Thuc pham - Xac dinh aflatoxin B, va tong aflatoxin B,, B,, G, va G,
trong ngii coc, qua cé vo va san pham clia chiing - |
Phuong phap sac ki 1ong hiéu ning cao cé dan suat sau cot

va lam sach béng cét ai luc mién dich

Foodstuffs — Determination of aflatoxin B,, and the sum of aflatoxins B, B,, G, and G, in
cereals, shell-fruits and derived products - High performance liquid chromatographic method

with noet cafiirmn dericatizatinn and imerninnaffinity caliime claan n

1 Pham vi ap dung
Tiéu chuén nay quy dinh phudng phap xac dinh ham Iudng aflatoxin 16n hon 8 pglkg.

Phuong phap nay da dudc thadm dinh trong mét nghién clru lién phong thi nghiém theo ISO 57251986
trén ngt chifa 24,5 uglkg, bd lac chiia 8,4 uglkg va lac chira 16 pgikg téng aflatoxin.

Mot s6 thir nghiém sau khi duge tham dinh ndi bé da cho thdy rdng phudng phap nay co thé duoc s

dung cho mét s6 loai ngll céc, san pham hat cd dau, qua cé vo, qua sy khd va cac san pham cla chung.
2 Tai liéu vién dan

Cac tai lidu vién dan sau la rat cdn thigt cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Béi vdi cac tai liéu vien dan
ghi nam céng bé thi ap dung phién ban dudc néu. D&i v&i cac tai liéu vién dan khéng ghi nam céng bé
thi ap dung phién ban mdi nhat, bao gém ca cac sifa dai.

TCVN 4851:1989 (1SO 3696:1987), Nudc ding dé phan tich trong phéng thi nghiém — Yéu cau ky thuét
va phuong phap thir.



3 Nguyén tic

Mau thlr nghiém dudc chiét tach véi hédn hgp metanol va nudc. Dich chiét dude loe, pha loang vdi
nudc, va st dung cot ai luc chita khang thé dac hiéu déi vai aflatoxin By, B.. G, va G,. Cac aflatoxin
duoc phan tach, tinh ché va co dac trén cot sau khi dugc tach khoi khang thé vdi metanol. Ham
Idng aflatoxin dudc xac dinh bang sdc ki léng hiéu nang cao (HPLC) pha dao va phat hién bang
huynh quang va dan xuat sau cot iod.

CANH BAO Phuong phap nay mé ta cac yéu ciu déi véi viéc sir dung céc dung dich aflatoxin.
Aflatoxin la tac nhan gay ung thu déi véi ngusi. Trich tir van ban clia Té chirc Nghién ciru Ung
thur quoc té (International Agency for Research on Cancer - WHO) [1], [2].

4 Thudc thur

4.1 Yéu cau chung

T4t ca cac thude thr dugc sif dung phai thudc loai phan tich va nudc dude st dung phai la nudc loai 1
clia TCVN 4851 (1SO 3696), trif khi cd qui dinh khac.

4.2 Natri clorua.
4.3 lot, tinh thé.
4.4 Aflatoxin, dang tinh thé hodc duoc dong thanh con nhéng.

CANH BAO Tién hanh phan tich tranh &dnh sang mit trgi. C6 thé thyc hién hiéu qua bing cach
dung tdm hip thu tia tif ngoai che trén cifa sé va sif dung anh sang md (khong phai anh sang
trife tiép mit trdi) hodc man che hodc rém sir dung anh sang nhan tao (dén huynh quang co thé
chap nhan dugc).

Bdo vé cac dung dich co chifa aflatoxin cang tranh anh sang cang tét (gilr noi t6i, ding mang nhém

hoac chai thiy tinh mau hé phach).
4.5 Axetonitril, loai dung cho HPLC.
46 Metanol, loai dung cho phan tich.
4,7 Metanol, loai ding cho HPLC.
4.8 Toluen.

4.9 Dung méi chiét

Tran 7 phan thé tich metanol (4.6) vai 3 phan thé tich nudc.



