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BO THUY SAN

QUYET PINH ctia B$ trudng Bo
Thiy san s& 03/2004/QP-BTS
ngay 01/3/2004 vé viéc ban
hanh Tiéu chuan cap Nganh.

BO TRUONG BO THUY SAN

Cdn cw Nghi dinh s6'43/2003 | ND-CP
ngay 02 thang 5 nam 2003 cua Chinh
phu quy dinh chitc ndang, nhiém vu,
quyén han va co cdu t6 chite cua Bé Thuy

K
san;

Theo dé nghi cua Vu truéng Vu Khoa
hoc, Cong nghé,

QUYET DINH:

DPiéu 1. Ban hanh kém theo Quyét
dinh nay 08 Tiéu chuin cdp Nganh sau
day:

1. 28 TCN194:2004: Cac chit chuyén
héa thuéc nhém Nitrofuran trong thuy
san va san phdm thdy san - Phuong
phéap dinh lugng bang sic ky 16ng khéi
phé - khéi phé.

2. 28 TCN195:2004: Thuéc tru sau goc
Phospho hiiu ¢o trong thuy san va san
phdm thiy san - Phuong phap dinh
lugng bang sic ky khi.

3. 28 TCN196:2004: Sulfonamit trong

san pham thay san - Phudng phap dinh

lugng bang sic ky 1ong hiéu nang cao.

4. 28 TCN197:2004: Penicillin trong
san pham thay san - Phuong phap dinh

lugng bang sac ky 16ng hiéu nang cao.

5. 28 TCN198:2004: Histamin trong san
pham thiy san - Phuong phap dinh

lugng bang sic ky 1éng hiéu niang cao.

6. 28 TCN199:2004: Salmonella trong g
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tinh bang ky thuat Polymerase Chain

Reaction.

7. 28 TCN200:2004: Vibrio cholerae
trong san pham thuy san - Phuong phap
dinh tinh.
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8. 28 TCN201:2004: San phim th:
san doéng lanh - Céi diép.
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+84-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat.c

DPiéu 2. Cac tiéu chuéin c¢6 hiéu luc thuc ..

* Tel

hién sau 15 ngay, ké tir ngay dang Cong

béao véi hinh thitc ap dung nhu sau: %’
- Khuyén khich 4p dung 07 tiéu chuz’in%

vé cdc phuong phap kiém tra cho cad
phong kiém nghiém khi tién hanh kiém
tra chat lugng hang thay san.

- Khuyén khich ap dung Tiéu chuéan
28TCN 201:2004 cho cac co s6 ché bién
thuy san déng lanh. Riéng chi tiéu vi
sinh (Diéu 4.6) la phai bat budc ap dung.

Diéu 3. Chanh Vian phong Bé; Thu
truong cac Vu, Cuc; Chanh Thanh tra
Bo; Giam déc cac S6 Thuy san, SG Nong

nghiép va Phat trién néng thon c6 quan
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Iy thuy san; Thu trudng cac don vi cé
phong kiém nghiém va Giam déc cac co
sd ché& bién néi tai Piéu 2 chiu trach
nhiém thi hanh Quyét dinh nay./.

KT. BO TRUGONG BO THUY SAN
Thi truong

Nguyén Viét Thang

TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 194: 2004

CAC CHAT CHUYEN HOA THUOC
NHOM NITROFURAN TRONG THUY
SAN VA SAN PHAM THUY SAN -
PHUONG PHAP PINH LUONG
BANG SAC KY LONG KHOI
PHO - KHOI PHO

Residues of metabolites of nitrofurans
group in fishery products - Method for
quantitative analysis by LC/MS/MS

(ban hanh kém theo Quyét dinh sé
03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004 cua
Bé trudng Bo Thuy san).

1. Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phap
xac dinh ham lugng ctia cac chédt chuyén
héa thudéc nhém nitrofuran gém
furazolidon, furaltadon, nitrofurantoin va

nitrofurazon trong thily san va san phdm

thuy san. Giéi han phat hién ctia phuong
phap 1a 1 pg/kg.

2. Phuong phap tham chiéu

Tiéu chudn nay dude xay dung dua
theo phuong phéap cua Vién Kiém soat
Ch4t lugng san pham néng nghiép Ha
Lan (RIKILT).

3. Giai thich thuat ngit va cac tw
viét tat

3.1. Giai thich thuat ngii

Trong Tiéu chuan nay, cac thuat ng
dudi day dude hiéu nhu sau:

3.1.1. Du lugng lién két voi mé la cac
chat ton du do cé cac lién két dong hma*

o
* www. ThuVienPhapLuat.com

tri véi cac dai phan ti trong co thé dong
vat.

3.1.2. Ion so c@p (precursor ion) la ion”.

Tel: +84-8-3845 6

dudc tao ra va chon loc sau giai doan MS
tha nhit, théng thuong, nhung khongﬁ:
nhit thiét né 1a mot ion phan tu mangg
dién duong.

3.1.3. Ion thi cép (product ion) 1a ion
dugc tao ra va chon loc trong giai doan
MS thu hai, ion nay duge sinh ra ti ion
sd cip trong qua trinh phéan ly do va
cham.

3.2. Cac tu viét tit

3.2.1. LC/MS/MS: Séac ky 16ng/khoi pho/
khéi pha.

3.2.2. CID (Collision induced dissocia-
tion): phéan ly do va cham.
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3.2.3. ESI (Electron spray ionization):
ion héa bang phun dién tu.

3.2.4. HPLC: Sdc ky 16ng hidu ning
cao.

4. Nguyén tac

Du lugng lién két véi moé cua cac chat
chuyén héa nhém nitrofuran trong san
pham thiy sin dugc thiy phan bing
axit clohydric lodng dé thu duoe mach
nhanh cia céc chdt nhém nitrofuran.
Cac mach nhanh nay duge dan xuat héa
badng 2-nitrobenzaldehyt. Pinh tinh
va dinh lugng cac chdt din xudt bing
LLC/MS/MS biing cach st dung cac déng
vi dotdri nhu chat chudn néi.

5. Thiét bi, dung cu, héa cha't,
dung dich

5.1. Thiét bi, dung cu

5.1.1. Can phan tich, do chinh xac
0,01 mg.

5.1.2. Can phéan tich, do
0,01 g.

chinh xac

5.1.3. May nghién.
5.1.4. May ly tam.

5.1.5. TG &m (c6 thé diéu chinh duge ¢
khoang nhiét o 37°C + 2°C).

5.1.6. Hé thong c6 bing khi Nito,
5.1.7. May léc Vortex.
5.1.8. Mang loc PTFE, 13 mm, 0,45um.

5.1.9. Gidy thit pH.

5.1.10. Pipet 100 pl.

5.1.11. Hé théng LC/MS/MS:

- Hé théng sac ki 16ng: Water Alliance
2690 hodc tuong duong gdém bom va hé

théng tiém méu;

- Cot bao vé pha dao C18 (Sy mmetry
Sentry Guard hoic tudng ducng), kich
thude 20 x 3,9 mm;

- Cot C18 (Sy mmetry hoac tuong
duong) kich thuéc 150 x 3,0 mm, S5um,

- Pau do khéi phd dang bon cuc véi giao
dién ESI (Triple quadrupole Micromass
Quattro Ultima hodc tusng duong).

""1

5.1.12. Ong ly tam 14 ml, polyprnpy]en

DO

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

hoac thuy tinh, c¢6 nap day.
5.1.13. May lic 6ng nghiém.
5.1.14. Lo dung mau cho HPLC.

5.1.15. Binh dinh mtc 10 ml, 20 ml,
100 ml.

5.1.16. Dung cu thuy tinh théng
thuong.

5.1.17. May 1ic dao dau (Heidolf REAX2)
hodc tuong duong.

5.2. Héa chat

Hoéa chat phai la loai tinh khiét dude su
dung dé phan tich gém:

5.2.1. Metanol.

5.2.2. Axit clohydric (HC]) 32%.
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5.2.3. 2-nitrobenzaldehyt (C_H_.NO,)
viét tit la NBA.

5.2.4. Natri phosphat ngdm nudc
Na,PO,.12H,0.

5.2.5. Natri hydroxyt khan (NaOH).
5.2.6. Etyl axetat (CH,COOC,H,).
5.2.7. Axit axetic (CH,COOH).

5.2.8. Axetonitril (CH,CN).

5.2.9. Metanol -d, 99,5% D.

5.2.10. Nudc.

5.8. Chat chuén.

9.3.1. 3-amino-2-oxazolidinon (AOZ).

5.3.2. 5-metylmorfolino-3-amino-2-
oxazolidinon (AMOZ).

5.3.3. 1-amino-hydantoin hydroclorit
(AHD).

5.3.4. Semicarbazit (SEM) hydroclorit.

5.3.5. 3-amino-2- oxazolidinon-d, hydroclorit
(AOZ-d)).

9.3.6. 5-metylmorfolino-3-amino-2-
oxazolidinon-d, (AMOZ-d,).

5.3.7. 1-amino-hydantoin hydroclorit-d,
(AHD-d,).

5.3.8. 3-((2-nitrophenyl)metylen)-amino-
2-oxazolidinon (NPAQZ).

5.3.9. 5-metylmorfolino-3-((2-nitrophenyl)
metylen)-3-amino-2-oxazolidinon

(NPAMOZ).

5.3.10. 1-((2-nitrophenyl)metylen)-
amino-hydantoin (NPAHD).

5.3.11. (2-nitrophenyl) metylensemicarbazit
(NPSEM).

5.4. Chuén bi cac dung dich

5.4.1. Axat clohydric 0,2M: hoa tan 20
ml HCIl (5.2.2) trong 1000 ml nude
(5.2.10).

5.4.2. Natri hydroxit 2M: hoa tan 80g
NaOH khan (5.2.5) vao 1000 ml nude
(5.2.10).

5.4.3. 2-nitrobenzaldehyt (NBA) 100
mM trong metanol nong do 0,1M: hoa tan
1,61g NBA (5.2.3) vao 100 ml metanol
(5.2.1).

5.4.4. Natri phosphat 0,3M: hoa tan
11,4 g Na,PO,.12H,0 (5.2.4) vao 100 fifil
nuée (5.2.10).

5.4.5. Dung méi hoa tan mau: tron 50
ml axetonitril (5.2.8), 450 ml nuéc (5.2.10)
va 0,5 ml axit axetic (5.2.7).

t = Tel: +84-8-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

5.4.6. Pha dong A: tron 1 ml axit axetic 5
(56.2.7) v61 1000 ml nude (5.2.10), loc qua =
mang loc 0,45um (5.1.8). =

5.4.7. Pha dong B: tron 900 ml axetonitril
(5.2.8) va1 100 ml nuée (5.2.10) va 1 ml axat
axetic (5.2.7), loc qua mang loc 0,45 pm
(5.1.8).

5.5. Cac dung dich chudn
5.5.1. Cac dung dich chuan gac.

5.5.1.1. Dung dich chuédn géc AOZ,
AMOZ, AHD, SEM, AOZ-d,, AMOZ-d,,
NPAOZ, NPAMOZ, NPAHD, NPSEM
(50mg/1 trong metanol).
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Can chinh xac tit khoang 1 dén 5 mg +
0,02mg cac chit chudn néi trén. Chuén
bi cac dung dich chuén gdc bang cach hoa
tan trong metanol (5.2.1), luu y dén do

tinh khiét ctia chat chuin.

5.5.1.2. Dung dich chudn géc AHD-d,
(50mg/l trong metanol-d).

Can chinh xac ti khoang 1 dén 5 mg +
0.02mg céc chdt chudn néi trén. Chudn
bi cac dung dich chuén géc bing cach hoa
tan trong metanol-d (5.2.9), luu y dén d6
tinh khiét ctia chat chudn.

5.5.2. Hén hop cac dung dich chuén.

5.5.2.1. Hén hgp MM1 (1mg/l trong
metanol) gom AOZ, AMOZ, AHD, SEM.

Lay 200 ul tit méi dung dich goe AOZ,
AMOZ, AHD, SEM (5.5.1.1) cho vao binh
dinh mic 10 ml, dinh mitc dén vach véi
metanol (5.2.1).

5.5.2.2. Hén hgp IS1 (1 mg/l trong
metanol-d) gom AOZ-d,, AMOZ-d,,
AHD-d,

Léy 200 pl tit méi dung dich géc AOZ-d,,
AMOZ-d, (5.5.1.1) va AHD-d, (5.5.1.2)
cho vao binh dinh mc 10 ml, dinh muc
dén vach véi metanol-d (5.2.9).

5.5.2.3. Hén hgp NP1 (1mg/l trong
metanol) gom NPAOZ, NPAMOZ,
NPAHD, NPSEM.

L&y 460 ul dung dich géc NPAOZ
(5.5.1.1), 332 ul dung dich gc NPAMOZ
(5.5.1.1), 432 pl dung dich géc NPAHD

(5.5.1.1) va 554 ul dung dich goc NPSEM
(5.5.1.1) cho vao binh dinh mic 10 ml.
Pinh miic dén vach véi metanol (5.2.1).

5.5.3. Pha loang cac hén hop dung dich

chuan

5.5.3.1. Hén hgp chuan MM2 (50 pg/l
trong metanol) gbm AOZ, AMOZ, AHD,
SEM.

L&y 1,00 ml hén hgp chuidn MM1;
(5.5.2.1) cho vao binh dinh mic 20 ml, 2
dinh muc dén vach véi metanol (5.2.1).

5.5.3.2. Hén hop chudn néi 182 (50 pg/
1 trong metanol-d) gom AOZ-d,, AMOZ-d
AHD-q,

ThuVienPhapLu:

5!

* WWW,

L&y 1,00 ml hén hgp chuén IS1y
(5.5.2.2) cho vao binh dinh muc 20 mI,E
dinh mitc dén vach véi metanol-d (5.2:9).”

5.5.3.3. Hén hgp chudn NP2 (100 g/l
trong metanol) gdm NPAOZ, NPAMOZ,™

NPAHD, NPSEM.

oft

Lay 2,00 ml hdn hgp chuén NPIE
(6.5.2.3) cho vao binh dinh muc 20 ml;
dinh mic dén vach véi metanol (5.2.1).

5.5.4. Dung dich chudn lam viéc cta
cac dan xuét nitrophenyl - WS1 (1pg/l)

L&y 1,00 ml hén hdp chuidn NP2
(5.5.3.3) cho vao binh dinh mic 1000 ml,
dinh muc dén vach véi dung méi hoa tan
mau (5.4.5).

T&t ca cac dung dich chudn phai dude
bao quan trong béng t61 ¢ nhiét dd 4°C.
Cac dung dich chudn géc c6 thé su dung
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trong 1 ndm. Cac hdn hdp chuén c6 thé
st dung trong 1 thang. Dung dich chuén
lam viéc (5.5.4) c6 thé st dung trong 1

tuan.
6. Phuong phap tién hanh
6.1. Chudn bi miu
6.1.1. Mau thi nghiém

Can chinh xac 1,0 = 0,05 g mau can
kiém nghiém da dugc ddng nhat bang
may nghién (5.1.3) cho vao éng ly tam
14 ml (5.1.12). B6 sung 40 ul hén hgp
chuéin ndi IS2 (5.5.3.2), déng nhat va dé
yén trong 15 phut.

6.1.2. Mau kiém soat chét lugng

" C4n chinh xac 1,0 + 0,05 g mau trang
(@3 dugc chitng nhan), bd vao éng ly tim
14 ml (5.1.12). B4 sung 40 pl hén hgp
chufn néi IS2 (5.5.3.2) va dé yén trong
15 phit. Sau d6, tién hanh thuy phan va
ddn xudt héa theo quy dinh tai Diéu
6.2.1.

6.1.2.2. Mau kiém soat duong tinh:
mau tring dugc b sung AOZ, AMOZ,
AHD va SEM

Can chinh xac 4 phan c6 khéi lugng
1,0 = 0,05 g mAu tréng (da dugc ching
nhan), bd vao 4 éng ly tdm 14 ml (5.1.12). 7

Bd sung cac dung dich chudn theo céc_:h

6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

6.1.2.1. MAu kiém soat Am tinh: méiu ghi trong Bdng 1 rdi dé yén trong 15
tring khong chia AOZ, AMOZ, AHD va Phit. Sau do, tiép tuc thuy phan va dén 2
SEM xuit hoa theo quy dinh tai Diéu 6.2.1. ;

+
Bang 1. Chuin bi mau kiém soat duong tinh :
=
- - 2 4 ' A s =
Noéng dé trong méau Hén hop chuan mm? Hén hop chuan noi Z
(ng/kg) (6.5.3.1) (nD) IS2 (5.5.3.2) (u1) =
.................................... L T N .| ST ... A—————
B S (L N
SN RS .| FEVNST N STACTFNCHEE. . S
5 100 40

6.1.2.3. Mau kiém soat d6 thu héi: mau
trdng bd sung cac chdt dan xuit
nitrophenyl caa AOZ, AMOZ, AHD va
SEM chuén.

Can chinh xac 2 phéan c6 khéi lugng 1,0

+ 0,05 g mau trang (da dugc ching
nhan), bd vao 2 éng ly tam 14 ml
(5.1.12). B6 sung 40 ul dung dich chudn
noi IS2 (5.5.3.2) roi dé yén trong 15 phiit.
Sau @6, ti€p tuc thuy phan va dan xuét

héa theo quy dinh tai Diéu 6.2.1.
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Sau khi lam bay hai etyl axetat (6.2.3),
thém vao mot mau 20 pl hén hdp chuan
NP2 (5.5.3.3) va 480 ul dung mo1 hoa tan
mau (5.4.5). Thém vao mot mau khac
50 pul hon hgp chudn NP2 (5.5.3.3) va
450 pul dung méi hoa tan mau (5.4.5).
Sau dé, tién hanh chuan bi mau phan
tich (6.2.4) v61 cong doan loc.

6.2. Xii ly mau

Chu thich: Vi cac chat dan xuat
nitrophenyl rat nhay véi anh sang nén
toan bé quy trinh x1 1y mau phai dudc
tién hanh dudi anh sang yéu (anh sang

vang).
6.2.1. Thuy phan va dan xuit héa

Thém 5 ml axit clohydric 0,2M (5.4.1)
va 50 ul dung dich 2-NBA trong metanol
(5.4.3) vao cac ong nghiém chda mau
(6.1.1; 6.1.2.1; 6.1.2.2; 6.1.2.3). Day nép
6ng va lic bang tay dé phan tan mau.
Dat 1én may ldc éng nghiém (5.1.13) rdi
dat ca hé thong vao trong ti 4m. U miu
qua dém ¢ nhiét dp 37 + 2°C.

6.2.2. Trung hoa

Sau khi lam ngudi, thém 500 pl dung
dich Na,PO, 0,3M (5.4.4) vao mau. Lic
méu bing tay. Diéu chinh pH vé 7+0,5
béng dung dich NaOH 2M (5.4.2), kiém
tra pH bing gidy thu pH (5.1.9). Lic
bing tay va dé yén trong 5 phut. Kiém
tra lai pH va diéu chinh thém néu cin
thiét.

