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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 9131:2011

Thirc an chan nuéi — Pinh tinh zearalenone

Animal feeding stuffs — Qualitative determination of zearalennone

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phuong phép dinh tinh zearalenone trong thirc &n chan nudi va dac biét 1a
trong ngd. Phwrong phap nay chi dung cho muc dich sang loc.

Gidi han ctia phép xac dinh zearalenone la khoang 50 pg/kg.

CHU THICH Mac du lua mién cho cac vét huynh quang nhiéu giéng cac vét huynh quang cua zearalenone, nhung phuong
phap nay van co thé ap dung cho thirc &n chan nudi vi gia tri Rikhac nhau sau khi phét trién séc phd theo chiéu thir hai. Cac
vét cham nay khong dugc trién khai bang ky thuat khdng dinh riéng.

2 Nguyén tac

Phan mau thlr dwoc chiét bang hén hgp clia axetonitril va dung dich kali clorua sau d6 dwec loc va
phén dich loc dwoc khir béo béng isooctan, sau dé duoc tinh sach bang hdn hep axetonitril, nwéc va
chi axetat v&i sy co6 mét cua diatomit. Sau khi loc, phan dich loc dwec chiét bang cloroform sau dé cho
bay hoi.

Chat chiét kho duoc hoa tan trong hdn hep clia benzen va axetonitril. Tién hanh séc ky I6p méng hai
chiéu trén mét phan cla dung dich nay. Ham Iwgng zearalenone xac dinh dwgc bang cach quan sat
hoac do cwong dé huynh quang clia vét cham dwdi anh séng t& ngoai blng cach so sanh véi cudng
dd huynh quang ctia mét lwgng zearalenone da biét dugc thyc hién trén ciing mdt ban sac ky.

Viéc nhan biét zearalenone dugc khéng dinh bang cach s dung thuéc thir benzidin bis-diazo hoda.

3 Thuéc thir

Chi str dung thubc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc cét hodc nwéc da khir khoang hodc nwéc cd
db tinh khiét twong duong.
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3.1 Axetonitril.
3.2 lIsooctan.
3.3 Cloroform.

CANH BAO - Cloroform l1a chit déc. Tranh hit va tiép xdc véi cloroform. Lam vigc trong ta hut
khi déc khi x ly dung méi va céc dung dich cua ching.

3.4 Benzen/axetonitril, hdn hop 98 + 2, tinh theo thé tich.

CANH BAO - Benzen déc khi hit phai va tiép xtc véi da va rat dé chay.
3.5 Dung méi trién khai.

3.5.1 Toluen/etyl axetat/ axit focmic, hdn hop 6 + 3 + 1, tinh theo thé tich.
3.5.2 Clorofom/etanol, hdn hop 95 + 5, tinh theo thé tich.

3.6 Kali clorua, dung dich 40 g/l.

3.7 Dung dich chi axetat, dwoc chuén bi nhv sau:

Cén 200 g chi axetat cho vao binh dinh mirc mét vach 1000 ml, thém 3 ml axit axetic, pha loang bang

nwéc dén vach va tron.

3.8 Thudc thir benzidin bis-diazo héa, dwgc chuén bj nhw sau

CANH BAO - Benzidin la chét gay ung thw, gay déc khi hit vao, tiép xtc véi da va nuét phai.
3.8.1 Chuan bj dung dich benzidin 5 g/l

L4y 0,5 g benzidin cho vao binh 100 ml ¢6 chira 20 ml nwéc va 1,5 ml axit clohydric va thém nwéc dén
vach.

Bao quan dung dich nay trong chai thuy tinh mau nau tranh anh sang.
3.8.2 Chuan bj thubc thir

Lam ngudi cac thé tich bing nhau cua dung dich benzidin (3.8.1) va dung dich natri nitrit 100 g/l dén
khoang t& 0 °C dén 5 °C.

Trén ky hai dung dich nay. Dung dich thu dwgc c6 mau tim s3m va duc. Pua dung dich ndy vé nhiét 46
phong (mau vang) trwéc khi str dung.

Chuén bj thuéc thir nay ngay truéc khi st dyng
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3.9 Diatomit (celit 545), da dwoc riva bang axit clohydric |
3.10 Nito.
3.11 Zearalenone, dung dich chuan cé néng d6 10 ug/ml trong benzen.

Xac dinh phd hép thy cla dung dich trong dai budc séng tir 300 nm dén 330 nm bang may do phé, st
dung cuvet quang hoc thach anh 10 mm va sir dung benzen 1am chéat déi chirng. Ghi lai d6 hép thy tdi
da, A, gan véi budc séng 317 nm.

