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Thirc an chan nudéi - Xac dinh ham lugng aflatoxin B, trong
thirc an hoén hop - Phuong phap sac ky 16ng hiéu ning cao

Animal feeding stuffs Determination of aflatoxin B, content of mixed feeding stuffs

Method using high-performance liquid chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap sac ky 16ng hiéu nang cao (HPLC) dé xac dinh ham lugng
aflatoxin B, trong thiic 8n chan nudi bao gém cé nhiing thiic &n chan nuéi cé chlra ba cam quit.
GiGi han xac dinh thap nhat 1a 1 pug/kg.

Ch thich 1 - Tiéu chudn nay c6 thé ap dung dé xac dinh ham luong aflatoxin B, clia nguyén liéu tho va thic
an chan nudi nhu gluten ngd, lac nhan, hat co dau, cli dira khd, ba cam quit, bot tapioca, dau tuong, cam gao,
phan hoa, hat cai diu, hat béong (xem tai liéu tham khao [1] va [2]). Tuy nhién, nhiing loai nay khéng ndm

trong th(r nghiém phdi hgp clia phuong phéap.
Chu thich 2 - Tiéu chuén nay ciing c6 thé ap dung dé xac dinh téng ham lugng aflatoxin B,, B,, G, va G,. Tuy
nhién thong s6 nay chua dudc khéng dinh v&i phuong phap th{ nghiém phdi hop nay.

2 Tiéu chuan vién dan

TCVN 6952 : 2001 (ISO 6498 : 1998) Thgc “n ch”n nu«i ChuEn bPmEu thé.

3 Nguyén tic

Chiét mau bang clorofooc. Phan chiét dugc loc va phan dich loc dugc lam sach trén cot Florisil® ) va
cot C,e. SU xac dinh va phan tach cubi cung thu dugc bang sac ky 16ng hiéu nang cao (HPLC) ding

cot C,s pha ngudc, dan xuét hoa sau cot bang i6t hodc brom, sir dung detector huynh quang.

) Florisil® la tén thuong mai clia san phdm. Théng tin rat tién Ioi cho ngusi s dung tiéu chudn nay nhung
khong phai 1a su xac nhan clia ISO déi véi san pham nay. Nhiing san pham tuong duong cé thé dudc st dung
néu chung cho nhiing két qua tuong tu.
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4 Thudc thir va héa chat
Chi dung nhiing thudc thr dugc cong nhan dat chat lugng phan tich.

4.1 Nudc: da loai khoang hodc khir ion, dién tré sudt it nhat 1a 10 MQ cm, hodc it nhat nudc cb do tinh
khiét tuong duong.

4.2 Axit sunfuric dam dac: c(H,SO,) = 18 mol/l, p(H,SO,) = 1,84 g/ml.
4.3 Axit sunfuric: ¢(H,SO,) = 2 mol/l.

Thém tur tr 105 ml axit sunfuric d@m dac (4.2) vao 895 ml nudc, khudy déu. Tranh lam dung dich qua

néng.
4.4 Mau kiém tra

Chu&n bi mau kiém tra gém khoang 2 kg thiic &n chan nubi c6 chira khoang 5 ng/kg aflatoxin B, bang

céach trén déu nhitng mau da xac dinh trudc véi 5 ug/kg aflatoxin B;.

Ham lugng aflatoxin B, ctia mau kiém tra do hai ngusi phan tich ti€n hanh xac dinh 5 Ian theo qui trinh
mo ta & diéu 8. Tu két qua ham lugng aflatoxin B, trung binh, d6 1éch chuén va hé s6 bién dong sé dugc
tinh toan.

4.5 Celite®545 da dudc ria axit, hodc san pham cé chat lugng tuong duong?.

4.6 Cot loai Florisil® Sep-Pak, Waters No.51960, hodc san pham c6 chat lugng tuong duong?.

4.7 Cobt loai Sep-Pak C,;, Waters No. 51910, ho#c san phdm cé chét luong tuong duong?.

4.8 Axeton.

4.9 Metanol.
4.10 Axetonitril.
4.11 Clorofooc, dudc n dinh véi etanol (ty 1& khéi lugng 0,5 % dén 1%).

2 Celite® la tén thuong mai cGia san pham.

% Florisil® 13 tén thuong mai clia san phdm. Loai cot Florisil® Sep-Pak c6 s6 hat nhdi 1a 51960 va loai cot C,g
Sep-Pak c6 s6 hat nhéi la 51910, clia Hiép hoi Nudc (Milwaukee, USA), la vi du vé nhiing san pham phu hop
san co.

Thong tin dua ra tao diéu kién thuan tién cho ngudi sif dung tiéu chuén nay, va khéng phai la su xac nhan clia
tiéu chudn déi véi chéat luong clia ching. Nhitng san pham tuong duong cé thé duoc s dung néu ching cho
nhiing két qua tuong tu.
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Canh bao - Clorofooc la mdt chat déc. Tranh hit phai va tiép xdc truc tiép véi clorofooc. Khi

lam viéc véi dung méi va cac dung dich phai tién hanh trong ti hét.

D3c tinh hap phu clia cot Florisil® (4.6) ¢ thé bién d6i néu s dung chat 6n dinh khong phai la etanol.

Né&u khong dung clorofooc, d4c tinh hap phu phai dugc kiém tra theo diéu 8.
4.12 Hon hop axeton va nuédc, theo ty 1& 98 : 2 (theo thé tich).

Tron 980 ml axeton (4.8) v6i 20 ml nuéc (4.1). Lac déu.

4.13 Hon hop axeton va nuéc, theo ty 1& 15 : 85 (theo thé tich).

Tron 150 ml axeton (4.8) v6i 850 ml nudc (4.1). Lac déu.

4.14 Hon hop axeton va nudc, theo ty 1& 5 : 95 (theo thé tich).

Tron 50 ml axeton (4.8) véi 950 ml nuéc (4.1). Lac déu.