6.2.3. Chiét

Thém 4 ml etyl axetat (5.2.6) vao mau
da diéu chinh pH. Chiét mau bang cach
dit trén may liac dao dau (5.1.17) trong
20 phut. Ly tAm mAau trong 10 phut 6 toc
d6 2000 vong/phut. Chuyén 1ép hitu co &
phia trén sang mdt éng ly tdAm 14 ml
(5.1.12) sach. Lap lai buéc chiét bang cach
thém 4 ml etyl axetat (5.2.6) vao phan
mau con lai, déng nap ong ly tam roi dat
trén may lac dao dau (5.1.17) trong 20

m

phut. Ly tAm mau trong 10 phut & téc do 2
3500 vong/phut. Lay 16p hiu co va két =
hop véi phan httu co da 1ay 6 1an dau roi 2
lam bay hoi cho dén khé ¢ nhiét do 45°C 2
véi hé thong ¢6 bang khi nito (5.1.6) vii =

nPhapl;

uvi

toc do dong khi cham.

* www. T

phai 16n hon 6 ml, néu khéng phai ch:iét
thém mot lan niia.

6.2.4. Chuan bi mau phan tich

' Tel: +84—8—3845

Hoa tan can kho bang 500 ul dung moi.

t

hoa tan mau (5.4.5), lac trén may lac=
Vortex (5.1.7) trong 20 gidy. Loc dich duci
qua mang loc 13 mm, 0,45 um (5.1.8) véﬁ
thu dich loc vao lo vial cho HPLC (5.1.14).

6.2.5. Phan tich trén LC/MS/MS

6.2.5.1. Diéu kién may LC

a) Toc do: 0,4 ml/phut;

b) Thé tich mau tiém: 50 pl;

¢) Nhiét d6 cot: 40°C;

d) Toan bo thoi gian phan tich: 22
phut;

d) Pha ddéng: ché d6 gradien theo
Bang 2.
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Bang 2. Piéu kién gradien dung méi cua may LC

Théoi gian (pht) Pha déng A (5.4.6) (%) Pha déng B (5.4.7) (%)
n 90 10
[ T 0 10
N 55 45
...................... 16 1 90
_______________________________ 18 .10 %0
19 90 10

6.2.5.2. Diéu kién cua dau do MS

a) Ty sb chia: xdp x1 1: 2

b) Kiéu ion hoa: ESI, duong

¢) Dién thé mao quan: 2,7 kv

d) Pién thé khoi nén: 30 v

d) Nhiét d6 ngudn: 120°C

e) Nhiét dé khi dung moi: 300°C

g) Toc d6 dong khi khu dung moéi: 500

h) Téc @6 khi qua khdi nén: 200 I/h

i) Khi gay phén ly bing va cham: Ar-
gon, p = 3,2.10? bar.

6.2.5.3. Piéu kién phan ly MS/MS

NPAOZ, NPAMOZ, NPAHD va NPSEM

bi phan ly thanh cac ion thi cdp lién

quan dén ciu tric. Cac chit dongwi

danh diu dugc st dung lam chat
chudn néi ciing 6 cach phan ly tuong &y

6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

W

Vh (Bang 3) 2
s
Bang 3. Cac diéu kién phan ly MS/MS -
Thanh Ion so cap |lon thi cap | Thoi gian| Nang lugng Ctia so g
phan (m/z) (m/z) luu (s) |va cham (eV)| (phut) E
NPAMOZ 336056 262 £0,5 0,3 15 0,0 - 8,5
L | zmzes | 03 15 | 00-85
NPAMOZ-d;| 340*05 | 29605 | 03 | 15 | 00-85
NPAHD 249 £ 0,5 134 + 0,56 0,2 15 85-13,0
b 118205 0.2 | 15 8,5 - 13,0
NPAHD-d, | 251205 | 134105 | 02 | 16 8,5-13,0
NPSEM 209+ 0,5 166 £ 0,5 0,2 10 85-13,0
T SR N 19205 | | 02 | 10 185130
NPAOZ 236 % 0,5 104 £ 0,5 0,3 17 13,0 -18,0
b 18405 03 | 17 |13,0-18,0
NPAOZ-d, 240 £ 0,5 134+ 0.5 0,3 17 13,0 -18,0

Chii thich: Cac ion thi cip c6 cudng dd cao nhat duge gach chan.
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6.2.6. Kiém tra hiéu nang ctua hé thong
LC/MS/MS

Tiém dung dich chuén lam viéc 1ug/l
(5.5.4). Xac dinh ty 1& tin hiéu/nhiéu
(S/N) d8i véi bube chuyén c6 cuong dé
thdp nhat. Ty 1é S/N phai 16n hon 6. Lap
lai budc tiém dé kiém tra su lap lai cua

thoi gian luu, dién tich pic va ty 1é cac ion.
6.2.7. Trinh tu tiém mau

Cac méu sé dugc phén tich theo trinh
tu sau:

a) Dung méi trang;

b) MAu kiém soat Am tinh (6.1.2.1);

c¢) MAu kiém soat dudng tinh (6.1.2.2);
d) Mau kiém soat d¢ thu héi (6.1.2.3);
d) Dung méi tring;

e) Mau cén kiém nghiém (6.2.4);

g) Dung méi trang;

h) MAu kiém soat 4m tinh (6.1.2.1);

i) MAu kiém soat duong tinh (6.1.2.2).
7. Tinh két qua

7.1. Tinh ty s6 ion theo céng thic sau:

100 x A,
R (%) = (1)

A,

Trong d6: - R 1a ty s6 ion (%).

- A, la dién tich cua pic ion thit cép cé
cuong dd thap nhat.

- A, la dién tich cta pic ion thit cép c6
cuong do cao nhat.

7.2. Tinh d6 léch tuong d6i1 cua ty so
ion theo cong thic sau:
RS - Rm
AR (%) =

x 100 (2)
R

m

Trong do:

- AR 1a d6 léch tuong d61 gita ty so ion
cta chit cAn phan tich trong mau kiém
v6i ty s6 ion trung binh cua chat dé trong -
mau kiém soat dudng tinh cé néng do 2

1 pg/kg va cao han (%).

- R_la ty s6 ion cua chét cdn phéan tich

trong mau kiém (1).

* www. ThuVienPhapLua

- R_la ty s6 ion trung binh cua chat

Y A 1 z [
can phan tich trong mau kiém so_r_{;t%

S

duong tinh c6 néng d6 1 pg/kg va cao hdn 0

%) (). "

7.3. Tinh thai gian luu tuong déi theo%

theo céng thic sau: :

]

Rt =

Rrt = —— (3) z
Rt

1
Trong d6: - Rrt 1a thoi gian luu tuong
déi.

- Rt 14 thoi gian luu cha chat can phan
tich.

- Rt,( 14 thoi gian luu cua chat chuén
noi (d6i véi NPSEM thi NPAHD-d, la

chat chuan ndi).

7.4. Tinh d6 léch chuén cua thdi gian
luu tuong d6i theo céng thic sau:
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Rrt - Rrt

ARrt (%) = x 100 (4)

thm

Trong d6: - ARrt la d6 léch tuong déi
gitta Rrt ctia chat cAn phéan tich trong
mau kiém so vdi Rrt cuia chat dé trong

miu kiém soat duong tinh (%).

- Rrt_1a thoi gian luu tuong do6i cua

chat cAn phan tich trong mau kiém.

- Rrt_ 14 théi gian luu tuong déi trung

Bang 4. Mitc dung sai t6i da cho phép cua cac cudng do ion tuong doi

binh ctia chit cAn phan tich trong mau

kiém soat duong tinh.

7.5. Chét can phan tich duge khing
dinh la ¢6 mat khi cac yéu cau sau duge

thoa man:

a) Ty 1é tin hiéu/nhiéu cho méi ion phai
khong nho hon 3:1.

b) Mitc dung sai téi da cho phép cuaa
cac cuong do ion tuong doi, su dung
nhiéu loai k¥ thuat khéi phé theo quy
dinh trong Bang 4.

Cuong do tuong déi LC-MS, LC-MSn
(% cua pic co s0) (tuong doi)
~Lonhon50% | * 20%

.......................... Ti16n hon 20 dén 50% + 25% 8
..................... Ti 16n hon 10 dén 20% * 30% 23

Khong 16n hon 10% £ 50% 3

7.6. Tinh hé s6 tin hiéu cho ting chat RF -b
can phan tich theo cong thic sau: &=
a

Sp
RF=———

Spq
Trong d6: - RF la hé sé tin hiéu.

(5)

- Sn 14 téne dién tich pie ena cAc ion
thit caAp cua chat can phan tich.

- Sp,¢ 1a dién tich pic cta ion thi cdp
cua chdt chuin néi (d6i véi NPSEM,
NPAHD-d, dugc st dung lam chat chuan
noi1).

7.7. Tinh lugng chat can phan tich c6

mét trong mau kiém theo céng thiic sau:

* Tel: +84-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

Trong dé: - X la lugng chdt can pha
tich ¢6 trong mau kiém (ug/kg). @

awsoft

- RF 1a hé s6 tin hiéu (cong thiic 5).

- b la d6 dung cua dudng chuan tinh
oo paTTRg aay AR G day i Aln

- a la dd déc cua dudng chuan tinh
theo phudng phap hoi quy tuyén tinh.

Chii thich: (*): tinh theo khoi lugng chat
chuyén hoa chua bi dan xuit hoéa.

(**): dung db thi tin hiéu cia miu kiém
soat duong tinh véi néng do chat chuan
b6 sung va ap dung héi quy tuyén tinh.
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Phu luc A
. (tham khao)
Su chuyén héa ctia cac chat thudc nhom nitrofuran

Dugc chat Chat chuyén hoa
Parent molecule Free residue

0 0

0 | |

0,N H N
At N e

Furazolidone 3-amino-2-oxazolidinone
AOZ
0 0
o : | |
2 H___ N

c NN nN 0 i Lo N 0
N/\{l N ()
\ / A
. .
Furaltadone 3- amino-5-morpholinomethyl:

2-oxazolidinone
AMOZ
0 0
0 [ )\
O.N H :
2 - H,N
\@/C N /\\; BH SN NH
N
0
0
Nitrofurantoin 1- aminohydantoine
AHD
0 0
4] ” ”
0,N .
2 | - N /\ ; HaN~ N NH2
C N NH:2
H H
Semicarbazide

Nitrofurazone SEM

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com
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TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 195: 2004 3. Nguyén tic

Thuée tri sau OP trong mau thuy san

THUOC TRU SAU GOC PHOSPHO ) o o
dugec chiét tach ra bang hon hgp axetonitril -

HUU CO TRONG THUY SAN VA SAN
PHAM THUY SAN - PHUONG PHAP
PINH LUONG BANG SAC KY KHf

axeton. Dich chiét dudc lam sach trén cdot
silicagel, sau d6 dudgc chiét tach lam 2

phan doan. Ham luong cac thubce tri sau
Organophosphorus pesticides residues

in fish and fishery products - Method for

quantitative analysis by Gas Chromatog-

OP trong cac phan doan chiét dudge xac
dinh trén hé thong GC véi 2 dau do: dau
do bat git dién tu (sau day goi tat la
ECD) va dau do ion héa nhiét phat hién
(ban hanh kém theo Quyét dinh s6  nitd-phospho (sau day goi tat la NPD).
03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004
cua B6 trudng B6 Thuy san).

raphy

4. Thiét bi, dung cu, héa chat,
dung dich th& va dung dich chuan

4.1. Thiét bi va dung cu

1. Pham vi ap dun . \ :
' P Gung 4.1.1. May séc ky khi véi dau do EED

Tiéu chuan nay quy dinh phuong phap va NPD. =

hdhd

-

xac dinh ham hugng cac thuée trit sAu goc o b |
' i £ 4.1.2. C6t sac ky thuy tinh (cé6 van

khéa), kich thuée L x ID 1a 150 x 5 mm

va 50 x 20 mm.

phospho hiiu co (sau day goi tat 1a OP)
gom 5 loai thudc trir su chinh: dimethoate,
chlorfenvinphos, chlorpyrifos, methidathion

ft = Tel: +84-8-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

4.1.3. Cot mao quan (cho may GC): loai.Z

va phosmet trong thiy san va san pham 4
HP Ultra 2, kich thuée L x ID = 25 m xZ%

thuy san bang hé théng sic ky khi (sau
day goi tat la GC). Giéi han phat hién 0,2 mm, d day 16p pha tinh la 0,53 pm

cua phuong phap tu 0,2 dén 1 pg/kg. hoac tuong duong.

2. Phuong phap tham chiéu 4.1.4. May ¢6 quay chan khong.

ia fos: o . 4.1.5. M3 hién dong thé.
Tiéu chuin nay dude xay dung dua Ay IETL g

theo phudng phap “So sanh cac ky thuat 4.1.6. May tron cao tdc.
lam sach trong cac phuong phap phan 4.1.7. Th sdy.
tich chon loc du lugng cac thude tri sau
OP trong nhuyén thé” dang trong “Jour- 4.1.8. Lo nung.

nal of AOAC international” phan 79, s6 4.1.9. Can phén tich c6 dé chinh xac

1, trang 123 - 131, ndm 1996. 0,0001 g.
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4.1.10. Cac dung cu thuy tinh, binh
dinh mue.

4.2. Héa chat

Héa chat phai 14 loai tinh khiét dugce st
dung dé phan tich, gém:

4.2.1. Hexan loai dung cho GC.
4.2.2. Etyl axetat loai dung cho HPLC.

4.2.3. Sunfat natri dang hat, dudc lam
khé bing siy qua dém & nhiét do 350° C
va gild trong chai thuy tinh.

4.2.4. Axeton loai dung cho GC.
4.2.5. Axetonitril loai dung cho GC.
4.2.6. Khi mang: heli loai dung cho GC.

4.2.7. Béng thuy tinh (SUPELCO,
2-0411).

4.2.8. Silicagel ¢d hat 60 mesh: silica-
60 (Merck, Darmstadt, Germany).

4.2.9. Silicagel da dudge hoat héa: can
mét lugng silicagel (4.2.8), rita sach bing
diclometan réi cho vao trong chén st va
dé trong tu siy & nhiét dd 120°C trong
vong 12 gid. Sau d6, dung gidy thiéc boc
kin miéng chén si réi dé lai vao ta siy &
nhiét d6 120°C trude khi st dung.

4.2.10. Xelit

4.2.11. Cac chit chuin thuéc tru sau
OP (Promochem, Wesel, Germany):
dimethoate, chlorfenvinphos (déng phan
E+Z), chlorpyrifos, methidathion va

phosmet.

4.3. Dung dich thit va dung dich chuén.

4.3.1. Dung dich raa giai: hon hdp gom
dung dich axetonitril va axeton theo ty 1é
vé thé tich la 9:1 duge pha trude khi su
dung.

4.3.2. Chuan bi cac dung dich chuén
thuéc tri sdu OP trong axeton tiu cac
chat chuan tinh khiét (I16n hon 99%). Tuy
theo ncng d6 thudc trir sau cé trong ongE
chuin, dung binh dinh muc va luidngus
axeton thich hagp.

Chu thich: Cac chuan phai dude bao
quan 6 nhiét do - 20°C.

4.3.3. Chuén thu héi: pha cac chuan
cua cac OP trong dung méi axeton demo

ham lugng trong khoang 0,005 - 50 ug/i:n]

4.3.4. Dung dich chuén trung gian: pha“

lodng cac chudan ban dau (4.3.2) trong

* Tel: +84—8—384 668 *“W.ThuﬂenPhapL

» - -
axeton dudc cac chuan trung gian.

Oft

4.3.5. Dung dich chuan cong tac: cac%
chudn cong tac duge chuin bi tit cac
chuén trung gian (4.3.4) dudc pha lodng
trong hexan (4.2.1) dé bom vao GC.

5. Phuong phap ti€n hanh
5.1. Chuan bi mau th

5.1.1. Can chinh xac 5 g mau (ky hiéu
m) di dudc nghién bang may nghién
déng thé (4.1.5) réi cho vao coc thiy tinh
c6 md. Thém 1 g xelit (4.2.10), 30 g sunfat
natri khan (4.2.3) roi nghién déu. Tiép
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tuc thém vao 150 ml hén hgp dung dich
axetonitril-axeton theo ty 1& vé thé tich
la 9:1 (4.3.1) roi tron hon hgp trong 3
phit trong may tron cao téc (4.1.6) dé
chié&t 1ay cac thudc tru sdu ti mau. Sau

d6, loc dung dich biang gidy loc.

5.1.2. San pham chiét dugc co dic trén
may cé quay dén khoang 5 ml, sau doé co
ti€p cho dén kho trén may cé quay
(4.1.4) trong ché& d6 chan khong ¢ nhiét
d6 40°C. Thém vao dich thu duge 1 ml
hexan (4.2.1) roi lam sach dich chiét theo
Diéu 5.4.

5.2. Chudn bi mau trang

Mau tring dude dinh nghia la mau
thuy san da dudc xac dinh khong ¢6 chiia
thuéc trit sau géc OP. Tién hanh chuan
bi miu tring giong nhu chuin bi déi véi
mau thi theo quy dinh tai Diéu 5.1.

5.3. Chudn bi mau dé xac dinh d6 thu
héi

Thém 1 ml dung dich chuin ¢6 ham
luong tur 0,005 dén 50ug/ml vao 5 g méu
trdng, tron déu mau bing may nghién
d6ng thé (4.1.5). Tién hanh chuan bi mau
giohg nhu chuin bi d6i v6i mau thu theo
quy dinh tai Diéu 5.1.

5.4. Lam sach dich chiét
5.4.1. Chuén bi cot

Gom: béng thuy tinh (4.2.7), 1,3 g
silicagel da dudc hoat héa (4.2.9), 1 g
sunfat natri khan (4.2.3). Trudc khi tién

hanh phan tich, cho vao ¢t 5 ml etyl
axetat (4.2.2) va sau d6 la 5 ml hexan

(4.2.1).
5.4.2. Lam sach dich chiét.

5.4.2.1. Chuyén dich thu dugc tai cac
biéu 5.1.2, Diéu 5.2
cot sdc ky da duge chuan bi (5.4.1).

va DPiéu 5.3 vao cac

5.4.2.2. Rua dung dich trong cot vdi
5 ml hexan, sau d6 véi 2 ml hon hop _
hexan-etyl axetat theo ty 1& vé thé tich iilg
95:5. Tiép theo, ria giai véi 8 ml hon thé_
hexan-etyl axetat theo ty 1& vé thé tich lac
50:50 roi tach 1ay phan doan 1. Sau do,
ti€p tuc ria giai véi 5 ml etyl axetat roig
tach 14y phan doan 2. Tdc do rua giai,

e

phai luén diéu chinh dat 10 gmtlphut?:

e
C‘

845 6684 WWW. ThuVie

=11
5.4.2.3. Thu cac phan doan chiét vac
cac binh thuy tinh day tron cua may cd

quay chan khong (4.1.4). Tién hanh cq_

ol: +‘§4-83

trén may ¢é quay cho dén kho. Sau do,

fl‘

thém chinh xac 1 ml hexan vao tung®
binh, l4c cho tan déu rdi hit dé bom vad
may GC theo Diéu 5.5.