4.10 Co6t mién nhiém

Cot mién nhiém (IA) chita cac khang thé khang aflatoxin By, B,, G, va G,. Cét IA phai cé kha nang lién két
tdi thiéu khéng it han 100 ng aflatoxin B, va phai khai phuc dudc khong it hon 80 % aflatoxin B,, B,, G, va
khéng it hon 60 % aflatoxin G, khi dung dich chudn gém 15 ml hén hgp metanolinuéc (1 phan thé tich
metanol va 3,4 phan thé tich nudc) chifa 5 ng méi loai déc t6 dudc sif dung trén cot IA. Cot I1A phai cung
cép bo phan chita dung méi thich hdp, vi du nhu xyranh ciing véi bd chinh luu.

4.11 Pha dong

Thanh phan pha dong gom nudc:axetonitril (4.5):metanol (4.7) voi ty 1& 3:1:1. Khit khi dung dich trudc
khi st dung.

4.12 Héa chat dan xuat sau cot

Hoa tan 100 mg iot |['4.3:| trong 2 ml metanol (4.6). Thém 200 ml nudc, khudy trong 1 h va loc qua mang
loc 0,45 um (5.8). Chudn bj dung dich d& sif dung trong tudn va bao quan dung dich trong béng toi
hodc trong chai thiy tinh sam mau. Khudy dung dich trong 10 min trudc khi sir dung.

413 Hén hon teliienfaxetanitril
Trén 98 phan thé tich toluen (4.8) vdi 2 phan thé tich axetonitril (4.5).
4.14 Cac dung dich géc aflatoxin B,, B,, G, va G,

Hoa tan riéng biét aflatoxin B,, B,, G, va G, trong hén hdp toluen/axetonitril (4.13) dé thu dudc cac dung
dich chita 10 pg/ml.

P& xac dinh ndng dé chinh xac cla aflatoxin trong mdi dung dich géc, quét dudng hap thu gilta budc
song 330 nm va 370 nm trong cuvet thach anh (5.7) trong may do phd véi hén hdp toluen/axetonitril
(4.13) trén duding chudn. Tinh néng do clia mai loai aflatoxin, p, bang pg/mi, theo cong thifc (1);

Ay * M, %100

iEs

£xd

o (1)

trong do;
A G0 hap thu cuc dai xac dinh dudc trén dudng hap thu;
M, khai Iudng phan td tuong déi clia moi aflatoxin, tinh bang gam trén mol:
4 d6 hap thu phan tr clia maoi aflatoxin véi toluen/axetonitril (4,13}, tinh bang mét vuéng trén mol;
d la bé day clia cuvet, tinh bang centimet.

M, vé n dudc cho trong Bang 1.



Bang 1 — Khai lugng phan i tudng dai va dé hap thu phan tir cha aflatoxin B,, B,, G, va G,

(Hén hap cla toluen va axetanitril 98 + 2)

Aﬂatu.xin i il M £
| | g/mol memol
o B, 312 1 93[]_ [
e B. 314 1 2 DE—
—_G: _______ az8 i 1 660
G, 330 , 1 TQ-D = |

4.15 Dung dich hén hgp goc aflatoxin

Chuan bi mét dung dich géc ehira 500 ng/ml aflatoxin B, 125 ng/ml aflatoxin B,, 250 ng/ml aflatoxin G,
va 125 ng/ml aflatoxin G, trong hon hdp toluen/axetonitril (4.13). Trong khi bao quan dung dich, can
binh chifa va ghi lai bat ky su thay d6i nao vé khai luong khi st dung dung dich. Boc kin binh trong gidy
nhém va bao quan & nhiét dé khoang 4 “C.

LUU Y MNéeu de 1o sang, ann sang cuc um se ann nuonyg den kel guad 4o su hap Uil g su oen dal sinb g gholon
khong quan sat dudc,

4.16 Cac dung dich chuin hén hgp aflatoxin

Chuyén madi lugng dung dich hén hop gfic aflatoxin (4.15) theo quy dinh trong Bang 2 vac mét day
4 binh dinh mic 2 mi (5.5). Cho dung dich bay hdi dén khé bang déng khi nitg & nhiét do phong. Thém
1 ml metanol vao méi binh, lac déu, thém nudc dén vach va |ac tiép. Dung dich nay dudc chuln bj dé

st dung trong ngay.