4.15 Hon hdp metanol va nudc, theo ty 1& 20 : 80 (theo thé tich).

Trén 200 ml metanol (4.9) v6i 800 ml nudc (4.1). Lac déu.

4.16 Axit nitric dam dac, C(HNO;) = 14 mol/l, p(HNO;) = 1,40 g/ml, HPLC c6 dan xuét brom.
4.17 Kali bromua (KBr), HPLC c6 dan xuét brom.

4.18 Pha dong cho HPLC

4.18.1 Pha dong cho HPLC véi dan xuat hoa bing iot

Tron 120 ml axetonitril (4.10) v6i 210 ml metanol (4.9) va 390 ml nuéc (4.1), 1ac déu. Loc dung méi rita
gidi qua mang loc PTFE 0,45 um, st dung hé théng loc dung moi (5.1) va trudc khi dung, loai khi trong
bé siéu am 10 phat (5.2) trude khi dung.

Chd thich - Thanh phan dung méi pha ddng c6 thé can duoc diéu chinh phu thudc vao dic tinh clia cot HPLC
s dung.

4.18.2 Pha dong cho HPLC véi dan xuat hoa bing brom

Trén 400 ml axetonitril (4.10) véi 700 ml metanol (4.9) va 1300 ml nudc (4.1), lac déu. Thém vao hén
hop 286 mg kali bromua (4.17) va 152 ul axit nitric dm dac (4.16). L&c déu va loai khi bang dong khi
tro trong 15 phut.

4.19 Dung dich idt bao hoa cho HPLC véi dan xuat hoa béng it

Cho 2 g i6t vao 400 ml nudc. Khudy déu it nhat trong 90 phdat va loc qua mang loc PTFE 0,45 um
(xem 5.1). Chuan bi dung dich ngay trong ngay s( dung.
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Bao vé dung dich bao hoa khdi anh sang dé tranh hién tugng quang phan hay.
4.20 Dung dich natri hipoclorit, (chat thudng dung) p(clo hoat tinh) = 100 g/I.

4.21 Dung dich natri hipoclorit, ty |& thé tich 1 %.

Pha 10 ml dung dich natri hipoclorit (4.20) v6i 990 ml hén hop nuGc-axeton (4.14).
4.22 Khi tro, vi du khi nito.

4.23 Chat tieu chuin aflatoxin B, (C47H4,0g), 2,3,6a0., 9aa-tetrahydro-4-methoxycyclopenta[ c]furo
[3, 2" 4,5]furo[2,3-h][ 1]benzopyran-1,11-dione; Cd quan D#ng ky Nhiing chat chiét dung cho Hoéa hoc
(CAS) s6 1162-65-8.

Canh bao

1. Mycotoxin la chat cuc ky doc. Moi thao tac phai tién hanh trong tu hét. Thuc hién cac bién
phap phong ngira dic biét khi chat déc & dang khd vi chiing c6 ban chat tinh dién va vi vay
mycotoxin cé xu huéng tu phat tan trong moi truong lam viéc.

2. Aflatoxin rat nhay véi birc xa UV. Vi vay, khi tién hanh moi thao tac phai tranh anh sang mat
trdi hodc anh sang trang nhan tao. Can dam bao chiéu sang ddy di nhung khdng qua chéi
bing dén day téc vonfram. C6 thé ding nhitng dén tdéa nhiét lugng it va dén dng huynh
quang, nén str dung dé thiy tinh cé6 mau hé phach (lo, binh dinh miic).

3. Nhirng dé thdy tinh tiép xuc truc tiép véi dung dich aflatoxin B, trudc khi rira phai dugc

ngam qua dém trong dung dich hipoclorit (4.21) dé loai bé hoan toan cac vét aflatoxin B,

4.24 Dung dich tiéu chuan aflatoxin B,, p(aflatoxin B,) ~ 10 ug/ml.

Cho toan bd mét 6ng (ampul) aflatoxin B, (4.23) vao binh va hoa tan trong clorofooc (4.11). Chuyén
dung dich vao binh dinh mdc c6 dung tich phi hdp va pha loang dén vach bang clorofooc dé thu dugc
mot dung dich ¢6 chita ham Iugng aflatoxin B, khoang 10 ug/ml. Lac déu.

Chuyén dung dich vao binh ¢c6 mau hé phach hodc chai nat xoay kin khi va bdo quéan & noi mat (4°C)

trong ché t6i, dudc bit chat va boc bang gidy nhom.
4.25 Dung dich tiéu chuan gédc aflatoxin B,

Chuyén 2,5 ml dung dich hiéu chuan aflatoxin B, (4.24) vao binh dinh mdc dung tich 50 ml va pha lodng

dén vach bang clorofooc (4.11).

Chuyén dung dich vao binh c6 mau hd phach hoic chai nit xoday, kin khi va bao quan & noi mat (4°C)

trong chd t8i, binh dudc bit chit va boc bang gidy nhém.
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4.26 Dung dich hiéu chuan aflatoxin B, diing cho HPLC

4.26.1 Dung dich hiéu chuan |, p(aflatoxin B,) = 4 ng/ml.

D& binh dinh miic boc gidy nhém c6 chita dung dich hiéu chuén géc (4.25) dat nhiét d6 trong phong
(trong vai gio).

Chuyén 400 pnl dung dich tiéu chudn géc (tuong duong khoang 200 ng aflatoxin B,) vao mét binh dinh
mic dung tich 50 ml d& dugc rlra axit, lam bay hai dung dich dén kho bang dong khi tro (4.22). Hoa tan
can bang 20 ml hén hdp nudc-axeton (4.13). Pha lodng dén vach bang hén hdp nuGc-axeton va

lAc déu.

4.26.2 Dung dich hiéu chuan I, p(aflatoxin B;) = 3 ng/ml

Chuyén 7,5 ml dung dich hiéu chuan | (4.26.1) vao mét binh dinh miic dung tich 10 ml da dudc ria axit.