5.5. Tién hanh phan tich trén GC
5.5.1. Diéu kién phan tich

a) May sic ky khi st dung dau do
ECD va NPD, chon ché dé bom ty dong,
mdi 1an mot luong 2ul theo ché dé tiém

khéng chia.
b) Ché do nhiét ctia hé théng GC:

- Nhiét dé ctia budng tiém: 270°C.
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- Nhiét dé dau do ECD: 300°C, toc do
dong N,: 60 ml/phut.

- Nhiét do dau do NPD: 270°C, toc do
dong He: 30 ml/phat, H,: 3 ml/phut,
khong khi: 100 ml/phuit.

- Chuong trinh nhiét d6 cét (mé ta chi
tiét trong Biéu d6 1): Duy tri ¢ 90°C
trong 1 phut; tang 30°C/phut, 1én tdi

180°C; ting 4°C/phit, 1én t6i 270°C va
duy tri ¢ 270°C trong 20 phut.

¢) Cot sic ky: Cét mao quan HP Ultra 2,
chdt nhdi c6t chia 5% metylsilicol, chiéu
dai 25 m, duong kinh trong 0,2 mm, dé
day 1ép pha tinh 0,33 pm.

d) Khi: Khi mang: heli, toc do 0,5 ml/
phut.

Biéu d6 1 - CHUONG TRINH NHIET bO

300

LI B

g

—o{ 270

250

200

150

100

Nhiét do6 (°C)

50

c3
ipie g

10 15 20

25

4
=

30 35 40 45 50 55

i

Thaoi gian (phuat)

5.5.2. Ti€n hanh phan tich

5.5.2.1. Tiém cac dung dich chudn céng
tac (4.3.5) vao may GC theo thu tu tu
nong do thap dén cao. Méi dung dich
tiém 2 lan, tinh dién tich pic trung binh.
Dung dudng chudn biéu thi méi quan
hé gita cac dién tich pic thu dude va
nong do tung loai thudc tri sau theo
quan hé tuyén tinh bac 1 (phuong trinh
y = ax + b).

5.5.2.2. Tiém dung dich mau thi, dung
dich mau trdng, dung dich x4c dinh dé

thu hoi da dude lam sach (5.4.2.3) vao hé

thong GC. Moi dung dich mau tiém 2 lan.
Tinh gia tri trung binh.
5.6. Yéu cau vé do tin cay cua phép

phéan tich
5.6.1. Do lip lai cua 2 lan tiém

D6 léch chuan (CVy) tinh theo dién tich
pic sic ky ctia 2 14an tiém cung mét dung
dich chuan phai nhé hon 0,5%.

5.6.2. D6 thu héi (R)

Do thu hoi duge xac dinh bang cach su
dung 10 méu tring da dugc bé sung mot
lugng dung dich chuén dé tinh duge ham
luong chinh xac. Do thu héi tinh duge

* Tel: +84-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

oft

W

=
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phai ndm trong khoang ti 70 dén 110%
(tuy theo ham ludgng OP c¢6 trong mau).

5.6.3. Pudng chudn ctia mdi ciu ti phai
c6 d6 tuyén tinh tot, hé sé tuong quan hoi
quy tuyén tinh (R? phai 16n hon hoic
bang 0,99.

6. Tinh két qua

Ham lugng tung loai thudc trir sdu cé
trong mau duge tinh trén co sd dudng
chudn thu dugce tai Piédu 5.5.2.1. Véi
dudng chuan ¢ dang y = ax+b, ham
lugng ting loai thuéc trit siu ¢6 trong
mau dudc tinh theo cong thic sau:

(Y - b)

C (ng/kg) = x F

Trong doé:

- C la nong d6 tung loai thuéce trit sau

¢6 trong mau, tinh theo pg/kg.

- Y 1a hiéu sé gitia dién tich pic cuaa
dich chiét va dién tich pic ¢é trong mau
tring tiém vao GC, tinh theo don vi dién
tich.

- a, b la cac théng s6 ciia dudng chuin
y = ax + b, dudc xac dinh theo Diéu
5.5.2.1.

- F la hé sé pha loang mau va cé gia
tri bing ty s6 gita thé tich phan doan
dich chiét thu duge sau khi lam sach
(5.4.2.3) va khéi lugng mau m (5.1.1) st
dung.

TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 196: 2004

SULFONAMIT TRONG SAN PHAM
THUY SAN - PHUONG PHAP DINH
LUONG BANG SAC KY LONG
HIEU NANG CAO

Sulfonamits in fishery products -
Method for quantitative analysis by High
Performance Liquid Chromatography

(ban hanh kém theo Quyét dinh sd
03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004 cua
Bo trudng Bo Thuy san).

1. Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phuong phé:_p
xac dinh ham lugng nhém chat su]fonarrif"%t
(gdm: sulfadiazin, sulfathiazol, sulfamerazi,
sulfamethazin, sufamethoxy-piridazin,
sulfacloropyridazin, sulfadoxin, sulfa-
methoxazoll, sulfadimethoxin va sulfa-
chinoxalin) trong san pham thuy san
bing sac ky 1éng hiéu niang cao (sau day
goi tit 1a HPLC). Gidi han phat hién cua
phuong phap nho hon 5 pg/kg.

2. Phuong phap tham chiéu

Tiéu chuan nay dudc xay dung dua
theo phuong phap xac dinh ham ludng
cac chat nhém sulfonamit cua Trung tam
nghién ctiu Nestle (Determination of Sul-
fonamide residues/Jean-Marc Diserens
and Marie-Claude Savoy-Perroud/Quality
and Safety Assurance Department/

Nestle’ Research Center).

t = Tel: +84-8-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com
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3. Nguyén tac

Cac chat nhém sulfonamit ¢6 trong mau
san pham thuy san dudc chiét tach bang
hon hgp axetonitril va diclorometan. Dich
chiét sau khi ¢d can cho tac dung véi
dung dich fluorescamin dé tao din xuit
huynh quang. Ham lugng cac dan xuat
dudc xac dinh trén hé thong HPLC véi
dau do huynh quang theo phudng phap

ngoai chuin.

4. Thiét bi, dung cu, héa chit,
dung dich chuan va dung dich th

4.1. Thiét bi, dung cu

4.1.1. Hé théng HPLC véi dau do
huynh quang.

4.1.2. Cot sidc ky pha dao C18, kich
thude cot L x ID: 250 x 3 mm, ki hiéu
100-5 C18 AB, loai Nucleosil.

4.1.3. May nghién déng thé, tdc do
6 000 - 30 000 vong/phut (KCH-1000).

4.1.4. Bé diéu nhiét hoat dong 3 nhiét
do 20 -100°C (GRANT Y14).

4.1.5. May lac, tée do 50 - 500 vong/
phut (IKA ® KS 260 basic).

4.1.6. May ly tam t6c do 5 000 vong/
phut (Sigma 4K15).

4.1.7. May rung trén mau (HWASHIN
technology Co. 250VM).

4.1.8. Binh khi nito tinh khiét 99,999 %.

4.1.9. 6ng ly tam thuy tinh dung tich:
15, 25 va 50 ml.

4.1.10. Pasteur pipet v6i qua bép cao su.
4.1.11. Pipet dinh mdc 5 va 10 ml.

4.1.12. Binh dinh mue dung tich: 10;
20; 25; 100; 500 va 1000 ml.

4.1.13. Giay loc 0,45 um.
4.1.14. Céc c6 mé dung tich 250 ml.
4.2. Héa chat

Héa chat phai la loai tinh khiét duge su
dung dé phan tich, gom:

4.2.1. Axetonitril (CH,CN) dung cho
HPLC.

4.2.2. biclorometan (CH,Cl,) dung cho
HPLC.

4.2.3. Metanol (CH,OH) dung ch®
HPLC, >

4.2.4. Axeton dung cho HPLC.
4.2.5. Nudc cat dung cho HPLC.

4.2.6. Axit phosphoric (H,PO,) dam dic
dung cho HPLC.

4.2.7. Pinatri hydro phosphat (Na,HPO,).
4.2.8. Axit xitric.
4.2.9. Natri hydroxit (NaOH).

4.2.10. Tac nhan tao dan xuat fluores-

camin (Fluram).
4.2.11. Chuan cac chat nhém sulfonamit.
4.2.12. Chuan ndi sulfanilamit.

4.3. Dung dich thu va dung dich chuan

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com
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4.3.1. Cac dung dich natri hydroxit

4.3.1.1. Dung dich natri hydroxit 10 M:
hoa tan 40 g NaOH (4.2.9) trong nudc cat
(4.2.5) dé ¢6 100 ml.

4.3.1.2. Dung dich natri hydroxit 1 M:
hoa tan 4 g NaOH (4.2.9) trong nudc cat
(4.2.5) dé c6 100 ml.

4.3.1.3. Dung dich natri hydroxit 0,1 M:
pha loang 1 ml dung dich NaOH 1 M
(4.3.1.2) trong nudc cit (4.2.5) dé c6 10 ml.

4.3.2. Dung dich axetonitril/H,PO, pH =
6,0

Cho 80 ml axetonitril (4.2.1) va 20 ml
H,PO, 0,02 M (4.3.8.1) vao céc 250 ml.
Dung dich nay dugc dé ngudi téi nhiét do
trong phong. Dung dung dich natri
hydroxit 1 M (4.3.1.2) hodc dung dich
natri hydroxit 0,1 M (4.3.1.3) chinh pH =
6,0 + 0,1.

4.3.3. Dung dich dém xitrat 0,5 M, pH =
3,0

Hoéa tan 10,5 g axit xitric (4.2.8) véi
100 ml nudc cat (4.2.5), chinh pH = 3,0 +
0,1 bang dung dich natri hydroxit 10 M
(4.3.1.1), dung dich natri hydroxit 1 M
(4.3.1.2) va dung dich natri hydroxit 0,1 M
(4.3.1.3).

4.3.4. Dung dich dém cho su tao din
xudt: tron theo thé tich gdm 6 phan
axetonitril/H,PO, pH = 6,0 (4.3.2) véi 4
phan dung dich dém xitrat 0,5 M, pH =
3,0 (4.3.3).

- 4.3.5. Dung dich fluorescamin 10 mg/ml:
hoa tan 50 mg tac nhéan tao dian xuat
fluorescamin (4.2.10) trong 5 ml axeton
(4.2.4).

4.3.6. Cac chat thuéc nhém sulfa-

nilamit

4.3.6.1. Dung dich chuin néi sulfa-
nilamit 1 mg/ml: hoa tan 10 mg chuan
no1 sulfanilamit (4.2.12) trong 10 ml
metanol (4.2.3).

hapLuat.com

4.3.6.2. Dung dich chufin néi sulfd
nilamit 50 pg/ml: hit 1 ml sulfanilamit %
mg/ml (4.3.6.1) vao binh dinh muc 20 I’I‘E

roi dinh miic t6i vach bing metan
(4.2.3).

3
_)‘J

684*“%.

4.3.6.3. Dung dich chuan néi sul‘fan
nilamit 5 pug/ml: pha loing 1 ml squa"‘
nilamit 50 ug/ml (4.3.6.2) véi nuée ca§
(4.2.5) dé ¢6 10 ml.

oft = Tel:

4.3.7. Cac dung dich chuén

4.3.7.1. Dung dich chuén géc cac sulfos
namit 100 pg/ml: can 1an lugt 10,0 mg
tung loai cac chdt nhém sulfonamit
(4.2.11). Sau d6, hoa tan réi dinh mitc
dén vach 100 ml bing metanol (4.2.3).

4.3.7.2. Dung dich chuén cac sulfonamit
trung gian 1000 ng/ml: hat chinh xac
1,0 ml dung dich chuin géc cac sulfonamit
100 pg/ml (4.8.7.1) vao cac binh dinh mtc
100 ml. Sau d6, dinh mtc dén vach bang
metanol (4.2.3).

4.3.7.3. Cac dung dich chuéan sulfonamit
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dé dung cac duong chuén: 0; 1,0; 2,0; 4,0:
6,0; 8,0; va 10,0 ng/ml).

Hut lan lugt 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0: 4,0 va
5,0 dung dich céac sulfonamit 1000 ng/ml
(4.3.7.2) vao binh dinh mc 500 ml. Sau
d6, dinh mic t6i vach bing metanol
(4.2.3).

4.3.8. Pha dong

4.3.8.1. Dung dich H,PO, 0,02 M: hoa
tan 2,3 g H. PO, 85% (4.2.6) véi nudc c&t
(4.2.5) réi dinh mtc thanh 1000 ml.

4.3.8.2. Hon hgp dung dich metanol va
axcetonitril (ty 181:1): hoa tan 500 ml
metanol (4.2.3) trong 500 ml axetonitril
(4.2.1).

5. Phuong phap tién hanh
5.1. Chudn bi mau thu

5.1.1. Nghién it nh4t 200 g mAu bing
may nghién déng thé (4.1.3). Can chinh
xac 5,0 g mau da duge nghién (ky hiéu
W) cho vao éng ly tdm thuy tinh 25 ml
(4.1.9).

5.1.2. Thém 10 ml axetonitril (4.2.1) va
2,5 ml diclorometan (4.2.2) vao éng ly
tdm thuy tinh 25 ml ¢6 chda 5,0 ¢ méu
thi (5.1.1). Sau d6, 14c 6ng trong 10 phuit
trén may ldc (4.1.5). Tiép theo ly tam
trong 10 phit & téc d6 6 000 vong/phiit.

5.1.3. Dung pasteur pipet hit 16p trén
vao binh dinh muc 25 ml (4.1.12). Thuc
hién lai budc chiét ¢ Diéu 5.1.2 rdi gom
tdt ca phan dich chiét vao binh dinh mtic

25 ml (4.1.12), 1am day t6i vach dinh mtc
bing axetonitril (4.2.1).

5.1.4. Hat chinh xac 10 ml dich chiét 6
Diéu 5.1.3. cho vao 6ng nghiém thay tinh
15 ml (4.1.9) dé bay hoi t6i cin kho bang
dong khi nitrogen (4.1.8) ¢ nhiét do 50°C
trén bé diéu nhiét (4.1.4).

5.2. Chudn bi mau tring

Mau trdng 1a mau thuy san da duges
xac dinh khéng c6 cac chat nhém sulfo-g
namit. Tién hanh chuan bi mau tréng’f‘;.
nhu chuén bi déi véi mau thi theo qu}é
dinh tai Diéu 5.1.

e

ThuVi

5.3. Chuén bi mau dé xac dinh dé thu
héi 100 nglg

WWW.

4
*3

-3845 6684 *
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Thém chinh xac 500 ul dung dich eécﬂ-
chuin sulfonamit trung gian 1000 ng/mlz
(4.8.7.2) vao 5g mau tring. Tién hanh{r_
chudn bi mau xac dinh d6 thu héi 100 ngx’gE
nhu chudn bi déi véi maiu thit theo qu}@:

dinh tai Diéu 5.1.
z
5.4. Chuédn bi dung dich dung dudng
chuén

Hut chinh xac 10 ml 14n lugt cac dung
dich chuén sulfonamit dé dung cac dudng
chuén (4.8.7.3) vao 6ng nghiém thuy tinh
15 ml. Sau dé, cho dung dich bay hoi téi
cdn khé dudi dong khi nitrogen (4.1.8) §
nhiét dé 50°C trén bé diéu nhiét (4.1.4).
Ti€p tuc thuc hién bude tao dan xuit
huynh quang quy dinh tai Diéu 5.5.

5.5. Tao dan xuAt huynh quang
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Thém vao cac 6ng nghiém chita mau
da chudn bi tai cac Diéu 5.1.4, 5.2 va 5.3
cac dung dich géom: 1 ml dung dich dém
tao dan xuédt (4.3.4), 20 ul dung dich
chuén noi sulfanilamit 5 pg/ml (4.3.6.3)
va 0,2 ml dung dich fluorescamin 10 mg/
ml (4.3.5). Sau d6, dé cho phan tdng
khoang 30 - 50 phut ¢ nhiét d6 trong
phong, roi loc qua gidy loc 0,45 um

Bang 1. Chuong trinh pha dong

(4.1.13). Lay 10 ul dung dich nay tiém
vao hé théng HPLC.

5.6. Tién hanh phan tich trén HPLC
5.6.1. Diéu kién phéan tich

a) Cot séc ky: cot Nucleosil 250 x 3 mm
100-5 C18 AB (4.1.2).

b) Chuong trinh pha dong: theo quy
dinh trong Bang 1.

Théi gian | Dung dich H;PO, 0,02 M H::: :ffetd:;fr?l“(’g}’;‘;:‘:‘ﬁd

_Bdtdgw | 60 A 40

_20phat | 60 o ... 4
_2phat {580 .90
. 39pbhat {50 B0 e
.............. 40phat | 45 | B85
51 phut 80 40 0 i =

58 phut 60 40

¢) Téc dé dong: 0,6 ml/phit.

d) Thé tich tiém: 10 pl.

d) Buédc séng kich thich: A = 405 nm.
e) Bude séng phat xa: A = 495 nm.

5.6.2. On dinh cot séc ky trong 30
phiit tai ché d6 lam viéc.

5.6.3. Tiém cac dung dich chuédn da
dugc tao dan xudt huynh quang (5.5).
Dung dudng chuén gitia ty s6 dién tich
pic cAc chudn sulfonamit/dién tich pic
chudn ndi sulfanilamit va nong dd theo
quan hé tuyén tinh bac nhat (phudng
trinh Y = ax + b).

5.6.4. Tiém cac dich mau triang, dich

mau xac dinh @4 thu héi va dich mau
thit da tao dan xuat huynh quang (5.5):.5
vao hé thong HPLC, mdi mau 2 1an. Xac
dinh ty sd dién tich pic sulfonamit/®
sulfanilamit. Tinh toan két qua theo
Diéu 6.

t = Tel: +84-8-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

5.7. Yéu cAu vé d6 tin cAy cua phép
phéan tich

5.7.1. D6 lap lai ctia 2 1an tiém

D léch chuidn (CV) tinh theo dién tich
pic sdc ky cua 2 lan tiém cung mét dung
dich chudn phai nhé hon 0,5%.

