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"TIEU CHUAN Quéc GIA TCVN 9126:2011

Thirc an chan nuéi — Xac dinh aflatoxin B4

Animal feeding stuffs — Determination aflatoxin B

1 Pham vi ap dyng

Tiéu chun nay quy dinh phwong phap ¥c dinh aflatoxin B, trong thirc &n chén nudi béng sac ky léng
hiéu nang cao c6 dan xuét sau cot.

Tiéu chun nay 4p dung cho thirc an chan nudi cé ham lveng chét béo 1én dén 50 %.

Gi¢i han dinh lwong ciia phurong phap ray cé thé nhé hon 0,5 pg/kg déi véi aflatoxin By cho ty s6 tin
higu trén nhiéu béng 6.

CHU THICH Phuong phap nay dyra trén Tai liéu ham khao [1].

2 Tai ligu vién dén

Céc tai lidu vién dan sau 12 rat cin thiétcho viéc 4p dung tiéu chudn. Béi véi cac tai ligu vién dan ghi
n&m cong bé thi ap dung phién ban dwoc néu. Ddi v&i cAc tai ligu vién dan khong ghi ndm cong bd thi
ap dung phién ban moi nhét, bao gém cé cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987) Nude dung dé phan tich trong phong thi nghiém — Yéu cu ky thuat
va phuong phap thir.

3 Nguyén tic

Phan mau thi duoc chiét bing dung md (axeton/nuée). Dich chiét mau duoc loc, pha lodng bang nudc
hodc mudi dém phosphat d&n ndng dd duag méi quy dinh. Phan mau thir dwoc dua 1én cot mién dich (IAC)
o chira cac khang thé dac thu véi aflatexin B;. Aflatoxin B, dwoc loai ra khdi IAC bang metanol nguyén
chét va sau d6 duoc dinh lwong biing si¢ ky 16ng hiéu nang cao pha dao (RP-HPLC) c6 dén xuét sau cft
(PCD) bao gdm ca qua trinh brom héa. Viéc tao din xuét sau cét dat droc bing digén héa tao brom hodc
bing pyridinium hydrobromua perbromua PBPB) sau d6 dwoc xac dinh bang detector huynh quang.
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4 Thudc thir
Str dung céc thube thir dat chét legng tinh khiét phan tich, trir khi cé cac quy dinh khéc.

CANH BAO - Phwong phap nay cé st dyng cac dich 16ng dé chay cé ddc tinh nhw axeton,
metanol va axetonitril. Tranh tiép xic va dé xa nguodn nhiét, tia Itra hodc ngon Itra hé.

CHU THICH Cac quy trinh khir nhiém cac chat thai phong thir nghigm da dugc Td chirc Nghién ciru Quéc té vé Ung the
(WHO) xay dyng va danh gia xac nhan.

4.1 Nwéc, phu hop véi loai 3 trong TCVN 4851:1989 (1ISO 3696:1987).
4.2 Muoi dém phosphat (PBS), pH 7.4

PBS c6 thé dwoc chuan bi tr kali clorua (0,20 g), kali dihydro phosphat (0,20 g), dinatri hydro phosphat
khan (1,16 g) [hodc dinatri hydro phosphat ngam 12 phan t& nwéc (2,92 g)] va natri clorua (8,00 g)
thém vao 900 ml nwac tinh sach. Chinh pH dén 7,4 (bang HCI 0,1 mol/l hodc NaOH 0,1 mol/l mét cach
thich hop) va pha loang dung dich dén 1,0 lit.

Céch khéc, c6 thé st dung céac vién mubi dém phosphat ban san cé tinh chéat twong dwong.
PBS khong bén voi vi sinh vat do dé nén chuén bi méi it nhat hang tuén.

4.3 Pyridinium hydrobromua perbromua (PBPB, CAS: 39416-48-3)

Thudc thir nay khéng can trong truérng hop st dung dién héa tao brom.

4.4 Kali bromua

Thuéc thir nay khdng can trong truéng hep st dung thubce thir PBPB.

