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L&i noi dau
TCVN 10931-3:2015 hoan toan twong duwong EN 14333-3:2004;
TCVN 10931-3:2015 do Ban ky thuat Tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F13

Phuong phép phén tich va Idy méu bién soan, Téng cuc Tiéu chuin o
lwdng Chét legng thdm dinh, B Khoa hoc va Céng nghé cang bo.

Bb tiéu chuin TCVN 10931 (ISO 14333) Thyc phdm khéng chira chét béo
- Xic dinh thudc diét ndm nhém benzimidazole: carbendazim,

thiabendazole va benomyl (tinh theo carbendazim) gbm cé cac phén sau:

TCVN 10931-1:2015 (ISO 14333-1:2004), Phan 1: Phuong phap sdc ky long
hiéu ndng cao c¢6 lam sach bdng chiét pha ran;

TCVN 10931-2:2015 (ISO 14333-2:2004), Phan 2: Phuong phép sic ky Idng
hiéu ndng cao c6 Jam sach bang sac ky thdm théu gel:

TCVN 10931-3:2015 (ISO 14333-3:2004), Phin 3: Phuong phdp séc ky Ing
hiéu nang cao cd lam sach phéan doan Iéng-ing.
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Thwe pham khéng chira chat béo — Xac dinh thuéc diét ndm nhém
benzimidazole: carbendazim, thiabendazole va benomyl (tinh theo
carbendazim) -

Phan 3: Phwong phap sac ky long hiéu niang cao c6 lam sach
phan doan léng-long

Non fatty foods — Determination of benzimidazole fungicides carbendazim, thiabendazole and

benomyl (as carbendazim) —
Part 3: HPLC method with liquidAiquid partition clean up

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phurong phap séc ky Idng hiéu nang cao (HPLC) dé xac dinh thudc diét ndm

benzimidazole carbendazim va thiabendazole trong rau, qua va san pham rau qua ché bién.

Khi c6 mat benomyl, cac chat ndy bj phan hly hoan toan thanh carbendazim va chét nay dwoc xac
dinh theo carbendazim. Thiophanate-metyl khéng duoc xac dinh bing phwong phép nay.

Phuwong phap da dwgce danh gid xac nhan ddi véi carbendazim va thiabendazole trong phép thir lién
phéng thi nghiém trén cac mau da dwoc ddng nhét clia tao, dau Phap, nam, chanh tay va thiwe phdm
tlr qua danh cho tré so sinh.

2 Nguyén tic

Ddng héa mau bing etyl axetat, dung dich natri hydroxit va natri sulfat khan, loc miu da déng nhét.
Phan dich chiét etyl axetat dwoc tach phan doan béng dung dich axit clohydric; pha 1dng duwgc kiém
hoa va dugc tach phan doan bang etyl axetat. Cho bay hei Iép hiru co va phan cin dwec hoa tan
trong pha dong HPLC. Carbendazim va thiabendazole dwgc xéc dinh bang sic ky 1dng hiéu nang cao
pha dao cé detector UV hodc detector UV va huynh quang.
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3 Thubc thir
3.1 Yéu ciu chung

Chi sir dung thudc thir loai tinh khiét phan tich, tét nhat Ia loai ding cho HPLC va phan tich dv lvgng
thuéc bao vé thire vat, chi stz dung nuwdc cét hodc nwdc da loai khoang, trir khi ¢d qui dinh khac.

3.2 Cic khia canh an toan lién quan dén thuéc thi

Hoi tir mét sé dung moi bay hoi sé gay doc. Mét sé dung méi ndy hap thu nhanh qua da. S dung tl
hit hiéu qua dé loai bd hoi cla cac dung méi nay. Carbendazim va thiabendazole 1a cac chét dac;

tranh tiép xuc vai da va mét.

3.3 Etyl axetat

3.4 Metanol

3.5 Dung djch natri hydroxit, néng a6 khéi lvgng, p(NaOH) = 26 g/100 mi

3.6 Dung dich natri hydroxit lodng, p(NaQCH) = 2,6 g/100 ml

3.7 Natri sulfat, dang khan

3.8 Dung dich axit clohydric, p(HCI) = 0,1 mol/l

3.9 Dung dich kiém, pH 13,4

Héa tan 33 g natri axetat khan, 200 g natri clorua va 40 g natri hydroxit trong 1 lit nweére.