Tinh néng do zearalenone ctia dung dich béng miligam trén mililit (mg/ml), st dung cong thirc sau:

318x Ax1000
6060

Trong dé:
318 la khdi lugng phan tir clia zearalenone;

6 060 1a hé sb tat phan tG.

4 Thiét bi, dung cy

St dung céc thiét bi, dung cy cia phong thir nghiém théng thwérng va cy thé nhw sau:
4.1 May nghién, thich hop d& chuan bj san phdm sao cho lot hét qua ray c& 16 12 1 mm.
4.2 May lic, c6 thé thuc hién 100 dao déng trong méi phut.

4.3 Gidy loc, loai trung binh (gidy loc nhanh sé lam cho dung dich duc, gidy loai cham sé& 1am cho gidy
dé bj tic).

4.4 Bo cod quay c6 binh cau day tron.

4.5 Thiét bi dung cho sic ky I&p méng, vi dy: thiét bj cin thiét d& chudn bj ban s&c ky (4.6) va dung
cu cham (pipet mao quan hoac microxyranh), bé trién khai séic ky, va dung cy phun thuéc thir (3.8) 1én
céac ban séc ky.

4.6 Ban thay tinh dung cho sic ky 1&p méng, kich thwée 200 mm x 200 mm, duec chuén bi nhu
sau (lwong nay chi vira du dé chudn bj 5 ban).

Can 30 g silica gel G-HR cho vao binh nén, thém 60 ml nwéc, day kin va trdn ky trong 1 min. Dan déu
thanh mét Iép trén ban séc ky sao cho tao thanh mét I6p day déu 0,25 mm. D& khé trong khéng khi va
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bdo quan cac ban sic ky nay trong binh hit 4m. Hoat héa ban sic ky truérc khi st dung bang cach dat
chiing trong ti sdy, duy tri & 110 °C + 3 °C trong 1 h.

C6 thé st dung cac ban séc ky da chuan bi c ban san trén thi treong néu cho céc két qua twong
duwong véi két qua thu dugc tir cac ban séc ky dwoc chudn bj & phan trén.

4.7 Bén UV bwéc séng ngén (bwédc séng 253 nm)

Cuéng d6 clia tia sang phai dat dwoc sao cho phan biét rd chdm 25 ng clia zearalenone trén ban sic
ky I6p modng khi dén dwoc dat cach ban séc ky 100 mm.

CANH BAO - Do anh sang UV rét cé hai cho mét, cin mang kinh bao vé mét.
4.8 Ong nghiém, dung tich 10 ml, c6 ndp bang polyetylen.

4.9 May do huynh quang (tuy chon, nhwng nén cd).

4.10 Nbi cach thuy, cé thé duy tri nhiét 6 & 60 °C + 1 °C.

4.11 Binh nén, dung tich 500 ml, c6 nat thdy tinh mai.

4.12 Phéu chiét, dung tich 250 ml.

4.13 Ong dong, dung tich 100 ml va 250 ml.

4.14 Pipet, dung tich 50 ml va 100 ml.

4.15 Microxyranh.

5 Laymau

L&y mau phong th» nghiém déi véi san phdm can kiém tra theo tiéu chudn thich hop lién quan dén san
pham, trie khi viéc ldy mau dé xac dinh zearalenone khéng bao gém trong ap dung. Néu khéng c6 tiéu
chuén cy thé hién hanh, thi cac bén lién quan sé thda thuan vé van @& nay, c6 tinh dén cac dac tinh
ctia san pham cén lay mau

6 Cach tién hanh
6.1 Chun bj mu thir

Nghién mau sao cho c6 thé loc hét qua ray cé c& 16 1 mm. Tron ky.
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6.2 Phan miu thir
Can 50 g mau thir cho vao binh nén 500 ml (4.11), chinh x&c dén 0,01 g.
6.3 Chiét

Dung éng dong (4.13) thém can than 180 ml axetonitril (3.1) va 20 ml dung dich kali clorua (3.6) vao
binh. Day binh, tron va ldc 30 min bang may lc (4.2). Loc qua gidy loc (4.3).

Dung pipet (4.14) chuyén 100 ml dich loc vao phéu chiét (4.12) va loai chét béo bang cach chiét hai lan
lién tuc méi 1an diing 50 ml isooctan (3.2).