4.5 Axetonitril, dé dung cho HPLC.

4.6 Metanol, dé dung cho HPLC.

4.7 Axeton, tinh khiét.

4.8 Nwéc dé dung cho HPLC, phi hep véi loai 1 trong TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987).
4.9 Dung méi chiét, dung dich clia axeton (4.7) va nudc (4.8) [85+15 (tinh theo thé tich)].
4.10 Axit nitric, c(HNO;) = 4 mol/l

Thuéc thir nay khdng cén trong trudng hop st dyng thube thir PBPB.
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4.11 Cét ai lwc mién dich (IAC)

IAC can chira c4c khang thé khéng aflatoxin B,. IAC cin cé dung tich khéng nhé hon 40 ng aflatoxin B,
va phai cho d6 thu hdi khéng nhé hon 80 % déi véi aflatoxin B, khi dung cho dung dich chuén chira
0,25 ng aflatoxin B, trong axeton/nwéc.

4.12 Dung mo6i pha dgng A diing cho HPLC, chi dung cho thuéc thir sau c6t c6 PBPB

St dung dung dich clia nwéc (4.8)/axetonitril (4.5)/metanol (4.6) [6+2+3 (tinh theo thé tich)). Ty I& cta
céac dung méi c6 thé can diéu chinh dé cho cac théng sé tach téi wu.

4.13 Dung méi pha déng B dung cho HPLC, chi sir dung véi dién héa tao brom.

St dung dung dich nuwéc (4.8)/axetonitril (4.5)/metanol (4.6) [6+2+3 (tinh theo thé tich)] chira 120 mg
kali bromua (4.4) va 350 pl axit nitric & ndng do 4 mol/l (4.10) trén méi lit pha dong. Ty Ié cla cac dung
moi ¢6 thé can diéu chinh dé cho céc thong sé tach téi wu.

Cac dung moi pha dong (4.12 va 4.13) cin duec khir khi.
4.14 Thuéc thir sau cét, chi dung cho thudc thir sau cot c6 PBPB

Hoa tan 25 mg PBPB (4.3) trong 500 ml nwéc. Dung dich nay cé thé bén dén 4 ngay, néu dwoc bdo
quan noi téi & nhiét dd phong. Thudc thir sau cot nay chi dwoc st dung khi két hop véi dung méi pha
ddng A dung cho HPLC (4.12) nhuwng khéng két hop véi dung méi pha déng B dung cho HPLC (4.13).

CHU THICH Thuéc thir sau cét chi bén trong 3 ngay.
4,15 Toluen/axetonitril, 98 + 2 (tinh theo thé tich).
4,16 Chét chuén aflatoxin B,, dang tinh thé hodc mang khé ding cho phan tich

CANH BAO 1 - Phwong phap nay cé str dung cac dung dich aflatoxin B,. Aflatoxin 1a chit gay
ung thw cho ngudi. Chu y I canh béao cua Té chirc qudc té vé nghién clru ung thw (WHO),

CANH BAO 2 - Aflatoxin dé bj suy giam chét lwgng dwoi anh sang. Thye hién phan tich tranh
anh sang ban ngay va gil» cac dung dich chuan aflatoxin tranh anh sang béng cach ding cac lo

nho mau nau hodc giay nhém.

4.17 Dung dich géc hiéu chuin dung cho HPLC

4.17.1 Dung dich géc dung cho myc dich chung

Chuan bi dung dich géc aflatoxin B, (4.16) chira 10,0 pug/ml trong toluen/axetonitrii (4.15).

CHU THICH Dung dich géc trong toluen/axetonitril b&n trong it nhat mét nam véi didu kign duoc bdo quan bing dyng cy thuy
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tinh da rra axit va duoc bao quan noi téi & -18 C. N éu dung dich gbc dwgc dung trong khodng thoi gian ngén hon nhidu (t6i
da 3 thang), thi c6 thé si dyng metanol (4.6) dé thay thé. Chu y réng dung dich trong metanol nhay hon v&i mdi tredng kiém
clUa bé mat thiy tinh va anh séng ban ngay so véi dung dich toluen/axetonitril.

