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Tóm tắt: Trong bài báo này, mô tả phương pháp xác định patulin trong các 

mẫu nước ép trái cây khác nhau. Mẫu phân tích được chiết bằng etyl axetat 

và dịch chiết được làm sạch bằng dung dịch natri cacbonat. Sau đó, Patulin 

được xác định bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao pha đảo (HPLC) sử dụng cột 

nhồi C18 (150 mm × 4,6 mm, 5µm) và detector UV, phép xác định ở bước 

sóng 276 nm, thí nghiệm được tiến hành ở nhiệt độ phòng.  Pha động 

acetonitrile : nước (90:10 v/v) với tốc độ dòng chảy 1mL/phút. Giới hạn phát 

hiện là 0,016 ppm và giới hạn định lượng là 0,053 ppm. Mối quan hệ tuyến 

tính được thiết lập giữa nồng độ của patulin và diện tích pic trong khoảng 

0,02 ÷ 2 ppm với R2 = 0,9999. Kết quả đánh giá độ đúng cho thấy phương 

pháp có độ đúng tốt với độ thu hồi là 95,01% đến 100,64%. 

Từ khóa: Patulin, sắc kí lỏng hiệu năng cao, nước trái cây. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Patulin là một độc tố nấm mốc được sản sinh bởi một số loài Penicillium, Aspergillus 

và Byssochlamys. Patulin có thể phát triển trên nhiều loại thực phẩm khác nhau bao 

gồm ngũ cốc, trái cây và pho mát [9].  

Patulin được tìm thấy phổ biến trong các loại trái cây bị hỏng, thường trong nước trái 

cây và đáng chú ý là trong nước uống táo; không tìm thấy patulin trong đồ uống có cồn 

do nó bị ức chế trong quá trình lên men [4],[12].  

Patulin ảnh hưởng nghiêm trọng đến sức khỏe con người (De Champdore et al., 2007). 

Một loạt thí nghiệm trên chuột cho thấy tác dụng có hại của việc tiếp xúc lâu dài với 

patulin trên gan chuột (Gashlan, 2008). Nghiên cứu khác cho thấy rằng patulin còn gây 

ảnh hưởng đến DNA (Saxena et al., 2008) [10]. 

Trên thế giới đã có nhiều công trình nghiên cứu về patulin trong nước uống trái cây 

[6],[9],[10] ; trong rau [8], trong ngũ cốc [3], trong phô mai [11] bằng một số phương 

pháp như phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC [9], phương pháp sắc ký khí 

ghép khối phổ GC-MS [7] hay là dựa trên kỹ thuật chiết pha rắn SPE [5]. 

Tuy nhiên, ở Việt Nam việc nghiên cứu xác định hàm lượng patulin còn hạn chế, vẫn 

chưa được quan tâm đúng mức. 
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Bài báo này trình bày các kết quả nghiên cứu xác định hàm lượng patulin trong các loại 

nước uống trái cây bằng HPLC, từ đó đưa ra điều kiện thích hợp để tiến hành phân tích 

patulin ở một số loại nước uống trái cây trên địa bàn thành phố huế. 

2. THỰC NGHIỆM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Hình 1. Sơ đồ xử lý mẫu 

Mẫu nước trái cây 

20 mL mẫu nước trái cây 

+ 20 mL etyl axetat 

Hỗn hợp tách thành hai lớp Phần mẫu 

Dịch chiết etyl axetat 

Thêm 4 ml dd natri cacbonat, lắc 30 giây, tách lớp 

Lớp dưới 

+ Na2SO4 khan    

Dung dịch 

Thổi khô bằng khí nitơ, thêm 1 ml nước, lọc qua màng lọc 0,45µm              

Lọc qua phễu chứa Na2SO4 khan    

Dịch chiết 

Cô quay chân không (V < 1ml) 

Dung dịch phân tích 

Rửa lại 2 lần bằng etyl axetat 

Gộp dịch chiết 
Chiết thêm hai lần 

bằng etyl axetat 
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2.1. Thiết bị và dụng cụ 

Thiết bị phân tích chính là máy sắc ký lỏng hiệu năng cao Series 20A của hãng 

Shimadzu, Nhật Bản. Cột sắc ký C18 (150 × 4,5 mm, 5µm) của hãng GL Sciences Inc, 

Nhật Bản. Ngoài ra, còn một số thiết bị, dụng cụ của phòng thí nghiệm gồm cân phân 

tích, máy cô quay, máy ly tâm, bộ lọc hút chân không của hãng Gast, Mỹ cũng đã được 

sử dụng trong nghiên cứu. 

