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TIEU CHUAN QUuOC GIA TCVN 9128:2011

Thirc an chan nuéi — Xac dinh ham lwegng carbadox —
Phwong phap str dung sac ky léng hiéu ning cao

Animal feeding stuffs — Determination of carbadox content —
Method using high-performance liquid chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap st dung séc ky 16ng hiéu ning cao (HPLC) dé xac dinh ham
Iwgng carbadox trong thirc &n hdn hgp va thikc an chan nudi.

Phwong phap nay c6 thé 4p dung cho thirc an chan nudi cé chira 0,5 mg/kg (gidi han dinh lwgng) dén
100 mg/kg khéi lvgng va ap dung cho thiec &n hdn hop cé chira carbadox Ién téi 10 % khéi lveng.

Gidi han phat hién dwéi la 0,1 mg/kg.

GHU THICH 1 Déi vei thirc &n chan nudi, phan khéi lwgng cia carbadox tinh béing miligam trén kilogam, con déi véi thire an
hén hep 13 phan tram khéi lugng.

CHU THICH 2 Carbadox thudc nhém quinoxalin. Carbadox dwec ding 1am phy gia & kich thich ting tréng cho lgn con.
2 Tai liéu vién din

Cac tai liéu vién dén sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cong b thi 4p dung phién ban dwoc néu. DG véi cac tai ligu vién dén khong ghi nam cong bo thi

ap dung phién ban mai nhat, bao gbm ca céc sia dbi, bd sung (néu co).

TCVN 6952:2001 (ISO 6498:1998) Thurc &n chéan nudi — Chuén bi mau thiv

3 Nguyén tic

Carbadox duwoc chiét ra khdi mau bang hdn hop cla axetonitril va metanol. Thikc &n chan nudi da
duwoc lam dm so bd véi nwdc. Chat chiét mau thirc &n chan nudi dwgc lam sach qua cdt nhom oxit
ngén. Chét chiét ciia hén hop thirc &n chan nudi dwoc pha lodng tryc tiép voi hdn hop cla nuwéc,
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axetonitril va metanol. Chat chiét cudi cung dwec phan tich bdng HPLC pha dao véi derector UV &
buwéc séng 365 nm (xem [1] dén [3)).

Su c6 mét cua dimetridazole, nitrofurazone hodc natri sulfadimidin cé thé lam can tr& phép xac dinh

carbadox.

Ngoai ra, carbadox c6 thé xac dinh dugc sau khi tao dén xuét sau c6t voi natri hydroxit sau d6 phat
hién & bwéc song 420 nm.

4 Thudc thi
Chi str dung thudc ther loai tinh khiét phan tich.

4.1 Nwérc, da khir khoang hodc da khiv ion, véi dién trd sudt it nhét 1a 10 MQ.cm, hodc nuéc cb 4o

tinh khiét twong duong.
4.2 Dung mai chiét: hdn hop clia axetonitril va metanol (1:1 tinh theo thé tich).

Trén céc thé tich bing nhau clia axetonitril va metanol. Trén k¥ va chinh vé nhiét d6 phong tredc khi
str dung.

4.3 Dung méi pha lodng: hdn hop ctia dung méi chiét (4.2) va nwéc (4.1) (70:30 tinh theo thé tich)
Trén 70 ml dung méi chiét (4.2) véi 30 mi nwéc (4.1).

4.4 Axit axetic, W(CH;CO,H) = 10 % phan thé tich.

Pha loang 10 ml axit axetic bang v&i nwéc dén 100 ml.

4.5 Dung dich natri axetat, ¢(C,H;NaO;) = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Can 0,82 g natri axetat khdng chira nwéc cho vao binh dinh mirc mdt vach 1 000 ml. Hoa tan trong
700 ml nuée. Diéu chinh pH téi pH = 6 bang axit axetic (4.4). Pha loang bang nwoc téi vach va tron.

4.6 Pha dong dung cho HPLC.

Gop 825 ml dung dich natri axetat (4.5) va 175 ml axetonitril va trdn. Loc dich rira gidi qua bd loc
0,22 um st dung hé théng loc dung méi (5.2), khi khi 10 min trong bé siéu am (5.3) trwwére khi st dung.

4.7 Chét chuan carbadox, metyl este N,N’—dioxit cia axit 3-(2-quinoxalinyl metylen) carbazic (CAS
6804-07-5).

CANH BAO - Vi carbadox nhay véi anh sang, do d6 cin tranh anh sang ban ngay hodc anh
sang trang nhan tao. Tranh hit phai va tiép xtc véi chit chudn carbadox déc va cac dung djch
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cua chiing. Lam viéc trong ta hat khoi khi tiép xuc véi cac dung méi va dung dich. Mang kinh an
toan va mic quén ao bao hé.

4.8 Dung dich gbc carbadox (khoang 100 pg/ml)

Can 10 mg + 1 mg carbadox (4.7), chinh xac dén 0,1 mg, cho vao binh dinh m*¢ mét vach 100 ml. Hoa
tan trong dung méi chiét (4.2), pha lodng t6i vach va trén. Tinh néng do clia dung dich cé tinh dén do
tinh khiét cia chét chuan. Chuén bi dung dich mai hang thang. Bao quan trong t6i & 0 °C t6i 8 °C.

