Phu luc A
{tham khao)

Cac két qua cla phép thir lién phong thir nghiém

Ba phep thir lién phong thir nghiém, hai trong s d6 dugc tign hanh & ¢dp quéc t& (Nos.1 va 2) trén thifc
an chan nudi da duge tron trude (phudng phap B) cho két qua néu trong bang A.1.

Muci mét phong thir nghiém tham gia trong phép thir 18n hai d3 phan tich theo phudng phap A trén mau
thich hgp bang mat hosc bing may do cudng d6 huynh guang déu thu dude cac két qua tuong tur véi
két qua tién hanh theo phuong phap B,

] Bang A1
Théng s& Phép thir
1 2 3 :
| 8¢ lugng cac phang thir nghigém ' 23 11 13
: : -
Gia tri trung binh, paskg 1627 254 13,4
D8 1&ch chudn |5p lai (s,), pafkg 16,9 2.7 1.7
Hé =d bign thién 13p lai, % 10 11 13
Gigi han 18p lai (2,83 5) pgfky 47 .8 7.6 4.8
Bd lech tai lap (sg), nokg 452 6,8 4,0 [
| Hé sa bién thién téi lap, % | 28 27 f 30
| Gii han t4i 1ap (2,83 s.) ugikg 128,0 19,2 ;' 11,3
= _— - - ! i




Thirc dn chan nudi — Xac dinh ban dinh ludng Aflatoxin B, -
Phuong phap sac ky 16p mong

Animal feeding stuffs — Semi-quantitative determination of Aflatoxin B, —

Thin-layer chromatographic methods

1 Pham vi ap dung

1.1 Tiéu chudn nay qui dinh hai phugng phap xac dinh aflatoxin B, trong thic &n chan nudi. Cac
phudng phap nay chi cé thé ding d€ xac dinh ban dinh lugng.

1.2 Phuong phap A co thé ap dung cho cac thlfc &n chan nudi dan:

— cac hat co dau va kho dau clia ching, cu thé 1a hat lac, cli difa khé, hat lanh, hat dau tucng, hat co

babassu;

bét san;

mam ngod;

ngil cBc va cac san pham ngl cic;
bt dau;
- ba khoai tay va bét khoai tay.

Khi c6 mat chat gay can trd phép xac dinh theo phuong phap A, thi nén tién hanh xac dinh theo phuadng
phép B.
1.3 Phuong phap B cé thé ap dung cho thifc an chan nuéi da dugc tron truge va thire an chén nudi dan

ma khéng duge dé cap trong 1.2,

Phuong phap nay khéng ap dung cho thic &n chita ba ép clia cam, chanh. Vi



2 Tai liéu vién dan
Cac tai liéu vién dan sau |4 rat can thiét cho viée ap dung tigu chudn, Déi véi cac tai ligu vién dén ghi
nam ban hanh thi &p dung phién ban dudc néu. B vai cac tai liéu vign dan khéng ghi nam ban hanh

thi &p dung phién ban mdi nhat, bac gém ca cac sira déi,

TCVN 6952:2001 (I1SC 6498:1998), Thitc &n chan nudi — Chudn bj mau thi,

3 Nguyén tic
Phén mau thir dudc chiét bang cloroform sau d6 loc, Phén dich lge ducc lam sach trén cot silica gel.

Dich rlta gai dugc lam bay hoi vé can dudc hoa tan trong mét thé tich qui dinh cla cloroform hodc hén

hdp benzen va axetanitril.

-

Cho chay sac ky Ip mdng mét chiéu dsi véi phudng phap A va sac ky hai chigu déi véi phuong phép B

trén mét phan dung dich nay.

Aac dinh ham Iudng aflatoxin B, bang mét hosc béng do huynh quang, bang cach kiém tra séc ky da
dudi anh sang tr ngoai va so sanh véi aflatoxin B, chudn da biét trudc ndng dé dudc cham trén clng
mét tAm vdi dich chigt ciia phdn mau thir.

Vige hinh thanh dan xuat hemiaxetal khing dinh su c6 mat clia aflatoxin B,

4 Thuéc thir

Chi sif dung cac thude thit tinh khist phan tich, va nudc cat hode nudc da khit ion hodc nudc it nhat
co dé tinh khiét tudng duong.