2.2. Hóa chất và thuốc thử 

Tất cả hóa chất đều là loại tinh khiết phân tích: ethanol 99,7%; axit percloric; axit 

axetic; axetonitril. 

Dung dịch natri cacbonat, nồng độ ≈ 15g/L : Hòa tan 1,5 g natri cacbonat khan trong 

100 ml nước. 

Dung dịch chuẩn gốc Patulin 100mg/L (Merck). 

2.3. Tiến trình phân tích 

Quy trình xử lý mẫu theo AOAC 2000.02, được tóm tắt trong hình 1. Mẫu chuẩn và 

mẫu phân tích được xử lý bằng dung dịch etyl axetat, dung dịch natri cacbonat và được 

làm khô bằng natri sulfat khan [2]. 

Patulin được định lượng bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) với 

detector UV phát hiện ở bước sóng 276 nm, cột pha đảo C18. 

Điều kiện sắc ký: nhiệt độ phòng, pha động là H2O : CH3CN (90:10), thể tích tiêm mẫu 

20 µL, tốc độ dòng: 1,0 mL/phút, thời gian lưu 6,0 phút, ghi lại sắc ký đồ của mẫu 

chuẩn và mẫu phân tích. 

Nồng độ patulin được tính bằng cách so sánh diện tích pic của patulin trong các mẫu 

phân tích với những mẫu tiêu chuẩn. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Theo [9] để phát hiện và định lượng patulin sử dụng detector UV với bước sóng 276 

nm, chúng tôi cũng chọn bước sóng này để nghiên cứu. 

3.1. Khảo sát ảnh hưởng của pha động 

Bảng 1. Hệ số đối xứng pic với các tỷ lệ về dung môi pha động 

Ký hiệu Hệ dung môi Tỷ lệ pha động Hệ số đối xứng 

(a) Nước : axetonitril 100 : 0 1,21 

(b) Nước : axetonitril 90 : 10 0,94 

(c) Nước : axetonitril 80 : 20 0,75 

Thành phần pha động được khảo sát bao gồm: nước (H2O) : axetonitril (CH3CN). 

Chúng tôi tiến hành khảo sát các tỷ lệ thể tích pha động nước : axetonitril = 100 : 0; 

nước : axetonitril = 90 : 10; nước : axetonitril = 80 : 20; với dung dịch chuẩn patulin có 
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nồng độ 1 ppm; tốc độ dòng 1mL/phút; Vtiêm = 20µL. Kết quả được thể hiện qua các 

hình 2 a, b, c và bảng 1. 

  

       (a)      ( b ) 

 

( c) 

Hình 2. Sắc ký đồ của tốc độ dòng 1 mL/phút ở các hệ pha động: a.  nước : axetonitril = 100 : 

0; b. nước : axetonitril = 90 : 10; c. nước : axetonitril = 80 : 20 

Kết quả ở hình 2 cho thấy trong cùng điều kiện tốc độ dòng, thể tích bơm mẫu và dung 

dịch chuẩn patulin có nồng độ 1 ppm, thì hệ dung môi (a) và (c) xuất hiện pic nghiên 

cứu có hình dạng không cân xứng với hệ số đối xứng xa giá trị 1, ứng với thời gian lưu 

này sắc ký đồ bị ảnh hưởng nhiều của tạp chất… 

Trong khi đó, ứng với hệ dung môi (b) thì hình dáng pic được cải thiện rõ rệt, pic đối 

xứng hơn và hệ số đối xứng gần giá trị 1.  

Từ kết quả khảo sát cho phép chúng tôi chọn hệ dung môi pha động nước : axetonitril 

với tỉ lệ thể tích là 90 : 10 để tiếp tục khảo sát cho các bước tiếp theo. 

3.2. Khảo sát tốc độ dòng 

Tiến hành khảo sát trên hệ dung môi pha động nước : axetonitril (90 : 10), với các tốc 

độ dòng 1,5 mL/phút; 1 mL/phút; 0,5 mL/phút. Kết quả được thể hiện qua các hình 3 a, 

b, c và bảng 2. 
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                ( a )      ( b ) 

 

(c) 

Hình 3. Sắc ký đồ của hệ pha động nước : axetonitril = 90 : 10 với các tốc độ: 

a. 1,5 mL/phút; b. 1 mL/phút; c. 0,5 mL/phút 

Bảng 2. Các thông số cơ bản ở tốc độ dòng khác nhau 

         Tốc độ dòng 

                     (mL/phút) 

Các thông số 

1,5 

(a) 

1,0 

(b) 

0,5 

(c) 

Thời gian lưu tR 

Hệ số đối xứng 

3,824 

0,96 

6,009 

0,94 

13,245 

1,23 

 

Từ các sắc đồ cho thấy, trường hợp (b) có pic phân tích xuất hiện ở khoảng thời gian 

không quá dài (6,0 phút), hiệu quả tách tốt, pic thu được cân đối, nhọn đẹp, có cường độ 

tín hiệu cao. 