4.9 Dung dich Iélm viéc carbadox (khoang 2 ug/ml dén 10 pg/mi).

Dung pipet l&y 1,0 mi va 5,0 mi dung dich géc carbadox (4.8) cho vao cac binh dinh mirc mét vach
50 ml riéng ré. Pha lodng bing dung méi pha loang (4.3) téi vach va trén. Chuan bj dung dich méi cho

méi day mau.
4.10 Dung dich lam viéc carbadox (khoang 0,4 ug/ml dén 2 pg/ml).

Dung pipet ldy 1,0 ml dung dich géc carbadox (4.8) cho vao binh dinh dinh miérc mét vach 50 ml, pha
lodng bang pha ddng (4.6) t&i vach va trén. Ding pipet Iy 10 ml dung dich nay (2 ug/ml) cho vao binh
dinh mirc mét vach 50 ml, pha loang bing pha déng (4.6) t¢i vach va trén. Chudn bi dung dich méi cho

méi day mau.
4.11 Chéat chuan dimetridazole, 1,2-dimetyl-5-nitro-1H-imidazole (CAS 551-92-8).

CANH BAO - Vi dimetridazole nhay véi anh sang, do d6 can tranh anh sang ban ngay hoic anh
sang tring nhan tao. Tranh hit phai va tiép xic véi chit chuan dimetridazole ddc va cac dung
dich cua chung. Lam viéc trong ta hut khéi khi tiép xuc véi cac dung méi va dung djch. Mang
kinh an toan va mic quan do bao hé.

4.12 Dung dich géc dimetridazole (khodng 100 pug/ml)

Can 10 mg *+ 1 mg dimetridazole (4.11), chinh x4c dén 0,1 mg, cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml.
Pha lodng bang metanol t&i vach va tron. Tinh ndng dé clia dung dich c6 tinh dén do tinh khiét ciia chét
chuén. Chuan bi dung dich méi hang thang. Bao quan & noi tdi & 0 °C dén 8 °C.

4.13 Dung dich lam viéc dimetridazole (khoang 20 ug/ml).

Dung pipet lay 2,0 ml dung dich géc dimetridazole (4.12) cho vao binh dinh mirc mét vach 10 ml. Pha
lodng bang nwérc téi vach va trén. Chudn bi dung dich méi cho méi day mau.

4.14 Chat chuan sulfadimidin, muédi natri cGia 4-amino-N-(4,6-dimetyl-2-pyrimidinyl) benzen sulfonamid
(CAS 1981-58-4),
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CANH BAO - Tranh hit phai va tiép xuc véi chat chuan sulfadimidin dgc va cac dung dich cua
chung. Lam viéc trong ta hat khoi khi tiép xdc véi cac dung méi va dung djch. Mang kinh an

toan va mac quan ao bao hé.
4.15 Dung djch géc sulfadimidin (khoang 200 pg/ml).

Can 10 mg + 1 mg chét chuan sulfadimidin (4.14), chinh x4c dén 0,1 mg, cho vao binh dinh m&c mét
vach 50 ml. Pha lodng bing metanol t&i vach va trén. Tinh néng dd clia dung dich c6 tinh dén dé tinh
khiét cia chét chuan. Chuan bj dung dich méi hang thang. Bao quan & noi téi & 0 °C dén 8 °C.

4.16 Dung dich lam viéc sulfadimidin (khoang 20 pg/ml).

Dung pipet lay 1,0 ml dung dich géc sulfadimidin (4.15) cho vao binh dinh m&rc mét vach 10 ml. Pha
lodng béng nuwéc téi vach va trdn. Chudn bj dung dich méi cho méi day méu.

4.17 Chét chuan nitrofurazone, 5-nitro-2-furaldehyt semicarbazone (CAS 59-87-0).

CANH BAO - Vi nitrofurazone nhay v&i anh sang, do dé can tranh anh sang ban ngay hoic éanh
sang tring nhan tao. Tranh hit phai va tiép xic véi chét chudn nitrofurazone déc va cac dung
dich cua ching. Lam viéc trong ta hat khoi khi tiép xuc véi cac dung méi va dung dich. Mang
kinh an toan va mic quin ao bao hé.

4.18 Dung dich gdc nitrofurazone (khoang 100 pg/ml).

Can 10 mg + 1 mg nitrofurazone (4.17), chinh xac dén 0,1 mg, cho vao binh dinh mic mét vach
100 ml. Pha loang bang metanol t&i vach va trén. Tinh ndng do cia dung dich c6 tinh dén @ tinh khiét
ctia chét chuan. Chudn bj dung dich méi hang thang. Bao quan & noi téi & 0 °C téi 8 °C.

4.19 Dung dich lam viéc nitrofurazone (khoang 20 pg/ml).

Dung pipet lay 2,0 ml dung dich géc nitrofurazone (4.18) cho vao binh djnh m&c mét vach 10 ml. Pha
loang bang nuéc téi vach va trdn. Chuén bj dung dich méi cho méi day mau.

4.20 Nhém oxit trung tinh, hoat tinh bang 1.
Pé khir hét hoat tinh st dung tir 0 % dén 1 % nwoc.
4.21 Dung dich natri hydroxit, c(NaOH) = 0,5 mol/l.

Can 20 g natri hyddroxit cho vao binh dinh mirc mét vach 1 lit va hoa tan trong 10 ml nwéc. Pha loang
bang nwdc téi vach va trén.
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5 Thiét bj, dung cu
Str dung céc thiét bi, dung cy clia phong thir nghiém thong thuéng va cu thé nhw sau:
5.1 May do pH.
5.2 Hé théng loc dung méi, tit ca cac dung cy bang thuy tinh thich hgp véi bd lpc ¢ ¢& 16 0,22 um.
5.3 Bé siéu am
5.4 May lic quay, chuyén dong ngang, tan s lic 250 lan/pht dén 300 lan/phut.
5.5 B9 lgc s@i thuy tinh, dwéng kinh 15 cm.
5.6 Bong thay tinh.

