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Thwe pham - Xac dinh ham lwong glycoalkaloid (a-solanin
va a-chaconin trong ct khoai tay - Phwong phap séac ky 1éng

Foodstuffs — Determination of glycoalkaloids (a-solanine and a-chaconine) in potato tubers —
Liquid chromatographic method

CANH BAO: a-solanin va a-chaconin la cac chit ddc, cin chi y dén an toan khi xt Iy cac héa
chét dac biét nguy hai nay. Khéng dwoc hit hodc nudt vao. Tranh tiép xdc véi da. Can xi Iy nito
long mot cach can than. & nhiét do rit thdp (- 196 °C) c6 thé 1am tdn thwong da, tén thwong do
d6ng lanh hodc béng. Mang gang tay va kinh bdo h$ cung voi tdm chan hodc mat na. Khi rot
day vao vét chira hodc khi cho cac chit vao nito 1dng ludn xay ra sdi va ban tung tée, do dé can
thwe hién céac thao tac nay that cham. Bao quan va st dung nito 16ng & noi thong gié tét. Do ty
& gian n& o tiv thé 16ng sang thé khi (tir 1 14n dén 700 13n) nén néu nito 16ng dwoc bio quan

trong vat chira kin sé rat nguy hiém.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phwong phap xac dinh ham lwgng mét sé glycoalkaloid (bao gdm a-solanin va

a-chaconin) trong ¢t khoai tay bang séc ky I6ng.

Gioi han dinh lwong déi voi a-solanin la tir 10 mg/kg dén 200 mglkg, d6i véi a-chaconin la tir 20 mg/kg
dén 250 mg/kg. - '

2 Nguyén tic

Cac glycoalkaloid dwoc chiét ra khdi phan mau thir (mé ct twoi) bing axit axetic loang. Dich chiet
duoc co dac va lam sach trén cot chiét pha rdn dung mét lan. Cudi cuing tach va do a-solanin va a-
chaconin bing phuong phap séc ky 16ng pha dao véi detector UV & bwdc séng 202 nm.

3 Thubdc thor

Chi str dung thudc thee loai tinh khiét phan tich.
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3.1 Axetonitril, loai diing cho séc ky 18ng v&i G6 truyén qua 2 80 % & budc song 200 nm.

3.2 Dung dich chiét, nwdc-axit axetic-natri hydro sulfat (100 : 5 : 0,5 thé tich/thé tich/khéi lwong).
Cho 1,0 lit nwde véi 50 ml axit axetic bang va thém 5,0 g NaHSO; vao rdi trén dé hoa tan.

3.3 Dung djch rira SPE, axetonitril 15 %.

Trén 150 mi axetonitril (3.1) v&i 850 ml nwée.,

3.4 Kali monohydro phosphat (K;HPO,), 0,1 M.

Can chinh xac 17,4 g K;HPO, khan, chuyén dinh lrgng vao binh dinh mirc dung tich 1 lit (4.9), hoa tan

trong nwoc va thém nwéc dén vach.
3.5 Kalidihydro phosphat (KH,PQy,), 0,1 M.

Can chinh xac 13,6 g KH,PO4, chuyén dinh Igng vao binh dinh mirc dung tich 1 lit (4.9), hoa tan trong

nwéc va thém nwdc dén vach.
3.6 Dung dich dém kali phosphat, 0,1 M, pH 7,6.

Chuyén 100 ml dung dich K,HPO, (3.4) vao céc c6 mé cé que khudy tir va dién cye pH. Cho dung dich
KHoPO, (3.5) dén khi pH dat 7,6 + 0,01 [khoang 19 ml dung dich KH,PO; (3.5) trén 100 ml K,HPO,
(3.4)]. Loc qua mang loc ¢6 ¢& 16 0,45 pm.

3.7 Pha dong LC, axetonitril 60 % trong dung dich &m phosphat 0,01 M.

Trdén 100 ml dung dich dém phosphat (3.6) v&i 300 ml nudc va thém 600 mi axetonitril (3.1). Kher khi.
3.8 Dung dich rtra LC, axetonitril 60 % .