Boc kin cac binh bing 14 nhém va bado quan ching & nhigt 3 duwéi 4 T. D& xac dinh chinh x4c néng
d6 aflatoxin trong dung dich géc nay, thi ghi lai dwong hép thy & bwdc séng tir 330 nm dén 370 nm
trong cuvet thiy tinh thach anh cé chidu dai dwong quang 1 cm (5.21) trong mdy do phd (5.20), véi
dung méi clia dung dich géc trong cuvet so sanh. Tinh ndng d6 khéi lgng cia tirng aflatoxin, ¢,, béng
microgam trén millilit, dung céng thirc (1):

Ca = Amaxx —* (1)

trong doé
Amax 12 @6 hAp thy xac dinh dugc & mic tdi da clia dwdng hép thy;
M, lakhdi lwong phan ti cua aflatoxin By, tinh bang gam trén mol (312 g/mol);

€, la 6 hap thy phan ti cua aflatoxin B,, tinh bang mét vudng trén mol (1 930 m%mol doi voi
dung dich toluen/axetonitril va 2 150 m%mol déi véi dung dich metanol);

d lachiéu dai dwong quang clia cuvet, tinh bing xentimet.
4.17.2 Dung dich géc higu chuan

T dung dich géc (4.17.1), chuan bj dung dich hiéu chuan aflatoxin B, (4.16) chira 50,0 ng/ml trong
toluen/axetonitril (4.15) hoac trong metanol (4.6)

4.17.3 Phwong an tuy chon A (xem 6.3)

Tir dung dich géc hiéu chuén (4.17.2), dung pipet Iy cac thé tich dwoc néu trong Bang 1 (phuong an
tly chon A) cho vao ddy cac binh dinh m&c 20 ml da dwgc hiéu chudn. Lam bay hoi dung dich
toluen/axetonitril vira dén kho dwéi dong nito' & nhiét do phang. Néu st dung metanol dé chuan bj dung
dich géc, thi khéng can 1am bay hoi. Thém 7 ml metanol vao médi binh. Pé cho aflatoxin hoa tan, sau @6
pha lodng bing nwéc dén vach rdi lac ky.

CHU THICH Metano! va nudc bi gidm thé tich khi trdn.

4.17.4 Phwong an tuy chon B (xem 6.3)

T dung dich gbc hiéu chuén (4.17.2), dung pipet lay cac thé tich dwoc néu trong Bang 1 (phuong an
tby chon B) cho vao it nht 5 binh dinh mrc khdc nhau dung tich 20 ml. Lam bay hoi dung dich
toluen/axetonitril vira dén kho dwdi dong nito & nhiét o phong. Néu st dyng metanol §é chuan bj dung
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dich géc, thi khong can lam bay hoi. Thém khoang 10 ml metanol vao méi binh. D& aflatoxin hoa tan, rbi
pha lodng thém v&i metanol nguyén chét (khong diing hén hgp metanol/nwéc) dén vach rdi Iic ky. Sau
d6 chuyén chinh xac 1 ml dung dich 1am viéc hiéu chuén nay vao o nhé thly tinh da rira bing axit (xem
Canh béo trong 5.7), 1am bay hoi dén khé theo phwong &n tly chon B (6.3.3) rdi hoa tan lai trong mét
thé tich chinh xac nhu dwec dung dé hoa tan lai mau trudc khi bom (6.3). Tinh néng @9 aflatoxin B,
trong dung dich da hoa tan va lam bay hoi, bing nanogam trén mililit. Dung céc gia trj ndéng d6 nay dé
tinh theo 6.6. Trong tredng hop nay, dai hiéu chuan gitr khong thay dbi.