3.10 Dung dich dém phosphat, pH 7,2 4én 7,5

Hoa tan 2 g dikali hydro phosphat ngam ba phan i nuwdc va 0,5 g kali dihydro phosphat trong 1 lit nwérc.
3.11  Pha ddng dung cho HPLC: Metanol (3.4)/dung dich dém phosphat (3.10), ty 1& 55 : 45 (thé tich).
Trudce khi st dyng, loc hdn hop qua b lge mang (4.7).

3.12 Dung dich géc carbendazim, p{carbendazim) = 10 mg/100 mi

Can 5 mg carbendazim, chinh xac dén 0,1 mg cho vao binh dinh mirc 50 mi. Thém § ml dung dich axit
clohydric (3.8) va @& yén binh trong bé siéu am 5 min dén 10 min. Pha loing dung dich nay bing 40 ml
nudc, d& yén binh tré lai trong bé sidu am 10 min va pha losing bing nuéc dén vach.

3.13 Dung dich géc thiabendazole, s(thiabendazole) = 50 mg/100 ml trong metanol (3.4)
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3.14 Dung dich chuén

Pha lodng dung dich gbc carbendazim (3.12) hodc dung dich géc thiabendazole (3.13) bang pha ding
dung cho HPLC (3.11) thich hop.

4 Thiétbi, dung cu

41 Yéu cu chung

S{r dung cac thiét bj va dung cy clia phdng thir nghiém thong thuémg va céc thiét bj, dung cu sau:
4.2 May cit theec phdm

4.3 May ddng hoa hodc may tron téc dd cao

4.4 Phéu chiét, dung tich 100 mi

4.5 B cd quay, co ndi cach thiy

4.6 Thiét b sdc ky 1ong hiéu ning cao, dugc trang b:

4.6.1 Hé théng bom, co van bom 50 pl, detector UV va detector huynh quang méc néi tiép va bd
phan tich phan.

4.6.2 Cot phan tich HPLC, bing thép khong gi, vi dy: dai 250 mm, dwdng kinh trong 4,6 mm duoc
nhdi bing ODS-120T®, TSK-GEL®", ¢& hat 5 pm.

4.7 B4 lgc mang, ¢ 18 0,45 um, thich hep cho céc dung dich nwée va metanol
4.8 B0 lgc sgi thuy tinh, dwéng kinh 90 mm

4.9 B& lgc xyranh, c& 18 0,45 pm, thich hgp cho dung dich nwéc va metanol

5 Cach tién hanh
5.1 Chuln bi miu thir

Chuan bj miu phong thir nghiém ddng nhét, vi du s dung may cét thyc pham (4.2), dé cét nhé phan
mau thir dai dién.

" TSK-GEL® Ia tén thuong mai clia sdn phdm dugc cung cip tir Céng ty Tosoh Biosep, My. Théng lin ndy dira ra tao thuan
tién cho ngudi st dung tidu chudn va khdng 4n dinh phai st dyng ching. C6 thé st dung cac san phdm tuwong tir néu cho
cac két qué trong duong.
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5.2 Chiét
5.2.1 Cac loal san phdm trir chanh tay, chanh gidy, man va nwéc qua

Tir mau tht (5.1), ¢an 75 g phan mau thir (m), chinh xac dén 0,5 g cho vao binh clia may trén (4.3).
Cho 150 ml (V;) etyl axetat (3.3) va 3 mi dung dich natri hydroxit (3.5) va déng héa hén hop trong 30 s.
Thém 30 g natri sulfat (3.7) va tiép tuc ddng héa hén hop trong 2,5 min. Loc mau déng nhét bang cach
hdt nhe qua b loc s@i thay tinh (4.8) dugc phil 20 g natri sulfat [&n trén. Thém 10 g natri sulfat vao dich
loc va dé yén trong 3 min. '

5.2.2 Chanh tiy, chanh gidy va man
Tién hanh nhw trong 5.2.1 nhuwng thém 6,0 ml dung dich natri hydroxit (3.5) thay vi thém 3,0 ml.
5.2.3 Nwérc qua

Kiém tra thé tich (x ml) dung dich natri hydroxit loang (3.6) cin dé chinh pH cla 7,5 g nwéc quéa dén
pH 10. Can 75 g phén thi (m), chinh xéc dén 0,5 g, cho vao binh clia may tron (4.3). Thém 200 mi etyl
axetat (3.3) (V4) va x ml dung dich natri hydroxit (3.5) va déng héa hén hop 30 s. Tién hanh tiép nhu
trong 5.2.1.