4.1 Cloroform, lam &n dinh bang 0,5 % dén 1.0 % etanol 96% {phan thé tich).
4.2 n-Hexan.

4.3 Ete dietyl, dang khan, khdng chita peroxit.

4.4 Benzanfaxetﬂnitri.l, hén hap (98 + 2).

Trén 98 thé tich benzen vdi 2 thé tich axetonitril,

4.5 Cloroform /metanol, hén hap (97 + 3,

Tréin 97 thé tich cloroform véi 3 thé tich metanol.



4.6 Dung méi khai trién (developing solvents).

Céac dung méi phai dugc dimg trong binh ¢d nap day. Khi qui dinh ding binh b&a héa, thi nhimg binh
nay dugc 16t bang gidy hit 8m va dé cho phan trong binh bdo hoa hdi dung méi.

4.6.1 Cloroform faxeton, hén hop (90 + 10).

Tran 90 thé tich cloroform vdi 10 thé tich axeton trong binh chua béo hoa.

4.6.2 Ete dietyl /metanol/nudc, hon hap (96 + 3 + 1).

Tron 96 thé tich ete dietyl vai 3 thé tich metanol va 1 thé tich nudc trong binh chua béo hoa.
4.6.3 Ete dietyl Imetanol/nudc, hén hop (94 + 4,5 + 1,5).

Tron 94 thé tich ete dietyl vdi 4,5 thé tich metanol va 1,5 thé tich nudc trong binh da bao hoa.
4.6.4 Cloroform /metanol, hon hap (84 + 6).

Tron 94 thé tich cloroform vdi 6 thé tich metanol trong binh d3 bao hoa.

4.6.5 Cloroform /metanol, hén hop (97 + 3),

Tron 97 thé tich cloroform vdi 3 thé tich metanol treng binh d3 bao hoa.

4.7 Silica gel, dung cho sac ky cot, cd hat tir 0,05 mm dén 0,20 mm,

4.8 Silica gel, G-HR hoac loai tudng dudng, diing cheo sac ky 16p mong.

4.9 Diatomit (Hyflosupercel), 3 rita sach bang axit.

4.10 Natri sunfat, dang hat kﬁan.

4.11 Axit trifluoroaxetic.

4.12 Khi tro, vi du khi nitg.

4.13 Auxit sulfuric, dung dich 50 % (phan thé tich).

4.14 Aflatoxin B,, dung dich chuén chira khoang 0,1ug aflatoxin B, trén mililit, pha trong cloroform
(4.1) ho#c trong hdn hdp benzen/axetonitril (4.4).

CANH BAO - Aflatoxin la chat gay ung thu do vy phai dudc bic quan hét sirc can than,

Chuén bi va kigém tra dung dich nhu sau:



4.14.1 Chu3n bi dung dich géc va xac dinh néng dé

Chuan bj dung dich aflatoxin B, trong cloroform (4.1) ho#c trong hén hgp benzen/axetonitril (4.4). sao
cho ¢6 ndng d6 khoang tir 8 ug/ml dén 10 pg/ml. Ding may do phé (5.9) d€ xac dinh phd hap thu &
biude song tir 330 nm dén 370 nm.

Bo db hép thu (A) tai budc séng 363 nm déi véi dung dich cloroform hoac tai budc s6ng 348 nm dé&i vai
dung dich hén hop benzen/axetonitril.

Tinh néng dé aflatoxin B, clia dung dich, tinh bing microgam trén lit dung dich, theo céng thitc sau day:

a) déivdi dung dich cloroform

312x Ax 1000
22 300

b) ddi véi dung dich hén hop benzen/axetonitril

312x A =1 000
19 800

4.14.2 Pha lodng

Pha lodng dung dich géc (4.14.1) thich hdp, tranh &nh sang mat trai, @& thu dude dung dich chuin cé
nong do aflatoxin B, khoang 0,1 ug/ml.

