\

TIEUCHUAN QUOC GIA

—]
O
<
<

TCVN 10638:2014
EN 14123:2003

Xuit ban 1an 1

THUC PHAM - XAC DINH HAM LWONG AFLATOXIN B4
VA TONG AFLATOXIN B+, B> G1, G2 TRONG LAC, QUA HO
TRAN, QUA VA VA BOT OT - PHUONG PHAP SAC KY
LONG HIEU NANG CAO CO TAO DAN XUAT SAU COT VA
LAM SACH BANG COT Al LU’C MIEN NHIEM

Foodstuffs — Determination of aflatoxin B1, and the sum of
aflatoxin B1, B2, G1 and G2 in peanuts, pistachios, figs, and paprika powder —
High performance liquid chromatographic method with post-column derivatization

and immunoaffiity column clean-up

HA NOI - 2014



TCVN 10638:2014

L&i néi dau
TCVN 10638:2014 hoan toan twong duong véi EN 14123:2003,

TCVN10638:2014 do Ban ky thuat tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F13
Phuong phdp phan tich vé ldy mau bién soan, Téng cyc Tiéu chudn
Bo Iwdng Chét Ivgng thAm dinh, B$ Khoa hoc va Céng nghé cang bé.
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Thwe pham - Xac dinh ham lwong aflatoxin B1 va tdng aflatoxin
B1, B2, G1, G2 trong lac, qua hé trin, qua va va bét 6t - Phwong
phap séc ki 16ng hiéu ning cao c6 tao dan xuét sau cot va lam
sach bang cét ai lwc mién nhiém

Foodstuffs — Determination of aflatoxin B; and the sum of aflatoxin By, By, Gyand Gz in
peanuts, pistachios, figs, and paprika powder — High performance liquid chromatographic
method with post-column derivatization and immunoaffinity column clean-up

CANH BAO — Khi ap dung tiéu chuln nay c6 thé lién quan dén céc vat liéu, thiét bj va cac thao tac
gdy nguy hiém. Tiéu chudn nay khéng thé dua ra dugc tit ca cac vén dé an toan lién quan dén
viéc str dung chiing. Ngwéi sir dung tiéu chudn nay phai tw thiét 13p cac thao tac an toan thich
hop va xac dinh kha ning ap dung cac gi¢i han quy dinh trwwdc khi sir dung tiéu chuén.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay ap dung @& xac dinh c4c aflatoxin By, By, G, va G, trong qua va, qua hd trn, qua lac va
bot &t. Gidi han dinh lwgng clia phuong phap 12 0,8 ng/g ddi véi tixng loai aflatoxin hodc tét hon (cac
gia tri nhan dugc tlr nghién clru lién phong va ngi phong thi nghiém), tuy thudc vao thiét bj str dung.

2 Tailiéu vién dan

Cac tai lidu vién din sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. D4i véi cac tai lieu vién dan ghi
nam cong bé thi ap dung phién ban dwgc néu. Déi véi cac tai liéu vien dan khdng ghi ndm cdng bé thi ap
dung phién ban méi nhat, bao gém ca cac sira ddi, b sung (néu co).

TCVN 4851:1988 (ISO 3696:1987) Nudc ding dé phan tich trong phong thi nghiém ~ Yéu céu ky thuét
va phuong phap thi.
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3 Nguyén tic

Phin miu thir duoc chiét t:aéng dung mdi (metanol/nwéc) hodc dung moi co thém hexan
(hodc ;tyclohexan). Dich chiét mau dwoc loc, pha lodng véi dung dich nude mudi dém phosphat (PBS)
rdi dwa 1&n cdt ai lyc mi&n nhiém (IAC) chira cac khang thé dsc hiéu ddi voi tivng loai aflatoxin By, By,
G, va G,. Cac aflatoxin duwgc riva gidi ra khoi cft ai lyc mién nhidm béng metanal. Dinh lwgng céc
aflatoxin béng séc ky 16ng hiéu ning cao pha ddo (RP-HPLC) c6 tao dén xuht sau cét (PCD) bang
brom héa sau @6 bing detector huynh quang. Cing c6 thé tao din xuét sau cot béng brom dugc tong
hop bing phuong phép dién héa hodic béng pyridini hydrobromua perbromua (PBFB).