5.3 Tach phan doan long-iong

Chuyén 50 ml (V) dung dich thu dwgc trong 5.2 sang phéu chiét (4.4). Thém 10 mi dung dich axit
clohydric (3.8), 1&c ph&u 2 min va a8 tach 16p. Thao Iép nwéc phia dwdi vao phéu chiét thr hai va I3p
lai qua trinh chiét Iop hiru co phia trén hai 1&n nira, s& dyng 10 ml va 5 ml dung dich axit clohydric,
twong (ng. Thu ly tat ca Iép chét Idng trong phéu chiét thir hai va loai 1ép hiru co.

Gop cac Iép chat 16ng, b sung 5 ml dung dich kiém (3.9) va 15 mi etyl axetat, lic phéu trong 2 min. Dé
AU thai gian cho cac I6p tach ra va loai Iop chét Idng phia dudi. LAc I6p hiru co phia trén véi 10 ml
nudc va loai bd 1dp nwdc phia dwdi. Cd dac I6p hiru co phia trén dén khodng 2 mi trong b cd quay
(4.5) co ndi cach thily cai dit nhiét d & 35 °C va cho bay hoi etyl axetat con lai, s& dung dang khi nito nhe.

Cho 5 ml + 0,2 ml (V3) pha dong HPLC (3.11) vao phén céin va trdn ky.
54 DoHPLC

Loc dung dich thu duorc tir 5.3 qua xyranh lgc (4.9) va bom 50 pl dung dich mAu thix nay vao hé thong
HPLC (4.6), ap dyng téc d dong 1,0 ml/min pha ddng (3.11). P& dinh lreng, bom cling mét lvong thé
tich dung dich chuan pha loang (3.14) thich hop.

Dau tién, cho chét rira gidi chdy khéi cot HPLC qua detector UV cai d&t & 285 nm, néu str dung 3 hai
detector thi cho qua detector huynh quang cai dat & buéc séng kich thich 1a 285 nm va bwéc séng
phat xala 315 nm.
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CHU THICH 1: Ddi véri detector UV, budc song phi hgp khac 1a 240 nm i véi carbendazim va 300 nm ddi voi thiabendazole.
D4 véi detector huynh quang, v&i thiabendazole, thi budc séng 16i wu 1a: kich thich 295 nm va phét xa 350 nm.

CHU THICH 2: Théi gian Iy thu duge trong céc diéu kign ndy thwang xAp xi 6 min dbi véi carbendazim va 8,5 min ddi véi
thiabendazole.

CHU THICH 3: Dé thay thé cac diéu kién van hanh HPLC, xem Phy lyc B.

6 Tinh két qua

Do chidu cac pic hodc dién tich pic thu dugc dbi véi carbendazim va thiabendazole trong dung dich
méu thir va dung dich chudn. Néu co thé, st dung mét vai burde séng hap thy UV va do huynh quang.

Tinh phén khéi lugng, w, clia carbendazim hodc thiabendazole, bing milligam trén kilogam mau, sir.
dung Cang thirc (1):

. AxCyxV, xV;
Ay xV, xm

M

Trong do:

A 13 chidu cao pic hodc dién tich pic thu dwec tir dung dich méu thir;
A 4 chidu cao pic hodc dién tich pic thu dugc tr dung dich chuan;

Cy 14 ndng 6 khéi lwvgng clia carbendazim hodc thiabendazole trong dung dich chudn, tinh bang
microgam trén mililit {(pg/ml);

V, 13 thé tich clia etyl axetat ding dé chiét (5.2), tinh bing mililit (mi);
Vo, 14 phin chét 16ng clia V; lay dé phan doan (5.3), tinh bang mililit (ml);
V, lathé tich clia dung dich mAu thir cudi cling thu dwec trong 5.3, tinh bing mililit (mi);

m  1a khéi lwgng cla phan mau thi, tinh biing gam (g).