Dung dich cd thé giif trong 2 tudn néu bao quan trong tll lanh & 4 °C.
4.14.3 Kiém tra dé tinh khiét sic ky ciia dung dich

Trén tdm sac ky (5.7) chdm mét diém 5 wl dung dich chudn aflatoxin B, cé néng dé tir 8 ug/ml dén
10 ug/mi (4.14.1). Chay sac ky nhu 7.5.1. Duéi anh sang tir ngoai, sic dé sé cho thay duy nhat mét
diém va viing luu gilt géc khéng phat huynh quang,

4.15 Aflatoxin B, va B, (xem canh bao trong 4.14) cac dung dich diing d& kiém tra dinh tinh chisa khoang

0.1 ug aflatoxin B, va B, trén mililit cloroform (4.1) ho&c trén mililit hén hop benzenfaxetonitril (4.4}

Cac ndng dd nay chi diing dé tham khao. Chung phai dudc chinh sao cho thu dudc cudng dd huynh
quang gidng nhau dé&i véi ¢a hai loai aflatoxin (xem 7.5.1).

5 Thiét bi, dung cu

Sir dung céc thiét bi clia phéng thlr nghiém théng thudng va cu thé nhu sau:



5.1 May nghién/tron.

5.2 Sang, cocdld 1,0 mm.

V& chi tiet, xem IS0 565 Y,

5.3 May lac hodc may khuay tir.

5.4 Cbt sac ky, bang thdy tinh (duéing kinh trong 22 mm, dai 300 mm), vdi binh chita 250 ml, ¢ khoa
bang polytetrafluoroetylen va phia dudi cét duge ndt béng cotténg hodc bang sdi thiy tinh.

5.5 Thiét bi cat quay chén khoéng, ¢é binh ciu day tron 500 mi.

5.6 Thiét bi sic ky I6p mong (TLC), la thiét bi can dé chuan bi cac tdm sac ky (5.7) va dung cu cham

cic diem (pipet mao dan hodc microxiranh), binh khai trién va thigt bi phun axit sulfuric (4.13) 1&n cac

tdm séc ky.
5.7 Cac tdm TLC béing thdy tinh, 200 mm x 200 mm dudc chudn bi nhu sau (nam tam 1a da).

Cho 30 g silica gel (4.8) vao binh nén, thém 60 ml nude, day nap va lac trong 1 phut. Phun déu huyén
phil nay 1&n cac tAm kinh sao cho thu dudc 1dp day déu 0,25 mm, D& kho trong khong khi sau dé bio
quan trong binh hat &m cd chira silica gel. Khi sif dung, hoat hda céc tdm nay bang cach dat trong td
say d 110 °C trong 1 gid.

C6 thé sif dung cac tdm silica gel phil hdp c6 sdn, néu chiing cho k&t qua tuong dudng vai két qua cla

nhifng tam dudc chudn bi nhu 93 néu & trén.
5.8 Dén tr ngoai budc séng dai (360 nm)

Cuéing do phat ra sé& giup dé dang nhan ra diém 1,0 ng aflatoxin B, trén tdm TLC & cach d&n mot
khoang 10 cm.

CANH BAO - Anh sang tir ngoai rat nguy hiém d&i véi mat. Phai deo kinh bao vé.
5.9 Quang phé k&, phil hop cho viéc do phé trong viing tf ngoai.

510 May do cudng do huynh quang (tuy chon).

5.11 Giﬁ'yt Iéc gap nép.

542 Ong chia dé, dung tich 10,0 ml va ¢6 nit bang polyetylen.

" 150 565 Sang thir nghigmm - Lud dét bing sdi kim loai, 18m dude duc 16 va tam dde biing dién. Kich thude danh nghia ols 8,



3.13 Binh nén, dung tich 500 ml, cé nit thdy tinh mai.
5.14 Pipet, dung tich 50 ml.

5.15 Can phan tich.

6 Lay mau

Lay mau phong thir nghiém tir vat liéu can 18y mau theo tiéu chudn déi véi ting loai vat ligu lign quan,
trir khi viec 1y mau dé xac dinh aflatoxin khéng nam trong pham vi ap dung cla tiéu chudn do. N&u
khéing co tiéu chudn nao thich hdp, thi cac bén lién quan phai thda thuan véi nhau dua theo cac dac
tinh cla vat liéu cén ldy mau.