4 Thuéc thir

4.1 Yéu clu chung

Chi str dung thubc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc loai 3 trong TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987)
trir khi ¢6 quy dinh khac.

4.2 Dung dich nwéc mudi dgm phosphat (PBS)

Hoéa tan 0,20 g kali clorua, 0,20 g kali dihydro phosphat, 1,16 g dinatri hydro ortophosphat (hodc 2,92 g
hydrophosphat ngam 12 phén tl H,0) va 8,00 g natri clorua trong 0,9 lit nwéc. Sau khi hoa tan, chinh
pH dén 7,4 biing HCI (0,1 mol/l) hoZic NaOH (0,1 mol/l) mét cach thich hop. Thém nwéc dén 1 lit.

C6 thé st dyng cac vién mudi @ém phosphat c6 ban sén trén thj trwdng cé cc dac tinh teong ty.
4.3 Natri clorua.

4.4 Pyridini hydrobromua perbromua (PBPB), [CAS;39416—48~.'§].

4.5 Kali bromua.

4.6 Axetonitril, loai dung cho HPLC.

4.7 Metanol, loai ding cho HPLC.

4.8 Metanol, loai k¥ thuat.

4.9 Toluen.

4.10 Hén hgp dung mdi metanol va nwoc

Tedn 8 thé tich metanol (4.8) véi 2 thé tich nuorc.

4.11 n-Hexan, xyclohexan, loai ky thuat.

4.12 Axit nitric, c(HNO,) = 4 mol/l.



TCVN 10638:2014
4.13 Cot ai hwc mién nhiém

Cot 4i luc chira céc khang thé ¢6 thé hp thu cac aflatoxin B, B, G, va G,. Cot ¢ kha niing tach téi da
khong nhd hon 100 ng va cé @9 thu hdi khdng nhd hon 80 % ddi véi cac aflatoxin By, Bz, G, va khéng
nhé hon 60 % dbi vdi aflatoxin G, khi stv dung dung dich chudn nuéc (10 % metanol) chira 5 ng méi
loai dc t6. Nong dd dung mai téi da clia cac dung dich duwa lén ¢ot khéng dugc qua 12 % metanol.
4.14 Dung méi pha dong HPLC (A), s(r dyng voi PBPB

Tron 6 thé tich nwdc voi 2 thé tich axetonitril (4.6) va 3 thé tich metanol (4.7). Khi¥ khi cGia dung dich
trwde khi st dung. Pha déng khéng dwec chiva hat va phai dwge loc trude khi s dung.

4.15 Dung mdi pha ddng HPLC (B), s dung v&i brom duoc tng hop bang phuong phap dién héa
Trén 6 thé tich nwoc véi 2 thé tich axetonitril (4.6) va 3 thé tich metanol (4.7). Thém 120 mg Kali
bromua (4.5) va 350 pl axit nitric (4.12) trén lit pha ddng. Kh( khi cla dung dich trurdce khi st dung.

4,16 Thubc the sau cét

Hoa tan 50 mg PBPB (4.4) trong 1 lit nwée. Dung dich nay co thé st dung trong 4 ngay néu dugc bao
quan & nhiét dd phong dé & noi téi.

4.17 Hén hop toluen va axetonitril

Tron 98 thé tich toluen (4.9) vé&i 2 thé tich axetonitril (4.6).

4.18 Aflatoxin, dang tinh thé ho3ic dang mang mdng trong ampun hodc & dang dung dich aflatoxin
ban s3n trén thj trwdng.

CANH BAO 1 — Cac quy trinh khir nhiém dbi véi chit thai aflatoxin phdng thir nghiém do Co
quan nghién ciru quéc té vé ung thw (IRAC) [1], [2] xay dwng.

CANH BAO 2 — Cac aflatoxin dé bj phan huy b&i anh sang. Noi phén tich aflatoxin trong phéng
thir nghiém phai tranh anh sang ban ngay. C6 thé sir dyng mang mong hép thy tia cyc tim (UV)
dé che cac civa s két hop véi anh sang dju (khéng phai anh sang trwc tiép mit trovi) hodc dung
rém civa hoic manh che két hgp v&i anh sang nhan tao (c6 thé siv dung dén éng huynh quang).