Pha loang dén vach bang hén hop nudc-axeton (4.13) va lac déu.
4.26.3 Dung dich hiéu chuan so sanh, p(aflatoxin B;) = 2 ng/ml

Chuyén 25 ml dung dich hiéu chuan | (4.26.1) vao mét binh dinh mdc dung tich 50 ml d& dugc ria axit.

Pha loang d&n vach bang hén hop nudc-axeton (4.13) va lac déu.
Dung dich nay dudc bom I4p lai trong qua trinh sc ky. (8.5).
4.26.4 Dung dich hiéu chuan Il p(aflatoxin B,) = 1 ng/ml

Chuyén 2,5 ml dung dich hiéu chuan | (4.26.1) vao mét binh dinh mic dung tich 10 ml da dugc ria axit.

Pha loang dén vach bang hén hdp nudc-axeton (4.13) va lac déu.
4.27 Dung dich thir cho sac ky

Chuén bi mét 6ng (ampul) chita hén hop cac aflatoxin B,, B,, G, va G, trong 1 ml clorofooc néng do

tuong (ng xap xila1,0 pg/ml; 0,5 pg/ml; 1,0 pg/ml, va 0,5 pg/mil.

Cho toan bd hén hop trong ampul vao mét 6ng nghiém c6 nut thay tinh hodc vao binh c6 ndp xoay.
Chuyén 40 ul dung dich nay vao mét 6ng nghiém cé nut thly tinh da dugc rita axit (5.4). Lam bay hoi
clorofooc bang dong khi tro (4.22) va hoa tan c&n bang 10 ml hén hop nudc - axeton (4.13).

5 Thiét bi, dung cu

Tru6c khi dung, tat cd do thly tinh ti€p xdc truc ti€p v6i dung dich aflatoxin phai dugc ngdm vai gid
trong axit sunfuric (4.3), sau d6 r(ra sach (vi du 3 1an) béng nuéc dé loai bd hoan toan axit. Kiém tra tén

du clia axit bang gidy pH.

Trong thuc t€ khau x{ ly nay rat can thiét déi vGi binh day tron cla thiét bi cat quay (5.12), cac binh dinh
mc, xylanh do, cac binh hodc 6ng nghiém dung dé dung dung dich xay dung dudng chuén va dich

7
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chiét cudi cung (d&c biét binh 1dy mau tu déng) va pipet Pasteur, néu nhiing dung cu nay dung dé

chuyén dung dich dudng chuédn hoac dich chiét.

Chu thich - Nhimng dung cu thay tinh dung trong phong thi nghiém ti€p xuc truc ti€p vGi dung dich aflatoxin
phai dudc ngam trong axit lodng vi néu sif dung nhiing dung cu thlly tinh khéng dudc ngam axit c6 thé 1am tén
that aflatoxin B,. Phai d&c biét chl y dén nhimng dung cu thiy tinh méi va nhiing dung cu thdy tinh da s dung
nhu binh 18y mau tu déng va pipét Pasteur.

S dung nhiing thiét bi dung trong phong thi nghiém sau:

5.1 Hé thdng loc dung mdi, phli hop v6i mang loc PTFE ¢6 kich thudce 16 0,45 um.
5.2 BE siéu am.

5.3 Micro si-ranh, dung tich 100 pl dung cho chuén bi dung dich dudng chuan.
Kiém tra bang cach can va dd khéng chinh xac khéng vuct qua 2 % khéi lugng.

5.4 Ong thly tinh chuan c6 n3p, dung tich 10 ml.

5.5 Phé ké&, pht hop véi cac phép do trong viing UV clia phd, gdm cac cuvét thach anh cb chiéu dai

dudng quang hoc la 10 mm + 0,1 mm.

5.6 Binh tam giac, dung tich 500 ml, dudc lam tir thdy tinh borosilicat, ¢ binh réng va c6 nat thdy

tinh hoac nat xoay c6 16t PTFE.

5.7 May lac co, |4c theo chiéu ngang hodc chuyén dong tinh tién véi tAn s 250 - 300 vong/phit.
5.8 Giay loc gap nép, duong kinh 24 cm.

5.9 Van déng ba chac Luer® bén véi clorofooc?.

5.10 Siranh bén vé mat héa hoc, dung tich 10 ml ¢ cac 6ng néi Luer® @,

5.11 Cat thhy tinh, c6 dudng kinh trong tir 10 - 15 mm, chiéu dai khoang 30 - 50 cm, ¢6 nit Luer® @

Chu thich - Né&u st dung c6t thay tinh c6 dudng kinh trong khoang 10 mm va dai khoang 30 cm, thi nén dung

bé chira bang nhua (bén vé mat héa hoc) it nhat ¢é dung tich 70 ml.

9 Luer® I3 tén thuong mai clia san phdm. Théng tin dua ra tao diéu kién thuan Igi cho ngudi sif dung tiéu chuén
nay nhung khéng phai 1a su xac nhan cla tiéu chuén déi véi chat lugng clia chiing. Nhiing san pham tuong duong
c6 thé dudc s dung néu ching cho nhiing két qua tuong tu.
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5.12 Thiét bi cat quay chan khéng, c6 binh day tron dung tich 150 - 250 ml.
5.13 Hé thong HPLC

Xem hinh 1 va 2 giéi thiéu so dé hé théng HPLC cho dan xuét hoa bang it va brom, tuong ing.

3
&
1
8 12
7 9 1
) 14
6 10 | 13 |
1. Pha déng trong HPLC 10. Cubn day phéan ng
2. Bom HPLC 11. Detector huynh quang
3. Bom nap mau 12. Dién trd
4. Cotbdové 13. Binh chita dung méi thai
5. Cbt phan tich 14. Thiét bi ghiltich phan
6. Dung dich i6t bdo hoa 15. Ng&n dan xuat (KOBRA®)
7. Bom dung méi 16. Von ké
8. OngndichirT 17. Nguén dién, 10 V d.c
9. NGi cach thuy (60°C) 18. Dién trd, 100 kQ

Hinh 1 - So dé gidi thiéu hé théng HPLC cho dan xuat hoa bing it

B L
| o B (ﬂ\ ”

| 13 |

Hinh 2 - So d6 gidi thiéu hé théng HPLC cho dan xuat hoa bing brom (xem ghi chi 6 so dé 1)

: 2001
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5.13.1 Bom, phai &n dinh, c6 kha n#ng duy tri t6c d6 dong trong khoang 0,1 ml/phat dén 1,0 mi/phdt.
5.13.2 Bom nap mau, c6 vong nap mau phu hdp véi lugng nap mau Ia 250 pl.