Bang 1 — Chuan bj cac dung dich lam viéc hiéu chuan

F Céc chun lam viéc Phwong an tuy chon A Phwong an tuy chon B
I Dung dich géc Néng dé cua Dung djch géc Néng dé cua
i hiéu chuan aflatoxin B, hiéu chuén aflatoxin B,
ul ng/ml ul ng/m|
1 20 0,050 100 0,250
2 70 1,175 350 ‘ 0,875 -.
3 120 0,300 600 1,500 '
4 170 0,425 850 2,125
5 220 L 0,550 1100 2,750

5 Thiét bi, dung cuy

Str dung cac thiét bi, dung cu ctia phang thir nghiém théng thwong va cac thiét bi, dung cu sau da:
5.1 May lac thang dirng hodc may lac ngang, co thé diéu chinh dwoc.

5.2 Giay loc gap nép, dudng kinh 24 cm (vi du xenluloza dung cho két tia min).

5.3 Binh non, cé nap van hoac nép thuy tinh.

5.4 Giay loc soi thay tinh nhé, dwong kinh 5 cm (vi du ¢& 16 1,6 pm).

5.5 Binh chira, 75 ml c6 bd phan két ndi dau tip Luer dung cho IAC.

5.6 Bom tay, xyranh 20 ml ¢ khéa Luer hodc nép cao su dung cho IAC.

5.7 Binh dinh muirc, dung tich 5 ml, 10 ml va 20 ml, c6 dd chinh x&c it nhat 0,5 %.
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CANH BAO - Viéc str dung cac dung cuy thay tinh khéng dwoc riva bang axit (vi dy: cac lg nhé,
éng nghiém, binh) diing cho céc dung dich pha nwéc aflatoxin cé thé lam thét thoat aflatoxin.
Do d6, chu y dic biét véi dung cu thiy tinh mé&i siv dung lan dau. Vi vay, trwéce khi sie dyng,
ngam céc dung cy thay tinh trong axit lodng (vi dy: axit sulfuric, 2 mol/l) trong val gié, sau dé
trang rira thém bing nwéc cat dé loal bé hét axit (didu nay c6 thé kiém tra dwoc bing gidy pH).

5.8 Bom dung cho HPLC, thich hgp déi véi toe do dong & (1,000 + 0,005) mi/min.
5.9 Hé théng bom

Hé théng bom cin phis hgp cho viéc bom véng (nén ding van cé vong it nhat 100 pl). Phai dam béo
d6 léch chun twong déi (RSD) cua tin higu tich phan déi véi viéc bom nhiéu 1an (n = 10) dung dich
chuan aflatoxin B, (néng d twong dwong véi mic nhidm ban 1 pg/kg) cho gid trj téi da la 10 %. Céac
di liéu nay phai dwoc ghi lai.

510 Cot RP-HPLC, vi dy LC-18 hodic ODS-2 12 tiyy chon, nhung nén dung tién cot.
5.11 Hé théng din xut sau cét c6 PBPB (thay thé cho 5.12), bao gdm:

— bom khéng xung thir cap dung cho HPLC,

~ chi tiét T thé tich chét zero va

— éng phan (ng PTFE c6 dwdng kinh trong tdi thiéu 0,5 mm x 45 cm.

Théi gian phan (ng phai it nhat 4 s trwdc khi phat hign.

5.12 Hé théng dung dé tao dan xuét sau cét HPLC véi dign héa sinh brom.

Thiét bi nay cin dwgc cai dit theo hwéng dan clia nha san xuét. Dé khang dinh ham lwgng aflatoxin By,
6t HPLC phai dugc thao ra khdi dung cy brom héa va phai dwoc néi trye tiép voi detector huynh quang.

Khong nén ngét dong dién khi cac dyng cu brom héa van dang hoat dong vi ¢6 kha néng brom vén con

trong mang cuvet cua thiét bi.

5.13 Detector huynh quang, c6 b loc bwéc song kich thich 360 nm va bd loc phat xa ngirng hoat
dong & buwéc séng I6n hon 420 nm, hoéc loai twong duong.

Nén cai dat cac detector co thé diéu chinh dwoc 14 Ex = 365 nm, Em = 435 nm, BW = 18 nm.

5.14 B loc dung mét 1an (0,45 um), trvdc khi ding can chéc chén rdng khéng thét thoat aflatoxin
trong qua trinh loc (phép thir thu hdi) vi c6 thé céc vat liéu loc khac nhau c6 thé gitr lai aflatoxin B;.