Trdn 600 mi axetonitril (3.1) v&i 400 ml nwée. Khir khi.

3.9 Dung dich chuén glycoalkaloid

3.9.1 Dung dich chuén gbc glycoalkaloid

Can khoang 25 mg a-solanin va khoang 25 mg a-chaconin®, chinh x4c d@én 0,05 mg. Chuyén dinh
lwong vao binh dinh mirc dung tich 100 ml (4.9) bang dung dich KH,PO, (3.5). Trén dé hoa tan va pha
loang bing dung dich KH,PO, 0,1 M (3.5) @én vach.

"' Sigma Chemical Co., PO Box 14508, St. Louis, MO 63103-2564, USA 13 vi dy v& nha cung cap san pham ban san trén thi
trwéng. Théng tin nay dua ra tao thudn tién cho ngudi sir dung tiéu chudn va khong &n dinh phai st dung cac san phdm nay.
C6 Ihé sir dyng céc san phadm trong ty néu cho két qua twvong duang.
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3.9.2 Dung dich chuén lam viéc glycoalkaloid

Pha loang dung dich chuan gbc glycoalkaloid (3.9.1) véi dung dich KH,PO, (3.5) dé thu dwoc cac dung
dich c6 néng dé twong tng 5,0 pg/ml; 10,0 ug/ml; 25,0 pg/ml; 50,0 pg/mi; 100 pg/mi va 150 pg/ml.

Cac dung dich chuén glycoalkaloid &n dinh it nhét 3 thang khi dwgc bao quan & 4 °C.

4 Thiét bi, dung cu
S dung cac thiét bj, dung cy thdng thwéng cla phong thtr nghiém va cy thé nhu sau:
4.1 May dong hoa

411 May ddng héa dé phan hily md khoai tay trong nito 1dng: Vi du Ultra-Turrax® T 45 voi truc 45-
N (dém Teflon) may phat TP45/26 va kiém soat téc do thich hp. Bay nép Plexiglass trwot trén tryc dé
tranh bi ban.

41.2 May ddng hoa dé chiét: Vi dy Ultra-Turrax? TP 18-10 v&i tryc 18-N va bd kiém soat téc do
thich hop.

4.2 Cbt chiét pha rin (SPE): Vi du ct chiét pha ran Sep-Pak Cqs” dung mét lan véi 360 mg vat ligu
nhéi. Kidm tra do thu hdi trong qua trinh thyc hién phwong phap va kiém soat chét luong thuong
xuyén, dac biét 1a khi st dyng cac cgt SPE khac voi cdt néu trén. S dung cac dich chiét da thém
chuan dé xac dinh dd thu hdi vi dung dich chudn tinh khiét co thé cho dd thu hdi thap tir cdt SPE, co
thé vi bazo ancaloid hap thu manh vao pha tinh. B hép thy cé thé dwgc chan bdi cac hop chat khac
c6 mét trong dich chiét tir cti. B¢ thu hdi dw kién 16n hon 90 %.

4.3 B phan phéi chan khéng, dung cho bd chiét pha réan.

4.4 Hé théng sdc ky 16ng (LC): bom cao ap ding dong st dyng van bom véng, bd én nhiét cét,
detector co bude séng thay ddi, bd tich phan dién tir va may ghi.

CHU THICH Kiém tra higéu qua vé tinh chen loc sic ky khi bat dau thyc hign quy trinh. Sc ky db clia mét sb giéng khoai tay
co cac pic v&i théi gian lvu gan voi thoi gian lvu cla o-solanin va a-chaconin (xem Hinh A.1). Théi gian lvu cla cac
glycoalkaloid co thé khac nhau rat nhiéu khi st dung cac vat ligu pha tinh khac nhau va ngay ca khi str dung ciing mét cft, vi
dy do sy khac nhau vé hiéu qua clia cac thiét bi &n nhiét cot. Phan tich khoai tay co ham Iwvgng alkaloid khéng dang ké, thu
dwoc i cac mé ctia ol ¢o kich c& lon hodic bing cach thay ddi cac thong sé chiét. Nhiét d& cé anh hwéng dang ké dén tinh
chon loc gitra cac pic cua glycoalkaloid va pic cla cac chét gay nhiéu. Tang nhiét do s& tang thoi gian lvu cla glycoalkaloid,

trong khi do théi gian luu cac pic nhidu lai gidm.