5.13.3 Detector huynh quang, kich thich & buGc séng 365 nm va phat ra & bu6c séng 435 nm (d6i vOi
thiét bi loc c6 budc séng phat ra > 400 nm). C6 kha nang phat hién dugc nong d6 aflatoxin B, thdp nhat
la 0,05 ng. C6 thé dung ap luc ngudc (vi du béng cach dung mét dién tré hodc mét I6i thép khong gi

ho#c polytetrafluoetylen (PTFE) néi v6i dau ra clia detector) dé loai bot khi trong dong chay.
5.13.4 May ghi

5.13.5 Cot bao vé, dung cét C,g c6 kich thudc hat nhoi tir 37 - 50 pm, dai 10 - 20 mm, dudng kinh trong
3,9 mm; hoic dung mot cot bao vé khac co chat lugng tuong duong.

5.13.6 Cot phan tich, dung cot C,s o kich thuGc hat nhoi tir 3 - 5 um, dai 200 mm, dudng kinh trong
3,0 mm; hoac dung moét cot bao vé khac co chat lugng tuong duong.

5.13.7 Bd tich phan dién tr (tuy chon).
5.14 Hé théng HPLC dai véi HPLC véi dan xuat hoa bing i6t
5.14.1 Bom, phai 6n dinh, cung cap thudc thir i6t cot cudi.

5.14.2 Van chit T c6 viing thé tich chét biing khéng, bing thép khéng gi kich thudc
1,59 mm x 0,75 mm.

5.14.3 Cudn day phan (rng hinh xoan &c, bang polytetrafluoetylen (PTFE) hoéc thép khong gi.

Thuc té cho thay kich thuéc 3000 mm x 0,5 mm dén 5000 mm x 0,5 mm phu hop véi cdt HPLC ¢6 kich
thuéc 5 um hodac 3 um.

5.14.4 Bo6n nudc dudc diéu nhiét hodc tu am, dudc diéu chinh d&n 60°C, c6 thé chinh nhiét do
chinh xac dén 0,1°C.

5.15 Hé théng HPLC ddi véi HPLC véi dan xuat hoa bing brom
5.15.1 Ngan dién héa, thiét bi brom clia Kok (KOBRA®?).
5.15.2 Nguén dién, 0 V dén 20 V mot chiéu.

5.15.3 Dung cu do, dai do tir 0 V dén 10 V mét chiéu, trd khang > 50 kQ.

% KOBRA® la tén thuong mai clia san phdm. Thong tin dua ra tao diéu kién thuan tién cho ngudi st dung tiéu
chuin nay nhung khéng phai la su xac nhan cla tiéu chuén d6i véi chat luong clia ching. Nhiing san pham tuong

duong c6 thé dudc sif dung néu chiing cho nhiing két qua tuong tu.

10
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5.15.4 Dién trd, 100 kQ..

5.16 Xi-lanh, thich hop cho HPLC véi lugng mau dua vao 250 pl.

6 Lay mau
Phuong phap 18y mau khéng qui dinh trong tiéu chuan nay. Nén 18y mau theo ISO 6497 [7].

Diéu quan trong 1a phong thi nghiém phai nhan dudc mau c¢6 tinh dai dién va trung thuc, khéng bi hu hai

ho&c bi thay d6i trong qua trinh van chuyén va bao quan.

7 Chuan bi miu thir
Chu&n bi mau thr theo TCVN 6952 : 2001 (ISO 6498).

Mau phong thi nghiém dudc nghién (thudng 500 g) sao cho hoan toan lot qua sang c6 dudng kinh 16

sang 1 mm. Tron déu.

8 Cach tién hanh
8.1 Khai quat

Dai v6i mbi 1an do thém vao mau trdng 10 pg/kg aflatoxin B, va hda chat da dugc chimg nhan hodc moét

mau kiém tra (4.4). Thém vao mau trdng cac héa chat dé kiém tra su nhiém ban t&r dung cu thly tinh.

Két qua dua ra sé& phai phlu hgp v6i quy dinh tai diéu10.

8.2 Xac dinh phd hap thu chGa dung dich tiéu chuan aflatoxin B,

Xac dinh phé hadp thu dung dich tiéu chudn aflatoxin B, (4.24) trong cuvét trong khoang budc song
330 nm va 370 nm bang phd k& (5.5), |y clorofooc l1am mau trang. Do d6 hap thu (A) & budc séng
363 nm - gan budc séng cuc dai.

8.3 Chiét

Can 50,0 g (chinh xac dé&n 0,1 g) mau th da chuan bi (xem diéu 7) cho vao binh tam giac (5.6). Thém
lan luot 25 g Celite® (4.5), 250 ml clorofooc (4.11) va 25 ml nuéc. D€ binh ¢c6 dinh, khudy nhe va giai
phéng ap suét. D4t binh vao may lac co (5.7) va l&c trong 30 phat.

Chu thich - D& giam thé tich clorofooc st dung, cé thé diing mét nlra Iugng ndi trén, nghia la 25,0 g mau thir
da chuan bi (xem diéu 7), 12,5 g Celite® (4.5), 125 ml clorofooc (4.11) va 12,5 ml nuéc.

11
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Loc qua gidy loc gap nép (5.8). Néu qua trinh loc dién ra cham, phai boc toan bd phéu dé tranh hién
tuong bay hai clorofooc. Thu 50 ml dich loc (V).