5.7.2. D thu héi (R)

D6 thu héi dude xac dinh cho méi 1an
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chay mau phai nidm trong khoang 60 - 1. Pham vi 4p dung

70 %. ) 5 ) .
’ Tiéu chuan nay quy dinh phuong phap

6. Tinh két qua xac dinh ham lugng cac chat thude nhém

) - enicilin (gém penicilin G, penicilin V,
Ham lugng sulfonamit cé trong mau F (8 d E

. R ) amoxicilin, ampicilin, oxacilin, cloxacilin,
dugc tinh theo céng thtc sau: TR

dicloxacilin va nafcilin) trong thiy san va

M (ug/ke) = C x v san pham thiy san bang sic ky 1dng
W hiéu nang cao (sau day goi tit 1a HPLC).
Trong do6: Gi6i han phat hién cua phuong phéap:

) penicilin G la 3 pg/kg; penicilin V la

i M 12 ham lugng sulfonamit c6 trong 3 ng/kg; amoxicilin 1a 10 pg/kg; ampicilin

mau, tinh theo ugfke; la 4 pg/kg; oxacilin 1a 3 ug/kg; cloxacilin

- C la nong dp cha tung chat thusc 1a 5 pgrkg; dicloxacilin 1a 11 ng/kg va
nhém sulfonamit thu duge (5.6.4), tinh nafeilin 14 7 pg/kg.

theo ng/ml; 5
2. Phuong phap tham chiéu

- V 1a thé tich cuéi cung ctia dung dich _ , 3
mau thit (5.5), tinh theo ml: Tiéu chudn nay duge xy dung difs
theo phuong phap xac dinh ham lugng

- W 1a khéi lugng mau thu (5,0 g). cac chat thugc nhém penicilin trong san
phdm thiy san ctia Phong Kiém nghiém

AFSSA (Phap).

3. Nguyén tic

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 197: 2004 Qua trinh thit nghiém gém 4 giai doan

sau:

PENICILLIN TRONG SAN PHAM '
THUY SAN - PHUONG PHAP PINH a) Chiét cac chat thudc nhém penicilin
LUONG BANG SAC K¥ L(SN(:_} ra khéi mau san phdm thay san bing
| HIEU NANG CAO dung dich dém photphat pH = 9.
b) Lam sach va ¢6 diac dich chiét trén

Penicillins in fishery products - Method ) .
cot chiét pha ran C18.

for quantitative analysis by High Perfor-
mance Liquid Chromatography ¢) Tao din xuit véi anhydrit benzoic &
nhiét do 50°C, sau d6 véi 1,2,4 - triazole

(ban hanh kém theo Quyét dinh s& ) o
va clorua thuy ngan & nhiét dé 65°C.

03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004 cua
B truéng Bé6 Thuy san). d) Dinh lugng bing sac ky 16ng hiéu
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nang cao vdi ddu do UV & bude séng
325 nm theo phuong phap ngoai chuén.

4. Thi€t bi, dung cu, hoa chat,
dung dich chuan va dung dich thi

4.1. Thiét bi, dung cu

4.1.1. Hé théng HPLC gém:
a) Bom HPLC;

b) Pau do UV;

¢) B6 phan tiém mau tu dong;

d) Cot pha dao C, dai 150 mm, dudng
kinh 3,9 mm, kich thuéc hat 5 um;

d) Tién cot C, dai 4 mm, dudng kinh
4 mm, kich thudc hat 5 pum va

e) Hé thong xi 1y sé6 liéu (Thermo
Separation Products) gom giao dién (loai
SN4000), may tinh, phan mém diéu
khién thigt bi va xt ly sic ky (loai
PC1000 phién ban 3.03).

4.1.2. May léc 6ng nghiém (Vortex).
4.1.3. May khudy tit (NUOVA7).
4.1.4. May khudy quay (Rheax).
4.1.5. May ly tdm lanh (GR 4.11).
4.1.6. May do pH (Accumet 10).

4.1.7. May ly tam siéu téc lanh (MR
1822).

4.1.8. May nghién déng thé (Siemens)
4.1.9. Bé sidu Am (Bransonic 220).

4.1.10. Bé diéu nhiét hoat dong & nhiét
do 50 va 65°C (Polytest).

4.1.11. Bom chan khéng cho hé chiét
pha rén (N79KN18).

4.1.12. Thiét bi loc véi mang loc HVLP
0,45 pm.

4.1.13. Can phéan tich, d = 0,1mg
(A 120S).

4.1.14. Cét chiét pha rén Bond Elut
C18, dung tich 6 ml, 500 mg.

4.1.15. Hé chiét pha rin (VAC - ELUT).

e}
et

684 * www.ThuVienPhapLuat.com

4.1.16. Dung cu phan phéi dung m
loai 10 va 20 ml.

4.1.17. Céc ¢6 mo cac loai dung tich: 50
100, 250, 500 va 1000 ml.

-]

4.1.18. Binh dinh mic thuy tinh eac
loai dung tich: 10 ml, 30 ml, 1 lit va 2 Hj:

b=

4

awSoft = Tel: +84-8-3845

4.1.19. Binh dinh mic thiy tinh mau
nau cac loai dung tich: 25, 50 va 100 ml.

4.1.20. 6ng nghiém thuy tinh cac loai.

4.1.21. Pipet tu déng cac loai: 100, 200
1000 va 5000 pl va dau hiit pipetman.

4.1.22. 6ng ly tdm c6 nit dung tich: 5
va 50 ml.

Chii thich: c6 thé dung cac loai thiét bi,
dung cu tuong dudng khac.

4.2. Hbéa chat

4.2.1. Chuén natri penicilin G dang
axit 93,4%, (SIGMA Chemical).

4.2.2, Chuén penicilin V dang axit
89,8%, (SIGMA Chemical).

4.2.3. Chudn amoxicilin trihydrat
86,3% dang axit, (SIGMA Chemical).
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4.2.4. Chudn ampicilin natri 92,2%
dang axit, (SIGMA Chemical).

4.2.5. Chuén oxacilin natri 85,5% dang
axit, (SIGMA Chemical).

4.2.6. Chudn nafcilin natri 82,8% dang
axit, (SIGMA Chemical).

4.2.7. Chudn cloxacilin natri 87,8%
dang axit, (SIGMA Chemical).

4.2.8. Chuén dicloxacilin natri 95,3%
dang axit, (SIGMA Chemical).

4.2.9. Nudc cét loai dung cho HPLC
(Alpha - Q Millipore).

4.2.10. Axetonitril.

4.2.11. Metanol.

4.2.12. Isooctan.

4.2.13. Anhydrit benzoic ((CEHECO)zO).

4.2.14. Hydrophotphat dinatri khan
(NaEHPOq).

4.2.15. Hydrophotphat mononatri
dihydrat (NaH,PO +2H,0).

4.2.16. Thiosulfat natri pentahydrat
(Na,S,0,.5H,0).

4.2.17. Clorua natri (NaCl).

4.2.18. Tetrabutyla mmonium hydro-
sulfat (C, ,H,.NO,S).

4.2.19. 1,2,4-triazole (CzHaNB).

4.2.20. Clorua thuy ngan (HgCl,).

4.2.21. Natri hydroxit (NaOH).

4.3. Dung dich thit va dung dich chuén

4.3.1. Chudn bi dung dich dém phot-
phat 0,1 mol/l pH = 6,0

Hoa tan cac chat gom: 9,938 g Na,HPO,
(4.2.14); 20,278 g NaH,PO,.2H,0 (4.2.15);
7,788 g Na,S,0,5H,0 (4.2.16); 13,582 g
C,H;,NO,S (4.2.18) trong 800 ml nudc
cét (4.2.9) rdi dinh mic dén vach dé c6 2
lit. Sau dé, loc dung dich qua mang 1@0%
Milipore 0,45 um (4.1.12).

Chu thich: dung dich c6 thé bao quan
dudc trong 5 ngay ¢ nhiét do tir +2°C
dén +8°C.

www. ThuVienPhapLuat

4.3.2. Chudn bi 1 lit pha dong (¢f ez
65:35): tron 350 ml axetonitril (4.2.]?@)5
trong 650 ml dung dich dém photph:éltﬁ
0,1 mol/l pH = 6,0 (4.3.1).

* Tel: +84

Cht thich: chuan bi pha dong hang
ngay hodc phéi tron qua bom HPLC.

awSoft

4.3.3. Chuan bi dung dich NaOH 5 mol/l:
hoa tan 20,0 g NaOH (4.2.21) trong 100 ml
nudc cit (4.2.9).

4.3.4. Chuan bi dung dich NaOH 2 mol/l:
hoa tan 4,0 g NaOH (4.2.21) trong 50 ml
nudc cit (4.2.9).

4.3.5. Chuén bj dung dich chiét (dém
photphat 0,1 mol/l pH = 9): hoa tan
14,196 g Na,HPO, khan (4.2.14) trong
nudc cat (4.2.9) réi dinh mic dé c6 1 lit
dung dich.
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Chi thich: chuan bi dung dich chiét
hang tudn va gitt 6 nhiét dé trong phong.

4.3.6. Chuén bi dung dich NaCl 2%:
hoa tan 20,0 g NaCl (4.2.17) trong nudc
cdt (4.2.9) dé c6 1 lit dung dich.

4.3.7. Chuén bi dung dich ria giai (ty
1é 50:50) trén c6t C18: tron 50 ml nude
cat (4.2.9) va 50 ml axetonitril (4.2.10).

Chii thich: chuan bi dung dich hang
ngay.

4.3.8. Chuén bi dung dich dém pH = 8
dé pha ch&t chuédn: diung dung dich
NaOH 5 mol/l (4.3.3) chinh 250 ml dung
dich dém photphat 0,1 mol/l pH = 6
(4.3.1) t6i pH = 8,

Chu thich: chuan bi dung dich hang
tuan.

4.3.9. Chuan bi dung dich (ty 1& 50:50)
dé hoa tan cac chdt chudn: trén 50 ml
dung dich dém photphat 0,1 mol/l pH = 8
(4.3.8) trong 50 ml axetonitril (4.2.10).

Chu thich: chuan bi dung dich hang
ngay.

4.2.10. Chuén bi dung dich anhydrit
benzoic 0,2 mol/l: hoa tan 2,262 g
anhydrit benzoic (4.2.13) vao 50 ml
axetonitril (4.2.10) réi dinh muc téi vach
trong binh thuy tinh mau.

Chi thich: dung dich bao quan trong

chai mau nau, tranh anh sang.

4.2.11. Chuén bi dung dich clorua thuay

ngén 0,1 mol/l: hoa tan 0,2715 g HgCl,
(4.2.20) trong 10 ml nudc cat (4.2.9).

Chu thich: dung dich rit doc, tranh dé
da tiép xvc truc tiép vdi clorua thuy ngan
HgCl,.

4.2.12. Chuédn bi dung dich cho phan
ing tao dan xuAt

Hoa tan 13,78 g 1,2,4-triazol (4.2.19)
v6i 60 ml nudc cét (4.2.9) trong coc 100 ml £
(4.1.17), thém 10 ml HgCl, 0,1 mol/l §
(4.3.11). Dung NaOH 0,5 mol/l (4.3.3) £
chinh pH = 9,0 + 0,5. Sau d6, chuyén
toan b6 sang binh dinh muc mau naug
(4.1.19) réi dinh mvc dén 100 ml bing
nudc cat (4.2.9).

-5
=1

uvienP

Chu thich:

IR e g
1: +84-8-3845 6684 * www.

- Dung dich thu dugc bao hoa HgCl, va
¢6 mau tréng duc, dé t8i uu qua trinh taoz
dan xuat dung dich phai dudc diéu ché

=
trude khi st dung it nhat 24 gio va phai%

=

khudy manh trudc méi lan s dung. =

- Bao quan dung dich phan tng tao
dan xuit ¢ nhiét d6 +4°C, noi tranh anh

sang. Dung dich bén trong 3 thang.

4.3.13. Chuén bi dung dich géc amoxi-
cillin 0,5 g/l (SM1)

Can chinh xac 0,0579 g chudn amoxi-
cilin trihydrat (4.2.3) c6 86,3% hoat tinh
vao coc c6 mod (4.1.17), hoa tan bang nude
cit (4.2.9). Sau d6, chuyén toan bo dung

dich vao binh dinh mtic mau nau (4.1.19)
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roi dinh miic bing nudc cit (4.2.9) dé c¢6
100 ml.

4.3.14. Chuén bi dung dich gdc peni-
cilin G 0,5 g/l (SM2)

Can chinh xac 0,0535 g chuan penicilin
G axit ¢6 93,4% hoat tinh (4.2.1) vao céc
c6 mo (4.1.17), hoa tan bang nude cit
(4.2.9). Sau d6, chuyén toan bs dung
dich vao binh dinh miic mau nau (4.1.19)
r6i dinh mic biang nuéc cit (4.2.9) dé co
100 ml.

4.3.15. Chudn bi dung dich gdc penicilin
V 0,5 g/l (SM3)

Can chinh xac 0,0557 g chuan penicilin
V c6 89,8% hoat tinh (4.2.2), hoa tan
bing nudc cat (4.2.9). Sau d6, chuyén
toan bd dung dich vao binh dinh mtc
mau niu (4.1.19) réi dinh mutc bing
nudc cat (4.2.9) dé c6 100 ml.

4.3.16. Chuén bi dung dich géc ampicilin
0,5 g/l (SM4)

Can chinh x4c 0,0542 g chuén ampicilin
natri ¢6 92,2% hoat tinh (4.2.4), hoa tan
bing nudc cit (4.2.9). Sau d6, chuyén
toan bd dung dich vao binh dinh mic
mAiu nau (4.1.19) réi dinh mic béng
nudc ct (4.2.9) dé c6 100 ml.

4.3.17. Chuéin bi dung dich géc oxacilin
0,5 g/l (SM5)

Can chinh xac 0,0585 g chuén oxacilin
natri c6 85,56% hoat tinh (4.2.5), hoa tan
bing nudc cat (4.2.9). Sau d6, chuyén

toan by dung dich vao binh dinh mic
mAau nau (4.1.19) réi dinh muc bing
nude cit (4.2.9) dé c6 100 ml.

4.3.18. Chuan bi dung dich géc nafcilin
0,5 g/l (SM6)

Can chinh xac 0,0604 g chuan nafcilin
c6 82,8% hoat tinh (4.2.6), hoa tan bang
nudc cit (4.2.9). Sau dé, chuyén toan bd
dung dich vao binh dinh mtic mau nau
(4.1.19) rdi dinh mic bing nudc cat
(4.2.9) dé c6 100 ml.

4.3.19. Chuén bi dung dich géc cloxa-
cilin 0,5 g/l (SM7)

Can chinh xac 0,0569 g chuan cloxacilin
natri c¢6 87,8% hoat tinh (4.2.7), hoa tan
bang nudc cdt (4.2.9). Sau do, chuyé%
toan bé dung dich vao binh dinh me
mAau nau (4.1.19) r6i dinh muc bang
nuée cat (4.2.9) dé c6 100 ml.

4.3.20. Chuan bi dung dich géc dicloxa-
cilin 0,5 g/l (SMB8)

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

Can chinh xéc 0,0525 g chuén dicloxa-
cilin natri c¢6 95,3% hoat tinh (4.2.8), hoa
tan bing nudc cat (4.2.9). sau do, chuyén
toan bd dung dich vao binh dinh mic
mAu nau rdi dinh mic bing nudc cat
(4.2.9) d@é c6 100 ml.

4.3.21. Dung dich chuén hén hgp cac
chét thudéc nhém penicilin dé thém vao

mAu xac dinh do thu héi

Hut chinh xac 50 pl cac dung dich
chudn SM1, SM2, SM3, SM4 va 300 pl
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cac dung dich chudn SM5, SM6, SM7,
SM8 vao cac binh dinh mic mau nau 10
ml (4.1.18) réi dinh mic t6i vach bang
nudc cat (4.2.9).

4.3.22. Cac dung dich chuan hén hgp
lam viéc cua 8 loai thudc thudéc nhém
penicilin

Dung cac dung dich gbe 0,5 g/l cua céc
loai thude thude nhém penicilin (tt SM1
dén SM8) va cac binh dinh mic thuy
tinh mau nau 50 ml (4.1.19).

4.3.22.1. Dung dich chuan hén hgp lam
viéc 1 (ST1): hut chinh xac 125 pl méi
dung dich td SM1 dén SM4 va 375 ul
moéi dung dich tiut SM5 dén SM8 vao cac
binh réi thém nudc cat (4.2.9) dé c6 50 ml.

4.3.22.2. Dung dich chudn hén hgp lam
viéc 2 (ST2): hut chinh xac 250 ul mébi
dung dich tad SM1 dén SM4 va 750 pl
médi dung dich tit SM5 d&n SM8 vio cac
binh rdi thém nudc cAt (4.2.9) dé c6 50 ml.

4.3.22.3. Dung dich chuéin hén hgp lam
viéc 3 (ST3): hiit chinh x4c 500 pl mdi
dung dich tt SM1 dén SM4 va 1,5 ml
mbi dung dich t& SM5 dén SM8 viao cac
binh réi thém nuéc cat (4.2.9) dé c6 50 ml.

4.3.22.4. Dung dich chuén hén hop lam
viéc 4 (ST4): hut chinh xac 1 ml méi
dung dich tt SM1 dén SM4 va 3 ml méi
dung dich tit SM5 dén SM8 vao cac binh
roi thém nudc cit (4.2.9) dé c6 50 ml.

Chii thich: Cac dung dich tu ST1 dén

ST4 dugc chuan bi hang thang va phai
bao quan trong budéng lanh (nhiét do tu
+2°C dén +4°C) va toi.

5. Phuong phap tién hanh
5.1. Chuan bi mau thi

5.1.1. Nghién 200 g mau san phiam
thuy san bang may nghién dong thé
(4.1.8). Can chinh xac 5.0 g mau da dugc
nghién cho vao 6ng ly tAm 50 ml (4.1.22)E

at.c

5.1.2. Dung thiét bi phan phoéi dun[é_

5

mo1 (4.1.16) cho 30 ml dung dich &élé
photphat pH = 9 (4.3.5) vao dng ly tam 5¢
ml chtia 5 g mau thiu da dude nghién rii
l4c trén may liac 6ng nghiém (4.1.2) trondg

wal

1 pht. &

5.1.3. Thém 20 ml isooctan (4.2.12) ¥ag

45 6684 *

ong nghiém, ti€p tuc lic trong 1 phﬁtg
g - # +

Sau d6, dong nhat toan bd trén max
A=t

khudy quay (4.1.4) trong 10 phiit. .

hr ==

5.1.4. Ly tam dung dich trong 10 phl;é
d 2200 RCF (g), téc dd 3500 vong/phut %
nhiét d4 10°C réi hit bd phéin dich
isooctan phia trén. Sau d6, chuyén toan
b6 pha nudc sang 6ng nghiém sach 50 ml
(4.1.20) va chinh pH vé khoang 8 - 9
bing NaOH 5 mol/l (4.3.3).

5.2. Chuéin bi mau tring

MAu tréng 14 mau san phdm thuy san
da dugc xac dinh khéng c6 penicilin. Tién
hanh chuédn bi va lam sach méu trang
nhu déi véi mau thu theo quy dinh tai
biéu 5.1 va Diéu 5.5.
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5.3. Chudn bi méiu xac dinh d6 thu héi
50 ugl/kg va 300 ng/kg

Thém chinh xac 100 pl dung dich chuin
hén hgp cac ch&t thudc nhém penicilin
(4.3.21) vao 5 g mau trang (5.2). Tién
hanh chuén bi va 1am sach 2 mAa xéc
dinh d8 thu héi (50 pgrkg va 300 pg/kg)
nhu d6i v6i mau thi theo quy dinh tai
biéu 5.1 va Diéu 5.5.