7 Phép thir khiang dinh

Chn tién hanh phép thlr khing dinh viéc nhan biét, dinh lwgng carbendazim va thiabendazole, dac biét
trong céc tredng hep cho cac két qua vurot qué gidi han du Iegng t6i da (MRL).

Viéc nhan biét carbendazim va thiabendazole ¢6 thé can dwoc khing dinh bing cach so sanh phd héap
thy clia dung dich mau thir va phé hép thy cda dung dich chudn st dung detector méng diot.

Cé4c két qua ciing co thé dugc khdng dinh bang cach s dyng TCVN 10931-2 (EN 14333-2) hodc
TCVN 10931-3 (EN 14333-3). B4i v&i thiabendazole, ciing ¢ thé s& dung phép phan tich sic ky khi
véi detector phd khéi liong.
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Trong mét sb tredng hop, dac biét dbi véi cac mau co tinh axit thi do thu héi ciia thiabendazole thap.
Do vay, can dinh ky kiém tra 6 thu héi.

8 D6 chum
8.1 Yéu cu chung

Chi tiét cta phép th(r lién phong thlr nghiém vé d6 chum clia phuong phap phi hep véi TCVN 6910-2
(ISO 5725-2) durgre néu trong Phy lyc A. Cac gia tri thu dwoc tlr cac phép thir lién phéng thir nghiém nay
co thé khdng ap dung dugc cho cac dai ndng d6 vahodc nén mau khac véi cac dai ndng dg vashodc nén
mau néu trong Phy luc A,

8.2 Do lap lai

Chénh léch tuyét ddi giCra hai két qua thir nghiém don 1& thu dugc khi tién hanh thi trén vat lidu thl
giéng hét nhau, do cling mét ngwei phan tich, st dung cting mdt thiét bi, trong mét khodng thri gian
ngn, khéng dwoc qua 5 % cac treang hep lén hon gigi han I3p lai r.

Cac gia trj dwgc néu trong Bang 1:

Bang 1 - D9 I3p lai

Thye | Thyc
Hopchdt | Tio | Tio | it pran | Nam | Nim | Cj2ah C'::;‘“ ﬁ:ir:_ 2:::
chotré | chotre
so sinh | sorsinh
Carbendazim
X (mglka) 0,16 | 0,65 | 0,039 | 0,078 | 0,084 | 066 0,39 0,72 0,017 0,083
r(mgfkg) 0,048 | 0,40 | 0,002 | 0,030 | 0,019 | 047 0,13 0,32 0,005 0,022
Thiabendazole
X (malkg) 0,38 | 3,52 | 0,016 | 0,039 | 0,017 | 0,042 | 031 3,06 0,016 0,038
r{mg/kg) 0,15 | 1,95 | 0,003 | 0,017 | 0,004 | 0,025 0,13 1,14 0,004 0,016
8.3 B tailap

Chénh léch tuyét ddi giCra hai két qua thir nghiém don & thu dwoc khi tién hanh thie trén vat liéu thee
giéng hét nhau, duoc bao céo tir hai phong thir nghiém, khéng dwgc quéa 5 % cac trwdng hep Ién hon
gidi hantailap R.

Cac gia tri dwoe néu trong Bang 2:

10
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Th Th
Hopchit | Tio | Tao ;‘é“p rﬂfa:, Nim | Nim C't‘:;‘“ C't‘;;" hers ?i!:‘:nl::.
chotré | chotré
sosinh | so sinh
Carbendazim
X (mg/kg) 0,16 | 065 | 0,039 | 0,078 | 0,084 | 0,66 0,39 0,72 0,017 0,083
R (mg/kg) 0,089 | 062 | 0,016 | 0,058 | 0,057 | 0,70 0,29 0.46 0,012 0,039
Thiabendazole
X (mg/kg) 038 | 352 | 0,016 | 0,039 | 0,017 | 0,042 | 031 | 306 | 0016 | 0,038
R (mg/kg) 022 | 2,67 | 0,011 | 0,031 | 0,012 | 0,030 | 0,30 2,48 0,013 0,026