5.15 Pipet mt vach, dung tich 1 ml, 2 ml, 5 ml va 10 ml.
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5.16 Can phan tich, c6 kha nang can chinh xac dén 0,1 mg.

5.17 Can phong thir nghiém, cé khad n&ng can chinh xac dén 0,01 g.

5.18 Xyranh microlit hodc pipet microlit da hi¢u chuan, dung tich 20 i dén 500 pl.
5.19 Thiét bi lam bay hoi, tiy chon, chi c&n phuong &n tly chon B (6.3.3).

5.20 May do quang phé.

5.21 Cuvet thuy tinh thach anh, chiéu dai dwong quang 1 cm.

6 Cach tién hanh
6.1 Bao o6nlAC

IAC (4.11) phai & nhiét 6 phong trudc khi bao 6n. Bdo 6n theo hwéng dn cla nha san juét. Néu
khéng quy dinh, thi cho 10 ml PBS (4.2) lén dinh IAC va cho di qua IAC (theo trong lyc) v&i téc
dd 2 ml/min dén 3 ml/min. ®am bao rang mét phan nhé (0,5 ml) PBS vén con trén IAC cho dén khi nap
dung dich mu.

6.2 Chiét

Can khoang 50 g phan mau thi, chinh xac dén 0,1 g cho vao binh nén 500 ml cé ndp van hodc nip
thiy tinh. Thém 250 mi dung méi chiét axeton/nwéc (4.9). Dau tién 1c manh 15 s dén 30 s bang tay,
sau d6 l4c 30 min bing may l&c (5.1). Loc dich chiét bang gidy loc gap nép (5.2). Dung pipet (5.15) lay
5,0 ml dich loc trong cho vao binh dinh m&c 100 ml (5.7) va pha loang dén vach bang PBS hciic nwéc.
Dung méi pha loang (PBS hoéc nwéc) phai dwoc chon theo quy dinh clia nha sén xuét IAC. Néu khong
quy dinh, thi ding dung méi pha loang PBS. Néu dung dich khdng trong, thi loc lai qua bd locbang soi
thly tinh (5.4) va cho chinh xac 50 ml dich loc trong binh chira vao IAC da bao on. (Néu durg dich da
trong, thi dung dich pha lodng nay c6 thé dua tryc tiép lén IAC). Bra dung dich 1én IAC muy mé ta
trong 6.3.1.

6.3 Lam sach béng &i lwc mién dich
6.3.1 Yéu cau chung

Céc phuong phap bao 6n, nap, rira va rira giai cé sy hoi khac nhau gitva cac nha san xuat IAC do d6
cac huong dan cu thé ap dung cho IAC can tuan thu nghiém ngat. Théng thudng, céc quy trinh bao
gdm chiét mAu biing metanol/nuérc, loc hoic ly tam, pha loang miu bang PBS hodc nuéc, n Ién IAC
dudi ap sudt (c6 thé rira so bd), rira IAC biing nwéc cét va riva gidi aflatoxin B, bing metinol hodc

axetonitril.

Cho dich loc di qua IAC véi téc dd dong khodng 1 giot méi gidy (khoang 3 mi/min) (béng tronglyc). Téc
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d6 dong khéng dwoc qua 5 mi/min. Rira IAC voi khoang 20 ml nuéc (4.8), nap hai pha&n mau thte, méi
phan khoang 10 ml & téc dé dong 3 mi/min. Lam khé tir 5 s dén 10 s trong diéu kién chan khéng nhe
hoac cho dong khi di qua IAC trong 10 s bang xyranh.

Rera giai aflatoxin B, theo quy trinh hai buwérc:

a) Nap 0,50 ml metanol 1én IAC va dé cho aflatoxin B, di qua IAC bang trong lyc. Thu lay dich rira gidi
vao binh dinh mdc¢ 5 mi (5.7)

b) Boi 1 min rdi nap phan 1,25 ml metanol th hai. Thu Iy phan I6n dung méi rra gidi bang cach nén
khong khi, sau khi hau hét dich riva gidi da di qua IAC béng trong lyc.