Bao vé cac dung dich chtra aflatoxin cang tranh anh sang cang tét (gitr & noi téi, str dung mang nhom
hoac thiy tinh mau hé phach) va bdo quan & nhiét 4 theo khuyén céo cla nha san xuét (vi dy - 18 °C).

419 Dung dich gbc aflatoxin
Héa tan ting aflatoxin By, B,, Gy va G trong hon hop toluen va axetonitril (4.17) @é thu duoc cac dung
dich co ndng dé 10 ug/ml déi vdi tivng loai aflatoxin. Boc cac binh kin trong mang nhém va bao quan &

nhiét d6 nhd hon 4 °C.
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Pé xac dinh ndng dé chinh xac cac aflatoxin trong tirng dung dich gbc, ghi lai dweng hap thy cla cac
dung dich & bwdc séng tir 330 nn dén 370 nm trong cuvet thly tinh thach anh 1 cm cla may do phd,
dung hén hgp toluen va axetonitril (4.17) trong cuvet so sanh. Tinh ndng dd khéi luong cua tirng
aflatoxin, p, bang microgam trén mililit, str dung cdng thirc (1):

A xM,x100

P;—T )

Trong do:
Amax 12 @6 hAp thy xac dinh dwgrc & diém hép thy cye dai trén dudng hip thy;
M, lakhéi lwgng phan tl cla tirng aflatoxin, tinh bing gam trén mol (g/mol);

£ la kha nang h&p thy phan t& clia ting aflatoxin trong hdn hep cla toluen va axetonitril
(4.17), tinh bang mét vudng trén mol (m?/mol);

d achidu dai dwdng quang clia cuvet, tinh béing xentimet (cm).
M, va g cia aflatoxin B,, B;, G, va G, dwgc néu trong Bang 1.
Biang 1 - Khéi lwgng phan tie va dd hip thy phan tir clia cac aflatoxin B;, B;, G, va G,

[trong h&n hep clia toluen va axetonitril (4.17)]

Aflatoxin | M, (g/mol) & (m‘/mol) ;
B, 312 1930
B, 314 . 2040
G, 328 1660
G: 330 1790

4.20 Dung djch gbc aflatoxin hén hep

Chu#n bj'dung dich géc cac aflatoxin hdn hep chira néng dd aflatoxin B, va G, 1-000 ng/ml, aflatoxin B,
va G 200 ng/ml trong hén hop cda toluen va axetonitril (4.17) bang céch pha loang cac dung dich géc
aflatoxin (B,, Bz, G, va G;) (4.19).

Duing pipet 14y chinh xac 2,0 ml dung dich nay cho vao binh dinh mtrc 20 ml (5.10) da hiéu chuan, thém
hég_hcrp toluen va axetonitril (4.17) dén vach, trén k§ dé thu dwoc dung dich géc aflatoxin hén hop da
pha loang chira ndng do aflatoxin B, va G, 100 ng/ml, aflatoxin B, va G; 20 ng/ml.

Boc kin binh trong mang nhém va bao quan & nhiét 4§ nhd hon 4 °C. Triede khi st dung, khéng mo
binh cho dén khi lugng chira trong binh dat dén nhiét d6 phong dé tranh hip thy nuée do ngung tu.



TCVN 10638:2014

4.21 Dung dich chuén aflatoxin hén hep

Dung pipet lay cac thé tich néu trong Bang 2 dung dich géc afiatoxin hdn hop da pha lodng chira
100 ng/mi aflatoxin B, va G,, 20 ng/ml aftatoxin B, va G; (xem 4.20) cho vao mét ddy cac binh dinh
mie 10 ml (5.10). Lam bay hoi dung dich toluen/axetonitril dén khé bing dong khi nite & nhiét do
phong. Thém 4 ml metanol vao tirng binh dé cac aflatoxin hda tan, thém nwérc dén 10 ml va lic k.

Khi trén metanol va nwdc d& bj ngét thé tich, vi vay diéu chinh lai thé tich dén thé tich quy djnh.