5.7 Cét thay tinh dung cho may sac ky, dai 30 cm, dwéng kinh trong 10 mm, mét dau dugc nat
béng nut bong thy tinh (5.6) hodc mét cét twong dwong cé dwdng kinh trong 10 mm.

5.8 Heé théng loc, duoc trang bi bd loc polyvinylidine difluoride (PVDF) hodic bd loc polytetrafluoretylen
(PTFE) c& 16 0,45 pm.

5.9 Nai cach thay, cé thé 1am néng dén 50 °C, hodc bd phan gia nhiét, dwoc trang bi ngudn cAp nito.
5.10 Hé théng HPLC, bao gbm nhi*ng phan sau:

5.10.1 Bom, khéng rung, c6 thé duy tri tc d6 dong 0,5 mi/min dén 1,5 mi/min.

5.10.2 Hé théng bom, c6 cac vong bom thich hop dung tich tir 20 pl dén 100 pl.

5.10.3 Detector UV, thich hop dé do & bwéc séng 365 nm.

C6 thé s dung detector mang diot diing cho muc dich khang dinh, néu c6 san.

5.10.4 May ghi.

5.10.5 Cot bao vé: Cot Cqgnhdi silica c6 c& hat khoang 30 um, chiéu dai 20 mm, dweng kinh trong
3,9 mm, hoac cét bao vé cé chat lwgng twong duong.

5.10.6 Cét phan tich.

Déi voi thive dn chadn nudi cé chira carbadox it hon 10 mg/kg khéi lwgng, thi st dung cét Cys nhdi silica
véi ¢d hat 5 um, dai 200 mm, dwéng kinh trong 3,0 mm, hodc cft phan tich c6 chét lwgng twong dwong.
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Déi véi thire an chan nudi va hdn hop thirc an cé chira carbadox béng hodc Ién hon 10 mg/kg khéi
lweng, thi st dung cdt Cyg nhéi silica véi ¢ hat 5 um, dai 300 mm, dwéng kinh trong 3,0 mm, hosc cot
phan tich cé chét lwong twong dwong.

Déi voi carbadox, phai thu dwec hé sb kha nang (K) it nhét 1a 1,0.

Hé sb kha nang dwoc xéc dinh:

K= :R _rO
fo

Trong dé:

K' 1a hé s6 kha nang;

ta la théi gian lwu cla carbadox, tinh bang phat (min);

t lathdi gian lwu cia pic khéng bn dinh, tinh bang phat (min).
5.10.7 Bom nhu déng (ding cho dan xuét sau cot)

5.10.8 Cudn phan (ng (diing cho dan xuét sau cét), polytetradfluorethyelene (PTFE), dai 2 m, dwdng.
kinh trong 0,5 mm.

5.10.9 Detector UV/Vis, thich hop dé do & bwéc séng 420 nm (dung cho din xuét sau cot)
5.11 Bom tiém dung mét lan, dung tich 5 mi.

6 Laymau

Viéc 1y mau khéng quy dinh trong tiéu chudn nay, nén I&y mau theo TCVN 4325 (1SO 6497) [5].

Mau gli dén phong thir nghiém phai ding la mau dai dién. Mau khéng bi hw héng hosc thay déi trong
subt qua trinh van chuyén hoac bao quan.

7 Chuan bi mau the
Chuén bi m3u thir theo TCVN 6952 (ISO 6498).

Nghién m&u phong thir nghiém (thwéng 1a 500 g) sao cho lot hét qua sang c& 18 1 mm. Trén that ky.
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8 Cach tién hanh
8.1 Yéu cau chung

Pdng thoi véi viéc phan tich mau thie (hodc diy mau th), tién hanh phan tich mAu tréng va m3u tréng
thém chuan. Néu can, c6 thé phan tich mau déi chirng dé kiém tra hiéu suét ciia phwong phép.

Phy lyc A dwa ra biéu @b trinh ty cGa quy trinh.

Déi véi cac mau thir tring, s dung phan mau cua thirc an da ddng nhéat c6 chira it hon 0,1 mg/kg
carbadox. Déi v&i mau tréng thém chudn, st dung mau tring c6 bd sung carbadox. Mau trang va mau
déi chirng c6 thé git dwoe mét nam néu dwoc bao quan & nhiét o 0 °C dén 8 °C.

Déi voi carbadox 50 mg/kg khéi Igng d6 thu héi thdp hon 91 % hodc cao hon 103 % thi phép phan
tich can dwoc lap lai.

8.2 Chuin bi mau thém chuén

Luong carbadox trong mAu thém chudn nén gin bang véi luvgng carbadox dy kién cé trong méu thir.
Chuén bi mau thém chuén chira 50 mg/kg carbadox nhw sau:

Dung pipet 14y 5,0 ml dung dich géc (4.8) cho vao binh nén 250 ml. Lam bay hoi dén khi con khoang
0,5 ml dwéi dong nito rdi thém 10 g mau tréng. Tron ky va dé yén it nhat 10 min trwdc khi tién hanh
chiét (8.3).