5.4. Chuén bi dung dich chudn hén
hgp cac penicillin STD dung dé dung
duong chudn

5.4.1. Dung dich chudn dugc chudn bi
hang ngay moi khi tién hanh phéan tich
bing cach pha loang cac dung dich ST1,
ST2, ST3, ST4 trong éng nghiém véi 5
ml dung dich pha loang (4.3.9). Tién
hanh nhu sau:

STDO: 100 pl dung dich hoa loang chat
chuin (4.3.9).

STD1: 100 pl ST1 va thém 900 pl dung
dich hoa tan chat chuin (4.3.9).

STD2: 100 pl ST2 va thém 900 ul dung
dich hoa tan chat chuan (4.3.9).

STD3: 100 pl ST3 va thém 900 pl dung
dich hoa tan chat chuén (4.3.9).

STD4: 100 ul ST4 va thém 900 ul dung
dich hoa tan chit chuin (4.3.9).

5.4.2. Ti€p tuc thuc hién bude tao dan
xudt nhu theo quy dinh tai Diéu 5.6.

5.56. Lam sach miu

5.5.1. Hoat héa c6t

Gén cot chiét pha rédn loai Bond Elut
C18 1én gia dd, sau dé6 gdn binh chua
50 ml lén c¢6t. Thém lan lugt 10 ml
metanol (4.2.11), 10 ml nudc cat (4.2.9),
5 ml dung dich NaCl 2% (4.3.6) va 5 ml
dung dich dém chiét pH = 9 (4.3.5). Cho
ngay dich chiét thu dude (5.1.4) 1én binh
chiét trén cot da duge hoat héa.

Chi thich: khong dé cot bi khé tron
qua trinh hoat héa c6t. Thém dung dic

)
pfuaﬁ:om

W‘W.Thu'vien?ha

can lam sach ngay khi hét dich dém chié
hoac khi con mot chut dung dich dé:
chiét.

5.5.2. Hit hon hgp véi luu lugng 3mml/:
phit réi thém 2 ml dung dich NaCl 3‘
(4.3.6) 2 ml nudc cat (4.2.9). Tién ha:-Tlhm
hut kiét trong vong 5 phut, nging hutOo

684

chan khong.

ﬁ + Tel: +

5.5.3. Pat 6ng ly tam 5 ml (4.1.22) duéi
cot roi rét 1 ml dung dich ria giai (4.3.7)

aw 50

1én c6t. D& ngdm pha rén khoang 1 phut
trudée khi hut chan khéng dich rua giai
v61 luu téc 3 ml/phut.

5.5.4. Sau khi rtia giai xong, thé tich
dich rua giai khoang 900 pl, chinh dén
1 ml bing dung dich rua giai (4.3.7)

trong binh tam giac nut mai.
5.6. Tao dan xuat

5.6.1. Diéu chinh pH dich rta giai
trong khoang 8 - 9 bang dung dich NaOH
2 mol/l (4.3.4). Thém can than vao dung
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dich rita giai thu duge (5.5.4) 50 ul dung
dich anhydit benzoic 0,2 mol/l (4.3.10), 13c
trong 10 gidy trén may lic 6ng nghiém
(4.1.2).

5.6.2. Dé phan ting trong 3 phit trong
bé diéu nhiét (4.1.10) 8 nhiét dé 50°C rdi
thém 500 pl dung dich cho phan tng tao
dan xuét (4.3.12). Khudy manh binh
chita dung dich cho phan ng tao dan
xuét ho#dc dat trong bé sidu am (4.1.9)
trong 2 phut. Day nut va lac hén hop thu
duge trén may lic dng nghiém (4.1.2)
trong 10 giay.

5.6.3. Dé phan tng xay ra trong 10
phut trong bé diéu nhiét (4.1.10) & nhiét
do 65°C. Sau do, lam lanh duéi voi nudc

Bang 1. Théi gian luu ctia cac chat thuéc nhom penicillin

dén nhiét d6 binh thuéng, tranh anh
sang roi ly tAm trong 10 phdt 6 2000
RCF (g).

5.7. Tién hanh phan tich trén HPLC
5.7.1. Diéu kién phan tich

a) Pha dong: dém photphat 0,1 mol/l
pH = 6,0: 65%

Axetonitril: 35%

b) Luu téc: 1,0 ml/phit

c) Buéc song phat hién: 325 nm
d) Thé tich tiém mau: 200 pl

d) Nhiét do cot: 20°C

e) Thoi gian luu: theo Bang 1

s
JBOBOTEE

*—Tel: +84-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

Sé ; Thoi gian S6 ; Thoi gian
Té A & At : a2
thi tu en-chat (phut) thitty | TOmCbA (phat) F
1 |Amoxiciin | 5502 | 5 |PeniciinG | 7602 %
2 |Penicilm-V | 90+03 | 6 |Ampicilin 11,5 % 0,4
.8 |Oxacilin | 142+0,5 7 | Cloxacilin 17,9%0,7
4 Dicloxacilin 27,5+ 1,0 8 Nafeilin 16,9 £ 0,6

5.7.2. Tiém cac dung dich da tao dan
xudt theo thi tu:

a) Dung dich chuén da tao din xuAt
v6i 5 mic néng d6 khac nhau. Dung
duong chuén dién tich pic cic chuin
penicillin va ndéng @ theo phuong trinh
tuyén tinh bac nhét: Y = ax + b.

b) Dung dich mau trang da tao dan

xudt.

¢) Dung dich 2 mau xac dinh dé thu héi
50 pg/kg va 300 pg/kg da tao dan xudt.

d) Dung dich mau thi da tao dan xuat.

Chu thich:
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- Tiém 200 pl nuée cat (0) trude méi 1an
phén tich miu mdéi

- Thay déi tién cot sau khoang 30 - 40
mau

- Sau khi phan tich xong, diung hén
hgp axetonitril (4.2.10) va nudc cit (4.2.9)
theo ty 1& 50/50 dé 1am vé sinh bom tiém
méau. Ria ¢6t v6i hén hgp trén véi ty
1¢ 90/10 trong 60 phiut. Néu nging chay
trong thoi gian dai, nén ria cot v6i hon
hgp trén, sau d6 véi metanol (4.2.11)
trong khoang 30 phut, tié€p dén véi
axetonitril tinh khiét (4.2.10) trong 30
phut. Sau d6, lap lai véi metanol (4.2.11)
trong 30 phit va cudl cung bing nudc cat
tinh khiét (4.2.9) trong 60 phiuit.

- Quy trinh nay cé thé dude lip lai néu
can thiét.

6. Tinh két qua

Céch tinh véi t&t ca cac chat thuoc
nhém penicilin déu giéng nhau.

6.1. Ham lugng cac chit thudc nhém
penicilin c6 trong mau thi duge tinh theo
cong thic:

Y-a

C (ng/kg) = %
b m x Rm

100

Trong d6:

- C 12 ham lugng céac chat thudc nhém
penicilin ¢6 trong mau, tinh theo pg/kg;

- Y 1a dién tich pic cta céc chat thudc

nhém penicilin ¢6 trong mau thu;

- a la tung d6 géc ctia dudng chuén;

- b la hé s6 goc cua duong chuén:

- m la khéi lugng mau thi dem phan
tich (5g);

- Rm la hiéu sudt thu héi trung binh
tinh ti 2 miu x4c dinh d6 thu hoi.

6.2. Tinh hiéu suat thu héi

6.2.1. Hiéu sudt thu hdi dugc tinh ti
két qué ctia 2 mau xac dinh do thu héi

theo cong thie sau:

R=—— x 100
Yatd
Trong do:
- R 1a hiéu suat thu héi; -
- Y, la dién tich pic cia miu xac dinh

+84-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

i

dé thu hoi;

- Y, la dién tich pic ciia chat chuin véi
noéng do 50 pg/kg va 300 pg/kg.

* Tel

ft

6.2.2. Tinh hiéu sudt thu héi trung®
binh cta 2 mau xac dinh d6 thu héi theo%

cong thic sau:

R1 + R2
R =

2

6.3. Yéu cAu vé d6 tin cAy cta phép
phén tich

K&t qua miu phan tich chi duge chap
nhan khi hiéu suédt thu héi (%) va d6 léch
gitta hai lan tiém (CV) ctia mét loat mau
phéan tich phai théa man cac so liéu

trong Bang 2.
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Bang 2. Yéu cau vé do tin ciy ctia phép phén tich

f| S6 thit tu {l

Tén chat [I Hiéu sudc clra X7 () [I CV (%)
MAiu cé b8 sung 50 ug/kg
1 |Amoxicilin | 75%18 8
2.  PenicilinG ] L 1AE1T 8
- S Penmieilin -V~ | . ..78%30 | .. .13
VA | Ampicilin ) L7418 L 6
Mau ¢é bo sung 300 ug/kg
5. |Oxaclin | esr1s 9
6 |Nafdln | 64%22 12
_________________ 7 jCloxacilin | . .60%16 | 9
8 Dicloxacilin 48 £ 17 11

TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 198: 2004

HISTAMIN TRONG SAN PHAM
THUY SAN - PHUONG PHAP DINH
LUONG BANG SAC KY LONG
HIEU NANG CAO

Histamin in fishery products - Method
for quantitative analysis by High Perfor-
mance Liquid Chromatography

(ban hanh kém theo Quyét dinh s6
03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004
cua B& trudng Bé Thuy san).

1. P&i tugng va pham vi Ap dung

Tiéu chufin nay quy dinh phuong
phap xac dinh ham lugng histamin
trong san phdm thuy san bing sic ky
16ng hiéu nang cao (sau day goi tit 1a
HPLC). Giéi han phat hién cua phuong
phap la 5 mg/kg.

2. Phuong phap tham chiéu

Tiéu chuin nay dugc xay dung dua
theo Tiéu chuin NMKL s& 99 - 1981 &
(Nordic committee on food analysis N'o.
99 - 1981).

84 * www.ThuVienPhapLua :.com

3. Nguyén tic

* Tel: +84-8-3845 6

Histamin c¢6 trong méiu thuy san dug
tach chiét bing metanol. Dich chiét
dude lam sach trén cot trao ddi anion;

ft

awono

sau d6, dudc tao dan xuidt huynh quang
vGi o-Phthal aldehyt (OPT). Ham lugng
dAn xuit histamin duge dinh lugng trén
hé théng HPLC véi dau dé huynh quang
theo phuong phap ngoai chuan.

4. Thiét bi, dung cu, héa chat,
dung dich chuéin va dung dich thu

4.1. Thiét bi, dung cu

4.1.1. Hé théng HPLC véi dau do huynh

quang.
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4.1.2. Cot sic ky long C18, kich thuédc
cdt L x ID: 50 x 4,6 mm, kich thudc hat:
5 um.

4.1.3. May nghién déng thé téc d6
6000 - 30000 vong/phiut (HEIDOLPH
DIAX 900).

4.1.4. BE diéu nhiét hoat dong & nhiét
d6 20 -100°C (GRANT Y14).

4.1.5. May ldc téc d6 50 - 500 vong/phiit
(IKA ® KS 260 basic).

4.1.6. May do pH, dai pH tu 2 dén 12
(Knick 766).

4.1.7. Can phén tich, d6 chinh xac
0,0001 g.

4.1.8. Cét thuy tinh (khoéa teflon, kich
thuée: 300 x 10,5 mm ID x 13 mm OD).

4.1.9. Binh tam giac, binh dinh miic va
pipet thuy tinh cac loai.

4.1.10. Gidy loc 0.45 pm (Whatman
No.1).

4.2. Hbéa chat

Héa chét phai 1a loai tinh khiét dugc st
dung d& phén tich, gém:

4.2.1. Nudc cit dung cho HPLC.
4.2.2. Metanol dung cho HPLC.
4.2.3. Axetonitril dung cho HPLC.

4.2.4. Axit clohydric (HCl) dam dac
37 %.

4.2.5. Natri hydroxit (NaOH) ran.

4.2.6. Kali dihydro phosphat (KH,PO,)

Tan.

4.2.7. o-Phthal aldehyt (OPT) 99%,
dudgc bao quan lanh.

4.2.8. Trietylamin (TEA).

4.2.9. Histamin dihydroclorua (C_H, CLN,),
M = 184,07 g/mol.

4.2.10. Axit phosphoric (H,PO,) dam
dac 85 %.

4.2.11. Nhua trao d8i anion, Dowex loai
1 x 8, kich thudc hat 50 -100 mesh.

oo
4 * Www. ThuVienPhapLuat.com

4.3. Dung dich chuéin va dung dich th

4.3.1. Céac dung dich chudn histamin

”"1

4.3.1.1. Dung dich chuén histamin gecw
1000 mg/l: hoa tan 0,1656 g h1stam1mo
dihydroclorua (4.2.9) trong axit I—ICIg
0,1 M rdi dinh mitc d&€n 100 ml. Dung
dich nay bén trong 1 tuan 1é néu dm;ic:

bao quan lanh. =

=)

4.3.1.2. Dung dich chudn histaminZ
10 mg/l: pha loang 1 ml dung dich chudn
goc histamin 1000 mg/l (4.3.1.1) véi dung
dich axit HC1 0,1 M (4.3.2.3) réi dinh
mitc dén 100 ml. Dung dich nay bén
trong 1 tudn 1& néu dugc bao quan lanh.

4.3.1.3. Cac dung dich chudn histamin
lam viéc: pha loang lan lugt 1; 2 va 3 ml
dung dich chuin histamin 10 mg/l
(4.3.1.2) trong dung dich axit HC1 0,1 M
(4.3.2.3) rbi dinh mic dén 100 ml dé duge
cac dung dich chuan 0,1; 0,2 va 0,3 mg/l.
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Chuén bi mdi cac dung dich chuan méi
khi phan tich.

4.3.2. Cac dung dich thu

4.3.2.1. Dung dich axit HC1 2,5 M: pha
lodng 125 ml axit HCI (4.2.4) trong nuéc
ct (4.2.1) dé c6 500 ml.

4.3.2.2. Dung dich axit HC1 1 M: pha
loang 40 m)] dung djich axit HCl 2,5 M
(4.3.2.1) trong nude cit dé c6 100 ml.

4.3.2.3. Dung dich axit HCI 0,1 M: pha
lodng 10 ml dung dich axit HCl 1 M
(4.3.2.2) trong nudc cit ¢é c6 100 ml.

4.3.2.4. Dung dich NaOH 1 M: hoa tan
40 g NaOH (4.2.5) trong 1000 ml nudc
cét.

4.3.2.5. Dung dich OPT: hoa tan 0,100
mg OPT (4.2.7) trong 100 ml metanol
(4.2.2). Dung dich bén trong 1 tuan 1&
néu duge bao quan lanh trong chai sam

mau.

4.3.2.6. Dung dich H,PO, 1,19 M: pha
loding 121,8 ml H,PO, dam déc 85%
(4.2.10) véi nude cat (4.2.1) dé c6 1000 ml.

4.3.3. Chuén bi nhya trao d6i anion:
nhua trao d6i anion duge d6 vao trong
dung dich NaOH 1 M (4.3.2.4) véi vy &
tuong tng 15 ml NaOH/1 g nhya. Tién
hanh khudy déu dung dich, dé yén it
nhit trong 30 phit réi gan bé phén
dung dich. Lap lai thao tac trén. Cuoi
ciing rita nhua véi nudc cat. Sau do, do

nhua lén gidy loc réi rita nhiéu lan véi

nude cit (4.2.1) cho dén khi hét NaOH.
Nhua bao quan duge 1 tuan trong nudc

cAt.

4.3.4. Chuén bi pha déng: hoa tan
1.089 g KH,PO, (4.2.6) trong gan 600 ml
nuéde (4.2.1). Thém 100 ml axetonitril
(4.2.3) va 0,10 ml TEA (4.2.8), chinh pH
dén 7,30 + 0,05 trén may do pH (4.1.6).
Sau d6, chuyén dung dich vao binh dinh
muc 1000 ml (4.1.9) rdi dinh mc t61 vach
bang nudc cat (4.2.1).

om

.

Cht thich: trong qué trinh chudn b

enPhapLuat.c

pha ddéng, dung dich phai duge loc qu
gidy loc 0,45um (4.1.10) va dudi khi bang-

bé siéu am trude khi st dung.

it

5. Phuong phap tién hanh

S
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5.1. Chuén bi mau thu
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méy nghién dong thé (4.1.3). Can chinhd‘H
xac 10 g mau da dude nghién déng thé (k‘g
hiéu W) cho vao binh tam giac 150 mg
(4.1.9). i

5.1.2. Thém 50 ml metanol (4.2.2) lac
déu trong 2 phut. Dit binh chia dung
dich mau trén bé diéu nhiét (4.1.4) ¢
nhiét d6 60°C trong 15 phut. Sau 4o,
chuyén toan bd sang binh dinh mic
100 ml; trang binh tam gidc bing metanol
(4.2.2).

5.1.3. D& ngudi dung dich téi nhiét do
trong phong rdi dinh muc dén vach bang
metanol (4.2.2) dé c6 100 ml (ky hiéu V).
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Lic déu dung dich réi loc qua gidy loc
(4.1.10). Dich chiét nay bén dudgc vai tuan

18 néu dugc bao quan lanh.
5.2. Chuan bi miu tréng

Mau trdng 12 mau thay san da duge
xac dinh khong chiia histamin. Tién
hanh chudn bi mau trdng nhu chudn bi
v6i mau thit theo quy dinh tai Diéu 5.1,

5.3. Chudn bi miu dé xac dinh d6 thu
héi 100 ppm

Thém chinh x4c 1 ml dung dich chuan
histamin 1000 mg/l (4.3.1.1) vao 10 g
mau tring da duce nghién dong thé.
Tién hanh chuédn bi mau dé xac dinh do
thu héi nhu chudn bi véi mau thi theo
quy dinh tai DPiéu 5.1.

5.4. Lam sach miu
5.4.1. Chudn bi ¢ot lam sach

Nhéi nhya trao déi anion da dudc
chudn bi (4.3.3) vao cét thiy tinh (4.1.8)
dén chiéu cao khoang 8 cm va giit khong
dé khé cot. Trude khi su dung phai ria
cot thay tinh véi 10 ml nude cit (4.2.1).

5.4.2. Lam sach mau

Lan lugt cho 1 ml dich chiét thu dugc
tai cac Diéu 5.1, 5.2 va 5.3 (ki hiéu vV,
qua cdt, rdi riia cot bing 4 - 5 ml nudc cat
(4.2.1). Thu dich chay ra vao binh 50 ml
da chtta 5 ml dung dich axit HCl 1 M
(4.3.2.2). Khi I6p dung dich cach mat trén
16p nhya khoang 2 mm phai cho tiép

nudc cat (4.2.1) vao cot cho dén khi thu
dugc khoang 35 ml dich giai hdp. Khoa
cot roi dinh mic phan dich giai hap thu
duge bing nude cit (4.2.1) dé c¢6 50 ml
(ky hiéu V).