Bang 2 — Chuin bj cac dung dich chuén aflatoxin hén hop-

‘ Dung dich | LAy tir dung dich gbc ' Nong do khéi lweng cua dung dich chuin ‘

’ chuin da pha loang (4.20) (ng/ml)
1
| () 2 B, G, & !

e,

1 40 . 0400 | 0080 | 0400 | 0,080 j
F'__ ' T
l 2 120 1200 | 0,240 1200 0240 |
| |

| 1

J 3 200 2000 | 0400 | 2000 0400 ‘
| 4 | 280 2800 | 0560 | 2800 0560
| 1 = r

5 . 360 | 3600 | 0720 | 3600 Lo:zo |

4.22 Dung djch thém chuén

Chuén bj dung dich thém chuén bing cach dung pipet Iy 2 ml dung dich géc aflatoxin hén hgp (chira
ndng do aflatoxin By va G, 1000 ng/ml, aflatoxin B; va G, 200 ng/m!, xem 4.20) cho vao binh dinh mirc
10 ml da hiéu chudn. Lam bay hoi dung dich toluen/axetonitril dén khé bang dong khi nite & nhiét do
phéng. Thém metanol @én vach va tron ky. Néng dd cla dung dich thém chudn ia; aflatoxin B, va G,
200 ng/ml, aflatoxin B; va G, 40 ng/ml. '

Boc kin binh trong mang nhdm va bdo quan & nhiét d& nhd hon 4 °C, Trwdc khi siv dyng, khong mé
binh cho dén khi lvong chia trong binh dat dén nhiét dd phong dé tranh hap thu nwéc do ngung tu.

5 Thiét bj, dung cu

5.1 Yéu ciu chung

Tat ca cac dung cu thly tinh tiép xGc v&i cac dung dich aflatoxin phai dwee rira sach bang dung dich
a;(;t triwéc khi st dung. Cé nhiéu may ria phong thi nghiém cé cai dat chwong trinh nay. Néu khéng,
ngam dung cu thiy tinh trong axit sulfuric (2 mol/l) trong mét thei gian (vi du: 15 h qua dém), sau dé
rira sach (vi du: ba 1An) véi nwdc aé loai bd hét axit. Kidm tra bing gidy pH @& chéc chan da hét axit.
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Viéc x(r Iy ndy 1a cAn thiét, vi khi st dung cac dung cu thiiy tinh khdng duworc riva bing axit co thé gay
thét thoat aflatoxin, cu thé véi cac binh cAu day trén, binh dinh mire, 8ng dong, Ig hodc éng nghiém
dwoc st dyng cho cac dung dich higu chuln va céc dich chiét cudi cing (déc biét la lo ldy mau tw
déng) va pipet Pasteur, dugc dung dé chuyén cac dung dich hiéu chun hoac dich chiét.

5.2 Cac thiét bj phong thir nghiém théng thwong va cy thé nhe sau:
5.3 May nghién phong thir nghiém

Hoac may nghién tbc dd cao chéng chay nd, dé tao va chiét hd nhao tir lac, qua hd tran va qua va, co
binh trén thich hgp.

5.4 May lic ngang hodic may lic dirng cé thé didu chinh dwgc, aé phan tich bt &1

5.5 Gidy loc gép nép, vi dy dudng kinh 24 cm.

5.6 Binh nén, c6 nép thly tinh hodc nép van.

5.7 Gidy loc thuy tinh mjn, gitr dugce c& hat 1,6 pm hodc nhé hon.

5.8 BAu chira, dung tich 75 ml c6 dAu néi véi cét &i lirc mién nhiém (IAC).

5.9 Bom tay, dang xyranh 20 mi ¢6 khéa hodic nip cao su ding cho cét i lwc mién nhiém (IAC).

5.10 Binh dinh mirc thiy tinh, vi dy cac binh dung tich 5 ml, 10 ml v& 20 ml, c¢ d% chinh xac it nhat
12 0,5 %.

5.11 Hé théng HPLC, gém cb:
5.11.1 Bom HPLC, thich hop véi téc do dong 1a 1,0 mi/min.
5.11.2 Hé théng bom, c6 thé bom médt vong dy. N&n ding véng bom 200 pl.