Bang 2 — Chuan bi cac dung dich chuan

| e i
o 20 : : MNang dd khai ludng, ng/ml
Dung dickichnin | —F ™ d““?}d‘“h !y - | —
(H B, B, &; 5

1 60 15,0 3.75 7,50 .75

2 ' 40 | 100 2,50 500 | 250

3 20 5,00 _ 1,25 2,50 1.25

4 10 2.50 D625 1.25 0.625
CHU THICH Cac gia tri thu dugc ding che muc dich huéng dan. Khoang chudn bao goém nong
dé clia cac mau.

4.17 Axit sulfuric, c(H.50,) = 2 mal/l.



5 Thiét bj va dung cu
5.1 Dung cu phéng thir nghiém théng thudng

Mgam cac dung cu thay tinh trong phong thit nghiém da tiép xdc vdi dung dich aflatoxin trong axit
sulphuric (4.16) trong vai gid, sau dé rifa k§ bang nudc (vi du 3 Ian) dé loai bo hét vét axit. Kiém tra
do axit bang gidy pH.

LUU ¥ Budc x li nay 1a can thiét, vi str dung cac dung cu thly tinh chua rira sach axit co thé lam that thoat
aflatoxin. Trong thuc t&, budc x{ Ii nay cén thiét déi vai binh cau day tron, binh dinh mifc, éng dong, lo hoac
@ng ding cho dung dich hiéu chudn va dich chiét (d4c biét la cac lo [y mau ty dong) va pipet Pasteur, néu
ching dudc ding dé chuyén cac dung dich hiéu chufin hodc chét chiét.

Stf dung thiét bi va dung cu clia phong thi nghiém, cu thé nhy sau:

5.2 B trén, dung tich 500 ml va nap day.

5.3 Gidy loc gdp nép, vi du dudng kinh 24 cm.

5.4 Giay loc vi sgi thiy tinh, vi du dudng kinh 11 cm.

5.5 Binh dinh mire, vidu 2 ml.

5.6 Quang may do phd, co kha nang do & budc song tir 200 nm dén 400 nm.

5.7 Cuvet thach anh, day 1 cm va hdp thu khéng dang ké & budc song tir 300 nm téi 370 nm.

5.8 Mang loc ding cho dung dich, béng polytetrafloetylen (PTFE), dudng kinh 4 mm va kich thudc
16 0,45 pm.

5.9 Thiét bi HPLC, bao gém:
591 Bom HPLC, phii hop véi téc do 1 miimin,
5.9.2 Van bom mau, gém c6 xyranh 50 ul hodc tudng dudng.

5.9.3 Cét pha dao, vi du cot C,4, da@m bdo dudc tach dén dudng nén cac pic aflatoxin B,, [;32 G, va G,

khoi cac pic khac.
~ dai 250 mm;
- dudng kinh trong 4,6 mm;
- cd hat 5 pm.

Cé thé sif dung cit ngan hon,



5.9.4 Hé théng dan xuat sau cét, gom mét bom xung tu do thir cdp va éng chit T vdi éng
polytetrafloetylen (PTFE) hodc thép khang ri dai tir 3 000 mm dén 5 000 mm va dudng kinh trong 0,5
mm va bé gia nhiét ho&c binh phan (mg sau cét cho phan (ng iot.

5.10 Detector huynh quang, dudc kich thich & budc séng 365 nm va phat xa & budc séng 435 nm
(d5i vai thiét bi loc: phat xa & budc séng > 400 nm ). Phai phat hién dugc it nhat 0,05 ng aflatoxin B,
trong méi thé tich bom (& day 1a 50 ul).

6 Cach tién hanh
6.1 Chiét tach

Can 25 g mau thir dong nhét, chinh xac dén 10 mg, thém 5 g natri clorua (4.2) va 125 ml dung méi
chiét (4.9) rdi ddng hoa bang-may trdn trong 2 min & tdc db cao.

LUU ¥: Céan kiém tra thdi gian va tdc dé khudy, tranh gay dnh hudng x4u téi higu suit chiét tach.