Thu lay pha axetonitril vao binh cau day tron cta bd cd quay (4.4) va cho bay hoi dén khd duwéi ap

suat giam.
6.4 Tinh sach

Dung éng dong (4.13) thém can than 20 ml axetonitril (3.1), 60 ml nwéc va 20 ml dung dich chi axetat
(3.7) vao luwgng con lai thu dwoc sau khi bay hoi. Tron va dé tach pha 10 min trong ndi c&ch thly (4.10)
duy tri & 60 °C. Két tia dwoc tao thanh. Thém 5 g diatomit (3.9) va loc qua gidy loc (4.3).

Dung pipet (4.14) chuyén 50 ml dich loc vao phéu chiét va thyc hién chiét ba 1an lién tiép, méi 1an dung
50 ml cloroform (3.3). Lam khé cac phan cloroform trén natri sulfat. Thu cac phan cloroform trong binh
ciu day tron clia bd cd quay (4.4) va 1am bay hoi gan nhuw dén khé dudi dwéi 4p suét giam.

Chuyén Iwong con lai sau khi bay hoi vao éng nghiém (4.8) dung cloroform dé trang rira, sau d6 lam
bay hoi dén khé duéi dong khi nito (3.10) trén ndi cach thly (4.10).

Cén !han'dUng microxyranh thém 0,5 ml hén hgp benzen/axetonitril (3.4) va day chat ndp 6ng nghiém.
6.5 Séc ky I&p mong hai chiéu
6.5.1 St dung cac dung djch (xem Hinh 1)

Vach 1én ban séc ky (4.6) hai dwong thang song song sat véi hai canh lién ké (& 50 mm va 60 mm
twong ng tinh tir cac canh) @& danh diu gidi han dich chuyén clia dung médi phia trudc. Bua cac

dung dich sau day lén ban sic ky bang cach dung microxyranh.
- & diém A, 25 ul dich chiét da tinh sach (6.4);
- & diém B, 10 ul dung dich chuén (3.11);

- &diém C, 5 pl dung dich chuén (3.11);
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- & diém D, 10 pl dung dich chun (3.11);

- & diém E, 15 pl dung dich chuln (3.11).
Lam khé duwéi dong khdng khi hoc nito. Cac vét cham thu dugc phai c6 duwdng kinh khodng 5 mm.
6.5.2 Khai trién

Phat trién sic phé theo hwéng | st dung dung méi khai trién (3.5.1) (I6p 10 mm trong bé béo hoa)
tranh anh sang, cho dén khi dung mdi dat dwgc dén vach danh déu. LAy ban séc ky ra khoi bé va dé
kho it nhat 15 min & nhiét dd méi trurdng, tranh anh sang.

D& thuan tién hon, sau khi khai trién theo hwong |, quan sat séc phd nhanh dwéi anh séng t&r ngoai
253 nm va khoanh cac cham zearalenone nhanh béng but chi (chdm & diém B cho thay vi tri cla
zearalenone).

o
|
*E
a *D
C
1
‘ I
I
| -
AN
8| )
I
|
| 4 5
E B R
20 130 50

Hinh 1 - Chdm mau va trién khai sic ky dé

Sau d6, khai trién sic ky theo hwéng Il sir dyng dung méi trién khai (3.5.2) (I6p 10 mm trong bé chua
bao hda) tranh 4nh sang, cho dén khi dung méi dén vach danh dau. L4y ban séc ky ra khéi bé va dé
khé & nhiét o maéi trwdng, tranh anh sang.
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6.6 Xac djnh
6.6.1 Yéu ciu chung

C6 thé str dung hai phwong phép xac dinh: quan sat bing mét thuwong hodc do mét do huynh quang.
Néu c6 sdn may do mat do huynh quang thi nén ding phuong phap nay.

6.6.2 Quan séat bing mét thwong

Xac dinh lwong zearalenone trong diém chadm mau bang cach so sanh cwéng d huynh quang dudi
anh sang UV cuta diém cham tir chat chiét véi cwong do clia cac diém chdm C, D va E cla dung dich
chudn, véi céc ban sic ky dwoc dat cach dén UV (4.7) 10 cm. Dung phuwong phap ndi suy, néu can.

Néu curong dd huynh quang clia diém cham 25 pul cia chét chiét Ién hon so véi diém chdm 15 ul dung
dich chuén, thi ding mét thé tich nhd hon & diém A hodc pha loang chét chiét véi hén hop
benzen/axetonitril (3.4) va I&p lai s&c ky |6p méng (6.5).

6.6.3 Po mat d¢ huynh quang

Po cwdng d6 huynh quang ctia cac chdm siv dyng may do méat dé huynh quang (4.9), vi du, & bwéc
song kich thich 313 nm va bwéc séng phat xa 443 nm (bwédc séng phat xa cye dai & 470 nm).