2 janke & Kunkel GmbH & Co KG, D79219 Staufen, Birc Ia vi du vé sdn phdm ban san trén thi frwéng.

¥ wWaters Corp, 34 Maple St. Milford, MA 01.757-3.696, My 1a vi dy vé sén phdm ban sin trén thi trwgng.

Cac thang lin néu trén dwa ra tac thuan tién cho nguéri s dung tiéu chudn va khong &n dinh phai st dung cac san pham nay.
Co thé s dung cac san pham trong tw néu cho két qua trong duong.



TCVN 10642:2014

4.5 Cot sic ky long, kich thuéc 250 mm x 4,6 mm dwéng kinh trong, cot b&ng thép khéng gi, dwoc
nhéi Hypersil ODS?, c& hat 5 um, pha Cys, hodc twong duong.

Cac diéu kién van hanh:
~ tdc do dong: 1,5 mi/min;
— thé tich bom: 20 l;
— nhiét do cot: 40 °C;

buéc séng cai dat detector: 202 nm.

4.6 M;‘iy li tam, gia tdc 40 000 m/s? (khoang 4000g).
4.7 Can phan tich, co thé can chinh xac Gén 0,05 g.
4.8 Can phan tich, cé thé can chinh xac dén 0,05 mg.
4.9 Binh dinh mirc, dung tich 100 ml va 1 lit.

410 Céc ¢6 md, bing thép khdng gi, dung tich 2 lit.

4.11 Hép chira bing nhya.

4.12 May cit thwe phdm hodc dao thai.

413 May do pH.

5 Chuén bj mau thip

CAt nhd khoang 10 dén 20 ci khoai tay trong may cét thyc phdm (4.12). Tron ky va chuyén ngay
khodng 200 g vao céc c6 md 2 lit (4.10) chira ddy nito 13ng. Cho cac miéng khoai tay cét nhd con lai
vao va khudy dé tach cac miéng bj dinh. Trong khi ngam trong nito 18ng, lam nhé khoai tay bidng may
d@dng hoa (4.1.1). Chuyén hén hop ddng nhét vao hop chira bang nhira (4.11) va dat & noi lanh dé nito
bay hoi. Treérc khi mé khoai tay bét dAu bi pha v& hoan toan, day kin hdp chira va bdo quan & - 18 °C
hoac thap hon. Phan miu thir ¢é thé bao quan dwoc it nhét 6 thang truée khi xi Iy tiép.

Shandon Southern Products Ltd.. Astmoor, UK; Supelco, Inc., Bellefonte, PA 16823-0048, USA, Cat. No. 222.634-3 13 vi
du vé san phim co ban san trén thi trwng. Thang lin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi sty dung tiéu chudn va khong an
dinh phai st dung cac san pham nay. C6 thé st dung cac san phdm tuong ty néu cho két qua lwvong duong
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CANH BAO: Ap lyc qua cao c6 thé xay ra néu nito khong bay hoi hét trwoc khi vat chiva dwoc
dong lai.