6.3.2 Phwong an tuy chon A (nén dung)

CHU THICH Nén dung phuong an nay, nhung cin c6 detector huynh quang va hé théng bom thich hop (xem thém 5.9).
Phwong an tly chon B chi 4p dung néu tin hiéu detector khéng di Ién dé phén tich theo phwong an thy chon A.

Thu ly dich rira gii vao binh dinh m&rc 5 ml (5.7). Lam ddy bang nwéc va lac ky (thé tich cudi cung
theo 6.6). Néu dung dich trong, thi cé thé dung tryc tiép d& phan tich HPLC. Néu dung dich khéng
trong, thi loc dung dich qua gidy loc dung mét 1&n (c& 16 0,45 um) (5.14) trwéc khi bom vao HPLC.
Duing vong bom méu dé dam bao d chinh xac t6i da. Tuy thudc vao hé théng bom, (vi dy xyranh hoéc
bé 1y mAu ty dong) ma ldy thé tich mau gép ba 1an c& vong bom va bom it nhét it nhét hai phan ba
thé tich nay vao van, d& dam bao rng phan doan gitra van con trong vong bom. Nhu vy, vong duwoc
trang rira bing dung méi bom trong khi dung méi trong van con lai van au.

6.3.3 Phwong an tuy chon B (chi ap dung néu co thé)

Néu tin hiéu detector khong di dé dam bao do léch chuén twong ddi (xem 5.9) dwoc yéu cau, thi co
thé gém c6 thém bwéc 1am bay hoi dé thda man do léch chuén twong déi dugc yéu céu.

Thu lay dich rira gidi metanol c6 chira aflatoxin tir cét IAC vao lo thly tinh nhd da rira sach axit (xem
Canh bao trong 5.7). Lam bay hoi dich rira giai dén khd dwéi dong nito nhe & 40 T + 5 C. Hoa tan | ai
aflatoxin trong dung dich metanol trong nwéc (MeOH 35 %). St dung chinh xac mét thé tich dung cho
phan mau con lai sau khi bay hoi nhw da dung @i véi dung dich hiéu chudn con lai sau khi lam bay
hoi (4.17). Thé tich dung @& hoa tan lai (thé tich cudi cung theo 6.6) sé tly thudc vao c& vong bom. Ste
dung vong bom méau nhu trong phuwong an tuy chon A.

6.4 Tao dan xuat sau cot
Khi dung PBPB, gén chi tiét T vao éng phan (ng (xem 5.11) va sau d6 van hanh véi cac thong sé sau day:
a) tbc d6 dong:

— 1,00 m/min (pha ddng 4.12);
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- 0,30 mi/min (thuéc thir 4.14).

Khi st dung dién hoa tao brom, theo huéng din cia nha san xuét, cai dat cuvet va van hanh céc thing

sb sau day:
a) téc do dong:
- 1,00 ml/min (pha déng 4.13);
b) dong dién:
- 100 pA.
6.5 Dwng dwéng chuin
D& tinh hdi quy tuyén tinh, dung phwong phép tinh khoa hoc hodc chuong trinh théng ke.

Chuén bi dudrng chudn bing cach dung dung dich chuin Iam viéc trong 4.17. Cac dung dich nay phai
bao trum trong dai aflatoxin B, tr 0,5 pg/kg dén 5,5 pug/kg. Dung duong chudn treéc dé phan tich theo
Bang 1 va kidm tra dwdng tuyén tinh. Néu ham legng aflatoxin B; trong mau nam ngoai dai higu chuén,
thi dwong chun phai dwoc chudn bj mét cach thich hop. Céch khéc, dung dich bom ding dé phan fch
HPLC c6 thé duoc pha loang dén ham Iwong thich hop cua aflatoxin B, dé thiét 13p dwoc dudng chuin.