8.3 Chiét
8.3.1 Thirc dn chin nudi chira 0,1 mg/kg dén 10 mg/kg carbadox

Can 10,0 g mAu thir da chudn bj, chinh x4c dén 0,1 g, cho vao trong binh nén 250 ml. Thém 50,0 ml
dung moi chiét (4.4), day kin va I&c manh 30 min trén may lac quay (5.4). Loc dung dich qua b loc soi
thay tinh (5.5) va st» dung phan dich loc dé phan tich séc ky cét theo 8.4.

8.3.2 Thirc &n chan nubi chira tir 10 mg/kg dén 100 mg/kg carbadox

Can 5.0 g mAu thir da chuan bi chinh xac dén 0,1 g cho vao binh nén 250 ml. Thém 15,0 ml nwéc, tron
r&i dé yén 5 min. Thém 35,0 ml dung méi chiét (4.2), sau d6 day kin va lac manh trong 30 min trén may
lic quay (5.4). Loc dung dich qua bd loc soi thiy tinh (5.5) va st dyng dich loc @& phén tich sac ky c6t
theo 8.4.
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8.3.3 Hén hop thire an chian nudi chiva dén 2,0 % carbadox

Can 1,0 g mau the» da chudn bi, chinh xéc dén 0,01 g, cho vao binh nén 250 ml. Thém 15,0 mi nwéc,
trén va dé yén 5 min. Thém 35,0 ml dung méi chiét (4.2) sau d6 4y ndp va l&c manh 30 min trén may
lic quay (5.4). Loc dung dich qua b loc s@i thiy tinh (5.5).

Pha loang dich loc bang dung méi pha lodng (4.3) thu dwgc dung dich cudi c6 carbadox trong khoang
5 ug/ml @én 10 pg/mi phan khéi lvgng. Hé s6 pha loang la f.

Tron ky va loc dung dich stz dung hé théng loc (5.8). Str dung dich loc dé phan tich HPLC theo 8.5.
Hé s pha loang yéu cau () ¢b thé dwoc wéc tinh bang cach sir dyng cong thie:

_mw,
T Vp,

e

Trong dé
f, la hé sb pha lodng yéu ciu wéc tinh cda dich chiét mau;
m |a khéi lwong clia phan thir, tinh badng gam (g);
W, la phan khéi lwong carbadox dy kién cé trong méu, tinh béng miligam trén kilogam (mg/kg);
P landng d6 carbadox yéu céu cé trong dung dich cudi, tinh bing microgam trén mililit (ug/ml);
V' 14 thé tich téng cta dung méi chiét thém vao phan thir, tinh bang mililit (ml) (xem thém 8.5.2.3).
8.3.4 Hén hop thire dn chan nudi chiva tir 2,0 % dén 10 % carbadox

Céan 0,5 g mau thlr da chuan bj, chinh xac dén 5 mg, cho vao binh nén 250 ml. Thém 45,0 ml nwéc,
trén va dé yén 5 min. Thém 105,0 ml dung méi chiét (4.2) day nép va tron. Dat binh trong bé siéu &m
(5.3) 15 min. L&c manh 15 min trén may l&c quay (5.4). Loc dung dich qua bd loc sgi thiy tinh (5.5).

Pha loang dich loc bang dung méi pha loang (4.3) dé thu dwec dung dich cudi véi phan khdi lwong
carbadox trong khoang tir 5 ug/ml dén 10 pg/ml. Hé sé pha lodng la f

Trén ky va loc dung dich st dung hé théng loc (5.8). St dung dich loc @& phan tich HPLC theo 8.5.

CHU THICH Xem 8.3.3 vé céch tinh hé sé pha lodng wéc tinh.
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8.4 Sac ky cét

8.4.1 Dé chiét miu, dung cét thiy tinh (5.7) duoc nhdi khé bang 4 g nhém oxit (4.20), day cdt dwgc
nGt bing bong thuy tinh (5.6). Dung 15 ml chét chiét, da chuén bj theo 8.3.1 hoic 8.3.2, cho vao cft va
loai bé 2 ml dich riva giai dau tién.

Déi véi mau chiva tir 0,1 mg/kg dén 10 mg/kg carbadox, thi tién hanh theo 8.4.2.
Déi véi mau chira tr 10 mg/kg dén 100 mg/kg carbadox, thi tién hanh theo 8.4.3.

8.4.2 Thu lay 6 ml dich rira giai vao éng dong nhé cé chia vach. Dung pipet lay 4 ml dich rira gidi cho
vao dng nghiém hiéu chudn va lam bay hoi dung méi dén gan khd, st dyng ndi cach thly hodc bd
phan gia nhiét (5.9) & 40 °C dén 50 °C dwéi dong nito nhe. Pha loang bang 2 ml pha ddng (4.6). Trén
trong bé siéu am (5.3) va loc dung dich qua hé théng loc (5.8). St dung dich lpc d& phan tich HPLC
theo 8.5.

8.4.3 Thu l4y 4 ml dich riva gidi vao éng dong nhé cé chia vach va loc dung dich qua hé théng loc
(5.8). Str dung dich loc dé phan tich HPLC theo 8.5.