5.5. Tao dan xuat huynh quang
5.5.1. Dung dich xac dinh duong chuin

Hit chinh xac 5 ml cac dung dich
chudn histamin lam viéc (4.3.1.3) vio céc§
binh dinh muc 50 ml, thém 3 ml dungé
dich NaOH 1 M (4.3.2.4) vao méi binh réi&
ldc déu. Sau khoang 5 phit, thém 1 o
dung dich OPT (4.3.2.5) vao mdi binh.é
Sau dung 4 phiut, tiép tuc thém 3 m]%
dung dich H PO, 1,19 M (4.3.2.6) vao moi

pL:
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HC1 0,1 M (4.3.2.3) réi lic déu cac binh.

84—8—3845 6684

Chu thich: phai lic déu dung dich sau®
mdi 1dn thém héa chit it nhat 1 lam-

trong qua trinh tao phan tng véi dung‘_
dich OPT (4.3.2.5).
o 2

5.5.2. Mau trang

Hit chinh xac 5 ml dich chiét mau
trdng da duge lam sach (5.4.2) vao binh
tam giac 50 ml. Sau d6, tién hanh tao dan
xudt nhu d6i véi dung dich xac dinh
duong chudn theo quy dinh tai Diéu
5.5.1.

5.5.3. Mau xac dinh do thu hoi

Hut chinh xac 5 ml dich chiét mau xac
dinh d6 thu héi da dudc lam sach (5.4.2)
vao binh tam giac 50 ml. Sau do, tién
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hanh tao dan xuat nhu déi véi dung dich
xac dinh dudng chuin theo quy dinh tai
Diéu 5.5.1.

5.5.4. Mau thu

Hut chinh xac 5 ml dich chiét mau thu
da dugc lam sach (5.4.2) vao binh tam
giac 50 ml. Sau d6, ti€n hanh tao dan
xudt nhu déi véi dung dich xac dinh
duong chuédn theo quy dinh tai Piéu
5.5.1.

5.6. Tién hanh phan tich trén HPLC

5.6.1. Diéu kién phan tich:

a) Cot sac ky: cot Licrocart C18, kich
thude 50 x 4,6 mm, 5 um (4.1.2).

b) Nhiét do cot: 40°C.

¢) Pha dong: hon hop gom: KH,PO,,
axetonitril va TEA (4.3.4).

d) Téc d6 dong: 1 ml/phut.

d) Bude song kich thich: A = 350 nm.
e) Bude song phat xa: A = 444 nm.
g) Thé tich tiém: 20 ul.

5.6.2. On dinh cot sidc ky trong 30

phut tai ché do 1am viéc.

5.6.3. Tiém cac dung dich chuén da
dudc tao dan xuiat huynh quang (5.5.1).
Dung méi quan hé tuyén tinh cua dién

tich pic sic ky theo nong do.
5.6.4. Tiém dich chiét mau tring

(5.5.2); dich chiét mau xac dinh do thu
hoéi (5.5.3) va dich chiét mau thi (5.5.4)

da duge tao dan xuit huynh quang vao
hé théng HPLC. Mbi dich thuc hién 2
lan. Tinh dién tich trung binh va xac
dinh néng do histamin trong dich chiét tu
dudng chuin. Tinh ham lugng histamin

trong mau theo Diéu 6.

5.7. Yéu cau vé do tin cay cua phép phan
tich

5.7.1. D6 lap lai cua 2 lan tiém

Do léch chuan (CVy tinh theo dién tich
pic sic ky caa 2 lan tiém cung mét dung
dich chuan phai nho hon 0,5%.

5.7.2. Do thu hoi (R)

Po6 thu hoi cia mau dude xac dinh theo
mdi lan phan tich mau. D6 thu hoi tmlé
dudc phai ndm trong khoang tu 90 dé_f}
110%. .

5.7.3. Puong chuan phai c6 do tuyén
tinh tét, hé s tuong quan quy héi tuyén
tinh (R?) phai 16n hon hoic biang 0,99.

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

6. Tinh két qua

Ham Jugng histamin c¢6 trong mau thu
dudc tinh theo cong thuc sau:

CxV xV,
M (mglkg) =

WxV,
Trong doé:
- M la ham lugng histamin ¢6 trong
mau, tinh theo mg/kg.
- C la néng d6 histamin c6 trong dich

chiét mau (5.6.4), tinh theo pg/ml.
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-V, 1a thé tich dich miu thi (100 ml)
da duge dinh muc (5.1).

-V, 1a thé tich dich chiét (1 ml) chuan
bi duge lam sach (5.4.2).

-V, la the tich dich da dude lam sach
(5.4.2) chida trong binh dinh muc (50 ml).

- Wla khéi lugng (10 g) cia mau thu
da dugde nghién dong thé (5.1).

Chu thich: Néu két qua tinh trén mau
16n hon 15 mg/100 g thuy san thi phai
pha lodng dich chiét mau va thuc hién
lai quy trinh tu Diéu 5.4.

TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 199: 2004

SALMONELLA TRONG SAN PHAM
THUY SAN - PHUGNG PHAP DINH
TINH BANG KY THUAT POLY-
MERASE CHAIN REACTION

Salmonella in fishery products -
Method for qualitative analysis by Poly-

merase Chain Reaction

(ban hanh kém theo Quyét dinh s6
03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004
cua Bo truéng Bo Thuy san).

1. Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phuong phap

dinh tinh Salmonella trong san pham

thuy san bang ky thuat Polymerase
Chain Reaction (sau day goi tat 1a PCR).

2. Tai liéu tham khao

- Rapid lIdentification of Salmonella
serovars in feces by specific detection of
virulence gens, invA and spvC, by an
Enrichment broth culture multiplex PCR
combination assay. (CHENG HSUN
CHIU AND JONATHAN T.OU. - Jour-
nal of Clinical microbiology, p.2619 -
2622. Oct. 1996).

- Specific detection of Salmonella spp.
by multiplex polymerase chain reaction.
(JS. WAY, KL. JOSEPHSON, SD. PILLAI
M. ABBASZADAGAN, CP. GERBA AN@)

IL. PEPPER. - Appl. Environ. Microbi{zi:,
59 (5): 1473 - 1479, 1993). -

- Detection of Salmonella spp. and

Tel: +84-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

Listeria monocytogenes in Suspended

ft

Organic Waste by Nucleic Acid Extraction =
and PCR. (CAROLA BURTSCHER, PAPA E
A. FALL, PETER A. WILDERER, AND
STEFAN WUERTZ. - Appl. Environ.
Microbiol. 65 (5): 2235 - 2237, 1999).

- Nordic commitees on food analysis
(NMKL) No 71, 5" ed., 1999, Salmonella -

Detection in foods.
3. Giai thich thuat nga

Trong Tiéu chuan nay, cac thuat ngu

duéi day dude hiéu nhu sau:

3.1. Salmonella
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Giong Salmonella la vi sinh vat thudc
ho vi khuan dudng rudt enterobacteriaceae
¢6 hon 2400 kiéu huyét thanh. Salmo-
nella la truc trung Gram am, kich thudc
khoang 0,6 - 2,0 um, hiéu khi, ¢6 thé di
dong, khong tao bao ti, sinh hoi 1én men
dextrosa, sinh khi dihydrosunfua.

T4t ca cac kiéu huyét thanh Salmonella
déu mang cum gen inv (invasion) giup
cho qua trinh xdm nhiém vao trong
thanh rudt ctia nguoi va dong vat, ma
d4u cta tién trinh gay bénh. Cum gen
nay nam trong hé thong gen SPI - 1
(Salmonella pathogenicity island) c6 mat
trong tit ca cac Salmonella, tit nhém tién
héa thiap nhat 1a S. bongori dén nhom
tien héa cao nhat la S. enterica 1. InvA
l2a mot ban gen luén c¢6 mat trong hé

théng gen inv.

3.2. Ky thuat PCR 1a ky thuat dung dé
khuéch dai s6 ludgng ban sao cua mot
trinh tu AND dich qua cac chu ky géom 3
buéc: bién tinh ADN, bét cap bé sung véi
moi va téng hgp mach mdéi nhd enzym

ADN polymerase.
3.3. ADN dich (target ADN)

Trong ky thuat PCR, ADN dich dugc
hiéu 14 mét doan ADN dic trung cho déi
tuong can phat hién. Trong Tiéu chuan
nay, ADN dich 1A m6t doan trong gen

invA.

3.4. Bién tinh la su chuyén tu sdi ADN
dang mach kép sang dang mach don dudi

tac dung cua tdc nhan bién tinh. Trong
Tiéu chuan nay, tac nhan bién tinh la
nhiét.

3.5. Bat cdp bé sung la su két hgp gita
hai mach ADN hay mot ADN mach don
véi ARN ¢6 cac trinh tu bd sung dé tao

nén mot mach kép.

3.6. ADN polymerase 1a enzym tong
hgp nén mach ADN méi ti mdt mach
khuén. Phuong phap nay su dung Taq%
ADN polymerase 1a mot ADN polymera%%
hoat dong ¢ nhiét do cao.

enPhap

1

3.7. Méi 1a mét trinh tu ADN hay ARNb
ngan bat cap véi mét mach khuon ADN
OH tu do giup AD
polymerase bit dau tong hgp mach rﬁélw

c6 mang mot dau 3’ -

I
20

Tel™+84-8-3845 6

g

4. Nguyén tic

Phuong phap dinh tinh nay dua vac
viéc xac dinh doan ADN dich co dll(_j(&
khuéch dai hay khong. Quéa trinh xz-’z%
dinh dugc thuc hién biang cach dién d?
san phdm khuéch dai trén gel agaroaa
nhuém mau ADN bing etyl bromua va
quan sat bang dén UV c¢6 budce séng la
302 mm. Néu trong mau cé gen dich, trén
bang gel dién di sé xuat hién san pham
khuéch dai ¢6 kich thude phu hgp véi do
dai cua doan ADN dich da dinh. Néu
trong maAu khong c6 gen dich, trén gel
dién di khoéng xudt hién san pham
khuéch dai hay san pham khuéch dai c6
kich thudc khéng phu hgp véi doan ADN
dich.
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5. Thiét bi, dung cu, héa
moi truong

5.1. Thiét bi, dung cu

5.1.1. Ta &m 37°C.

5.1.2. May luan nhiét.

5.1.3. May ly tam dung cho éng
eppendorf 1,5 ml.
5.1.4. May lac 6ng nghiém.

5.1.5. Thiét bi dién di ngang va bd
ngudn dién di c6 dién thé hoat déng tir 80
dé 150 volt.

5.1.6. Hop dén soi UV c¢é kinh loc
302 mm.

5.1.7. B6 chup anh trén den UV.

5.1.8. Ong Eppendorf 0,2. 0,5 ml; 1,5 ml
chuyén dung cho PCR.

5.2. Héa chat, moi trudong

5.2.1. Mai

Gém hai méi invAl va invA2 dudc
thiét 1ap cach nhau 520 bp trong gen
invA c6 val tro trong qua trinh xam
nhiém Salmonella vao thanh rudt dong
vat va ngudi. Trinh tu ctia hai méi nhu
sau:

invAl:

5 - TTGTTACGGCTATTTTGACCA - 3

InvA2:

5' - CTGACTGCTACCTTGGCTGATG - 3

Néng d6 moi st dung trong phan tich

dugce pha loang thanh 6 pM trong dém
TE. Pém TE ¢6 thanh phan nhu sau:
10 mM Tris-HCI (pH = 8), 1 mM EDTA.

5.2.2. Méi truong nuéi cay vi sinh vat

va cac loai héa chat khac

Khuyén khich st dung mo6i truong nudi
cdy dang bot kho va cac vat liéu dung

cho phan ting khuéch dai PCR dugc tong

m

hgp thanh kit dang duge luu hanh trén g

thi truong c6 thanh phan phu hgp nhu
dudi day.
Qua trinh pha ché, bao quan, sti dung

phai tuin thu theo huéng din ctia nha

www. ThuVienPhapLuat

san xudt. Trong truong hop su dung cic.
g

vat lidu hoa chat riéng 18, do tinh khiets
- ~ -, ~ ::::W 'lrﬂ

cua cac thanh phan va nudc pha ché phaiz

dam bao chat lugng dung cho vi sinh va=

sinh hoc phan tit. o
e

5.2.2.1. Dung dich dém pepton ;:
=

Pepton (C.H, 0,): 10,0g =
=

Natri clorua (NaCl): 5,0g

Dinatri hydro phot phat (Na,HPO ):
3,6¢g

Kali dihydro phot phat (KH,PO)): 1,5g
Nude cat: 1000 ml

Hoa tan cac thanh phan trong nudc
cAt, dun tan, phan phéi vao trong cac
binh ch@a phu hgp. Hip khu trung ¢
nhiét do 121°C trong 15 phut. pH sau khi
khu trung 1a 7,0 £ 0,2 6 25°C.
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5.2.2.2. Hon hgp dung trong khuéch dai
PCR 1,1x

Taq polymerase: 0,025 U/ul (1,25 U/
50 ul)

Tris - HC] (pH = 8,8 6 nhiét d6 25°C):
75 mM

Sunphat amon (NH), SO,: 20 nM
Tween 20: 0,01% (v/v)

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP):
200 uM (mbi loai)

Magié clorua (MgCl,): 1,5 mM

T4t ca cac thanh phan trén dugc pha
ché trong nudc cat 2 ldn va bao quan d
nhiét d¢ 4°C trong 1 thang. Cé thé bao
quan ¢ nhiét dé - 20°C trong 1 nam.
Khéng nén ra déng va tai déong dung

dich da pha ché& nhiéu lan.
5.2.2.3. Thang ADN

Nén st dung thang do phut hop ¢6 thé
udc lugng dude doan khuéch dai 520 bp.
Cé6 thé sit dung san pham khuéch dai c6
kich thude 520 bp da biét trude lam
thang do trong phuong phap nay.

5.2.2.4. Agarose

St dung trong ky thuat nay la loai
dung dé dién di ADN c¢6 kich thudc nhé
hon 1000 bp.

5.2.2.5. Dém dién di TAE 1x

Tris: 4,84 g

Na,EDTA 0,6M, pH = 8,0: 2 ml
Axit axetic bang: 1,14 ml
Nude cat cho da: 1000 ml

Nén pha ché thanh dung dich 10x
(dam d#c 10 lan), khi st dung méi pha
lodng véi nude thanh dung dich 1x.

5.2.2.6. Dém tai mau 6x
Glyxerol: 30 %

Xanh bromphenon: 0,25 %
Tris: 200 mM

Na,EDTA: 20 mM

Cac thanh phan trén dudc pha trong
nudc cit, bao quan & nhiét dé 4°C.

5.2.2.7. Thudc nhusm AND: dung dich

etyl bromua néng d6 10 mg/ml.

* Tel: +84-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat.com

6. Phuong phap tién hanh

ft

6.1. Lay mau

awono

Can chinh xac 25 g mau (hodc mot
khéi lugng chinh xac tuy theo yéu cau)
r6i cho vao binh tam giac hoic bao PE vo

trung.
6.2. Tang sinh

Nham lam tang s6 lugng Salmonella
trong mau, cac t€ bao bi suy yéu hay ton
thuong ciing dude phuc héi va phat trién.
Giai doan nay dudc tién hanh trong moi
truong khong chon loc va trén nguyén

tdc ctt mot phan khoi lugng mau sé bo
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sung 9 phan khéi lugng méi trudng ting
sinh. Néu ldy 25 g mau, phai bé sung
225 g moi truong tdng sinh dung dich

pepton dém.

U méu c6 moi truong tang sinh ¢ nhiét
d6 37,0°C + 1,0°C trong khoang 18 gig +
2 gia.

6.3. Xt ly mau giai phéng ADN

Giai doan nay nham thu nhan sinh
khéi sau khi tang sinh, rita sach moi
truong sau khi nuéi cdy, pha va té bao dé
giai phong ADN. Cach xi 1y nhu sau:

6.3.1. Lac déu canh khudn tang sinh.
Hut 0,5 ml vao trong 6ng eppendorf cé
thé tich 1,5 ml, ly tam véi téc do 10 000
vong/phut trong 5 phut réi loai bé phan
mé1 truong long bén trén. Ria sinh khoi
bén duéi véi nude cat vo trang réi tiép tuc
ly tdm véi ché& dé nhu trén dé loai bd
phan nudec.

6.3.2. Huyén phu sinh khéi trong 6ng
v61 0,5 ml nude cdt vé triang. Pun séi
cach thiy trong 10 phit. Ly tam huyén
dich sau khi dun véi téc d6 10 000 vong/
phit trong 5 phut dé ling cac manh vé
té bao xudng day. Phan dich trong bén
trén dudc coi 1a khuén ADN dé tién
hanh phan dung khuéch dai.

6.4. Khuéch dai

Giai doan nay nhim lam tang sd lugng
ban sao doan ADN dich trén may luan

nhiét (thermocycler) bing hai méi dic

trung. Qua trinh khuéch dai dude tién
hanh trong khoang 30 chu ky.

6.4.1. Chuin bi 6ng khuéch dai

Hiit 45 pl hon hgp khuéch dai PCR
1,1 x cho vao trong ong nghiém PCR ¢6
thé tich 0,2 hoac 0,5 ml, thém vao 1 pul
moi moi invAl va invA2 c¢6 néng dé 6 pM
va 3 ul mau khuén ADN. Téng thé tich
trong mot 6ng khuéch dai la 50 pl.

com

boi chung duong: thay dich khuén
ADN mau bang dich ADN ctia Salmo-

nella chuan da biét,

D61 ching Am: thay dich khuon ADN

mau bang nudc cit vo trung.

6.4.2. Chuong trinh khuéch dai

ipel g
3845 6684 * www.ThuVienPhapLuat

i

1=
1

Cac ong khuéch dai duge diit vao tron

|
==

may ludn nhiét. Chuong trinh khuéch

dai nhu sau:

* Tel: +8

Duy tri nhiét do 95°C trong 5 phut dé

lam bién tinh hoan toan cac sgi ADN

ft

awono

trong mau. Tiép theo la 35 chu ky, mdi
chu ky ¢6 3 bude nhu sau: 95°C/60 giay;
54°C/45 giay va 72°C/60 gidy. Sau khi
két thic 35 chu ky, mau duge gia ¢ nhiét
do 72°C trong 10 phut, sau d6 git on
dinh ¢ nhiét d6 20°C cho dén khi dién di.