Loc nua gidy loc gdp nép (5.3). Dung pipet 18y 15 mi (V) dich loc (téng thé tich dich loc V,}, cho
vao binh nén thich hop va co nat thdy tinh. Thém 30 mi nudc, day nut va lac deu. Trudc khi tién
hanh sac ki ot ai luc, loc dich chiét da pha loang qua gidy vi sgi thay tinh (5.4). Dich loc (V3) phai

trong sudt. Tién hanh ngay theo 6.2,
6.2 Lam sach

Chuén bi cbt IA va tién hanh lam sach theo hudng dan cla nha san xuat. Dung pipet 18y 15 ml (V,)
dich loc 1an 2 (téng thé tich dich loc 1an 2 1a V), cho vao binh chita dung méi cla cét IA. Hing nudc
gidi hdp metanol hoac axetonitril (tUy theo san phdm hodc huéng dan clia nha san xuét) vaoe binh
dinh mifc 2 mi (5.5) (hoéc binh dinh mic cé thé tich khac theo quy dinh clia nha san xuat). Pha
lodng vai nudc va dinh mifc t8i vach (V,). LAc déu va tiép tuc thuc hién theo 6.3.

Cac dung dich mau va cac dung dich chudn ding trong xac dinh HPLC phai chita cing mét loai
dung méi hoac hén hap dung mai.

CHU ¥: Néu cac phudng phap chuyén Ién cot |A, rira va rifa gidl cd su khac biét gilta nha san xudt cot va
cac hudng dan cu thé kém theo cot, thi cdn lam ré. Néi chung, cac qui trinh gdm chiét tach mau véi hén hap
metanal va nudc, loc hosic li tam, pha lodng mau véi dung dich dém phosphat (PBS) hodc nudc khi cb thé,
nap dudi ap luc 1&n cot da rira sd bd, rira cot bang nudc cét va rira giai aflatoxin véi metanol hoac axetonitril
{tiy theo s&n pham hodc hudng dan cia nha san xudt).

C4n than tranh vuot qua dung tich t6i da cla cot.



6.3 Diéu kién van hanh HPLC

NGi dau ra clla cot phan tach véi mét nhanh ciia 8ng chif T (5.8.4), ding mét m&u ngén co dudng
kinh trong, vi du 0,25 mm. Néi ddu ra cla bom thir c8p véi thude thir dan xust sau cot véi nhanh thit
2 clia 6ng chif T. N&i dau cudi clia vong PTFE hodc thép khéng ri (5.8.4) véi nhanh thir 3 ciia 6ng
chir T va ndi dau con lai vdi bo do. Diing til hodc ndi cach thuy dé duy tri nhiét d6 clia cudn phan
(ng & 70 °C.

Khi sif dung cot theo quy dinh tai 5.9.3, cac phén cai dat sau day cho thay thich hop:
— tdc d6 dong cla pha dong (cot): 1,0 ml/min;
toc do dong clia thude thif sau cot: 0,3 mifmin;

— thé tich bom: 50 pl.

Cho toan bé hé théng chay tit 10 min dén 20 min d& &n dinh. Néu slf dung may tich phan thi diéu
chinh bé diéu khién dé nhay cla detector huynh quang ho#c clia bo tich phan dé thu dugc tin higu:
nhiéu = 5:1 déi vai 0,125 ng aflatoxin G, trong 50 pl. Néu sir dung may ghi thi diéu chinh ba diéu
khién detector huynh quang dé thu dugc bign dé tir 30 % dén 40 % vdi 0,125 ng aflatoxin G, trong
50 pl. Cho dich loc 1an 2 (V) qua cét tach chiét, rita cot theo mé ta trong hudng dan cla nha san

Xuat va loai hét dung dich rira giai.
6.4 Nhan biét

Nhan biét mbi pic aflatoxin trong sic ki dé cla mau bang cach so sanh thdi gian luu cla céc chat

chudn tuong (ing vdi ching.

Clng co thé nhan biét aflatoxin bng cach bom chat nhii héa dung dich mau thir va cac dung dich
chudn. Cac pic aflatoxin B, va G, c6 thé bi€n mat néu khéng bd sung thudc thit dan xuét dé giap

cho viéc nhan biét.
6.5 Pudng chuén

Dung dudng chuan cho méi aflatoxin bang cach bom 50 ul cac dung dich chudn 1, 2, 3 va 4 (xem
Bang 2). Kiém tra dé tuyén tinh ciia dé thi [4].

6.6 Xac dinh

Binh lugng bang phuong phap ngoai chusn, tinh dién tich pic hodc chiéu cao pic. Chiéu cao pic lién
quan dén gia tri tuong img cha chit chudn.