7 Cach tién hanh
7.1 Chuin bi miu thir
7.1.1 NEumau chlta trén 5 % chat béo thi phai khit chat béo bang xang nhe trude khi nghién.

Trong trudng hop nay, cac két quéd phan tich s& dude bidu thi dudi dang khéi luang cila mau khéng khir
chat béo.

7.1.2  Nghien mau phéng thir nghiém sao cho lot hét qua sang (5.2). Tron ki, Xem TCVN 6952:2001
(150 564981998},

7.2 Phan mau thi
Cén 50 g mau thir da chudn bi, chinh xac dén 0,01 g, cho vao binh nén (5.13).
7.3 Chiét

Cho 25 g diatomit (4.9), 25 ml nubc va 250 ml cloraform (4.1} duge dong chinh xac bang éng dong vao
phan mau thit (7.2). Day ndp va lac hosic khudy trong 30 phiit béng may lac hodc may khudy tor (5.3).
Loc qua gidly loc gép nép (5.11), chi ¥ loai bé 10 mi dich loc dau tién va thu [y it nhat 50 mi dich los
tigp theo. :

7.4 Lam sach cot
7.4.1 Chuan bi cét

D& cloroform (4.1) d&n hai phan ba éng sac ky (5.4) va thém 5 g natri sunfat (4.10). Dam bao sao cho
bé mat natri sunfat duge phéng, sau do tir tir them 10 g silica gel (4.7). Khudy cdn than sau méi 1an



theém silica gel d& loai bd bot khi. D& yén trong 15 phut, sau do cén than cho 10 g natri sunfat (4.10).
Md khoa va dé cho dich 16ng chay xuéng cho dén khi vira ngap bé mat I6p natri sunfat. Van khoa lai.

7.4.2 Lam sach

Ding pipet (5.14) chuyén 50 ml dich loc thu dude & 7.3 vao binh nén 250 ml va thém 100 ml n-hexan
(4.2). Trén déu va chuyén ludng hdn hop nay vao cét, trang binh bang n-hexan. Md khoa va cho dung
dich chay vdi toc do deng khodng 8 mi/phit d&n 12 mifphit sao cho dung dich ngép ngang bang bé
mét trén 16p natri sunfat. Khoa voi lai. Loai bo dich idng thu dudc va rét 100 mi ete dietyl (4.3) Ien cot.
Mé& khoa lai va dé cho dich léng chay xudng dén khi ngap ngang bang bé mat Ip natri sunfat. Trong
qua trinh nay phéi dam bao khéng dé cét bi kha.

Rlra gidi bang 150 ml hén hop cloroformimetancl (4.5) va thu lay toan b dich rifa gidi vao binh 500 m|
clla may cat quay (5.5). Lam bay hoi dén khoé trén may cét quay, tot nhét 1a ding dong khi trd (4.12) &
nhigt dd khéng qua 50 °C dudi ap sudt thap.

Néu khong sdn cd may it quay thi thém chat trd s6i va cho bay hoi hoan toan dén kho trong ndi cach thiy.

Diing cloroform (4.1) hodc hén hdp benzen/axetonitril (4.4) dé chuyén lugng cén vao 8ng chia d& 10 ml
(5.12). Cho dung dich bay hdi mét 18n nla, vi du trén ndi cach thilly, tét nhat 1a ding déng khi tra (4.12)
va chinh thé tich dé&n 2,0 ml bang cloroform (4.1) hodc hén hdp benzen/axetonitril (4.4).

7.5 Sac ky Idp méng
7.5.1 Phudng phap A - Sic ky ldp mong mét chiéu

7.5.1.1 Chon dung moi

Vige chon dung moi (4.6.1, 4.6.2, 4.6.3, 4.6.4, hoac 4.6.5) phai thuc hién trudc dé dam bao rang cac
aflatoxin B, va B, dugc tach ra hoan toan khi chay tdm sac ky, diéu nay phu thudc vao cac tdm dudc
sif dung.

Cham 25 pl dung dich dinh tinh (4.15) 1én cac t&m da chudn bi san (5.7) (mai tam dlng cho mét dung
mdi can kiém tra).