8.5 Phan tich HPLC

8.5.1 Cac diéu kién HPLC

Xem Bang 1
Bang 1
Thong sb Cai dat phin khéi lwgng Cai dat phan khéi lwong
cuia carbadox dén 10 mg/kg cua carbadox > 10 mg/kg
Cét phan tich ChromSpher Cyg? uBondapak Cig®
‘ Téc dq‘) dong thé tich pha dong 0,6 ml/min 1,5 mli/min
| Thé tich bom 50 ul 20 ul
Bwéc song 365 nm 365 nm
D nhay (chi thi) 0,005 AUFS dén 0,04 AUFS 0,02 AUFS dén 0,08 AUFS
May ghi 10 mV 10 mv
Téc do vé dd thi 1,0 cm/min 1,0 cm/min
® ChromSpher va pBondapak Ia nhirng vi dy v& cac san pham thich hop c6 ban sén. Théng tin ndy dva ra tao thua_n—
tién cho ngudi st dung tiéu chudn va tiéu chuln ndy khong an dinh phai sir dyng ching.
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Céc didu kién néu trong Bang 1 chi mang tinh chi d&n, vi trong thyc té viéc cai dat sé lién quan dén cot

va detector dwoc str dung
8.5.2 Cach tién hanh

8.5.2.1 Bom dung dich 1am viéc carbadox (4.9) vao méy séc ky cho dén khi dweng nén 6n dinh va
dén khi thu duoe chidu cao pic hodc dién tich pic tai lap. Déi véi chiéu cao pic hogc dién tich pic, chénh
lech gitra két qua cao nhét va thip nhét can nhé hon 5 % két qua trung binh clia ba 1&n bom lién tiép.

Trong phép phan tich hdn hop thirc &n chén nubi va thirc an chan nudi chira bing hodc nhiéu hon
10 mg/kg carbadox, st dyng cac dung dich lam viéc carbadox (4.9).

Trong phép phan tich thirc &n chan nudi chira it hon 10 mg/kg carbadox, str dung céc dung dich lam
viéc carbadox ndng do thdp hon (4.10).

Pic cuia carbadox phai ddi xing (fos < 2).

CHU THICH f 12 chiéu réng & phia cudi dwdng vudng géc clia pic, chia cho chidu réng phia treée dudng vudng gée cia
pic, ca hai dugc do & vi tri 10 % chidu cao pic.

8.5.2.2 Gitra cac ndng dé va chidu cao pic clia hai dung dich lam viéc carbadox phai
c6 méi twong quan ty 1& thuan (trong pham vi 5 %). Néu chénh léch Ién hon § % thi cAn phai chudn bj
cac dung dich 1am viéc carbadox mai.

Bom céac chét chiét mAu tring, mau trdng thém chuén va dung dich lam viéc dimetridazol (4.13),
sulfadimidin (4.16) va nitrofurazon (4.9). Néu pic carbadox khéng abi xieng hodc khéng tach hoan toan
khoi cAc pic cuia chat nén hoic pic clia cac dung dich chuén duwgc bom thi can st dung cgt HPLC khéac
hodc didu chinh cac didu kién séc ky bang cach tang hogc giam ham lwgng nwdc cla pha dong (4.6).

Bom I4n Iwot cac dung dich l1am viéc carbadox (4.9 ho#c 4.10), ndm dich chiét mdu va bom lai cac
dung dich 1am viéc carbadox. L3p lai trinh ty ndy déi voi cac day chét chiét mau khac, néu can.

Chiéu cao pic hodc dién tich pic quan sét dwoc déi véi cac dung dich 1am viéc carbadox c&n ném trong
khoang 5 % cac két qua cua cac dung dich lam viéc carbadox dwgc bom vao trwéc do.

8.5.2.3 Néu phan khéi lvong carbadox trong hdn hep thirc an chan nudi thdp hon nhigu so véi phan
khéi lugng di kién (c6 tinh dén dung sai), thi nén 13p lai cac budc phén tich theo 8.3.3 hoéc 8.3.4 c6
b sung 50 ml dung méi chiét gdm 35 ml dung méi chiét (4.2) va 15,0 ml nuéc.

Néu phan khéi leong carbadox méi thu dwoc I6n hon 15 % so véi gia tri ban dau, thi can I3p lai phép
phan tich véi 50 ml dung mai chiét khac da mé ta & trén. Viéc xac dinh bd sung nay can dwoc I3p lai
cho dén khi chénh léch két qua clia cac 1an xac dinh lién tiép carbadox nhé hon 15 %.
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9 Khang dinh
9.1 Yéu cau chung

Néu viéc nhan biét ctia chat can phan tich cé pic trong séc ky phd con chwa rd rang dya vao hinh dang
pic hozc dia vao két qua thu dwgc, thi viéc nhan biét nay can dwoc khang dinh lai bdng cach ap dung
ddng sic ky hoic detector mang diot. Néu khang dinh bang ddng s&c ky thi tién hanh theo 9.2 ¢cdn st
dung detector mang diot thi tién hanh theo 9.3.. Ngoai ra, sy c¢6 mét clia carbadox c6 thé dwoc khing
dinh bang cach st dung viéc tao din xuét sau cét véi dung dich natri hydroxit (xem 9.4).

9.2 Poéng sic ky

Chuén bi dich chiét mau cé bd sung chuan bang céch thém mét lwgng thich hep clia dung dich 1am
viéc carbadox (4.10) vao dich chiét mau. Lwgng carbadox dwgc thém vao phai gan bang lwong
carbadox di kién c6 trong dich chiét mau.

Bom dich chiét mau, dung dich 1am viéc carbadox (4.10) va dich chiét mau thém chuén. Chi cé pic
trong sac ky dwoc coi la pic clia chét phan tich co tang 1én ty 1& thuén véi mic thém vao va viéc tang
chiéu réng cla pic tai mét nira chiéu cao khong I&n hon + 10 % chiéu rong ban dau.