Xéc dinh ham lwgng zearalenone ctia chdm mau bang cach so sanh cudng d6 huynh quang cua diém
chém tlr chét chiét véi cwong do ctia cac diém cham C, D va E tir dung dich chuén.

6.7 Phép khing dinh zearalenone

Phun thuéc thir benzidin bis-diazo héa (3.8) 1én cac ban sic ky thu dwgc trong 6.5. Zearalenone cho
chdm mau gach dé tuoi & nhiét 46 phong, nhat dan sau khi tiép xGc véi khéng khi trong it nhét 15 min.
7 Biéu thj két qua

7.1 Phwong phap quan sat bing mét thwong

Ham lugng zearalenone, biéu thi bing microgam trén kilogam san pham, tinh dwgc béng cong thirc sau:

C.‘x"/l xV!
me;

Trong do:
¢ landng d6 zearalenone ctia dung dich chun (3.11), tinh bang microgam trén mililit (ug/ml);

m 1a khéi lvong phan miu thlr tvong (rng véi thé tich chét chiét phy thudc vao qua trinh tinh
sach (12,5 g), tinh bang gam (g);
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V, lathé tich cudi ciing cua dich chiét co tinh dén cac kha nang pha loang, tinh bang microlit (ul);

Vova Vs 12 céc thé tich tvong (rng clia chét chiét va cla dung dich chuén zearalenone (3.11)
dwoc ap dung cho ban séc ky, cho ¢ac cwong dd huynh quang twong ty, tinh béng microlit (ul).

7.2 Phép do bidng may do mat d§ huynh quang

Ham Iwong zearalenone, biéu thi bang microgam trén kilogam san pham, tinh theo céng thirc sau:

Trong do6:

m 1 khéi lwgng phan mAu thix (trong tredng hop ndy 1a 12,5 g) twong (rng véi thé tich chat chiét
phy thudc vao qua trinh tinh sach (12,5 g), tinh bang gam (g);

m, |a khéi lwong ciia zearalenone trong cham chét chiét (c6 tinh dén thé tich V»), suy ra tir cac
phép xac dinh, tinh bing nanogam (ng);

V, lathé tich cudi cing ctia dich chiét ¢ tinh dén cac kha nang lodng, tinh béng microlit (ul);
V> 1a thé tich ctia dich chiét dwoc dwa vao ban séc ky (trong trwéng hop nay 1a 25 i), tinh bang
microlit (pl).
8 Do chum
Cac chi tiét cta phép thir lién phong thir nghiém vé do chum cla phwong phap dwec néu trong Phy
lyc A. C4c gia tri thu dwgc tir pnép thir lién phong thr nghiém nay cé thé khéng ap dyng cho cac dai
ndng dd va chat nén khac véi cac dai néng d va chat nén da néu.
9 Bao cao thtr nghiém
Béo cao thtr nghiém phai ghi ro:

moi thong tin can thiét d& nhan biét ddy du vé mau they;

phuong phap lay mau da st dung, néu biét;

phuong phap thir da dung, cling nhw vién dan tiéu chudn nay;

phuong phap xac dinh da st dung (quan sat bang mét thwéng hoac st dung mdy do huynh quang);

tAt ca cac chi tiét thao tac khong quy dinh trong tiéu chudn nay, hoic tuy chon cling véi cac chi tiét
bét thwdng khac cé thé anh huwdng téi két qua;

- két qua thu duogc.
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Phy lyc A
(Tham khao)

Phép thir lién phong thir nghiém

Mt phép thir lién'phong thir nghiém quéc té gém cé 20 phong thir nghiém tham gia (chi 16 phong thir
nghiém trong sé 86 cung cap két qua cb thé st dung cho ngé B) mdi phong thir nghiém tién hanh ba
phép xac dinh, cho cac két qua théng ké (danh gia theo ISO 5725:1986 "y cho di liéu néu trong
Bang A.1.

Bang A.1 — Két qua thir nghiém lién phong

Mau Ngé A Ngé B
(mau ngd A dugc pha lodng
dén 1/3)
Sé lwgng cac phéng thir nghiém con 20 15

lai sau khi trlr ngoai lé

Trung binh, pgkg 734 219
D6 léch chuén I3p lai, s, pg/kg 78 34
Heé sb bién thién lap lai, % 11 15
Gij¢i han lap lai, r (2,83 s,), ng/kg 221 96
D6 léch chudn tai 1ap, sp, pg/kg 282 125
Hé s6 bién thién tai lap, % ' 38 57
Gidi han tai lap, R (2,83 sg), ngkg 798 354

" 1S0 5725 (03 dwec huy bd) dugce sir dyng dé thu diF ligu vé d§ chym.
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