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BOC TO GAY TIEU CHAY TRONG THIT NHUYEN THE HAI MANH VO - PHUONG PHAP BINH
LUONG BANG SAC KY LONG HIEU NANG CAO

Diarrhetic shellfish poisons (DSP) in bivalve mollucs flesh - Method for quantitative
analysis by high performance liquid chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay qui dinh phuong phap xac dinh hamlwong doc t6 gay tiéu chay (sau day goi tat 1a
DSP) trong thit nhuyén thé 2 manh vo bang may sac ky 16ng hiéu ning cao (sau day goi tat la
HPLC).

2 Phwong phap tham chiéu

Tiéu chuén xay dung theo phurong phap néu trong S6é tay hwéng dan sé 33 clia Uy ban Hai
dwong hoc Quéc té.

3 Nguyén tac

Pac t6 DSP trong thit nhuyén thé hai manh vé & cac dang dan xut axit okadeic (OA),
dinophysistoxin-1 (DTX-1) va dinophysistoxin-2 (DTX-2) chira nhdm chirc carboxyl, dwgc chuyén
sang dang huynh quang bang phan (rng ester hoa vdi 9-anthryl-diazomethan (ADAM) va dugc
dinh lvgng trén hé thng HPLC dung dau do huynh quang.

4 Thiét bi, dung cu, hoa chat va chat chuan
4.1 Thiét bi va dung cu
4.1.1 Hé thong HPLC véi dau do huynh quang.

4.1.2 Cot s&c ky kich thuwde L x id 14 25 cm x 4,6 mm, c6 chira hat RP-18 octadecylsilica dwong
kinh 5 m m.

4.1.3 Mang loc mao quan kich thwéc 0,45 m m.
4.1.4 May nghién déng thé tdc do 10 000 vong/phdt.
4.1.5 Can phéan tich c¢é d6 chinh xac 0,0001 g.

4.1.6 May ly tdm t6c dd 5 000 vong/phut.

4.1.7 May siéu am

4.1.8 Cot tach chiét 16ng ran (sau day goi tat la cot SPE), dung tich 7ml chira hat silica gel dudng
kinh 40m m.

4.1.9 Lo thuy tinh mau nau nhd, dung tich 1,5 ml, c6 nut xoay va vong dém bang nhua teflon, da
dwoc rira k§ bang axeton va say kho qua dém trong t sy & nhiét do 70°C.

4.1.10 Micropipete c6 thang do tlr 10 ml dén 1000 ml.
4.2 Hoa chat va chat chuan

4.2.1 Nuwéce cét loai dung cho HPLC

4.2.2 Axetonitril loai dung cho HPLC

4.2.3 Methanol loai dung cho HPLC

4.2.4 Hexan loai dung cho HPLC

4.2.5 Ethanol khan loai dung cho phéan tich

4.2.6 Diethyl ete loai dung cho phéan tich



4.2.7 Clorofomloai dung cho phan tich
4.2.8 Alumin da dwoc hoat hoa & nhiét do 450°C qua dém.
4.2.9 Hat silica gel dwong kinh 40m m d& sdy & nhiét dd 130°C khoéng it hon 24 gio.

4.2.10 9-anthryl-diazomethan chtra trong lo thuy tinh nhé mau nau, méi lo chtra 2 mg ADAM
dwoc bao quan & nhiét do - 80°C.

4.2.11 Axit 7-O- axetyl okadaic chuédn (sau day goi tat |a AcOA).

4.2.12 Axit deoxycolic (sau day goi tat |a DCA) chuén, do tinh khiét 98 %.
4.2.13 Axit okadaic chuén (sau day goi tit [a OA).

4.2.14 Mau thit nhuy@n thé hai manh vé chudn da biét hamlwong DSP.
4.3 Dung dich thir

4.3.1 Dung dich ADAM

Hoa tan 2 mg ADAM trong 1 ml methanol du¢i &nh sang vang va bao quan trong t6i & nhiét do -
80°C. Chuy, chi chuén bi va s dung dung dich ADAM trong vong 24 gio.

4.3.2 Dung dich AcOA: Hoa tan 100 m g AcOA trong 1 ml methanol.
4.3.3 Dung dich DCA: Hoa tan 3,5 mg DCA trong 100 ml methanol.
4.3.4 Dung dich OA

Pha chinh xac dung dich chat chudn OA trong methanol thanh cac dung dich c6 ndng do lan lwot
la1,0; 2,5; 5,0 va 12,5 m g/ml.

4.3.5 Dung dich chuan

Cho chinh xac 400 ml ctia mot trong cac loai néng dd dung dich OA (4.3.4) véi 140 ml dung dich
DCA (4.3.3), 50 ml dung dich AcOA (4.3.2) va 110 ml methanol vao mét lo thuy tinh nhé mau
nau. Néu khéng cé dung dich AcOA, cdé thé thay bang 50 ml methanol.