Néu can Idy mét phan dich va pha loang thanh 50 ml (V;) béng clorofooc dé lugng aflatoxin B, khéng

vugt qua 4 ng/ml.
Dung dich loc cla mau da lam sach theo 8.4.

8.4 Lam sach

Thuc hién cac qua trinh lién tuc.
8.41 Lam sach Florisil®
8.4.1.1 Chuan bj cot lam sach

Géan van ba chac (5.9) vao cu6i coét Florisil® (4.6). Rlra cot va loai khéng khi bang cach 18y 10 ml

clorofooc (4.11) va cho nhanh 8 ml qua van va dung si-ranh (5.10) bom clorofooc vao cét.

Géan vao phan dai hon ciia cét thdy tinh (5.11) va cho nét 2 ml clorofooc con lai qua cot. Khéa van. Bo

si-ranh ra.

8.41.2 Lam sach

Cho dich loc thu dudc (V, hodc V,) & 8.3 vao day cot va dé tu chay dusi tac dung cla trong luc. Rla

bang 5 ml clorofooc (4.11), rlta ti€p bang 20 ml metanol (4.9), gan phan dung méi rlta giai ra.
Trong qua trinh nay phai ddm bao day cot khéng bi kho.

RUra giai aflatoxin B, bang 50 ml hén hop axeton - nudc (4.12) va thu chat rira gidi vao binh day tron cta
thiét bi cat quay (5.12).

Ch thich 1 - Chat Iugng cot Florisil® thay ddi & tiing dot. Phu thudc vao chat Iuong nay nén 50 ml hén hop
axeton - nudc (4.12) co thé khéng da dé rira giai. Néu trudng hop nay xay ra dung 60 ml d&n 70 ml hén hop
axeton - nudc (4.12).

C6 dac phan dung mai rlra gidi trén thiét bi cat quay trong khoang nhiét dd 40°C - 50°C dén khi khéng

coOn axeton.

Chu thich 2 - Luc nay trong binh con khoang 0,5 ml chat 16ng. Cac thuc nghiém da cho thay viéc cho bay
hon thém la khéng c6 hai va khi d6 con lai khodng 0,5 ml chat 1dng, va luc nay khéng con axeton. Cac vét

axeton c6 thé lam gidm aflatoxin B, trong c6t Cs.

Thém 1 ml metanol (4.9), khudy dé hoa tan aflatoxin B, bam & binh, thém 4 ml nu6c va khudy déu.

Théo va bo cét ra. Rlra cét thiy tinh bang nudc va nhiing phan t con lai & buéc lam sach cot Cys.
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8.4.2 Lam sach bang codt C,g
8.4.2.1 Chuan bj ddy cot

Gan van ba chac (5.9) vao phia cudi cot C,q (4.7). Rra c6t va loai khéng khi bang cach dung si-ranh
(5.10) bom nhanh 10 ml metanol (4.9) vao cot. C6 thé nhan thay cac bot khi trong cdt nhu nhiing diém
sang trong nén hai xam. L8y 10 ml nuéc va cho qua cét 8 ml nudc. Tranh dua khéng khi vao trong cot

khi chuyén tir metanol sang nudéc.

Gan vao phan dai hon cta cét thiy tinh (5.11) va cho nét 2 ml nuSc con lai qua cot. Khda van. Bb
si-ranh ra.

8.4.2.2 Lam sach

Cho phan chiét dugc G 8.4.1.2 vao ¢ot thay tinh (5.11), rlfa binh hai lan bang 5 ml hén hgp nuGc-

metanol (4.15) va dé chay do tac dung cla trong luc.

Trong qué trinh nay, ddm bao rang day cot khdng bi khé. Néu thay xuéat hién bot khi & chd that, ding

dong chay va mé voi & dinh cot thay tinh dé loai b bot khi. Sau d6 lai tiép tuc qua trinh.

R{ra gidi bang 25 ml hén hop nudc - metanol (4.15). L8y phan dung moi rlra gidi ra. Rlra gidi aflatoxin
B, bang 25 ml hdn hdp nudc - axeton (4.13) va thu phan dung méi rlra gidi vao binh dinh mic dung tich
50 ml. Pha lodng dén vach bang nudc va lac déu. Dung dung dich nay cho phan sac ky (8.5).

Chu thich - Théng thudng loc phan dich chiét cudi cung trude khi dua vao HPLC |a khéng can thiét. Néu thay
can xem xét khdng dudc loc qua xenluld vi s& lam gidm lugng aflatoxin B,. Nén ding mang loc PTFE.

8.5 Sic ky Iong hiéu ning cao

8.5.1 Khai quat

Phai c6 di thdi gian dé chuén bi va 6n dinh thiét bi.

Téc do dong clia pha déng va chét thlr sau cot da dugc xac dinh. Chang dugc diéu chinh phu thudc vao

d&c diém cla cot HPLC.

Két qua phat hién aflatoxin B, cla detector phu thudc vao nhiét do, do vay can phai hiéu chinh su

chénh léch nay.

Bang viéc nap mét luong dung dich hiéu chuan xac dinh (4.26.3) tai nhiing khoang xac dinh (vi du &
moi I&n nap th( ba) cac gia tri cla pic aflatoxin B, nén duoc hiéu chinh bang cach lay gia tri trung binh,
dé khang dinh su khac nhau gitta cac 1an do lién tiép dung dich hiéu chudn 1a rat nhd (< 10 %). Do vay
cac lan nap phai dugc tién hanh lién tuc. Néu can c6 su gian doan, l1an nap cudi cung trudc khi diing va

lan nap d4u tién sau khi diing phai la dung dich hiéu chuan (4.26.3)
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Do dudng cong chudn l& dudng thdng va di qua goc nén lugng aflatoxin B, trong mau chiét dudc xac

dinh truc ti€p bang cach so sanh két qua thu dugc véi dung dich hiéu chudn gan ké.
8.5.2 Pat ché& dé nap cho HPLC

D3t ché do nap (5.13.1) dé co téc d6 dong chay clia pha ddng (4.18) 1a 0,5 ml/phit hodc 0,3 mi/phut véi
cot HPLC c6 kich thudc hat la 5 um hoac 3 um tuong (ng.