Bom mét thé tich 50 pl hén hop chudn Ién véng bom theo hudng dan cfia nha san xuédt. Rita gidi
aflatoxin theo thit tu G,, G,, B,, B, vdi thdi gian luu tugng (ng khodng 6 min, 8 min, @ min va 11 min,



va phai cé dudng phan gidi. Diéu chinh thdi gian luu bang céch thay déi néng dé metanol clia dung
méai pha dong (4.10), néu can.

Bam 50 ul (Vi) dich chiét mau da lam sach (6.2) vao vong bom.
7 Biéu thj két qua

Tinh toan khéi luong mau thit m, theo gam, cd trong dich loc 1an 2 thu dugc tir et 1A (V,) theo céng thirc (2):

s o el (2)

trong do;
m, khéi luong clia phan thi (6.1), tinh bdng gam (m, = 25 q);
V, téng thé tich cla dich loc ban dau (6.1), tinh bang mililit (V, = 125 ml);
V, thé tich dich loc dudc Idy lan dau (6.1), tinh bang mililit (V, = 15 mi);
V, tang thé tich cla dich loc 1an 2 (6.1), tinh bang mililit (V. = 45 mi);
V, thé tich dich loc dudc lay 1an 2 (6.2), tinh bang mililit (v, = 15 ml).

Tinh phan khéi Iugng cla méi aflatoxin, w, theo microgam trén kilogam mau theo céng thilc (3)

{phuong phap ngoai chudn):

- Vi, =m,

3
= (3)

trong dé:
V, thé tich ctia dung dich gidi hap (6.2), tinh bang microlit (V5 = 2 000 pl);
V, thé tich bom clia dung dich gidi hap (6.6). tinh bang microlit (V. = 50 ul);

m, khéi lugng clia méi aflatoxin i tuong tng véi dién tich pic hodc chidu cao pic doc dudc tir dudng
chudn c6 trong thé tich bam, tinh bang nanogam:;
m, khéi lugng clia mau thit, o trong phén dich loc thir 2 thu dudc tir cot 1A (V) (theo cong thifc (2)),

tinh bang gam.

Thém cac phan khéi ludng cla 4 aflatoxin dé thu dudc khéi lugng clia téng aflatoxin.



8 Do chum

8.1 Phép thur lién phong thi nghiém

Chi tiét vé pheép thir lién phang thi nghiém quéc té vé dé chum clia phucng phap dudc tém tit trong
Phu luc A. Gia tri thu dugc tir phép thir nay co thé khong ap dung dudc cho diy néng do va chét

nén khac.

8.2 Db lap lai

Chénh léch tuyét ddi gilfa két qua thu duge cla hai 1an thir nghiém riéng ré, khi sit dung cling mot
phudng phap, phan tich trén cing nguyén liéu, do cing mét ngudi tién hanh trong cling mét phéng
thir nghiém, diing cling thiét bi, trong mét khoang thdi gian ngan trong trudng hop vugt qué gidi han
I&p lai, r, khéng Idn hon 5 % trong cac truéng hdp nhu sau:

-

Cac gia tri déi vai ngo:

Aflatoxin B,
Aflatoxin B,:
Aflatoxin G,:
Aflatoxin G.:

Téng aflatoxin:

* =14,9 ug/kg
» = 1.4 na'kg
x =7.2 pglkg
+ =1.1 pglkg
x =245 uglkg

Cac gia tri dbi véi bd lac:

Aflatoxin B,
Aflatoxin B,
Aflatoxin G,
Aflatoxin G.;

Téng aflatoxin:

Céac gia tri dai vdi lac:
Aflatoxin B,:
Aflatoxin B,
Aflatoxin G,:
Aflatoxin G,

Téng aflatoxin:

x =53 ng/kg
x = 0,6 pngikg
x = 2.3 ng'kg
x =0,2 na'kg
x =84 pg'kg
x =97 nglkg
x =11 uglkg
x =45 pglkg
¥ =07 nug'kg