Tién hanh tiép theo Diéu 10.

9.3 Detector mang diot
9.3.1 Diéu kién

Céc diéu kién duoc mb ta trong 8.5.1, tuy nhién detector mang diot dwec s dung thay cho detector
UV, xem Bang 2.

Bang 2

Thong sé

Cai aat

Budc séng mau

365 nm

D6 rong bang tAn mau

4 nm (nghta la bwéc séng 365 nm + 2 nm)

| Budrc séng déi chirng

450 nm

' D§ rong bang tan déi chivng

100 nm

|
| Dai quang pho

225 nm dén 400 nm

| Phé

duwdng nén, dinh, diém ubn 1én va diém ubn xubng
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9.3.2 Cach tién hanh

D& cho hé théng &n dinh. Bom 2 pg/ml dung dich lam viéc carbadox (4.10), dich chiét mau con nghi
ngé va bom tiép 2 pg/ml dung dich 1am viéc carbadox (4.10). Ghi lai phd & dwéng nén, diém uén Ién va
diém udn xuéng va dinh pic. Lwu gilr tat ca cac dir ligu.

9.3.3 Danh gia

V& trong mét hinh cac phd khac nhau da chudn héa (méu — duong nén) cta pic mau, da ghi lai & dinh
va & diém udn Ién va diém udn xudng.

V& trong mot hinh cac phd da chun héa cla pic mdu va cia pic dung dich lam viéc carbadox dugc ghi
lai & dinh.

9.3.4 Tiéu chi khdng djnh
Viéc nhan biét chat phan tich dwec khdng dinh néu thda mén céc tiéu chi sau day:

a) Thoi gian Itu coa pic m3u phai bang (+ 5 %) thoi gian lwu clia pic chudn. Trong treéng hgp con
nghi ngd thi phai thém chuén (chét chuén dwgc thém vao mau).

b) Danh gia do tinh khiét ctia pic mAu theo sy phi hep clia chénh léch phd, dwoc ghi lai & dinh va &
diém udn 1én va didm uén xubng. O mdi bwdc séng dé hép thu twong dbi phai ngang bang (trong
khoang 15 %) dbi véi tat ca cac phd.

¢) Déi véi cac phan ctia phd voi d6 hap thy tuvong d6i nhd nhét 10 % chénh léch phd cla pic méu va
pic chuan dwoc ghi lai & dinh pic khdng dwoc ¢ sy khac biét dang ké. Tiéu chi nay dwoc dap (rng khi
cac gia tri cwe dai cung c6 mét trong mot bién do xac dinh bdi d phan gidi clia hé théng detector (dién
hinh t& 2 nm dén 4 nm). Khéng dwgc ¢ diém quan sat nao c6 do léch gira hai phd virot qua 15 % do
hap thu clia chat chuén & bwéc séng cy thé.

9.4 Dan xuat sau cot
9.4.1 Yéu cau chung

Bang ching bd sung vé sy c6 mat clia carbadox, dac biét 1a trong cac mAu chira it hon 5 mg/kg, ¢
thé tim dwoc bang cach 4p dung dan xuét sau cdt dac thi cho carbadox. Trong trwéng hop nay tién
hanh nhw sau.

Dung khép ndi chir T va mét bom nhu déng (5.10.7), sau c6t phan tich va tredc cudn phan eng
(5.10.8), thém dung dich natri hydroxit (4.23) vao pha déng. D6 hap thyu cywc dai clia carbadox sé dich
chuyén dén bwéc séng 420 nm.
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9.4.2 Pidu kién

Xem Bang 3.
Bang 3
Théng sb Cai aat
Téc dd dong thé tich thubc thir 0,23 ml/min
Bwéc song 420 nm
Thé tich bom 100 pl

10 Tinh két qua
10.1 Yéu ciu chung

Tinh phan khéi lvgng carbadox trong mAu béing cach so sanh chiéu cao pic hogc dién tich pic cia chét
chiét m3u véi trung binh cta chiéu cao pic hoac dién tich pic cia cac dung dich lam viéc carbadox
duoc bom vao treée va sau mau. St dung cac két qua thu dwoc véi dung dich 1am viéc carbadox ¢6
phan khéi legng phi hep nhét ctia carbadox.

10.2 Thirc 3n chan nudi chira tir 0,1 mg/kg dén 10 mg/kg carbadox
Tinh phan khéi lwgng carbadox (w) trong mau thire &n chin nudi béng cong thire:

ip v
he " 2m

we =

Trong .do:

w. 12 phan khéi lwgng carbadox trong mAu thiy, tinh béng miligam trén kilogam (mg/kg);

h 14 chiéu cao pic thu dwgc déi véi chét chiét mau, tinh bang don vi 6 dai;

hs la chiéu cao pic thu dwoc ddi véi dung dich lam vigc carbadox, tinh bang don vi chiéu dai;

ps landng dé carbadox trong dung dich lam viéc carbadox, tinh bang microgam trén mililit (ng/ml);

V  1a thé tich tdng sb cla dung méi chiét dwoc thém vao phan mAu thi, tinh bang mililit (ml);

m 12 khéi lwgng cltia phan thi, tinh bang gam (g).

Ngoai ra, cé thé s dung dién tich pic trong tinh toan thay cho chidu cao pic va st dung phwong phap
hdi quy tuyén tinh dé tinh ham lwgng carbadox trong chét chiét mau.