Né&u dung dan xuéat hoa bang iét, lam theo 8.5.3.

Né&u dung dan xuat hoa bang brom, 1am theo 8.5.4.

8.5.3 Dit ché do nap sau cot cho HPLC véi dan xuat hoa béng i6t

D4t ché dd bom (5.14.1) dé c6 tdéc d6 dong cla dung dich i6t bdo hoa (4.19) ndm trong khoang
0,2 ml/phat d@én 0,4 ml/phat. Nén dat téc do6 dong khoang 0,4 ml/phut hodc 0,2 ml/phat tuong (ng véi
toc do dong clia pha dong (4.18) la 0,5 mi/phat va 0,3 ml/phut.

8.5.4 Detector huynh quang

Dung detector huynh quang (5.13.3) véi budc séng kich thich 1a 365 nm va budc song truyén la 435 nm
(d6i véi thiét bi loc cé budc séng phat ra > 400 nm). Diéu chinh bd suy gidm cla detector dé phat hién
dugc khoang 80 % ddi véi 1 ng aflatoxin B,.

8.5.5 Nap

Déi véi moi dung dich, thé tich nap 1a 250 ul theo huéng dan clia nha san xuét.

8.5.6 Kiém tra su phan tach cua sic ky

Nap dung dich thit s&c ky (4.27). Nhing phan 16m xuéng phai nhd hon 5 % téng chiéu cao cac pic lién
ké.

8.5.7 Kiém tra tinh &n dinh cua hé théng

Tru6c méi 1an phan tich, nap lién tuc cac dung dich hiéu chuén (4.26.3) dén khi thu dugc chiéu cao pic
én dinh. Céac pic aflatoxin B, gilia cac lan nap lién tiép khoéng khac nhau qua 6%. Tién hanh kiém tra

ngay do tuyén tinh (8.5.8).

8.5.8 Kiém tra do tuyén tinh

Nap cac dung dich hiéu chuén aflatoxin B, (4.26.1 dén 4.26.4). Méi |an nap th(r ba ding dung dich hiéu
chuén (4.26.3) dé hiéu chinh su chénh léch két qua. Céac pic clia dung dich hiéu chudn khéng dudc
khac nhau quéa 10 % trong 90 phut. Hiéu chinh su chénh I&éch theo cong thiic 6 9.3.
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Biéu d6 chuan la moét dudng théng va di qua goc toa do. Céac gia tri thu dugc khong khac nhau quéa 3%
cac gia tri danh dinh.
Né&u cac yéu cau nay dudc thda man tién hanh qua trinh phan tich ngay. Va ngudc lai néu chua thoa

man, phai xac dinh va hiéu chinh nguén géc clia cac nguyén nhan trudc khi lam cac buéc tiép theo.

8.5.9 Nap mau chiét

Nap lién ti€p dung dich hiéu chudn (4.26.3), dich chiét thiic an chan nuéi khdng cé aflatoxin B, dich
chiét thiic an chan nubi co6 aflatoxin B,, dung dich hiéu chudn (4.26.3), dich chiét chat so sanh dudc

c6ng nhan hodc mau kiém tra (4.4) va dung dich hiéu chuén (4.26.3).

Nap dich chiét mau da dugdc lam sach (8.4.2.2). C(r sau khi nap hai mau dich chiét, nap lai dung dich
hiéu chudn (4.26.3). Khi da nap trén 10 mau, cac |4n nap cubi cing la cac dung dich hiéu chuén
aflatoxin B, (4.26.1 dén 4.26.4).

9 Tinh toan két qua
9.1 Tinh lugng aflatoxin B, cia dung dich hiéu chuan aflatoxin B,

Ham lugng aflatoxin B, clia dung dich hiéu chuén aflatoxin B, dudc tinh theo cong thiic:

MxA
p =
dxKk
trong do6
p la ham lugng aflatoxin B, cla dung dich tiéu chuén aflatoxin B, (4.24), tinh bang miligam trén
mililit;
M la khéi lugng phan t& gam cua aflatoxin B,, (M = 312 g/mol), tinh bang gam trén mol;
A la do6 hap thu do & 8.2, dudc hiéu chinh véi mau tréng;
d 1a chiéu dai dudng quang clia cuvét, (d = 1 cm), tinh bang centimét;

k la hé sé hap thu phan t&r gam cla aflatoxin B, trong clorofooc & budc séng 363 nm,

l.mol.cm™ (k = 22 300 I.mol™.cm™).

9.2 Tinh ludng aflatoxin B, trong dung dich hiéu chuin dudc nap vao

Ham luong aflatoxin B, trong dung dich hiéu chuén (4.26.3) dugc nap vao tinh theo céng thic:

m,=fxpxVg
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trong do

m. |& ham luong aflatoxin B, trong dung dich hiéu chuan (4.26.3) dudc nap vao, tinh bang

nanogam;
f la hé s pha loang va hiéu chinh don vi, (f = 200 ng/mg) tinh bang nanogam trén miligam;

p 1a ham lugng aflatoxin B, clia dung dich tiéu chuan aflatoxin B, (4.24), dudc tinh trong 9.1,

tinh bang nanogam trén mililit;

V. la thé tich dung dich hiéu chuén (4.26.3) duoc nap, (V;. = 0,25 ml), tinh bang mililit.

9.3 Tinh ham lugng aflatoxin B, trong dung dich thit

Ham lugng aflatoxin B, trong dung dich thr dugc tinh theo cong thic:
A x2m,
Aot + Ac
trong do
m, & ham luong aflatoxin B, trong dung dich thi, tinh bang nanogam;
A, la dién tich pic (ng vGi ham lugng aflatoxin B, trong dung dich th{, don vi dién tich;

m. 1a ham lugng aflatoxin B, trong dung dich hiéu chuén (4.26.3) dudc nap, dugc tinh theo 9.2,

tinh bang nanogam;

A, la dién tich pic (ing v6i ham lugng aflatoxin B, thu dugc truSc khi nap dung dich hiéu chuén
(4.26.3), don vi dién tich;

A, la dién tich pic (ng v8i ham lugdng aflatoxin B, thu dudc sau khi nap dung dich hiéu chuan
(4.26.3), don vi dién tich.