9 Bao cao thir nghiém

Bao céo thtr nghiém phai bao gom:

~ moi thdng tin cin thiét d& nhan biét mau (loai mau, ngudn géc mau, ky hiéu);

— vién dén tiéu chudn nay;

— ngay va kiéu quy trinh 4y mau (néu biét);

- ngay nhan mau trong phéng thtr nghiém;

- ngay thr nghiém;

— két qua thir nghiém va cac don vj biéu thi;

— cdc diém cy thé quan sat dugc trong qua trinh the nghiém;

huéng bat thirang co6 thé anh hudng dén két qua thir nghiém.

moi thao tac khéng qui dinh trong tiéu chuan nay, hodic dwgc xem [a tly chon, clng véi moi tinh

11
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Phu luc A

(Tham khao)

D@ liéu vé dé chum

INRA, Phap, hudng din phép the lién phong thi ngiém nam 1998. Phi hgp véi TCVN 6910-2
(1SO 5725-2), di¥ liéu dd chum thu dwge nhw sau:

Bang A.1 - Di¥ lidu d9 chym a8i v&i carbendazim

Tao Tao Pédu Phap | Bdu Phap Nam
Sé lwgng mau 20 20 20 20 20
$4 legng phong thir nghiém 10 10 9 10 9
S6 Iwgng phong thir nghiém con lai sau khi triy
I 10 10 8 10 8
86 phong ngoai 18 0 0 2 0 2
Sé egng két qua chap nhan dugc 20 20 16 20 16
Gi4 trj thém chuan (mg/kg) 02 1,0 0,05 0,1 0.1
Gid tri trung binh, X, (mg/kg) 0,159 0,653 0,039 0,078 0,084
D0 lech chudn I3p lai, s, (mg/kg) 0017 | 0142 | 0,009 0,011 0,007
B¢ lech chudn tuong d6i I3p lai, RSD; (%) 10,7 218 23 14,0 8,0
Gidi han I3p lai, r (mg/kg) 0,048 | 0,398 0,002 0,030 0,019
B4 léch chudn tai 1ap, s (mg/kg) 0032 | 0221 0,006 0,021 0,020
B4 léch chudn tuong ddi tai 13p, RSDx (%) 19,9 339 15,0 26,6 24,4
Gi® han tai lap R (mg/kg) 0,089 | 0620 0,016 0,058 0,057
[Chi s Horrat (RSDr quan saVRSDx dy kién) 09 2,0 0.6 1.4 1,0

12
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Béng A.2 - Di¥ ligu d6 chum déi voi carbendazim

Thwc pham | Thwe pham
Ném CHERTL | CHaRS danh cho tré se| danh cho tré
tay tay
sinh sosinh
Sé lrgng mau 20 20 20 20 20
§é lrgng phang thir nghiém 9 10 10 10 10
f;l:lol':g phong thir nghiém con lai sau khi trir 0 5 5 4 %
S4 phéng ngoai I¢ 0 0 0 0 0
S8 lwong két qua chap nhan dugc 18 20 20 20 20
Gi trj thém chuan (mg/kg) 1,0 0,5 1,0 0,02 0,1
Gid tri trung binh, X, (mg/kg) 0656 | 0,394 0,724 0,017 0,083
D0 léch chuln 13p Iai, s, {ma/kg) 0,167 | 0,048 | 0,113 0,002 0,008
D léch chudn twong ddi 13p lai, RSD: (%) 254 12,1 15,6 10,2 96
Gidi han I3p fai, r (mg/kg) 0,467 0,134 | 0,316 0,005 0,022
D4 léch chuan tai 1ap, ss (mg/kg) 0,248 0,103 0,165 0,004 0,014
D¢ léch chuan tiong dbi tai 1ap, RSDr (%) 37,9 262 22,8 25,2 16,7
Gi¢i han tai lap R (mg/kg) 0,696 | 0,288 0,463 0,012 0,039
Chi sé Horrat (RSDg quan s&/RSDr dyr kién) 2,2 1.4 14 0.8 0.7
Bang A.3 — D ligu d6 chum déi v&i thiabendazole