Lam tron két qua dén 0,1 mg/kg.
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10.3 Thirc an chan nudi chira tir 10 mg/kg dén 100 mg/kg carbadox
Tinh phan khéi lvong carbadox (we) trong mAu thire &n chan nudi bang cong thirc:

h v
We=p P
s

Y nghia ctia c4c ky hiéu giéng nhw trong 10.2.

Ngoai ra, c6 thé st dung dién tich pic trong tinh toan thay cho chiéu cao pic va st dung hdi quy tuyén
tinh @& tinh ham lweng carbadox trong chét chiét mau.

Lam tron két qua dén 1 mg/kg.
10.4 Premix chira dén 10 % carbadox
Tinh phan khéi lvgng carbadox (wep) trong mau premix bang cong thirc:

%

h -4
w,=—.0p.—.fx107"f
®=h Ps g u

Trong do
W, la phan khéi long carbadox trong mau premix, tinh béng phan tram (%);
w, la ndng dé carbadox trong dung dich lam viéc carbadox, tinh b&ng microgam trén mililit (ug/ml);
f 12 hé sb pha lodng ctia chét chiét mau (xem 8.3.3 ho&c 8.3.4);
f, 1a hé sb hiéu chinh don vi (£, = 1 kg.mg™".%).
Y nghia clia céac ky hiéu giéng nhw trong 10.2.

Ngoai ra, c6 thé st dung dién tich pic trong tinh toan thay cho chidu cao pic va st dung héi quy tuyén
tinh dé tinh néng do carbadox trong chét chiét mau.

Lam tron két qua dén 0,01 %.

11 D6 chum
11.1 Ther lién phong thi nghiém

Cac chi tiét cua phép thir lién phong thir nghiém vé& dd chym cltia phuong phap, bao gdm chu thich vé
tinh hop & cua cac sb lidu d6 chum, dwoc dwa ra trong Phy luc B. Cac gid tri thu dwoc tir phép thi lién
phong thi nghiém nay cé thé khong thé 4p dung cho cac dai ndng dd va chat nén khac véi cac dai
ndng do va chéat nén da néu.
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11.2 D9 lap lai

Chénh léch tuyét déi gitva cac két qua cia hai phép thir don & doc 1ap, thu duoc khi str dyng cling
phwong phap trén vat liéu thir gibng hét nhau trong cuing mét phong thi¥ nghiém, do mét ngwoi thye
hién, st dung ciing thiét bi, thyrc hién trong mét khodng théi gian ngén, khong qué 5 % céc tredng hop

I&n hon:
a) 10 % trung binh clia hai két qua thir dbi véi phan khdi lvgng carbadox dén 50 mg/kg;

b) 14 % gia tri trung binh clia hai két qua tht dbi voi phan khoi lvgng carbadox trong khoang tir 1 %
dén 10 %.

11.3 D¢ tai lap

Chénh léch tuyét ddi gitva cac két qua clia hai phép thir dc lap, thu dwgc khi st dung cung phuong
phép, tién hanh thi» trén vat liéu gibng nhau trong cac phong thir nghiém khac nhau, do cac nha phan
tich khac nhau, st» dung céc thiét bi khac nhau thuc hién, khong qua 5 % céac trueng hop I6n hon:

a) 25 % trung binh ctia hai két qua thir dbi véi phan khéi lgng carbadox dén 50 mg/kg;

b) 18 % trung binh ciia hai két qua thr di voi phan khéi lwong carbadox trong khoang tir 1 % dén 10 %.

12 Bao cao thr nghiém

B&o cdo thtr nghiém phai ghi ro:

a) moi théng tin can thiét & nhan biét day du vé mau thiv;

b) phuong phép lay mau da st dyng, néu biét;

¢) phwong phap thir da dung, eiing nhw vién dan tiéu chuén nay;

d) tAt ca cac chi tiét thao tac khdng quy dinh trong tiéu chudn nay, hodc tuy chon cling véi céc chi tiét
bAt thuong nao khac c6 thé anh hwdng téi két qua;

e) két qua thir thu dugc, hodc néu a6 I3p lai duoc kiém tra thi néu hai két qua cubi cung thu duoc.
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Phén tich HPLC

ChromSpher Cs
Lwu lrgng dung
moi: 0,6 ml/min
Bom 50 pl

Y

Phén tich HPLC

Lwu lrgng dung

nBondapak Cig

moi: 1,5 ml/min

Bom 20 pl

Phuluc A
(Tham khao)
So dd quy trinh
Thirc &n chdn nudi Thirc 3n chin nubi Premix chira dén Premix chira tir
chira tir 0,1 mg/kg chira tir 10 mg/kg 2 % carbadox 2% dén 10 %
dén 10 mg/kg dén 100 mg/kg carbadox
carbadox carbadox
10g miu + 50 ml 5g méu + 15 ml nudc 1 g méu + 15 ml nuée 0,5gmiu
metanol/axetonitril U trong 5 min U 5 min + 45 ml nuéc
Thém 35 ml Thém 35 ml U 5 min
metanol/axetonitril metanol/axetonitril Thém 105 ml
metanol/axetonitril
v v v v
Léc 30 min Léc 30 min Léc 30 min Siéu &m 15 min
Loc Loc Loc L&c 30 min
v v it
Cho 15 ml dich lgc Cho 15 ml dich lgc
vao cdt nhém oxit vao cbt nhdm oxit
Loai bé 2 ml dich Loai bd 2 ml dich
rira giai dau tién rira gidi dau tién
Thu Iy 6 ml dich Thu I4y 4 ml dich
rira gidi rira gidi
DU l 14 -
n
g Rpousy Pha lo&ng dén
4 ml dich rira giai .
. khoang tir 5 pg/ml
vao éng nghiém i : <
Lam bay hoi dén n 10 ug/m
. carbadox va 30 %
gan kho
Hoa tan céan trong e
2 ml pha déng