Chu thich - C6 thé dung chiéu cao pic (tinh theo don vi do chiéu dai) thay cho dién tich pic.
9.4 Tinh ham lugng aflatoxin B, trong mau
Ham lugng aflatoxin B, cé trong mau thir dugc tinh theo cong thic:

M, x V. xV,
w,= ———————
mg X Vi X V¢

trong do

w, la ham lugng aflatoxin B, c6 trong mau thi, tinh bang microgam trén kilogam;

m, la ham lugng aflatoxin B, trong dung dich th(r, tinh bang nanogam;
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V, 14 thé tich dich chiét mau khong pha lodng thu dugc & 8.3 dudc dung & qua trinh tiép theo,
(V, = 50 ml néu khéng can pha loang dich loc thu dudc & 8.3), tinh bang mililit;

m, 1a luong mau thl, (m, = 50,0 g), tinh bang gam ;

V. la thé tich dich chiét mau dugc nap (8.5.8), (Vs = 0,25 ml), tinh bang mililit;

V; la thé tich dich loc st dung cho lam sach (8.4), (V; = 50 ml), tinh bang mililit;

V, la thé tich clorofooc st dung dé chiét mau (xem 8.3), (V. = 250 ml), tinh béng mililit.
Néu m, = 50,0 g, V; = 50 ml, Vs = 0,25 ml, V; = 50 ml va V, = 250 ml coéng thiic sé trd thanh:

w,=20g"'xm,

10 DO chum

10.1 Sai s& hé théng

Th&m dinh viéc ap dung dung phuong phap bang cach tién hanh 13p lai cac phép do trén nhiing chat
chuan da dudc chiing nhan hodc trén cac mau kiém tra. N&u ching khéng phl hop, thdm tra phuong
phap bang nhiing thuc nghiém trén cac mau trdng bé sung. Do 1éch trung binh so véi gia tri thuc t&

dugdc biéu dién bang phan tram cla gia tri thuc khéng dudc ndm ngoai khoang (- 20% dé&n + 10%).
10.2 D6 chum
10.2.1 Th{r nghiém lién phong thi nghiém

Théng tin chi tiét cac thir nghiém lién phong thi nghiém vé dé chum clia phuong phap dugc tém tat
trong phu luc A. Céac giéa tri nay khéng ap dung véi nhiing dai néng do hodc thanh phan véi nhiing dai

néng dé hoac thanh phan da cho.

Phu luc B tém tat cac két qua théng ké clia thir nghiém lién phong thi nghiém vé duong lugng cla dan

xuat hoa i6t va brom.
10.2.2 Db l3p lai

Su chénh léch tuyét déi giira hai két qua thdr nghiém don doc 1ap do cling mét kiém nghiém vién thuc
hién trén ciing moét phuong phap d6i véi cing mau kiém tra trén cing mot thiét bi va trong cling mét

phong thi nghiém sé& khong cb trén 5% trudng hdp vuct gidi han Iap lai (r) dugc tinh theo céng thic:
r=0,37pug/kg + 019w,  (w,< 15 ug/kg)
trong do
‘W, la gia tri trung binh clia hai két qua, png/kg;

r la gidi han Iap lai, ng/kg.
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10.2.3 D6 tai lap

Su chénh |&ch tuyét ddi gitra hai két qua thi nghiém cla cac kiém nghiém vién khi 4p dung cling mét
phuong phap déi v6i mau kiém tra trén thiét bi khac nhau va & cac phong thi nghiém khac nhau sé

khoéng cé trén 5% trudng hop vuot gidi han lap lai (R) dugc tinh theo céng thic sau:

R=0,67 ng/kg + 0,33w, (W, < 15 ng/kg)

trong do

R la gi6i han tai lap, ng/kg;
w, la gia tri trung binh cla hai két qua, ug /kg.

11 Bao cao thir nghiém
Béo céo thr nghiém phai thé hién:

tat ca nhing thong tin can thiét d€ nhan biét day dd vé mau;

- phuong phap |4y mau, néu biét;
- phuong phap th{r da ap dung, vién dan theo tiéu chuan nay;

- moi chi tiét ti€n hanh khéng qui dinh trong tiéu chuén hodc dugc phép lua chon cung véi cac chi

tiét clia bat ky y&u t6 nao co thé anh hudng dén két qua;
- két qua th{r nghiém thu dugc;

- hoac néu da kiém tra do I3p lai, ghi ca két qua cudi cling.
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(tham khao)
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Két qua thir nghiém lién phong thi nghiém

D06 chum cla phuong phap dugc xay dung trén két qua th(r nghiém lién phong thi nghiém tién hanh
theo TCVN 6910-2 : 2001 (ISO 5725-2 : 1994) [6]. C6 22 phong thi nghiém tir 11 qudc gia thanh vién
EU tham gia th& nghiém. Nghién clu trén 6 mau khong biét truéc, gém cé nhiing mau thic an chan

nudi c6 ham lugng aflatoxin B, <2 ng /kg, 8 ng /kg va 14 ng /kg.

Bang A.1 - Két qua thng ké thir nghiém lién phong thi nghiém

ap dung phuong phap dan xuét it

Théng s Mau ?