CHU THICH: Viéc ddng hda trong nito' 16ng s& thu dugc bdt co hat min d& d& Iay mAu thir va co thé dé chiét glycoalkaloid,
Néu cac quy trinh chudn bi mau thi khac duoc wu tién hon vi sy thudn tién, vi dy nghién cii tuoi trong may ché bién thuc
ph&m hoac lam dong khé, thi kiém tra tinh ddng nhét. Ngoai ra, can dam bao khéng xdy ra sy phé vi cac glycoalkaloid trong

qua trinh chudn bi.
6 Cach tién hanh
6.1 Chiét

Loai bd 16p trén clia mau thlr khoai tdy déng lanh, vi ¢b thé chira nwéc ngung tu. Can khoang 10 g
mau dong lanh, chinh xac dén 0,01 g va bd sung ngay 40 ml + 0,1 ml dung dich chiét (3.2). Tron
khodng 2 min biing may déng héa (4.1.2) (kiém soat téc d6 dé tranh tao bot). Loc bang céch ly tam
30 min & gia tdc lon hon 40 000 m/s? bAng may ly tdm (4.6). Thu lay phan dich Iong phia trén. Dich
chiét &n dinh it nhat trong mét tudn khi dwoc bdo quén & 4 °C.

6.2 Lam sach djch chiét

Pat cot SPE (4.2) vao bd phan phéi chan khéng (4.3) va én dinh cot bing 5,0 ml axetonitril (3.1), tiép
theo 1a 5,0 m! dung dich chiét (3.2). Cho 10 mi £ 0,05 ml dich chiét mu di qua cét. Rira cét béng 4,0 ml
dung dich rra SPE (3.3). Rira gidi voi 4,0 ml pha dong LC (3.7) (tdc 46 rira gidi: 1 dén 2 giots) va diéu
chinh thé tich dén 5,0 ml + 0,05 ml bang pha déng LC (3.7). Dich chiét mau c6 thé én dinh it nhat mét
tuan khi dwoc bao quan & 4 °C. '

6.3 Chay sac ky

Cai dit cac didu kién van hanh theo 4.5 voi dung méi pha dong LC (3.7) va dé cho hé théng can bang.
Bom cac dung dich chuan 1am viéc (3.9.2) va céc dich chiét mAu. Thé tich bom it nhét bang 2 lan thé
tich clia vong bom. Xem Hinh A.1 v& sic ky db cla dich chiét tir cd khoai tay.

Trong cac didu kién quy dtnh' dbi véi LC, cac pic a-solanin va a-chaconin xut hién trong khodng
10 min. C6 thé xuét hién mono- va di-glycoside, nhung khéng co aglycon cla a-solanin va a-chaconin
néu thoi gian chay kéo dai dén khodng 20 min. Cac pic gay nhiéu tir chat nén c6 thé xuét hién véi mot
s6 gidng khoai tay. Sy co mat clia B-chaconin cé thé coi nhu chi s6 bién chét clia nén mau, vi ching
duoc hinh thanh nhanh trong cac mé cl khoai tay bi hw hdng do két qua clia qua trinh thly phan
a-chaconin bing enzym. Théi gian lwu trong cac didu kién séc ky ddi voi Bi-chaconin, B;-chaconin va
y-chaconin la khoang 10 min, 13 min va 18 min, twong trng, con voi B.-solanin va y-solanin 1a 8 min va

17 min, tvong ¢ng.
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Sau khi chay sic ky xong, riva bom va cét (4.5) it nhat 30 min véi dung dich LC (3.8). Trwérc khi lay cot
ra sau mdt khoang thdi gian dai, rira tiép béing axetonitril (3.1).

6.4 Bwong chuin

Dyng dwéng chudn hdi quy tuyén tinh clia a-solanin va a-chaconin dya vao dién tich pic (truc y) trén
néng do chat chuan dugc bidu thi bang microgam trén mililit (ug/ml) (tryc x). '

7 Tinh két qua

Tinh ham lvgng a-solanin va a-chaconin twong (rng trong mAu thiy, X, khi dung dich thlr va dung dich
chuén 1am viéc dwoc bom vao véi thé tich bng nhau, bang miligam trén kilogam (mgrkg), theo céng
thire sau:

P; —a

X = x F
. yéj

Trong do:
P; la dién tich pic phan tich;
a 1a phan bj chin clia duwdng chuén, tinh bang don vi dién tich;
B la dd déc clia duwdng chudn, tinh bang don vi dién tich pic/(ug/ml);
F 1a hé sb pha loang, tinh bang mililit trén gam (ml/g).
Tinh hé s6 pha loang, F, nhw sau:

- lV., +(C,, x wp)Jx A

V, xw,

F

Trong do:
w, 1a khéi lwong clia phan miu thl (thwong 1a 10 g), tinh bdng gam (g);
V, 1athé tich cta dich chiét, tinh bang mililit (trong trwéng hep nay V, = 40 ml);

V, la thé tich cla dich chiét st¥ dung trén cét SPE, tinh béng mililit {trong trwong hop nay V, =
10 ml);

Vs 14 thé tich cudi cling cta dich chiét mau duoc pha loang tir cot SPE, tinh bang mililit (trong
_truong hop nay V;= 5 ml),
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C. 132 ham lwong nwdc clia khoai tay, tinh bang mililit trén gam (gid dinh C, = 0,8 mlig néu

khong biét truée);

F = 2,4 mlig khi s dyung 10,0 g phan thir va cé4c diéu kién khac tiép theo nhu quy dinh.

8 Bao cao thir nghiém

Bao cao thir nghiém phai néu ro:

a) moi thdng tin cin thiét d& nhan biét ddy du vé mau thir;
b) phuong phap Iy miu da s dyng, néu biét;

¢) phwong phap thi» da st dung, vién dan tiéu chuén nay;
d) két qua thtr nghiém thu duoc;

e) moi didu kién thao tac khong quy dinh trong tiéu chuin nay hodc tuy chon, cing véi moi tinh huéng
bat thwirng co thé anh hudng @én két qua.

11
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Phu luc A
(tham khao)

Vi du vé sic ky dd

L

A la pic clia a-solanin (thai gian lwu 14 5,8 min) trong teng véi ndng @6 22 mg/kg.

CHU DAN

B 14 pic clia a-chaconin (théi gian lwu [a 7.3 min) teong (ng véi ndng dd 46 mg/kg.
Hinh A.1 - Vi dy vé sic ky db cta djch chiét tiv ci khoai tay

Pidu kién van hanh:

Cai dat ché do ghi:  don vi hép thyu 0,01 trén toan thang do.

Cét: Shandon QDS (C1s) Hypersil 5 um, 250 mm x 4,6 mm duwéng kinh trong.
Nhiét dd cot: 40°C.

Pha dong: 60 % axetonitril 0,01 M; pH = 7,6 dém phosphat.

Téc dd dong: - 1,5 mi/min.



Phuluc B
(Tham khao)

Két qua thir nghiém lién phang
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Bang A.1 — Két qua thtr nghiém lién phong dédi voi phép xac dinh glycoalkaloid

(a-solanin va a-chaconin) trong cu khoai tay bing phwong phap sic ky long

Gia tri Do léch Do léch Do léch Po léch Gidi han Gidi han
trung binh, chuén lip chuintai | chudntwong | chudntwong | 13p lai, tai lap,
mglkg 13i, s, 1ap, sp déilap lai, | débitailap, r R

RSD,, % RSDg, %
a-solanin N
i 145 1.4 1,5 12,3 131 4,0 472
154 1.3 1,9 8,5 121 3.7 52
321 1.9 42 6,1 13,0 55 11,6
i 1;5,9 2.1 32 589 9,0 589 9,1
103,1 3,5 8,1 34 7.9 99 22,8
2181 11,4 21,86 52 9,9 32,0 60,6
a-chaconin
_1?2 1.0 1.7 60 9.7 2,9 46
372 1.8 3.4 51 9.1 53 9.5
48,8 3.1 6,3 6.3 12,8 8,6 17,5
67,; 3.3 6,6 4.8 9,8 9,1 18,5
162,3 6,6 13,8 41 8,5 18,5 38,7
260,8 13,8 28,7 53 11,0 38,8 80,2
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