4.3.6 Dung dich clorofom c6 chtra 1,15 % ethanol

Cho 50 g alumin hoat hoa vao trong mot c6t thuy tinh khé (kich thwéc L x id [a 35 cm x 21 mm)
c6 khoéa chan bang nhuya teflon. R6t clorofom qua cot rdi loai bd 10 ml clorofom ban dau qua cot.
Hirng &y 50 ml clorofom ti€p theo vao trong binh dinh mdc dung tich 50 ml ¢6 chra sén 575 ml
ethanol khan.

5 Phwong phap ti€én hanh
5.1 Chuén bi mau

5.1.1 Rira sach vé nhuyén thé trivé'c khi mé dé lay thit. Rira nhanh thit nhuyén thé trong nwéc
cat dé loai bo cat san va céac tap chat khac. Khi 18y, phai tranh lam dap nat thit nhuyén thé.

5.1.2 Can chinh xac mét lwong thit nhuyé&n thé (ky hiéu l1a W,) sao cho cé dwoc khéi lwong phan
ndi tang khodng 20g. Tach phan ndi tang ctia nhuyén thé ra cho lén ray c& sé 5 roi dé yén trong
5 phat dé loai bd hét nwdc. Can chinh xac lwong ndi tang nay (ky hiéu la W,). Sau do, mau duoc
nghién trong may nghién dong thé cho dén khi déng nhat hoan toan.

5.2 Téach chiét doc t6 tr mau thdr

5.2.1 Can chinh xac khoang 2,0 g ndi tang nhuyén thé (ky hiéu la Ws) da dwoc dong nhat hoa
theo Diéu 5.1.2 cho vao mot 6ng ly tdm cé dung tich 50 ml. Thém chinh xac vao éng 114 ml dung
dich AcOA va 7,886 ml hdn hop dung dich methanol va nwéc theo ty 1é 80:20 vé thé tich. Néu
khéng c6 dung dich AcOA thi cho vao 8ng ly tamlwrong chinh xac 8,0 ml hén hep dung dich
methanol va nwéc theo ty 1 80: 20 vé thé tich.

5.2.2 Bdng nhat hoa hdn hop trong 6ng bang may nghién dong thé véi téc do tir 6 000 dén 10
000 vong/pht trong 3 phit. Sau do, dat ong ly tam vao bé nuwédc clia may siéu am khoang 10



phat. Ly tam hén hop véi tée dd 5 000 vong/pht trong 10 phut rdi gan phan dung dich trong 6ng
sang mét lo thuy tinh nhé mau nau.

5.3 Tinh ché dung dich chiét

5.3.1 Cho chinh x&c 5,0 ml dung dich da chuén bi theo Biéu 5.2.2 vao mot 6ng ly tam dung tich
15 ml. Tién hanh chiét 2 lan v&i n-hexan (moi lan cho vao 5 ml va lac manh trong khoang 30
gidy), sau do loai bé 16p n-hexan.

5.3.2 Thém 1 ml nwéc va 6 ml clorofom vao 8ng ly tam. L&c manh &ng trong khoang 30 giay dé
trén déu. Chuyén I6p clorofom & phia dwdi vao moét 6ng nghiém dung tich 50 ml.

5.3.3 L&p dung dich con lai trong dng ly tam duwgc tach chiét Ian ntta véi 6 ml clorofom roi ti€p
tuc chuyén I&p clorofom nay vao 6ng nghiém néi trén.

5.3.4 Lam bay hoi dung dich trong 6ng nghiém c6 clorofom dén kho bang dong khi nito. Hoa tan
can con lai bang cach cho 200 ml dung dich DCA va 800 ml methanol vao trong 6ng rdi lac déu.
Chuyén dung dich trong éng nghiém vao mét lo thuy tinh nhd mau nau.

5.4 Tao dan xuét huynh quang véi ADAM

5.4.1 Chuén bi 3 lo thuy tinh nhé mau nau. Sau dé, cho 35,0 ml dung dich da chuén bi theo Biéu
5.3.4 vao lo thir nhat (mau thr), 35,0 ml dung dich chuén (4.3.5) vao lo thtr hai (miu chuén) va
35,0 ml methanol vao lo thtr ba (mau trdng). Cho thém vao mdi lo 100 ml dung dich ADAM (ch
y: phai str dung &nh séang vang trong giai doan nay dé trdnh ADAM bi phan huly). Pay chat cac lo
va dé trong bé nwdc clia may siéu am & nhiét do khoang 37°C trong 10 phut. Sau dé, ti€p tuc
Ity gilr cac lo & nhiét dé 37°C trong bong t6i véi thoi gian 2 gio.

5.4.2 Lam kho dung méi trong cac lo thuy tinh bang dong khi nito hay may ly tam chan khéng.
Hoa tan can trong céac lo bang 300 ml hén hop dung dich clorofom va n-hexan theo ty 1é 1:1 vé
thé tich.