1 2 3
S6 phong thi nghiém dudc chon *) 15 15 15
Ham lugng aflatoxin B, trung binh, g/kg 0,8 7,0 12,6
Do léch chuan I3p lai (s,), pg/kg 0,20 0,44 1,20
Hé s6 bién dong 1ap lai, % 25,0 6,3 9,5
Gi6i han 1ap lai (1) [r = 2,8 x s,], Lg/kg 0,55 1,24 3,37
D6 léch chuan tai lap (sg), Lg/kg 0,34 1,02 1,80
Hé s6 bién déng tai lap, % 42.5 14.6 14,3
Gidi han tai lap (R)[R =2,8 x sg], ng/kg 0,95 2,86 5,05

dicanxi phétphat va 0,7 % mudi.

*) S& phong thi nghiém dugc chon khéng tinh phong thi nghiém da bi loai.

MA&u 2: Ham lugng aflatoxin B, = 8 pg/kg, cac thanh phan khac giéhg mau 1.
Mau 3: Ham lugng aflatoxin B, = 14 pg/kg, cac thanh phan khac giéng mau 1.

a) Mau 1: M3u trédng; ham luong aflatoxin B, < 2 ug/kg; gém: 10 % dai mach, 20 % san, 15 % ba cam, 20 %

dau tuong c6 protein cao, 10 % mat ri dudng, 20 % thiic &n gia stc vién cho bo, 1,7 % chéat béo, 1,5 %

Chu thich - Trong bao céo két qua clia cac phong thi nghiém (xem tham khéo 3), cac gia tri r va R (xem bang

A.2) dugc rut ra tir bang A.1. Su sai khac la cac két qué tinh toan c6 dudc bang cach 18y logarit nhiing két qua

do va viéc ap dung cac dinh nghia d6 léch chuén r va R. Trong bang A.2, r |a ty s& gilia hai két qua 16n nhat

clia ciing mét mau duoc tién hanh trong cling mét phong thi nghiém va & cling mét diéu kién. R duoc dinh

nghia tudng tu trong viéc so sanh su khac nhau gilta hai phong thi nghiém.

Bang A.2 - Tom tat két qua thong ké thir nghiém lién phong thi nghiém da céng bo

Ham lugng aflatoxin B, r R Hé s6 bién dong lap lai Hé sé bién dong tai lap
/K
ko) (k) | (igkg) (%) (%)
8va14 1,4 1,7 11 18
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Phu luc B
(tham khao)

Puong lugng dan xuat hoa idt va dan xuat hoa brom

Puong luong dan xuét hoa i6t va dan xuat hoa brom c6 thé suy luan tur s6 liéu cong bs (xem tham khao
3 va 4). Hon nira duong lugng dugc thdy ré qua cac sé liéu do KDLL tap hgp (Kwaliteitsdienst
Landbouwkundige Laboratoria: Ban Chat lugng Phong thi nghiém Néng nghiép, Ha lan) trong giai doan
tlr thang 10/1992 dén thang 7/1994. Trong giai doan nay cac phong thi nghiém déu ti€n hanh theo hai
phuong phap dan xut trén cadc mau c6 thanh phan khac nhau va cac thc &n chan nudi ¢ ham lugng

aflatoxin B, trong khoang ti 2 pg/kg dén 90 ug/kg. Céac két qua thr nghiém nay nam trong bang B.1.

Bang B.1 - K&t qua thdng ké cac thi nghiém vé sy duong lugng giira dan xuat hoa i6t va

dan xuat hoa brom

MU Dan xuat hoa 6t ° Dan xuat hoa brom * Mitc y nghia ®
w, n s w, n s
Thiic an cho bo (dang vién) 2,1 4 0,4 2,1 8 0,3 n.s
2,2 4 0,3 2,2 8 0,3 n.s
2,2 6 0,5 1,9 11 0,3 n.s
2,3 6 0,5 2,0 11 0,4 n.s
4,5 3 0,2 4,8 8 0,4 n.s
4.7 3 0,2 4,7 8 0,5 n.s
5,0 6 0,8 54 11 0,9 n.s
5,1 6 0,7 54 11 0,8 n.s
8,3 5 1,6 9,0 10 1,0 n.s
9,6 5 1,1 10,1 10 1,7 n.s
10,8 6 1,6 9,5 9 1,6 n.s
12,1 6 1,4 11,8 9 1,8 n.s
Gluten ngd 16,3 6 2,3 16,4 11 2,0 n.s
17,6 6 2,4 18,9 11 1,5 n.s
Cui dira kho 19,7 6 4.4 17,7 8 2,7 n.s
20,2 6 3,1 18,6 8 2,3 n.s
27,9 4 3,4 29,3 8 1,6 n.s
29,0 4 3,1 33,2 8 1,7 p <-0,01
Nhan hat co diu va lac 38,1 6 7.4 35,3 11 53 n.s
53,7 6 10,7 48,7 11 7.3 n.s
Lac 82,0 4 4,1 84,4 7 7.1 n.s
83,0 4 9,9 86,0 7 10,7 n.s
Lac va com dua khd 80,0 4 5,5 86,1 9 7,3 n.s
85,5 4 9,2 941 9 9,3 n.s
a) w,laham lugng aflatoxin B, trung binh, ug/kg;
n la s6 két qua;
s & do léch chuan.
b) n.s 1a khdng c6 y nghia thdng ké theo Students t-test, i6t dugdc thir nghiém dua theo brom.
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TCVN 6910-1 : 2001 (ISO 5725-1 : 1994) D¢ chinh xac (d6 dung va doé chum) clia phuong phap do

va két qua do.
Phéan 1: Nguyén tac va dinh nghia chung.

TCVN 6910-2 : 2001 (ISO 5725-2: 1994) Do chinh xac (dé dung va dé chum) cla phuong phap do

va két qua do.
Phéan 2: Phuong phap co ban dé€ xac dinh do Iap lai va do tai Iap clia phuong phap do tiéu chuén.
ISO 6497 Thifc &n chan nudi L8y méu (Ani mal feeding stuffs - Sam pling).

TCVN 6599 : 2000 (ISO 6651) Thuec an chan nubi  Xac dinh ham lugng aflatoxin B, (Phuong
phap TLC).
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