Qua kết quả khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình tách sắc ký, chúng tôi đã lựa 

chọn được điều kiện thích hợp để định lượng patulin bằng phương pháp HPLC với cột 

C18, bước sóng phát hiện 276 nm, thể tích tiêm mẫu 20 µL, sử dụng hệ pha động nước : 

axetonitril = (90 : 10); tốc độ dòng 1 mL/phút để khảo sát các nội dung tiếp theo.  
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3.3. Tính tương thích của hệ thống sắc ký 

Tiến hành tiêm 6 lần của cùng một mẫu vào hệ thống sắc ký HPLC ở điều kiện đã chọn 

và ghi diện tích pic thu được. Độ ổn định của hệ thống sắc ký được biểu thị bằng sai số 

tương đối (RSD%) của kết quả sau 6 lần tiêm mẫu. Kết quả được trình bày ở bảng 3. 

Bảng 3. Các thông số sắc ký của pic patulin 

Hoạt chất Lần đo Thời gian lưu (tR) Diện tích pic Hệ số đối xứng 

 

 

 

Patulin 

1 5,700 73602 1,200 

2 5,689 73677 1,203 

3 5,680 75606 1,209 

4 5,673 75580 1,181 

5 5,659 72977 1,108 

6 5,639 76322 1,102 

TB 5,673 74627 1,167 

RSD (%) 0,4 1,8 4,2 

ĐKSK: Cột C18, Detector UV, bước sóng phát hiện 276 nm, tốc độ dòng 1 mL/phút, dung môi 

pha động là H2O : CH3CN = 90 : 10; thể tích tiêm 20 µL. 

Nhận xét:  

- Thời gian lưu trung bình của pic patulin là 5,673 (RSD% = 0,385%) là khoảng thời 

gian thích hợp cho quá trình phân tích sắc ký. 

- Diện tích trung bình của pic patulin là 74627 (RSD% = 1,839%). 

Những kết quả trên cho thấy quy trình sắc ký mà chúng tôi tiến hành là phù hợp và đảm 

bảo sự ổn định cho quá trình định lượng patulin. 

3.4. Thẩm định phương pháp xây dựng 

Quy trình phân tích patulin đã được chúng tôi thẩm định về tính đặc hiệu, khoảng tuyến 

tính, độ lặp lại, độ đúng, giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng. 

3.4.1. Tính đặc hiệu 

 

 

Hình 4 . Sắc ký đồ khảo sát tính đặc hiệu của phương pháp trên mẫu trắng 
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ĐKSK: Cột C18, Detector UV, bước sóng phát hiện 276 nm, tốc độ dòng 1 mL/phút, dung môi 

pha động là H2O : CH3CN = 90 : 10; thể tích tiêm 20 µL 

 

 

Hình 5. Sắc ký đồ khảo sát tính đặc hiệu của phương pháp trên mẫu chuẩn 0,5 ppm 

ĐKSK: Cột C18, Detector UV, bước sóng phát hiện 276 nm, tốc độ dòng 1 mL/phút, dung môi 

pha động là H2O : CH3CN = 90 : 10; thể tích tiêm 20 µL 

Để đánh giá tính đặc hiệu, chúng tôi đã tiến hành phân tích mẫu trắng (mẫu không chứa 

patulin), mẫu trắng thêm chuẩn patulin và so sánh với dung dịch chuẩn patulin. Kết quả 

thực nghiệm cho thấy, trên sắc ký đồ của mẫu trắng (hình 4) không xuất hiện pic vào 

thời điểm (t=5,851 phút) tương ứng với pic patulin trên sắc ký đồ dung dịch chuẩn 

patulin. Trên sắc ký đồ mẫu trắng thêm chuẩn (hình 5) xuất hiện pic ở cùng thời điểm 

(t=5,851 phút) với pic của patulin trên sắc ký đồ dung dịch chuẩn, pic này được tách 

riêng khỏi các pic khác trong nền mẫu. Như vậy, quy trình đã xây dựng đảm bảo tính 

đặc hiệu khi phân tích phát hiện patulin. 