Tién hanh theo 7.5.1.2 dé chay sac ky, cho bay hdi va chi€u anh sang bang dén tlr ngoai.
Wéi dung mai thich hop, thi sé tac ra hai diém phan tach.
7.5.1.2 Cach tién hanh

Ding pipet mac quan hofc microxyranh cham céac thé tich dung dich chudn aflatoxin B, 1én tdm TLC
(5.7) vdi cac diém cach mép 20 mm, cach nhau 20 mm va cham dich chiét dudi day:



- 10wl 15 ul, 20 pl, 30 pl va 40 wl dung dich aflatoxin B, chudn (4.14);

10 pl dich chiét thu dudc trong 7.4.2 va chdm chéng ién didm 20 ul dung dich chun aflatoxin B,
(4. 14);

10 i va 20 pl dich chiét thu duge trong 7.4.2.
Chay sac ky & ndi téi véi dung méi da chon (xem 7.5.1.1).

Lay tdm sdc ky ra khdi binh, d& dung méi bay hoi & noi t6i, sau dé dem kiém tra dudi anh sang tlt ngoai,
dat tdm séc ky cach dén (5.8) 10 cm. Cac vét aflatoxin B, s& cho huynh quang mau xanh da tréi.

7.5.2 Phudng phap B - Sac ky 16p mong hai chiéu
7.5.2.1 Cham cac dung djch (xem Hinh 1)
K& hai dudng thang trén tim sic ky (5.7) va song song vdi hai canh tam (mét duging cach canh 50 mm,

dudng kia cach canh 80 mm) dé thiét Iap gidi han su di chuydn cla dung méi. Diing pipet mao quan
ho&c microxyranh chdm cac dung dich sau day I&n tam sic ky:

~ tai digm A: 20 yl dich chigt mau dugc d4 lam sach thu dugc trang 7.4.2:
tai digm B: 20 pl dung dich aflatoxin B, chudn (4.14);
tai diém C: 10 pl dung dich aflatoxin B, chudn (4.14):
— tai diém D: 20 ul dung dich aflatoxin B, chun (4.14);
~ tai diém E: 40 pl dung dich aflatoxin B, chuan (4.14).
Lam khé dusi ludng khong khi hodc khi tro (4.12). Cac vét thu dude phai cé dudng kinh khoang 5 mm.
7.5.2.2 Chay sac ky (xem Hinh 1)

Chay sAc kv theo chiéu I & nai t&i, sit dung dung maéi khai trién (4.6.3) (lap dung mdi day 1 cm frong
binh d& b&o hoa) cho dén khi dung méi cham 16 dudng gidi han. Ly tam sac ky ra khdi binh, d8 kho 4
ndi tai nhiét do phong it nhat 13 15 phit.



Kich thude tinh bang milinét
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Hinh 1 — Cham cac dung dich

Sau d6 chay sac ky theo chiéu IT & nai téi, st dung dung maéi khai trién (4.6.1) (I6p dung méi day 1 cm
trong trong binh chua bao hda) d&n khi dung méi cham tdi duting gidi han. Lay tam sic ky ra khdi binh
va dé khé G ndi téi & nhigt d6 mai trudng.

7.5.2.3 Dién giai v& sdc phd (xem hinh 2)

Kiém tra séc phd dudi anh sang tf ngoai, bang cach dat tAm séc ky cach den (5.8) 10 em. Xac dinh vi
tri clia cac diém huynh quang mau xanh da tréi B, C, D va E clia aflatoxin B, tir dung dich chudn va ké
hai duding thang md di qua cac didm nay tao thanh cac goc vudng vai hudng chay sic ky. Giao diém P
cla hai duting nay la diém nghi ngd clia aflatoxin B, co trong dich chiét tai diém cham A (xem Hinh 1).
Tuy nhién, vi tri thuc ca diém aflatoxin B, c6 thé ndm tai diém Q |a giac diém cla hai dudng ké & trén

tao vdi nhau mét gée khoang 100 ° theo thif tu di qua diém B va digm C.