TCVN 9128:2011
Phu luc B
(Tham khao)

Két qua cua phép thir lién phong thir nghiém

D06 chym cua phwong phéap duwoc thiét 1ap bdi phép thir lién phdng thir nghiém dwoc tién hanh & Ha
Lan phi hep véi TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) [4). Trong phép thir nay cé 8 phong thir nghlem tham gia
va 13 mau dwoc kiém tra danh gia.

Céc d liéu vé dd chum thu duwoc cho thdy sé phong thtr nghiém (7) dwoc gir lai sau khi trir ngoai 1&
hoan toan khong dap tng dwgc yéu ciu cla IUPAC-AOAC (can it nhat 1a két qua cla 8 phong thi
nghiém sau khi da trlr cac ngoai I&). Tuy nhién, céc sé liéu vé két qua cia do chym c6 thé dwgc chap
nhan dé s dung trong thyc té, mac di mirc xac suat cia giéi han do 1&p lai va do tai lap sé nhd hon
95 %.

Béng B.1 - Cac két qua théng ké cuaa phép thir lién phong thir nghiém véi thiee an chan nubi

Miu
o Thirc 3n kh&i déng 1 Thiee &n khoi déng 2
Thong so
Dang Dang Dang Dang Dang Dang
bt vien® | viéen® bét vién® vién®
Sé phong thi nghiém duoc gi lai
prong . é Lae y 7 7 7 7 7
sau khi da trir ngoai lé
Phan khéi luong trung binh cua
50,0 49,7 46,9 47,6 49,7 48,2
carbadox, mg/kg
| Do lech chuan I3p lai (s,), mg/kg 2,9 1,6 1,5 2,7 2,1 1,6
L
Heé sb bién thién lap lai, % 5,8 3.1 3,2 5,6 4,3 2,9
Gi¢i han d¢ lap lai r=2,8s),
an a0 1ap lai (9 | sd 8,2 4.4 4,3 7.6 6,0 4.4
| mg/kg .
| Do 1ech chuan tai lap (ss), mg/kg 3,9 26 23 41 24 22
Hé s6 bién thién tai lap, % 7.8 5,2 4.8 8,7 49 4,6
| Gigi han d¢ tail R = 2,8 sg),
on & Ll l 1.1 7.3 6,4 11,7 6,9 6.3
mg/kg
* thirc an giai doan khdi déng cho lgn con, dang vién khdng cén gia nhiét.
| ® thic an giai doan khéi ddng cho lon con, dang ép vién sau khi gia nhiét bing cach bom hoi nudc (& 40 °C).
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Bang B.2 - Cac két qua théng ké cua phép thir lién phong thir nghiém véi premix

[
! Miu®
Théng sé =
1 2 3 4 5 6 7
Sé phong thir nghiém con lai sau
i " 7 7 7 7 7 7 7

khi trir ngoai 1&

Phin khéi lwgng trung binh cla
carbadox, %

0,889 | 0,929 0,921 0,876 9,63 9,81 10,10

D6 léch chuan I3p lai (s,), % 0,037 | 0,028 | 0,028 0,044 0,463 0,502 | 0,449
Hé s6 bién thién Iap lai, % 4,21 3,02 3,01 5,05 4,84 5,10 4,45
Gidi han I3p lai (A [r = 2,85,), % 0,106 | 0,079 | 0,079 0,125 1,31 1,42 1,27
D0 léch chuén tai 1ap (sr), % 0,037 | 0,028 | 0,040 0,055 0,463 0,512 | 0,456
Hé sb bién thién tai lap, % 421 | 3,02 4,30 6,34 4,84 5,21 4,50
Giéi han tai lap (R) [R=2,8sa),% | 0,106 | 0,079 | 0,112 | 0,157 1,31 1,45 1,29

* 1,2,3 va 4: hén hop thirc an chan nudi véi carbadox khoang 1 % khéi lwgng;

5,6 va 7: premix véi carbadox khoang 10 % khéi lvgng.
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Thw muyc tai liéu tham khao

SOP A0394, State Institute for Quality Control of Agricultural Products (RIKILT-DLO). Agricultural
Research Department, The Netherlands.

LowiE, Jr., D.M., TEAGUE, Jr., R.T., QuICK, F.E. and FOSTER, C.L. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 66,
1983, pp. 602-605.

TCVN 6910-1:2001 (ISO 5725-1:1994) D6 chinh xdc (36 dung va dé chum) cua phuwong phap do
va két qua do — Phan 1: Nguyén téc va dinh nghia chung.

TCVN 6910-2:2001 (ISO 5725-2:1994) D6 chinh x4c (d6 ding va dé chum) cta phuong phap do
va két qua do — Phén 2: Phuong phép co ban xac dinh d¢ Iap lai va dé tai Iap cia phuong phip do

tiéu chuén.
TCVN 4325 (1SO 6497), Thirc &n chdn nuéi — LAy méu.

AERTS, M.M.L. and WERDMULLER, G.A. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 71, 1988, pp. 484-490.
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