3.4.1. Khoảng tuyến tính của phương pháp định lượng 

Chuẩn bị dãy dung dịch chuẩn patulin có nồng độ thay đổi trong khoảng từ 0,02 ppm 

đến 2 ppm để khảo sát khoảng tuyến tính. 

Bảng 4. Kết quả khảo sát khoảng tuyến tính 

Nồng độ C (ppm) 0,02 0,1 0,25 0,5 1 2 

Diện tích pic S 2718 13324 34382 66337 132986 268473 

Từ kết quả thí nghiệm, xây dựng phương trình hồi quy tuyến tính bằng cách áp dụng 

phương pháp bình phương tối thiểu: 

y = 134016x – 70,58 

Trong đó:   y: Diện tích pic; x: nồng độ patulin 
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Hình 6. Đường hồi quy tuyến tính 

Trong khoảng nồng độ khảo sát từ 0,02 ppm đến 2 ppm giữa nồng độ C và diện tích pic 

S có mối quan hệ tuyến tính với nhau, hệ số tương quan R2 = 0,9999. Có thể tăng C lớn 

hơn 2 ppm vẫn còn quan hệ tuyến tính này. 

3.4.2. Giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng 

Giới hạn phát hiện (LOD) của phương pháp được xác định theo quy tắc 3σ và áp dụng 

hồi quy tuyến tính. Đường hồi quy tuyến tính được xây dựng trong khoảng hẹp của 

nồng độ gần gốc tọa độ (0,02 ÷ 0,5 ppm). Kết quả được trình bày ở bảng 5. 

Bảng 5. Kết quả xác định giới hạn phát hiện (LOD) 

Nồng độ C (ppm) 0,02 0,1 0,25 0,5 

Diện tích pic S 2718 13324 34382 66337 

Phương trình hồi quy 132824x + 301,04 

Như vậy giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng của phương pháp là: 

y3×S 3,0 718,21
LOD 0,016 ppm

b 132824


    

y10.S
LOQ = 3,3.LOD = 3,3.0,016 = 0,053 ppm

b
  

3.4.3. Xác định độ lặp lại của phương pháp 

Bảng 6. Kết quả khảo sát độ lặp lại trên mẫu patulin 

Diện tích trung bình (n = 6) 74627,333 

Nồng độ trung bình (n = 6) (ppm) 0,557 

RSD (%) 1,831 

1

2
.RSDHorwitz 

8,7 

y = 134016x - 70,58
R² = 0,9999

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

0 0.5 1 1.5 2 2.5

S 

C (ppm) 
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Độ lặp lại của phương pháp được đánh giá dựa trên độ lệch chuẩn tương đối RSD (%) 

của 1 mẫu phân tích lặp lại 6 lần.  

Kết quả khảo sát độ lặp lại của phương pháp phân tích bằng cách tiến hành phân tích lặp 

lại 6 lần trên cùng một mẫu chất. Kết quả được trình bày ở bảng 6. 

Từ kết quả trên cho thấy phương pháp định lượng Patulin có độ chính xác cao với độ 

lệch chuẩn tương đối đều nằm trong giới hạn cho phép. 

Vì RSD (%) < ½ RSDHorwitz nên phương pháp phân tích có độ lặp lại cao, phù hợp để 

định lượng patulin trong các mẫu nước uống trái cây. 

3.4.4. Xác định độ đúng của phương pháp 

Độ đúng được xác định bằng phương pháp thêm chuẩn. Chúng tôi lần lượt thêm chính 

xác một lượng chất chuẩn vào 3 mức ứng với nồng độ chuẩn thêm vào tương ứng là 

0,04 ppm; 0,05 ppm; 0,06 ppm vào một mẫu nước trái cây có nồng độ patulin ban đầu là 

0,045 ppm. 

Ứng với mỗi mức thêm, phân tích định lượng lặp lại ba lần rồi lấy giá trị trung bình. Kết 

quả patulin tìm thấy so với nồng độ đã biết (nồng độ Patulin trong mẫu thử và nồng độ 

sau khi chất chuẩn thêm vào) được trình bày trong bảng 7. 

Bảng 7. Kết quả khảo sát độ đúng trong mẫu nước uống trái cây 

 

Mẫu 

Nồng độ ban 

đầu C0 (ppm) 

Nồng độ 

thêm vào 

C1 (ppm) 

Nồng độ tìm thấy 

trung bình (n = 3) 

C2 (ppm) 

Tỷ lệ thu 

hồi Rev 

(%) 

Kiểm tra 

1  

0,045 

0,040 0,0853 100,75 Đạt 

2 0,050 0,0944 98,80 Đạt 

3 0,060 0,1020 95,00 Đạt 

Kết quả ở bảng 7 cho thấy: Độ thu hồi của phương pháp dao động từ 95% - 101% đạt 

theo mức quy định của AOAC (80 – 110%). Chứng tỏ phương pháp phân tích xây dựng 

là hoàn toàn phù hợp để định lượng patulin trong mẫu nước uống trái cây. 