Kich thude tinh bang milimét
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Hinh 2 — Di&n giai vé sic phé
7.5.2.4 Sac ky bé sung

K& hai duding thang trén tdm sic ky mdi (5.7) giao nhau va song song v&i hai canh cla tdm séc ky nhu
Hinh 1 va tai diém A chdm 20 pl dich chigt da dudc lam sach thu dudc trong 7.4.2 va cham chéng lén
né 20 ul dung dich aflatoxin B, chudn (4.14). Chay séc ky nhu & 7.5.2.2. Kiém tra sic phd dudi 4nh
sang tr ngoai va kiém tra rang:

- cac vét aflatoxin B, cla dich chiét va clia dung dich chudn phai triing nhau, va

huynh quang tai di€m nay phai manh hon huynh quang tai diém aflatoxin B, d3 tién hanh & diém Q
trén tam thit nhat,

7.6 Xac dinh

7.6.1 Xac dinh bing mat



7.6.1.1 Phudng phap A

Xac dinh ludng aflatoxin B, trong dich chiét bang cach so sanh cudng d6 huynh quang tai cac diém cla
dich chiét vai cuéng d6 huynh quang tai cac diém clia dung dich chudn. Ding phép néi suy, néu can.

Hujnh quang thu dude ciia didm dich chiét chdm chéng 1&n dung dich chudn phai manh hdn huynh
quang cla diém 10 ul dich chiét va phai tring nhau. Néu cudng dé huynh quang cla diém 10 pl dich
chiét 16n hon cudng d6 huynh quang clia diém 40 pl dung dich chudn thi pha loang dich chiét 10 Ian
ho#ic 100 lan bang cloroform (4.1) hodc bang hén hgp benzen/axetonitril (4.4) truGe khi chay lai sac ky

|ép mang.
7.6.1.2 Phudng phap B

Xac dinh lugng aflatoxin B, trong dich chiét blng céach so sanh cudng dé huynh quang cla diém dich
chiét véi cuding dé huynh quang ciia cac diém dung dich chudn C, D va E. Ding phép ndi suy, néu can.

Né&u cudng dd huynh quang cha diém 20 pl dich chiét manh hdn cudng dé huynh quang cla diém 40 pl
dung dich chuan, thi pha lodng dich chiét 10 14n hozic 100 Idn bang cloroform (4.1) hodc bang hén hop
benzen/axetonitril (4.4) trudc khi chay lai sac ky 18p mang.

7.6.2 Do cudng do huynh quang

Bo cuing dd huynh quang cla diém aflatoxin B, bAng méay do cudng dg huynh quang (5.10) tai budc
song Kich thich 13 365 nm va budc séng phat xa la 443 nm.

D& vdi phudng phap A, xac dinh lugng aflatoxin B, trong cac diém dich chiét bang cach so sanh cudng
d6 huynh quang clia cac didm dich chiét véi cudng dd huynh quang cla cac dim dung dich chudn, va
d6i vai phugng phap B, thi xac dinh ham lugng aflatoxin B, clia diém dich chiét bang cach so sanh
cudng dd huynh quang clia diém dich chiét véi cudng @b huynh quang clia cac diém dung dich chuan
C,DvaE.

7.7 Khang dinh su ¢é mét cha aflatoxin B,
7.7.1 Yéu cau chung

Khang dinh su nhan dang ciia aflatoxin B, trong dich chiét bang phép thlr gia dinh vai axit sulfuric (xem
7.7.2) va néu két qua clia phép thir nay & duang tinh thi tién hanh phep thit khing dinh (7.7.3). Néu két
qua phép Ihfrgié dinh v&i axit sulfuric 1a &m tinh thi khéng cén thiét phai tién hanh phép thir khang dinh
vi trong truging hdp nay khang co mat aflatoxin B,



7.7.2 Phép thir gia dinh bing axit sulfuric

Phun dung dich axit sulfuric (4.13) I&n tdm sac ky thu dugc trong 7.5.1 hodc & 7.5.2. Huynh quang clia
cac diém aflatoxin B, s& chuyén tir mau xanh da trdi sang mau vang dudi anh sang ti ngoai.

7.7.3  Phép thir khang dinh
7.7.3.1 Hinh thanh aflatoxin B,-hemiaxetal (aflatoxin B,,)

Trong truéng hop thdc an chan nudi don chat va cd mau nhat thi dung phudng phap sac ky lop méng
mét chiéu dugec mé ta trong 7.7.3.2. Trudng hdp nhing thitc &n don séc, nhitng thirc an da dude trén
trutic hodc nghi ngd thi diing phudng phap sac Iy 18p mdng hai chiéu dude mé ta trong 7.7.3.3.