6.5. Dién di san pham khuéch dai
6.5.1. Chuan bi gel dién di agarose 1%

Gel agarose 1 % pha trong dém TAE 1x
duge dun chay hoan toan va dé vao khay

dién di da c6 sdn cac luge dé tao giéng.
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Gel dién di phai ¢6 do day khoang 3 - 4
mm. Gel sau khi chuén bi dugec ngam

chim hoan toan trong dém TAE.
6.5.2. Chuan bi dich dién di

Mau sau khi khuéch dai duge nhuém
v6i 10 pul dém tai mau 6x roi tron that

déu.
6.5.3. Dién di

Mét giéng trong gel dién di dude su
dung cho thang ADN chuan hay mau d6i
ching duong. Nap 10 ul dich dién di da
chuin bi vao trong gel agarose. Tién
hanh dién di trong 60 phut ¢ hiéu dién
thé 100 von.

6.6. Nhuom ADN, quan sat san pham
khuéch dai

6.6.1. Chuan bi dung dich nhuém mau

Pha dung dich nhuém ADN nhu sau:
cho 0,2 ml etyl bromua 10 mg/ml vao 0,5
lit nude, pha vao trong khay chia co

miéng rong hon ban gel dién di.
6.6.2. Nhuom gel

Ngam ban gel da dién di vao dung dich
nhuém trong 10 phit. Ria gel bing nudc
trong khoang 3 - 5 phit dé loai bo phan
etyl bromua du.

6.6.3. Quan sat, chup hinh

Cho ban gel da nhudm lén hop den sol
UV, déng kinh bao vé, bat dén réi quan

sat cac vach sang d6 cua ADN xuat hién

trén ban gel. Sau d6, chup hinh dé luu
tri két qua.

7. Doc va giai thich két qua

K&t qua phan tich chi dude xem xét két
luan khi mau déi ching duong tinh co
san pham khuéch dai ADN véi kich thudc
520 bp va mau déi ching dm khong co

n ol "
san pham nay.

MAu dude két luan la duong tinh Sal-

om

monella khi ¢6 san pham khuéch dai 52
bp trén ban gel. Mau dudc két luan la am=
tinh khi khong ¢6 san pham khuéch dai
hay san pham khuéch dai c6 kich thudc
khac hon 520 bp.

ha Lua?c

Viel

8. Quy dinh vé dam bao an toan

T

J

Tel: +8£8-3%45 6684 * www.TH

Trong qua trinh tién hanh thao ta
phai thuc hién dung cac quy dinh sa
day:

8.1. Thuéc nhudém etyl bromua la mf‘;é
chit doc co thé gay ung thu cho nguoi Vit
dong vat. Do do, khi su dung hoéa ché%
nay phai ¢6 gang tay va kinh bao hd.
Dung dich sau khi st dung phai cho
chay qua than hoat tinh truéc khi dé bo.

8.2. Chi duge bat den UV dé quan sat
ADN sau khi da déng kinh bao vé.

8.3. Nghiém cd&m su dung cac dung cu
lién quan dén san pham sau khuéch dai

cho viéc tang sinh hay chuan bi mau.

8.4. Phong thi nghiém phai dugc bd

tri riéng biét khu chudn bi mau trude
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khi khuéch dai va khu x1t 1y san pham
sau khi khuéch dai dé tranh hién tuogng
nhiém chéo gay két qua duodng tinh
gia./.

TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 200: 2004

VIBRIO CHOLERAE TRONG SAN
PHAM THUY SAN - PHUONG
PHAP DINH TiNH

Vibrio cholerae in fishery products -

Method for qualitative analysis

(ban hanh kém theo Quyét dinh s6
03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004 cua
B6 trudng B6 Thuy san).

1. Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phucng phap
dinh tinh vi khuin Vibrio cholerae trong

san pham thuy san.
2. Phuong phap tham chiéu

Tiéu chudn nay duge xay dung dua
theo chudng 9, S6 tay phan tich vi sinh,
tai ban 1an 8 nim 1998 ctia Cuc Quan ly
Thuc pham va Duge phdm My.

3. Nguyén tic

Vibrio cholerae thugc giong Vibrio, ho
Vibrionaceae 14 phay khuin gram am,
ky khi tuy nghi, ¢6 kha nang di dong,
phan ung oxidaza duong tinh, phat trién

dudce ¢ nhiét d6 42°C, 1én men dudng
sacaroza, khi lysin; phat trién duge ¢
moi trudng khong c6 mudi nhung khéng
phat trién dudc & méi trudng cé nong do
muéi 16n hon ho#c bing 6 %; nhay véi
hgp ch4t tc ché phay khuan 0/129
Vibriostat.

Phat hién Vibrio cholerae bing cach

tang sinh trong méi trucng 1éng chon loc

va cdy chuyén phan lap trén méi trubng%

rin chon loc. Nhitng khuan lac nghi ngf)'§

dugc khing dinh bing thit nghiém sinh £

héa va khang huyét thanh.

4. Thiét bi, dung cu va méi trudng,

thuoc thu
4.1. Thiét bi, dung cu
-4.1.1. Ta 4m (37,0°C + 1,0°C).
4.1.2. Bé diéu nhiét (42,0°C + 0,2°C).
4.1.3. Can c6 d6 chinh xac 0,0001 g.
4.1.4. May nghién dong thé.
4.1.5. May lic 6ng nghiém.
4.1.6. Dia petri.

4.1.7. 6ng nghiém duong kinh cac cd:
13, 16 va 18 mm.

4.1.8. Mot s6 thiét bi thong thudng
khic nhu: may do pH, tu sdy, néi hap
thanh trang, ta lanh.

4.2. Méi truong, thudc thu

4.2.1. Nudc pepton kiém: Ancalin
Peptone Water (APW)

* Tel: +84-8-3845 6684 * www.ThuVienP

awSoft
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Pepton: 10,00 g
Natri clorua (NaCl): 10,00 g

Nude c4t: 1,00 lit
pH = 8,5 + 0,2 (& nhiét &b 25°C)

Hoa tan cac thanh phan, chinh pH theo
yéu cau réi chia vao cac binh chia thich
hop. Hap 6 nhiét do 121°C trong 10
phit. Khi bdao quan phai vin chit ndp
binh, dé tranh bay hoi nudc va pH bi thay

dou.

4.2.2. Mbi truong phéan lap: Thach
Thiosunfat-Citrat-Bile-mudi-Sacaroza
(TCBS thach)

Pepton: 10,00 g

Cao ndm men: 5,00 g

Natri xitrat: 10,00 g

Natri thiosunphat (Na,S,0,): 10,00 g
Mat bo: 5,00 g

Sacaroza: 20,00 g

Natri clorua (NaCl): 10,00 g

S4t (I11) xitrat (FeCH,O.): 1,00 g
Natri cholate: 3,00 g

Xanh bromthymol: 0,04 g

Xanh thymol: 0,04 g

Thach: 15,00 g

Nudc cat vo trang: 1,00 lit
pH = 8,6 + 0,2 (6 nhiét do 25°C).

Pun sé1 dé hoa tan hoan toan cac

thanh phén rdéi lam ngudi ngay tdi nhiét

dé khoang 50°C. R6t 15 - 20 ml vao cac
dia petri vé trung. Trude khi su dung
phai 1am khé dia méi truong bang cach
dé qua dém & nhiét dd trong phong hoic
dat dia trong tu &m & nhiét do khoang
37°C - 45°C.

Chi thich: Khong hdp khu trung moi
truong.

4.2.3. M6i trudng, thude thi sinh héa

4.2.3.1. Thach sét ba dudng: Tripl
Sugar Iron agar -TSI

Pepton: 15,00 g
Proteose pepton: 5,00 g
Cao thit bo: 3,00 g

Cao ndm men: 3,00 g

-8-3845 6684 * www.ThuVienPhapLua®com

Natri clorua (NaCl): 5,00 g
Lactoza: 10,00 g
Sacaroza: 10,00 g

Glucoza: 1,00 g

awSoft = Tel: +84

Sét (II) sunphat (FeSO,): 0,20 g
Natri thiosunphat (Na,S,0,): 0,30 g
Do phenol: 0,024 g

Thach: 12,00 g

Nudc cat: 1,00 lit; pH = 7,4 = 0,2 (6
nhiét d6 25°C).

Hoa tan cac thanh phan, chia vao mdi
ong nghiém khoang 5 ml. HAp 6 nhiét do
121°C trong 15 phut. Trude khi méi
truong déng, dit cdc 6ng nadm nghiéng
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sao cho phan thach ding cao khoang nghiém khoang 5 ml. Hap & nhiét do
2 - 3 cm va phan thach nghiéng khoang 121°C trong 15 phit.

4 -5cm. 4.2.3.4. O/F Glucoza

4.2.3.2. Thach sit hai dudng: Klingler
Iron Agar - KIA

Trypton: 2,00 g

Natri clorua (NaCl): 5,00 g

Polypepton pepton: 20,00 g Dikali hydro phosphat (K,HPO,): 0,30 g

Natri clorua (NaCl): 5,00 g Xanh bromthymol: 0,03 g

Lactoza: 20,00 g

Thach: 2,00 g
Dextroza: 1,00 g Glucoza: 10,00 g
S&t ammoni xitrat: 0,50 g Nudc cat: 1,00 lit; pH = 6,8 + 0,2
Natri thiosulphat (Na,8,0,): 0,50 g (6 nhigt 49 25°C)
Phenon dé: 0,025 g Dun sbi dé hoa tan cac thanh phan réi

rét 5 ml méi trudng vao mdi éng nghigm.
Thach: 15,00 g Hap ¢ nhiét d6 121°C trong 15 phat. f;_:';
Nudc cat: 1,00 lit; pH = 7,4 + 0.2

(& nhiét do 25°C)

4.2.3.5. Canh thang muéi trypton 6
gial nong d6 NaCl 1a: 0; 1; 3; 6; 8 va 10 %
Cach pha nhu quy dinh tai Diéu 4.2.3.1. NaCl (ky hiéu lan lugt la: T N_; T N ;

TINE; TlNB; TINS va Tle)
4.2.3.3. Hugh - Leifson Glucoza

Hoa tan 10 g trypton trong 1 lit nudc
cit. Sau dé, thém lan lugt: 10, 30, 60, 80 =

WSOft * Tel: +84-5-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

Pepton: 2,00 g

Cao ndm men: 0,50 g va 100 g NaCl dé dugc cac canh thang
Natri clorua (NaCl): 30,00 g trypton c6 giai nong do6 NaCl nhu trén.

Sau dé, khuay déu, roi chinh pH sao cho
Dextroza: 10,00 g mo1 truong sau khi hap ¢6 pH = 7,2 + 0,2
Tim bromcresol: 0,015 g (6 nhiét @6 25°C). Tién hanh rét 5 ml moi
Thach: 3,00 g truong vao méi 6ng nghiém. Hap ¢ nhiét

d6 121°C trong 15 phut.
Nudc cat: 1,00 lit; pH = 7,4 + 0,2

(6 nhiét d6 25°C) Chu thich: Cac 6ng moéi truong phai

duge nut chit trong qua trinh bao quan
Dun néng dé hoa tan hoan toan cac dé tranh boc hoi nudc lam thay doi nong

thanh phan trén réi chia vao méi 6ng  d6 musi.
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4.2.3.6. M6i truong thi decarboxylaza
(Mbi truong co ban)

Pepton: 5,00 g

Cao ndm men: 3,00 g

Glucoza: 1,00 g

Tim bromcresol: 0,02 g

Nudec cat: 1,00 lit; pH = 6,5 + 0,2 (0
nhiét do 25°C)

Tuay theo loai méi truong can pha, thém
5 g mot trong cac loal axitamin: L-lysin
hodc L-arginin hodc L-ornithin vao maéi
truong cd ban trén. Sau d6, rét 5 ml moi
trudng vao cac 6ng nghiém, néi 1éng nép.
Hap & nhiét d6 121°C trong 10 phut. Cac
ong phai dudc nit chit trong khi bao

quan va sau khi cay.
4.2.3.7. Canh thang uré
Uré: 20,00 g

Dinatri hydro phosphat (Na,HPO)):
9,60 g

Dikali hydro phosphat (K,HPO,): 9,10 g

Cao ndm men: 0,10 g

Do phenol: 0,01 g

Nude cat: 1,00 lit; pH = 6,8 £ 0,1

(& nhiét d6 25°C)

Hoa tan cac thanh phan. Khéng duge
hap khi trung, loc vé trung bing mang
loc c6 dudng kinh 16 1a 0,45 ul. Sau doé,

r6t khoang 1,5 - 3,0 ml vao cac 6ng

nghiém hodc dia petri da duge say vo

trung.

4.2.3.8. Canh thang bromcresol (Méi
truong cd ban)

Pepton: 10,00 g

Natri clorua (NaCl): 5,00 g
Cao thit bo: 3,00 g

Tim bromcresol: 0,04 g

Nudc cat: 1,00 lit; pH = 7,0 £ 0,2
(6 nhiét do 25°C)

apLuat.com

Hoa tan cac thanh phén trén, chinh

=X

pH sao cho méi truong sau khi pha datz
=

yéu cAu nhu trén rdi rét 2,5 ml vao cac;

WWW,

éng nghiém. Hap & nhiét d6 121°C trong
10 phiit.

56684 *

Pha cac loai dung dich cacbonhydﬁa@
50% (nhu: sacaroza, lactoza, D-cellobiozag
arabinoza, D-manniton va D-mannoza]%
trong nude cat réi loc vé trung. Thlfém‘eH
0,278 + 0,002 ml dung dich nay vao 6'11%
nghiém chiia 2,5 ml méi trudng co béing
Mbi trudng cudi cung c6 noéng df
carbohydrat la 5%.

4.2.3.9. Thach trypton muéi 2%: TSA
2% NaCl

Trypton: 10,00 g
Natri clorua (NaCl): 20,00 g
Thach: 20,00 g

Nudc cat: 1,00 lit; pH = 7,2 + 0,2
(3 nhiét d 25°C)

Pun sbdi dé hoa tan cac thanh phan
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trén. Hdp 6 nhiét d6 121°C trong 15
phut. Sau &6, dé ngudi dén nhiét do
khoang 45 - 50°C réi rét ra dia hodc 6ng

nghiém.
4.2.3.10. Thuée tha Oxidaza

Hoa tan 1,0 g N, N, N, N-tetrametyl-p-
phenylenediamine.2HC1 vao 100 ml nuée
cdt vo trung. Pung dung dich trong lo
sdm mau ho#c boc 1o trong gidy bac. Bao
¢ nhiét do 2 - 8°C, su
dung trong vong 7 ngay.

quan dung dich

4.2.3.11. Dau khoang v6 trung

Ré6t khoang 20 - 50 ml ddu khoang vao
binh ¢6 ndp xoay. Hdp ddu & nhiét dé
121°C trong 30 phait.

4.2.3.12. Thuée thit ONPG
Dung dich dém:

Natri dihydro phosphat ngam 1 phan
ta nude (NaH,PO,H,0): 6,90 g

Nugc cat: 45,00 ml

Dung dich hydroxit natri (NaOH) 30%
(w/v): 3,00 ml

Hoa tan NaH,PO,.H,O trong nudc c4t.
Thém dung dich NaOH 30% va chinh
pH = 7,0 (6 nhiét d6 25°C), thém nuéc cat
vita du 50 ml. Bao quan dung dich &
nhiét d¢ 2 - 8°C.

Dung dich ONPG:

ONPG (o-nitrophenyl-D-galactoside):
80,00 mg

Nuéc cat ¢ 37°C: 15,00 ml
Dung dich dém: 5,00 ml

Hoa tan ONPG trong nudc cat ¢ nhiét
d6 37°C. Thém dung dich dém vao rdi lac
déu. Bao quan & nhiét d6 2 - 8°C. Trudc
khi st dung phai lam 4m dung dich dén
nhiét do 37°C.

Chii thich: Cé thé st dung dia ONPG
dugc san xudt sdn thay cho dung dich
ONPG.

om

4.2.3.13. Cac dia 10 pg va 150 p
0/129 Vibriostat

ThuWenIpl?apLuat.c

Cét gidy loc thanh cac manh tron:
duong kinh khoang 5 - 6 mm rdi d’.ﬁt va
cac dia petri, hdp khi trung.

WWW.

3845 6684 *

Chuén bi dia 150 ug 0/129 Vlbrlostat
hoa tan 2,4 - diamino - 6,7 - diisopropyl j:
pteridin photphat (0/129) trong nuéc cé’té
v trung theo ty 1&é 15,0 mg/ml, nhé 10ul-
dung dich nay vao méi dia.

awsoft=

Chuén bi dia 10 pg 0/129 Vibriostat:
hoa tan 2,4 - diamino - 6,7 - diisopropyl -
pteridine phosphat (0/129) trong nudc cat
vo trung theo ty 1& 1,0mg/ml, nho 10pul

dung dich nay vao mbi dia.

Sdy khé cac dia, bao quan trong tu
lanh, tranh 4nh sang.

4.2.3.14. Dung dich nudc muéi sinh ly

Hoa tan 8,5 g NaCl trong 1 lit nudc cat.
HA&p khtt trung & nhiét @6 121°C trong 15
phiit réi d€ ngudi.
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5. Phuong phap tién hanh
5.1. Chudn bi mau
5.1.1. Chuén bi mau thay san

Can v6 trung 25 g mau thuy san vao
mét tii PE da vo trung. Cét cac mau 1én
thanh cac manh nhoé réi thém 225 ml
nudc pepton kiém APW (4.2.1) vao tui,
nghién bang may nghién déng thé trong
2 phat.

5.1.2. Chuén bi miu hau

L&y phan thit ciia 10 - 12 con hau (ké
ca nudc) roi cdt nhd, tron déu. Sau dé,
nghién bing may nghién déng thé 50 g
mau hau trong 450 ml nudc pepton kiém
APW (4.2.1) trong 2 phit. Chia dung
dich mAu nay vao 2 binh vé trung, moi
binh ch@a 250 ml r6i pha lodng thanh
hai day béng cach tron déu 10 ml dung
dich méu trong 90 ml nudc pepton kiém
APW (4.2.1). U mAu & hai ché& db nhiét
1a 37,0°C £+ 1,0°C va 42,0°C £ 0,2°C theo
nhu quy dinh tai Diéu 5.2.

5.2. Tang sinh
5.2.1. P61 véi mau thong thuong

U céac binh chtta mAu da chuén bi tai
Diéu 5.1.1 (ké ca miu ching duong va
mau ching a4m) ¢ nhiét d6 37,0°C + 1,0°C
trong 6 - 8 gid. Sau d6, phan lap nhu quy
dinh tai Diéu 5.3, phdn con lai G tiép
16 - 24 gio réi phan lap lai.

5.2.2. D61 véi méau hau

= —

U 1 day pha loang 10! dén 102 & nhiét
dd 37,0°C £ 1,0°C trong 6 - 8 gid va
16 - 24 gid.