3.5. Xác định hàm lượng patulin trong các mẫu nước uống trái cây trên địa bàn 

thành phố Huế 

Bảng 8. Thông tin về các mẫu nước uống trái cây lấy  

Mẫu Vị trí lấy mẫu Tên mẫu Ngày sản xuất Hạn sử dụng 

M1 Siêu thị Coopmart, TP Huế Nước uống táo 09/11/2017 09/10/2018 

M2 Siêu thị Coopmart, TP Huế Nước uống mơ 12/02/2018 12/02/2019 

M3 Siêu thị Big C, TP Huế Nước uống dừa 21/10/2017 21/10/2018 

M4 Siêu thị Big C, TP Huế Nước uống chanh dây 13/10/2017 12/04/2019 
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M5 Chợ Đông Ba, TP Huế Nước uống nho 12/03/2017 12/09/2018 

6 Chợ Đông Ba, TP Huế Nước uống dứa 07/02/2018 07/02/2019 

Qua khảo sát 6 mẫu nước uống trái cây đóng chai chúng tôi thu được kết quả hàm lượng 

patulin được trình bày như trong bảng 9. 

Bảng 9. Kết quả phân tích hàm lượng patulin trong 06 mẫu nước uống trái cây 

TT Tên mẫu 

Kết quả (± khoảng 

tin cậy) 

Hàm lượng theo Bộ Y tế 

(2011), QCVN 8-

1:2011/BYT 

Patulin (ppb) Patulin (ppb) 

1 Nước uống táo 1,311 ± 0,027 50 

2 Nước uống mơ 1,169 ± 0,025 50 

3 Nước uống dừa 0 50 

4 Nước uống chanh dây 0 50 

5 Nước uống nho 0,302 ± 0,009 50 

6 Nước uống dứa 0,296 ± 0,009 50 

Nhận xét: Từ kết quả phân tích 06 mẫu nước uống trái cây chúng tôi thấy rằng hàm 

lượng patulin trong 06 mẫu nước uống trái cây đều nhỏ hơn giới hạn phát hiện LOD = 

0,016 ppm và giá trị giới hạn phát hiện này nhỏ hơn giá trị quy định của Bộ Y tế. 

4. KẾT LUẬN 

Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao, sử dụng phân tích hàm lượng patulin trong các 

mẫu nước uống trái cây là phương pháp có độ nhạy cao, giới hạn phát hiện và giới hạn 

định lượng (theo quy tắc 3σ) lần lượt là LOD = 0.016 ppm, LOQ = 0.053 ppm; giữa nồng 

độ patulin và diện tích pic có tương quan tuyến tính tốt trong khoảng 0.02 ÷ 2 ppm với R2 

= 0,9999. 

Kết quả kiểm tra chất lượng của phương pháp trên mẫu thực tế cho thấy phương pháp 

đạt được độ lặp lại tốt với RSD% < 2%, độ đúng tốt với độ thu hồi từ 95% ÷ 101%. 

Có thể sử dụng quy trình phân tích này để xác định hàm lượng patulin trong các mẫu 

nước uống trái cây.  
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Title: ANALYSIS AND ASSESSMENT OF PATULIN CONTENTS IN A VARIETY OF 

FRUIT DRINKS BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY 

 

Abstract: In this study, a method is used for the determination of patulin in various fruit juice 

samples. The samples were extracted with ethyl acetate and the extract was cleaned up by using 

sodium carbonate solution. Patulin was then determined by reversed phase high performance 

liquid chromatography (HPLC) using C18 column (150 mm × 4.6 mm, 5µm) and a variable 

wavelength detector set at 276 nm, the experiment was carried out at room temperature. Water 

Acetonitrile (90:10) was used as the mobile phase with a flow rate of 1mL/min. Water-detection 

limit was 0.016 ppm and the quantitation limit was 0.053 ppm. A linear relationship was 

established between the concentration of patulin and peak area in the range 0.02 ÷ 2 ppm with 

R2 = 0.9999. The accuracy of the method was supported by recovery studies and found to be 

95.01% to 100.64%. 

Keywords: Patulin, HPLC, fruit juice. 