7.7.3.2 Sac ky I6p mong mot chidu

K& mét duang thang trén taf séc ky (5.7) chia thanh hal phan bing nhau. Trén méi phdn cham, cach
mép dudi 20 mm va khoang cach giita cac chdm la 15 mm céc thé tich dung dich aflatoxin B, chudn va
dich chiét dudi day:

~ 25 pl dung dich aflatoxin 8, chudn (4.14):
mét the tich dich chiét thu dugc trong 7.4.2 chita khodng 2,5 ng aflatoxin B,

25 pl dung dich aflatoxin B; chuan (4.14) va cham chdng Ién né mét thé tich dich chist thu dudc
trong 7.4.2 chita khoang 2,5 ng aflatoxin B,.

Chon mat trong hai phén, chém chdng 1én nhiing diém truée 1 pl dén 2 pl axit trifluoroaxetic (4.11). Lam
kho trong khong khi & nhiét 36 maéi trudng,

Chay sac ky & ndi téi, ding maét trong cac dung méi khai trién (4.6). Chon dung méi trude khi chay sac
ky. H& dung mai phai ddm bao sao cho aflatoxin B,-hemiaxetal (aflatoxin B,,) dudc tach hoan toan ra
khoi cac chdt ¢&n trd, Dung méi chay khodng 120 mm.

BEé dung mai bay hdi & ndi t&i, sau dé phun axit sulfuric (4.13) |&n phan tdm chua duge x{ ly bang axit
triflucroaxetic. Kiém tra tdm sdc ky dudi anh sang tr ngoai.

C6 thé aflatoxin B, dudc khing dinh néu:
a) gié tri Ry clia dan xudt aflatoxin B, tif mAu chiét tudng (mg véi gia tri cda dung dich chudn:

b) cudng d& huynh quang cla aflatoxin B, ciia dung dich chudn cham chéng lén dich chiét manh hon
cudng dd huynh quang ciia aflatoxin B, cila dich chiét,



Vi cac diém huynh quang clla dich chiét cd clng gig tri R, vai diém huynh gquang cla aflatoxin
B,-hemiaxetal c6 thé d&n dén su nham |an qua viéc doc s&c phd, chinh vi vay phai kiém tra su cd mat
clia ching trén phan duge x( ly bang axit sulfuric.

Trong truéng hdp nghi ngd, phai sir dung phudng phap sic ky 16p méng hai chiéu (7.7.3.3) & khing dinh.
7.7.3.3 Sic ky |dp mong hai chigu {xem Hinh 3}
7.7.3.3.1 Cham cac dung dich

Ké& hai dudng thing trén tim sac ky (5.7) song song véi hai canh cla tdm (cdch méi canh 60 mm) dé
thigt 1ap gidi han su di chuyén clia dung méi. Dung pipet mao quan hodc microxyranh chdm cac dung
dich sau day 1én tdm sac ky:

- tai diém A: mot thé tich dich chiét 8y tif mau dude lam sach & 7.4.2 chifa khoang 2,5 ng aflatoxin B,

va moét giot (1 pl dén 2 pl) axit trifluoroaxetic (4.11);

tai diém B va diém C: 25 ul dung dich aflatoxin B, chuén (4.14) va mét giot axit trifluoroaxetic (4.11).
Lam khé trong khéng khi & nhigt 4o méi trudng.
7.7.3.3.2 Chay séc ky

Chay séc ky theo chiéu II (xem Hinh 3) & ndi 18I, sit dung dung mdi khai trién (4.6.2) (Idp dung moi
khodng 1 ¢m trong binh chua bao hoa) cho dén khi dung mai cham t6i dudng gidi han. L8y tam sac ky
ra khdi binh va dé khd noi téi & nhiét 46 madi trudng trong 5 pht.