5.5 Tinh ché dan xuét bang cot SPE
5.5.1 Hoat hoa cot SPE

Cho lan lwgt 6 ml clorofom va 3ml hén hep dung dich clorofom va n-hexan theo ty 1€ 1:1 vé thé
tich di qua cot SPE. Khong dwoc dé cot khd trong qué trinh hoat hod. Sau khi hoat hoa, phai gitr
murc dung moi trong cdt cao hon mat gel cia cdt nhoi.

5.5.2 Tinh ché dan xuédt ADAM

5.5.2.1 Cho dung dich dan xuadt ADAM d& chuén bj theo Biéu 5.4.2 qua cdt SPE da chuan bj theo
biéu 5.5.1 v&i tdc do 1 giot/giay. Loai bd dung dich di qua cot.

5.5.2.2 Rira cot lan lwot bang 5 ml hdn hop dung dich clorofom va n-hexan theo ty 1é 1:1 vé thé
tich va 5 ml clorofom chira 1,15 % ethanol (4.3.6). Loai bé dung dich rtra di qua c6t.

5.5.3 Thu hdi dan xudt ADAM

Cho 5ml hén hop dung dich methanol va clorofom theo tylé 1:9 vé thé tich qua cét SPE rbi hirng
lay dung dich di qua c6t. Lam kh6 dung dich thu dwoc bang dong khi nito. Hoa tan cén trong 500
ml methanol va dem phan tich trén HPLC.

5.6 Phan tich doc t6 trén HPLC

5.6.1 Diéu kién phan tich

a. Cot sac ky HPLC;

b. Pha dong: hon hop dung dich acetonitril va nwdc theo ty 1 8:2 vé thé tich;
c. Ché do dang nhiét & 40°C;

d. T6c dod dong 1,0 ml/phut;

d. Thé tich méi Ian bomla 10 ml;



e. Budc song cai dat cho dau do huynh quang: Ex: 254 nm va Em: 410 nm.
5.6.2 Qui trinh phan tich

5.6.2.1 Bom cac dan xuat ADAM clia cac dung dich DSP chuén da chuén bi theo Diéu 5.5 vao
HPLC va xay dung dwdng chuén dwa trén dé hap thu nhan dwoc theo dién tich pic. Néu dwong
chuén cé do tuyén tinh t6t va di qua g6c toa do thi trong cac |an phan tich sau nay, chi str dung 1
dung dich chu&n c6 hamluvgng DSP gan véi hamlwong cé trong mau thie. Budng chuén lic nay
duwoc xay dwng tlr do hap thu ctia dung dich str dung va géc toa doé.

5.6.2.2 Bom cac dan xudt ADAM clia mau thir va mau trang da chuén bj theo cac Diéu 5.4 va 5.5
vao HPLC. M6i mau dwoc bom 2 I?n. Tjnh dd hap thu trung binh cho méi mau theo dién tich pic
sau khi da trir di do hap thu clia mau trang.

5.6.2.3 Bom céac dung dich chuan vao HPLC véi tan sé 2 gi& bom 1 lan.
5.7 Yéu cau vé db tin cay cda phép phan tich
5.7.1 B0 lap lai clia 2 [an bom

D0 léch chuan (CVs) tinh theo dd hap thu cltia 2 Ian bomlién ti€p ctia cung mot dich chuan phai
nhoé hon 0,5%.

5.7.2 D6 thu hdi (R)

Do thu hoi dugc xac dinh bang cach st dung 5 mau chuén da biét chinh xac hamlwong doc t6
DSP. B6 thu hai tinh dwgc phai nam trong khoang tlr 85% dén 115%, do6 thu hoi trung binh phai
I&n hon 90%.

6 Tinh két qua

Hamlwong doc t6 DSP (OA hodc DTX-1 hodc DTX-2) trong mau thir thit nhuyé&n thé hai manh vo
duwoc tinh theo cdng thirc sau:

6.1 Trong trwdng hop cé sir dung AcOA
Cosp =2 X X X
6.2 Trong trwong hgp khéng st dung AcOA
Cosp =2 XX
Trong doé:
- Cosp la hamlwgng clia mot loai doc t6 DSP c¢6 trong mau thir (m g/g thit);
- As 12 d6 hap thu trung binh clia doc t6 c6 trong mau thir, tinh theo dién tich pic;

- Ac la do hap thu trung binh ctia doc t6 cé trong dung dich chuén ndng do la Ce, tinh theo dién
tich pic;

- Ass |a dd hap thu trung binh ctia AcOA c6 trong dung dich mau thir, tinh theo dién tich pic;
- Ac 1a d6 hép thu trung binh ctia AcOA c6 trong dung dich chuén, tinh theo dién tich pic;

- W, 1a khéi lwgng mau thir thit nhuyén thé (g);

- W 1a khéi lwvgng phan néi tang thu dwoc tir W1 (g) thit nhuyén thé;

- W5 1a khéi lwgng phan néi tang cha nhuyén thé 18y dé phan tich (g);

- Cc la ndbng dd cla doc to can xac dinh trong dung dich chuan (m g/ml).