U 1 day pha loang 10! dén 1024 nhiét
do 42,0°C + 0,2°C trong 6 - 8 gia.
5.3. Phan lap va doc két qua trén dia
Sau khi nuéi 4 6 cac ché do nhiét va
cac khoang thoi gian trén (5.2), khong
14c, ding khuyén cdy 14y dich méu trén
bé mit cdy ria vao mdi truong TCBS
9 =
thach (4.2.2). U cac dia TCBS thach ﬁ.
nhiét d6 37,0°C + 1,0°C trong 18 - 24 g'l@

uvi

Trén moi trudng TCBS thach, khuan
lac V. cholerae tron, hoi det, béng, ma
vang (do vi khuén lén men sacaroz&)

gitta dam va c6é vién md xung quanh

5.4. Thit nghiém sinh héa va khan
huyét thanh

# Tel: +84-§-3845 66&!1:* iﬂww

5.4.1. Thi nghiém sinh héa sd bd

=
a8 Soft

Chon it nh&t 3 khuédn lac nghi
trén TCBS thach dé cay chuyén sang
méi trudng khong chon loc TSA 2% NaCl
(4.2.3.9). U & nhiét d6 37,0°C = 1,0°C
trong 18 - 24 gig. Khuan lac moc trén méi
trudng nay dudgc su dung dé thuc hién

cac thu nghiém sinh héa.

5.4.1.1. Thu nghiém trén moi truong
TSI, KIA

Cay chuyén cac khuin lac tit méi
trudng TSA (5.4.1) vao cac 6ng thach
nghiéng TSI (4.2.3.1) hoac KIA (4.2.3.2).
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Néi long cac nédp 6ng dé tao diéu kién
hiu khi. Nusi @ & nhiét do 37,0°C =
1,0°C trong 18 - 24 gio.

Trén méi truong TSI, V.cholerae lam
phan thach nghiéng va thach ding cua
méi trudng chuyén mau vang, khong
sinh hoi va khong sinh H,S. Trén méi
truong KIA, phan thach nghiéng c6 mau
do va thach ding mau vang, khéng sinh
hoi va khong sinh H,S.

5.4.1.2. Thi nghiém véi cac canh thang

trypton mudi

Cdy khuan lac ti méi trudng TSA
(5.4.1) vao cac 6ng canh thang muéi
trypton cé giai nong d6 NaCl la: 0; 1; 3;
6; 8 va 10 % (4.2.3.5). Nuéi u ¢ nhiét do
37,0 + 1,0°C trong 18 - 24 gid, roi u lai
cac 6ng am tinh sau 18 - 24 gio nua.
V. cholerae phat trién dudc trong 6ng
canh thang c¢6 nong d6 NaCl 1a 0%, 3%

va lam duc mdi truong.
5.4.1.3. Thu nghiém lén men - oxy hoéa

Cay khuan lac tit mbi trudng TSA
(5.4.1) vao 2 6ng méi truong ban long
Hugh-Leifson glucoza (4.2.3.3) hoiac O/F
glucoza (4.2.3.4). Phu khoang 1 - 2 ml
diu khoang vé trung (4.2.3.11) vao mét
trong 2 6ng. U cac 6ng nghiém & nhiét d6
37,0 £ 1,0°C trong 1 - 2 ngay. V. cholerae
lén men glucoza lam méi truong Hugh -
Leifson ti mAu tim chuyén thanh vang
va méi truong O/F tit mau xanh thanh

vang.

5.4.1.4. Thi nghiém oxidaza

Pat gidy loc 1én mot nép dia petri, nho
khoang 2 - 3 giot thudc thu oxidaza
(4.2.3.10). Duing que ciy bach kim (platin)
ho#c que cdy nhua ding mot 1an; hodc
que gd vd trung 14y cac khuan lac tit méi
truong TSA (5.4.1) ria 1én vi tri da nho
thuoc thi oxidaza. V. cholerae lam vét ria
¢6 mau tim thaAm ho#c xanh tham sau 10
giay.,

Chu thich: Khéng dung que cdy bing
crom hoic bang sit trong thu nghiém

=

nay.
5.4.1.5. Nhuém gram

V. cholerae 1a vi khudn gram am, hiith

cong dang dau phay.

5.4.2. Thu nghiém sinh hoa khéﬁg
dinh

5.4.2.1. Thi nghiém phat trién ¢ nhiét
do 42°C

Cay vi khuan ti TSA (5.4.1) vao mot
6ng canh thang trypton 1% NaCl
(4.2.3.5). U & nhiét dé 42,0°C + 0,2°C
trong 18 - 24 gis. V. cholerae phat trién
dudge 0 nhiét d6 42°C lam mo6i trudng bi

duc.
5.4.2.2. Thi nghiém cacbonhydrat

Cdy vi khuan tu TSA (5.4.1) vao cac
éng canh thang bromcresol ¢6 chia mot
trong cac loai cacbohydrat: sacaroza,

lactoza, D-cellobioza, arabinoza, D-

WSOft * Tel: +84-5-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com
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manniton, D-mannoza (4.2.3.8). U cac
ong canh thang ¢ nhiét do 37,0°C +
1,0°C. Phan ng dudng tinh khi méi
truong c¢6 mau vang, Am tinh khi méi

truong gi nguyén mau do.

V. cholerae cho phan tng sacaroza,
manniton, mannoza dudng tinh va

lactoza, cellobioza, arabinoza am tinh.

5.4.2.3. Thu nghiém decacboxylaza/
dehydrolaza

Cédy vi khuédn tu méi trusng TSA
(5.4.1) vao cac 6ng canh thang ornithin,
lysin, arginin (4.2.3.6) va 6ng do6i ching
khong ¢6 axit amin. Méi 6ng dude phu
1 - 2 ml dau khoang vé trung (4.2.3.11).
U cac 6ng & nhiét dd6 37,0°C + 1,0°C
trong 18 - 24 gio. Phan dng duong tinh
khi méi trudng gitt nguyén mau tim hoéc
hoi ddm hon. Phan dng am tinh khi toan
b6 6ng canh thang c6 mau vang on dinh
trong 4 ngay (tuong tu mau caa éng doi
chiing).

V. cholerae cho phan ting lysin va
ornithin duong tinh, phan dng arginin
dm tinh.

5.4.2.4. Thi nghiém uré

Cdy vi khudn tid TSA (5.4.1) vao
canh thang uré (4.2.3.7), u & nhiét dd
37,0°C £ 1,0°C trong 18 -

V. cholerae cho phan {ing 4m tinh néu

24 gio.

moi trudng gid nguyén mau tim hong.

5.4.2.5. Thu nghiém ONPG

Liy vi khudn da phat trién trén méi
truong TSI (5.4.1.1) hoac tit mébi truong
khéng chon loc khac c6 chaa 1,0% lactoza
vao 6ng nghiém c6 chuaa 0,25 ml nude
mudi sinh 1y, hoa tan. Thém 1 giot
toluen vao ong roi lic déu, dé yén trong 5
phit. Thém 0,25 ml dung dich ONPG
(4.2.3.12). U 6ng nghiém & nhiét do
37,0°C = 1,0°C. Kiém tra éng dinh ky
trong 24 gio. V. cholerae cho phan 1’IngE
ONPG duong tinh khi dung dich c6 mau:

~

vang.

nPhaplLua

Cé thé dung dia ONPG (4.2.3.12) thays
cho thudc thit ONPG. Hoa tan khudn lag
nghi ngoé vao 6ng nghiém chia 0,2 mE

nudc mudi sinh 1ly. Pat dia ONPG gé%
- ] - ~ a 9. :‘ =4

day 6ng roi u Am va doc két qua nhit
. S s
tren. = e
= =]

=

= =]

+

5.4.2.6. Thi nghiém tinh nhay cam véi.
hop chdt tc ché phidy khuidn 0/12

Vibriostat

—

el

oft

Dan vi khudn lén dia thach TSA 2%
NaCl (4.2.3.9). Dat cac dia 0/129 ¢6 chua
10 ug hoac 150 pug Vibriostat ( 4.2.3.13)
vao cac vi tri khac nhau. Sau d6, lat
ngudc dia roéi u 6 nhiét do 37,0 + 1,0°C
trong 18 - 24 gio. V. cholerae khong phat
trién dude do bi te ché bdi Vibriostat tao
mot vong vé khuin xung quanh cac dia
0/129.

5.4.3. Thi nghiém khang huyét thanh

Nho 1 giot khang huyét thanh 1én lam

kinh sach va mot giot nuéec mudi sinh ly
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(4.2.3.14) lén mot vi tri khac cia lam.

Diang que cay

chuyén vi khuan tit TSA (5.4.1) 1én hai

giot dung dich trén réi phan tan déu vi

vd trung khac nhau

khuan. Két luan duong tinh khi ¢6 hién

tugng ngung két d giot ¢c6 khang huyét

Bang 1. Phan biét V. cholerae O1 va V. cholerae non - 01

thanh va khéong ¢6 hién tugng ngung két
g giot nudec mudil. S dung chung chiing
duong va chung chiing Am trong qua
trinh thuc hién.

Tém tat thi nghiém khang huyét thanh
V. cholerae theo Bang 1 va Bang 2.

Khang nguyén

Khang huyét
thanh da gia O1

Dung dich
muobi sinh 1y

K&t luan

Chung c6 két qua sinh
_héa tuong tu V.
Chung cé két qua sinh
 hoa tuong ty V.
Ching c6 két qua sinh
héa tudng tu V.

+

cholerae | ...

cholerae

cholerae

V.cholerae O1

hiéu vdi khang

V.cholerae non - 01

nguyén O nhém 1

Bang 2. Phan biét cac kiéu huyé&t thanh chiing V.cholerae O1

Khang
nguyén

Khang huyét
thanh Inaba

Khang huyét
thanh Ogawa

Dung dich
mudi sinh 1

) Két luan
y

V. cholerae O1

V. cholerae O1
V. cholerae O1

"V.cholerae 01 1

+ -
+
+ -

| Chung Inaba

| Chiing Ogawa

hiéu

Chiing Hikojima
Chung khéng dic

6. Doc két qua

Phat hién ho#c khong phat hién duge V. cholerae trong 25 g mau./.

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com
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TIEU CHUAN NGANH 28 TCN 201: 2004

SAN PHAM THUY SAN DONG
LANH - COI DIEP

Frozen fishery products - Scallop meat

(ban hanh kém theo Quyét dinh sé
03/2004/QD-BTS ngay 01/3/2004
cua B trudng Bé6 Thuy san).

1. P6i tugng va pham vi ap dung

1.1. Tiéu chuan nay quy dinh cac yéu
cau vé chat lugng va an toan vé sinh cho
san pham cbi diép déng lanh da qua xt ly
nhiét (chan) hoidc chua qua xu ly nhiét,
phai qua ndu chin trude khi an.

1.2. Diép nguyén liéu dung dé ché bién
coi diép gom 2 loai:
- Diép quat/Diép rang lude (Chlamys

nobilis) va

- Diép tron/Diép boi vién trang (Amusium

pleuronectes).
2. Giai thich thuat ngw

Céi diép la phan co thit caa diép da
duge tach ra khoi vé, mang ao va noi
tang; ¢6 thé con dinh tring hoic khong
dinh tring (trong dan gian goi la c6 gan
hoic khéng gan).

3. Yéu cau vé nguyén liéu va bao

”~ ﬁ.’ ~ -~
quan, van chuyén nguyén liéu

3.1. Ci diép phai duge ché bién tit diép

nguyén liéu con tuci tot, nguyén ven.
Hai manh vo diép con khép chat hoac
néu hai manh vo dang md, khi dung vao

v phai tu khép lai.

3.2. Trong thoi gian khéng qua 24 gio
ké ti khi danh bét, diép phai dude nhanh
chéng van chuyén vé noi ché bién bing

phuong tién van chuyén cé mai che.

3.3. Khi bao quan, van chuyén phai
x&p 1én chat cac ca thé diép lai véi nhau
trong dung cu chiita dung. Khong cho diép
md miéng dé git d6 Am. Gitt doé Am cho
diép bing nudc bién, tranh dé nudc ngot
tiép xtc véi diép. Khong dé diép phoi dudi

nang gio.

c3 A
ipie il

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

4. Yéu cau ky thuat

1k

4.1. San pham cbi diép dong lanh gom

hai loai:

a) Loai c6 tring: la coi diép khi 1ay coi,
tring dude gid lai va phai dinh chic vao
coi.

b) Loai khéng tring: la coi diép da loai
bo tring khi 18y coi.

4.2. Kich co

Cd cdi diép dudge tinh bing s6 lugng coi
diép c6 trong 446,42¢g (Ibs) gom:

4.2.1. Céi diép khong triing gom cac cd:
40 - 60, 60 - 80, 80 - 100, 100 - 120, 120 -
150, 150 - 200, 200 - 300, 300 - 500, 500 -

800 va vun.



54

CONG BAO S68-12-3-2004

4.2.2. Coi diép

c6 tring khong c¢6 ¢d dugc cdp doéng roi (IQF) va dang khéi

500 - 800, cac cd con lai tuong tu nhu c6i  (p)ock).

diép khong tring.

4.3. Dang san pham

4.4. Chi tiéu cam quan cta san pham

sau khi rd déng phai theo ding yéu cau

San pham cbi diép dong lanh gdm dang quy dinh trong Bang 1.

Bang 1. Chi tiéu cam quan

Tén chi tiéu

Yéu cau

1. Mau sac

2. Trang thai

3. Mui

4. Vi

5. Tap chat
6. Khoi lugng

Tu trdng nga dén vang nga, khéng bi vang sam.

Mém mai tu nhién, con nguyén ven, khéng bi truong nuée,

khong dap nat.

Déc trung cua san pham, khong c¢6 mui 6i dau, khong c¢6 mui la.
Ngot ddm da tu nhién ctia san pham, khéng min, khong ¢6 vi la.
Khéng cho phép ¢6 tap chat nhin thdy bing mét thuong. -
Khoi lugng tinh ctia méi don vi san pham trén mau kiém sau khl‘:
rd dong nhanh dé rao nuée, cho phép sai khac *+ 5%; song gia try =

trung binh ctia tdng s6 mau kiém phai dat gia tri ghi trén bao bi.

4.5. Chi tiéu héa hoc cua san pham phai theo ding miic quy dinh trong Bang 2.

Bang 2. Chi tiéu héa hoc

Tén chi tiéu Miic
1. Ham lugng protein thé, tinh bang phan tram theo khéi 15
lugng, khong nho hon
2. Ham lugng nude, tinh bang phéan tram theo khéi luong, 81
khoéng 16n hon
3. Ty s6 gita ham lugng nude véi ham lugng protein thé 5
(H/P), khong 16n hon
4. Ham lugng phot phat, tinh bing s6 mg P,0, trong 1kg 5.000
san phdm, khong 16n hon.

4.6. Chi tiéu vi sinh clia sdn pham phai theo ding muc va yéu cau quy dinh trong

Bang 3.

awSoft = Tel: +84-58-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com



CONG BAO

55

$68-12-3-2004

Bang 3. Chi tiéu vi sinh

AWDSOIL = Tel: +84-8-3845 6684 * www. ThuVienPhapLuat.com

Tén chi tiéu Mc
1. Téng s6 vi khuidn hiéu khi, tinh bing s6 khuén lac m = 100.000
trong 1 g san pham M = 1.000.000
n==5
..................... =2
2. Vi khuén chi diém vé sinh
- Staphylococcus aureus, tinh bing s8 khuén lac trong m = 100
1 g san pham. M = 1.000
n=>5
c=2
- Coliform, tinh bing s& khudn lac trong 1 g san pham. m = 10
M= 100
n=>5
c=2
hoiic E.coli (trén méi trudng dic), tinh bang s& khuin m = 100
lac trong 1 g san phdm. M = 1.000
3. Vi khudn gay bénh, tinh bing s6 khudn lac trong
25 g san phdm:
. Sallmonela Khong cho phép
n=>5
c=0
- Shigella Khéng cho phép
n=>5
c=0
- Vibrio cholera Khéng cho phép
n=>5
¢c=0
e Trong dé: - M 14 gidi han chdp nhan duge. Mau

- n la s6 mau.

han nay dude coi la khéng dat.

- m 1a gi6i han dudi. Mau c6 s6 khudn
lac d8m dudc & dudi gidi han nay duge col
la dat.

nam gida tri s6 m va M.

c6 s6 khudn lac d€m dudge vudt qua gidi

- ¢ 1a 88 mAu c6 sé khuan lac dém duge
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e Chat lugng cua mot 16 duge xem la:

- Pat khi tat ca cic mau c6 s6 khuan lac
khoéng 16n hon 3 m.

- Chap nhan dudce khi tat ca cac mau coé
$6 khudn lac trong khoang 3 m va 10 m
(M) va khi ¢/n khoéng 16n hon 2/5.

e Chit lugng cua mot 16 duge xem la
khéng dat khi:

A 9 - = A A
- Trong tat ca cac mau, s0 khuan lac

déu 16n hon M.
- Khi ¢/n I6n hon 2/5.
5. Phuong phap thu

5.1. LAy mau va chuan bi miu theo
TCVN 5276 - 90.

5.2. Thii chi tiéu cam quan theo phan 3
cua TCVN 2068 -1993.

5.3. Thi chi tiéu héa hoc

5.3.1. Xac dinh ham lugng protein tho
theo TCVN 3705 - 90.

5.3.2. Xac dinh ham ludgng nudc theo
TCVN 3700 - 90.

5.3.3. Xac dinh ham lugng phot phat
theo 28TCN 135: 2002.

5.4. Thu chi tiéu vi sinh

5.4.1. Xac dinh tdng s6 vi khudn hiéu
khi chiu nhiét trung binh, Coliform,

E.coli, Staphylococcus aureus, Shigella,
Sallmonela theo TCVN 5287-1994.

5.4.2. Xac dinh Vibrio cholera 28TCN
200: 2004.

6. Bao goi, ghi nhan, bao quan va
van chuyén

6.1. Bao goi

Bao géi theo TCVN 5512 -1991 (Bao bi
van chuyén - Thung cactéong dung hang
thiy san xudt khdu); TCVN 5653 1992
(Bao bi thuong phdm - Tui chit déo) vaZ
TCVN 4378: 2001 (Co s3 ché& bién thuyz
san - Diéu kién dam bao chat luong va vés

sinh an toan thuc pham).

6.2. Ghi1 nhan

‘4 * www. ThuVienP

Ghi nhan hang hoa theo Thong t&é&ﬁ@
03/2000/TT-BTS ngay 22/9/2000 cuf iaas
trudng Bo Thuy san hudéng dan thuc hlerho
Quyét dinh s6 178/1999/QD-TTg nga;&ﬁ
30/8/1999 ctia Thi tuéng Chinh phit
(ban hanh Quy ché ghi nhan hang hoaf’
luu théng trong nudce va hang hoa xua;E
khéau, nhap khau) déi véi hang hoa thu%
san.

6.3. Bao quan va van chuyén theo
TCVN 4378: 2001 (Co s6 ché bién thuy
san - Diéu kién dam bao chit lugng va vé

sinh an toan thuc pham)./.

VAN PHONG CHINH PHU XUAT BAN
Dién thoai: 8233947
In tai Xi nghiép Ban dé6 I - Bs Quéc phong