Tao Tao Pau Phap | DauPhap Ném
Sé lvgng mau 20 20 20 20 20
S legng phong thir nghiem 10 10 8 10 7
f:c:;q;g phang thir nghig¢m con lai sau khi trir 10 10 7 10 .
Sé phong ngoai l& 0 0 2 0 0
S& lgng két qua chap nhan dugc 20 20 14 20 14
Gia trj thém chuin (mgrkg) 0,5 5,0 0,02 0,05 0,02
Gia tri trung binh x (mg/kg) 0,382 3,52 0,016 0,039 0,017
D4 lech chudn 13p lai, s, (mg/kg) 0,055 0,697 0,001 0,006 0,002
B0 léch chudn twong ddi 12p lai, RSD, (%) 14,3 19,8 7.7 15,1 9,1
Gicri han 13p lai, r(mg/kg) 0,153 1,19 0,003 0,017 0,004
D9 lech chuan tai 1ap, s (mg/kg) 0,079 0,954 0,004 0,011 0,004
04 lech chuln trong ddi tai 1ap, RSDg (%) 20,6 27,1 251 28,0 239
Giti han ti 13p R (ma/kg) 0,220 2,67 0,011 0,031 0,012
Chi sb Horrat (RSDg quan sat/RSDr, du kién) 1.1 2,0 0.8 11 08
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Bang A.4 - Dir ligu d§ chum ddi v&i thiabendazole

[

Nim Chanh | Chanh t:;:ic;:a::é ;hn:cc::atr:é
_ = ay so sinh so sinh
S84 lwgng mau 20 20 20 20 20---«;.*
Sé lugng phéng thi nghiém 9 10 10 9 10
S lwgng phong thir nghiém con lai sau khi 9 10 10 8 10
trir ngoai 1é
Sé phéng ngoai 1& 0 0 0 2 0
S6 lrong két qua chép nhan dugc 18 20 20 16 20
Gia trj thém chudn (mgikg) 0,05 05 5,0 0,02 0,05
Gia trj trung binh, X, (mg/kg) 0,042 0,313 3,06 0,016 0,038
96 léch chudn 13p lai, s, (mg/kg) 0009 | 0047 | 0,408 0,001 0,006
D4 léch chudn twong dbi l3p lai, RSD, (%) 21,4 15,2 13,3 83 14,9
Gi¢ri han |3p Iai, r (mg/kg) 0,025 | 0,133 1,14 0,004 0,016
D0 léch chudn tai Iap, ss (Mg/kg) 0011 | 0,108 | 0,884 0,005 0,009
D6 léch chudn twong ddi tai 13p, RSDx (%) 254 34,7 28,9 306 23,8
Gioi han tai 3p R (mg/kg) 0,030 | 0304 | 248 0,013 0,026
Chi sé Horrat {(RSDg quan sa/RSDg dy kién) | 1,0 1,8 2,1 1,0 09
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Phuiuc B

(Tham khao)

Céc diéu kién van hanh HPLC khac

Phuong phap tach carbendazim va thiabendazole bing HPLC cé thé cling duwoc tién hanh bing cach
str dyng cdt tach pha ddo bén véi kigm:

Cét phan tich: dai 150 mm, dwéng kinh trong 4 mm, duwgc nhdi bing Supelcogel ODP-50, ¢& hat 5 pm.

Pha déng: dung dich diamoni cachonat (9,6 g/l)/metanal (3.4), ty |& 55 : 45 (thé tich). Trwedc khi st
dyng, loc hén hgp qua bd lgc mang (4.7).

2 supelcogel 1a tén throng mai cia sdn phim dugc cung cp tr Supelco, Bellefonte, PA, My. Théng tin ndy dua ra tac
thuan tign cho nguei st dung tiéu chuén nay va khdng 4n dinh phai sir dyng ching. C6 thé sir dung cic san phim twvong ty
néu cho céc két qua twong duong.
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Thw muc tai ligu tham khao
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