6.6 Tinh toan

V& céc tin hiéu theo truc x (chiéu cao hodc dién tich) véi ndng dd cua aflatoxin B, (ng/ml) theo tryc y.
Xéc dinh dwéng chudn ti d liéu nay bing cch sir dung héi quy tuyén tinh. Dung ham két qua dé tnh
néng do aflatoxin B, trong dung dich da do (ng/ml) tir mau thir:

y=ax+b

T dwong chudn (ham sé), tinh ndng @6 aflatoxin ciia cac dung dich bom thu dugc bing hdi quy

tuyén tinh.
p=axA+b

px Vo xVegxVp
MX Vit X Viioan
px 1OOXVE

m

We.

m 12 khéi lvgng mAu duwoc Iy dé phan tich, tinh bang gam (50 g);

Vs  lathé tich dung méi dwgc lay dé chiét, tinh bing mililit (250 ml);
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Ve lathé tich pha nuéc dwoc Iy tir dich chiét, tinh bang mililit (5 ml);
Vo 14 thé tich dat dwoc sau khi pha loang bang PBS (nwérc), tinh béng mililit (100 ml);
V ciean 12 thé tich cta pha lodng dworc Iy dé lam sach mién dich, tinh bang mililit (50 ml);
W% lathé tich cudi cing dat dwgc sau khi rira gidi tr IAC, tinh bang millilit;
P la néng db aflatoxin dworc tinh tir hdi quy tuyén tinh, tinh bing nanogam trén millilit (ml);
w.  laphan mau co nhiém aflaoxin By, tinh bang microgam trén kilogam;
A la dién tich hoac chiéu cao pic aflatoxin thu dwgc tir cac dung dich do.
Lwu y, can bom cung mét thé tich m3u va cac dung dich chuén @& phit hop véi cong thire.
6.7 Quy trinh thém chuén (spiking) dé xac dinh d thu hdi

D6i voi phép xac dinh d thu hdi, quy trinh thém chuén phai dugc thyc hién bing cach str dung dung
dich géc aflatoxin B, trong metanol. Mic thém chun phai ndm trong dai hiéu chudn (tét nhét 12 14y gia tri
trung binh). LAy c&n than khéng qué 2 ml dung méi thém chuan (dung dich phai i ndng d6 aflatoxin B;)
va sau do lam bay hoi & noi tbi va nén kéo dai tr 0,5 h @én 2 h.

7 D6 chum

7.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Céc chi tiét clia phép thlr nghién ciru lién phong thir nghiém vé d chum clia phwong phap dwgc néu
trong Phy luc A. Cac gia tri thu duwoc tir phép thi lién phong thir nghiém nay c6 thé khéng &p dung cho
cac dai nong do va chét nén khac véi cac dai ndng d6 va cac chat nén da néu.

7.2 D6 l3p lai

Chénh léch tuyét dbi gira cac két qua cla hai phép thir don 1& thu dwoc trén vat liéu thir gibng hét
nhau do mét ngudi thure hign, st dung cling thiét bi, thiec hién trong mét khodng thoi gian ngén, khéng
qua 5 % céc tredng hop vieot qué gidi han Iap lai r:

I
x|

=1,33 ugkg r=0,22 pgkg (bd sung chuan):

=3,89 pg/kg r=0,69 ug/kg (bd sung chuan);

I
x|

=0,54 ugkg r=0,11 ug/kg (nhidm ty nhién);

|
x|

=0,87 ugkkg r= 0,21 pug/kg (nhiém ty nhién);

I
x|

X =4,19ugkg r=0,72 ug/kg (nhiém ty nhién).
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7.3 Do tai lap

Chénh léch tuyét ddi gika cac két qua ciia hai phép thi don Ié thu dwoc trén vat ligu thir gibng hét
nhau do hai phong thir nghiém khac nhau thyrc hién, khéng qua 5 % céc trueong hop Vot qua gidi han
tai lap R:

=1,33ugkg R=0,72 ug/kg (bd sung chuan);

|
|

=3,89ugkg R=1,87 pg/kg (bd sung chuan);

|
i

=054 ugkg R =0,27 ug/kg (nhiém tw nhién);

!
|

=0,87 ygkg R = 0,47 ug/kg (nhiém ty nhién);

|
=1

=4,19ug/kg A= 2,30 pg/kg (nhiém ty nhién).

