trudng hap nay 1a 1 mil:
V, 1a thé tich bom, tinh bang mirilit:_

m, la khéi lugng clia ocratoxin A tudng (g véi dién tich pic do dudc hodc chigu cao pic doc dude
tir duding chudn, tinh bing nanogam:

m, la khéi ludng ciia phan mau thl, tinh bing gam.
Ghi lai két qua theo qui dinh hién hanh va sau khi lam tron dén hai chif s8 thap phan.

Néu ré viéc thuc hign chinh siia hay khéng chinh sita hé sé thu héi,



8 Do chum
8.1 Khai quat

Cac chi tiét vé phép thif lién phong thi nghiém vé dé chum clia phuong phap theo 1SO 5725 : 1986 [1]
dudc dua ra trong phu luc A. Cac gia tri thu dudc tir cac phép thif lién phong nay cé thé khéng ap dung
dugc cho céac dai néng do clia mau cdn phan tich va céac chat nén khac véi phu luc A,

8.2 Db lap lai

Cheénh léch tuyét ddi gilta hai két qua thir nghiém don 1& thuc hién trén vat lidu thir ging hét nhau, do
cung mét ngudi thuc hién, sl dung clng thiét bi, trong mét khodng thdi gian ngin nhat ¢6 thé, khéng
qua 5 % cac frudng hop vudt qua gidi han 1ap lai r.

Cac gia tri ddi v&i bot mi la:

X = 0,41 uglkg r=0,18 pgikg
x =1,23 ng/kg r=0,70 uglkg
8.3 Db tai lap

Chénh léch tuyét doi gilta hai két qua thir nghiém don I1& thue hién trén vat lidu thir giéng hét nhau, do
hai phong thur nghiém thuc hién, khéng qua 5 % cac trudng hop vuot qua gidi han tai lap R.

Cac gia tri doi vdi bot mi la:
x = 0,41 pg/kg R = 0,30 ng/kg
x =1,23 uglkg R =1,10 ug/kg

9 Bao céo thif nghiém

Bao cdo thif nghiém phai bao gdm it nhat cac thang tin dudi day:

~ moi théng tin can thiét dé nhan biét vé mau thir

— vién dan tiéu chuan nay hoac phuong phap d3 st dung;

~ két qua va don vi biéu thi két qua;

— ngay thang 18y mau va kiéu loai 18y méu (néu cd);



ngay thang nhan mau thif nghiém;

ngay thang thi nghiém;

1

cac diém quan sat duge trong qua trinh thir nghiém:

moi thao tac khong qui dinh trong tiéu chudn nay, hodc cac phudng &n lua chon ma cé thé anh

hudng dén két qua:



Phu luc A

(tham khao)

Céac dir ligu vé dé chum

Cac dit liéu sau day thu dudc trong céc phép thif lién phong thi nghiém theo IS0 5725:1986 [1] do Vién
nghién clu Max-von-Pettenkofer cla Té chifc Y té lién bang, Trudng dai hoc Hoa thuc pham cla

Beclin, Bifc thuc hién trén bét mi [5], [6].

Bang A.1

Mau Bét mi Bét mi
Nam tlén_hanh ihfrriéﬂ.;l:;ng thi ngl':é;n_ 1993 1991
54 lugng phong thir nghigm 13 13
S8 lugng mau 1 1
S6 luong phong thir nghiém con lai sau khi trir 13 13
ngoai lé
54 lwong ngoai @ 0 0
S4 luong két qua duge chap nhan B5 65
Gia tri trung binh X (ug/kg) 9,407 boond
B4 léch chudn lap lai s, (ng/ka) 0,062 0,248
Bé léch chudn tuong déi 1ap lai RSD,, % 15,32 20,21
Gidi han 1&p lai r (pgfkg) 0.176 0,702
B léch chudn tailap Sg (pafkg) 0,105 0,388
B0 Iéch chudn tuong ddi tai lap RSDx, % 25.80 31,62
Gidi han tai lap R (naikg) 0,298 1.097

: 80 +15

Bé thu hdi, %

8015
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Phu'luc B
(Tham khao)

Thu muc tai liéu tham khao
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