=16 po'kg

o

r=2,4 uglkg
r=1,0 ugfkg
r=1,9 palkg

r=106 narkg

r=22 ugfkyg
r=0,3 pgiky
r=1.,5 pgfkg

r=0,5 pg/kg

r=1.5 pa/kg
r=10,7 pg'kg
r=0,8 pglkg

r=08 puglkg



8.3 Do tailap

Chénh léch tuyét déi gilia két qua thu dugc clia hai |an thir nghiém riéng ré, trén nhimg mau thiy
gidng hét nhau, trong cac phong thi nghiém khac nhau trong trugng hop 1én han gidi han tai lap, R,

khong |dn han 5 % trong cac trudng hdp sau:

Cac gia tri déi vdi ngé:

Aflatoxin B: * = 14,9 nglkg R=472 uglkg
Aflatoxin B.: x = 1,4 ng/kg R =12 ug/kg
Aflatoxin G, ¥ = 7,2 pglkg =19 pugkg
Aflatoxin G, x =1,1.ug/kg R =15 na’kg
Téng aflatoxin: x =245 ngkg

Cac gia tri oi voi bd lac:

Aflatoxin B,: x =53 nglkg R = 4.4 nglkg
Aflatoxin B.: x = 0,6 ng/kg R = 0,6 ng/kg
Aflatoxin G,: x = 2,3 ng'kg R = 2,0 ug'kg
Aflatoxin G, ¥ =02 ugkg =07 uglkg
Téng aflatoxin: x = 8,4 ug/kg

Cac gia tri dbi vdi lac:

Aflatoxin B,: ¥ =97 ng/kg R =45 ng'kg
Aflatoxin B,: x = 1,1 nglkg R =12 ug'kg
Aflatoxin G.: x =45 pgkg =19 ug/kg
Aflatoxin G,: x =07 ng’kg R =14 png'kg

Téng aflatoxin:

= 16 na/kg

= |



11 Béao cao thu nghiém
Bao cao thir nghiém phai ghi ré:
mai théng tin can thiét d& nhan biét day dd vé mau thir;
- vién dan tiéu chuan nay hoac phuong phap dudc suf dung;
- két qua thu dudc va don vi tinh;
ngay |8y mau va phuong phap l&y mau, néu biét:
ngay nhan mau ctia phong thif nghiém:;
ngay thi hghiém';
moi diém dac biét quan sat dudc trong qua trinh thit nghiém;

~  moi chi tiét thao tac khong duge quy dinh trong phudng phap nay hoac nhing diéu dudc coi la tuy
chon cé thé anh hudng dén két qua.



Phu luc A
(tham khao)

Dir liéu vé dé chum

Cac dur liéu sau day thu dudc tir mét nghién cliu lién phong thd nghiém té chitc bdi AQAC va IUPAC
theo 1SO 5725:1986. Cac mau ngd, lac va bd lac bi nhiém tu nhién va dude bd sung téng aflatoxin &
muc 10 pglkg, 20 pglkg va 30 pglkg theo ti 1& 7:1:3:1 tuong dng vdéi B,, B, G, va G,.

Béng A.1 — Dif liéu vé dé chum cia ngd

Thﬁng;s-:“:' Aflatoxin J
8, | B | & | 6 | Tng
MNam tién hanh thit nghiém lién phong : 1989 r 1989 1989 ! 1989 ‘l.éBQ i
56 luong phong thir nghigm __ 10 10 | 10 ! 10 | 10 ‘
S mau 1 1 - 1 ‘ 1 1 1 |
Sﬁlpf‘rﬁng thir nghigém con lai sau khi trir g 9 ! 9 | 10 | g '
loai le '
S48 lugng ngoai lé i 1 ! 1 1 0 1
56 két qua duoc chap nhan 18 i 18 18 l 20 18
Gié tri trung binh ¥ | ugikg 14,88 | 1,38 7.18 1.05 24,49 i
Bé léch chudn 13p lai, 5., palkg 0,68 035 0,68 0,20 1,79
B6 léch chudn tuang dai lap lai, RSD,, % 5.8 25 8,5 18 ra
Gidgihan laplair, (r=28x 5, ng'kg 24 0,98 1.90 0,58 5,0
D6 léch chuan tai lap, s,. ua'kg 1,50 0.41 0,68 0,53 2,86
| D6 léch chudn Wwong déi tai lap, RSD,, % | 10 30 95 | 51 1.7
Gidi han tai lap R, (R = 2.8 x 55) po'kg 4,20 1.15 1,90 1,48 8,01
Dé thu hoi, % 85 55 96 42 B1