I
x|

8 Bao cao thtp nghiém

Bao c4o thir nghiém phai chira it nhat cac div liéu sau day:

a) moi thong tin cAn thiét d& nhan biét ddy da vé mau;

b) moi thong tin cin thiét d& nhan biét ddy da vé chét hiéu chuén;
c) két qua thir nghiém va cac don vi ma két qua biéu thj;

d) ngay thtr nghiém;

e) cac.diém cu thé quan sat dwoc trong qua trinh thd nghiém;

f) moi chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chudn nay hodc tuy chon cung véi cac chi tiét bat
thwong nao khéc co thé anh hwdng dén két qua;
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Phu lyc A
(tham khao)

Céac két qua cua phép thir lién phong thir nghiém

Phép thtr cong tac quéc té gdm 21 phong thir nghiém & 14 quéc gia da thyre hién trén 5 mau thire &n
h&n hop cho trau bd bao gdm cac thanh phan sau day véi sb lweng giam dan: gluten ngd, vo dau
twong, hat ngd céc (Iua mi, lta mach, lGa mach den), chiét xuét mia dwong va ci cai dwong, cui
chanh, chiét xuét hoa hwéng dwong, dau nanh, ngd, cd, ri duwong, canxi clorua, natri clorua, premix
vitamin va premix vi khoang. Mu tréng dwgc chun bi béng céch trén cac thanh phan thirc &n chén
nudi & trén (khong ké Iia mi va ngd) véi lua mi va ngd chira aflatoxin B, khoang 0,15 pg/kg.

Phép thir do Trung tam nghién cteu phéi hop voi Vién nghién clru vat ligu chuén va Do lwdng, Geel, Bi,
cdng nhan vao ndm 1999 (xem tai liéu tham khao [5]), cac két qua thu dwoc dwoc phan tich théng ké
theo quy tac da hai hoa ctia Hiép hoi hda hoc thuan tdy va ng dung quéc té (IUPAC).

Bang A.1 - D liéu vé dé chum

Miu M3u thém chuin cé Chét nhiém ti nhién cé
tring aflatoxin B, aflatoxin B,
Ho/kg Hg/kg
1,2° 36° 0,5° 100 | 8
tShé; Il:g?ag cac phang thir nghiém 21 o 21 21 21 21
| 86 lwgng céc phong thir nghiém cén
lai sau khi 0 loai trir ngoai ¢ 0 : L 3 . 3
Smechgineaons] o | | | w [ w | w
| Gia tri trung binh, X , pg/kg <0,02 1,33 3,89 0,54 0,87 4,19
D9 léch chuan I3p lai, s, ug/g 0,08 0,25 0,04 0,08 0,26
D6 léch chuan trong déi lap lai, % 59 6,4 7.2 8,7 6,2
| Gi6i han 13p lai r(=2,8s,), ug/g 0,22 0,69 0,11 0,21 0,72
D6 léch chudn tai lap, sa, Lo/g 0,26 0,67 0,10 0,17 0,82
QQ_Iéch chu_én twong déi 13p lai, % 19,4 17,5 17,9 19,4 196 |
Giéi han tai l1ap R(=2,8X sr), Hg/g 0,72 1,87 0,27 0,47 230 |
Gia tri Horrat® 0,45 0,47 0,36 0,4 0,54
Do thu hdi 1108 108,1 n.a. n.a. n.a.
| * Cac mirc nay thu dugc bang cach bd sung chudn ctia mau tring ma chura biét dung dich chuln (83 ma héa).
® Cac mirc nay la mirc myc tiéu (t6t nhat wéc tinh) trong qua trinh tao mau thix d& thir nghiém.
¢ Do cac gi4 tri nay thdp hon 1,5, vi vdy khéng thyc sy dnh hudng dén viéc 4p dung hodic higu liyc cia phirong phap.
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