Sau d6 chay sic ky theo chidu II, & nai t&i, sif dung dung mai khai trién (4.6.1) (I8p dung méi khoang
1 &m trong binh chua bao hoa) cho dén khi dung méi cham tdi dutng gidi han. Lay tdm sac ky ra khai
hinh, dé khé & nhiét do méi trudng.

7.7.3.3.3 Dién giai vé sac phd
Kiém tra sdc phd dudi anh sang cue tim cila dén (5.8) va kiém tra céc dac tinh sau day:

a) Su xuat hién diém huynh quang mau xanh da trdi clia aflatoxin B,-hemiaxetal va d6i khi diém huynh
quang mau xanh da trdi nhat ciia aflatoxin B, khéng phan (mg vai axit triflucroaxtic, cac diém nay la ciia
dung dich chudn chdm & diém C (di chuyén theo hudng 1) va cla diém B (di chuyén theo hudng I1);

b} Su xué‘t‘hié}n cac diém tuong tu nhu cac diém mé ta d a) 1a clia dich chiét cham tai diém A. Vitricla
cac didm nay dude xac dinh nhd cac diém clia dung dich chudn chadm & diém B va C. Cuong do huynh
quang clia cac dim aflatoxin B-hemiaxetal cila dich chiét véi dung dich chuan chdm tai diém B va C
phai so sanh dudc,
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Hinh 3 - Phép thir khdng dinh
7.8 S& lan xac dinh
Tién hanh hai 1an xac dinh trén cling mau thif nghiém.
8 Tinh va biéu thi két qua
8.1 Xac dinh bing mit
Ham lugng aflatoxin B, , dudc biéu thi theo microgam trén kilogam mau, tinh béng céng thitc sau day:

C.V, .V,
m.v,

trong dé

C  Ia néng o clia aflatoxin B, trén miliit dung dich chusn (4.14) (khoang 0,1 pg/ml), tinh bng
microgam:

m l& khdi lugng clia phan mau thif tuong (g véi thé tich dich chiét dudc dua 1én cot dé lam sach
(10,0 g), tinh bang gam:



V, lathé tich cudi clng cla dich chiét k& ca nhiing I18n pha lodng néu cb, tinh biang microlit:

V, va V, |a thé tich tudng (ng cla dich chiét va dung dich aflatoxin B, chudn (4.14) cham [&én tam
c6 cudng dé huynh quang gidng nhau, tinh bang microlit.

8.2 Po bing may do cuéng dd huynh quang
Ham Iudng aflatoxin B, , dudc biéu thi bang microgam trén kilogam méu, tinh theo céng thirc sau day:

JT!.,.VT
m.V,

trong dé

m 1a khéi lugng cda phén méau thir tuong (ing véi thé tich cila dich chiét dugc dua I8n cot dé lam
sach (10,0 @), tinh bang gam;

-

m, 1a khéi lugng aflatoxin B, trong diém cham dich chiét (ké ¢ thé tich V,) dudc suy ra tir cac phép

do, tinh bang nanogam:
V', la thé tich cudi clng cha dich chiét k& c& nhimg phan pha lodng néu cé, tinh bang microlit;

V, lathé tich cdia dich chiét chdm Ién tdm sic ky (10 pl hodc 20 ul), tinh bing microlit.

9 Phép thir lién phong thd nghiém

Cac chi tiét clia cac phép thir lién phang thir nghiém vé @ chum clia phudng phap dude dua ra trong
phu luc A. Céc gia trj thu dudc tif phep thit lién phéng thir nghiém nay c6 thé khéng ap dung cho cac dai
nong do va cac chat nén (matrix) khac véi cac gia tri da néu.

10 Bao cao thir nghiém

B4o cao thir nghiém phai ghi ré:

— moi théng tin can thiét d& nhan biét day dd vé mau;

— phuong phap Idy mau da sif dung, néu bist;

— phudng phap thif nghiém da ding (A hoadc B), vién dan tiéu chuin nay;

~ phuong phap xac dinh (bing mat hoic bng may do cudng d6 huynh quang):;

moi chi tigt thao tac khéng dude quy dinh trong tidu chudn nay hodc nhimg didu dudc coi |a tuy ¥
cling nhuf cac su ¢d bat ky ma cd thé Anh hudng dén két qua thir:

— ket qua thir nghiém thu dugc.