Trong trwong hep ding véng bom ¢6 kich c& khéac véi khuyén céo thi phéi dém bao rang gioi han phat
hién cua hé théng (LOD) < 0.2 nglg (ty 1€ tin hiéu/nhiu = 3) va gidi han dinh lwgng (LOQ) £ 0,5 ng/g
(ty 18 tin hiéu/nhiéu = 6) ddi voi tirng aflatoxin (st dung cac dung djch chuén).

5.11.3 Cot HPLC pha dao, vi dy C,3 hodc ODS-2 (dai 25 cm, dwéng kinh trong 4,6 mm, c& hat 5 pm),
dam bao phan giai dwong nén clia cac pic aflatoxin By, B;, Gy va G; ra khdi céc pic khdc. Sy chong lan
t8i da cua cac pic phai nhé hon 10 % (cé thé can diéu chinh pha déng dé cé dd phan giai dwong nén
tét). Nén str dung tién cét thich hop.

5.11.4 Hé théng tao dan xuét sau cdt, voi PBPB (chi sir dung v&i pha déng A (4.14)).

Gbm cé bom khéng xung dung cho HPLC, chi tiét chi T thé tich chét bang zero, ong ndi phan tng
bang PTFE kich thwéc tdi thidu 45 cm x 0,5 mm dwdng kinh trong.

10
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5.11.5 Hé théng tao din xult v&i brom téng hop bing phwong phap dién héa, vi du: cuvet
KOBRA" (chi st dung v&i pha dong B (4.15)).

5.11.6 Detector huynh quang, v&i budc sdng kich thich A = 360 nm va bwéc séng phat xa A > 420 nm
haac twong duong (vi du: detector véi bd don séc c6 thé didu chinh dwoc).

Nén cai dat detector cd thé diéu chinh dugc & budc séng 365 nm (budc séng kich thich), 435 nm
(bwéc s6ng phét xa) va chidu réng bang 1a 18 nm.

5.12 Duyng cu lgc diing mét lan, c& 16 0,45 pm.

Trwée khi st dung, kiém tra dé chéc chén ring aflatoxin khdng bi thét thoat trong qua trinh loc (phép
thr d6 thu héi).

CHU THICH Céc vt ligu loc cb khd nang git» lai aflatoxin.

5.13 Pipet, dung tich 2 ml va 10 mi, v&i 86 chinh xac téi thidu 0,5 %.
5.14 Can phan tich, co thé can dén 0,1 mg.

515 Can ky thuét, c6 thé can dén 0,01 g.

5.16 Xyranh microlit ho3c pipet microlit a3 hi¢u chun, dung tich tir 25 pl dén 500 pl.

5.17 B phan phéi chan khéng, tly chon.

6 Cach tién hanh
6.1 Chudn bj mau ther

Dhng hoa mat lweng thich hop (vi du 10 kg, [3]) qua hd tran, lac va qué va dé thu dworc hd nhao, vi dy:
dung may nghién tdc a9 cao (5.3). Théng tin v& c& mAu va cach 14y mAu c6 thé xem trong (3].

6.2 On dinh c6t ai lyc mién nhiém

D& cot ai lyc mi&n nhim (4.13) dat dén nhiét dd phong trurdc khi 8n dinh. Néi cét i lwe mién nhiém véi
bd phan phéi chan khéng (5.17) va gén biu chira (5.8) vao cét &i lwc mién nhiém.

Bé &n dinh, chuyén 10 ml PBS (4.2) sang dinh cdt va dé chdy qua voi téc 46 2 mi/min dén 3 ml/min
qua cdt (vi du: béng trong irc). Dam bao ring mét phén nhé (0,5 ml) PBS duoc gilr lai trén cot cho dén
khi dung dich mau dwegc str dung.

Thwe hién cac quy trinh 8n dinh theo hwéng dan clia nha san xuét.

1 cuvet KOBRA 1a vi dyu vé san pham thich hgp cé ban s8n trén thi tredng. Théng tin nay dwa ra tao thudn tién cho ngueri
st dung tiéu chuan va khdng 4n dinh phai sl dung cac san phdm nay. CAc san pham tuong ty cé the duge st dung néu cho

két qua turong duong.

11
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6.3 Chiét

6.3.1 Yéu cdu chung

S dung may nghién téc do cao cho qué trinh chiét hd nhdo qua v3, bo lac va hd nhao qua ho tran,
vi cac san phAm giau chat béo (bo lac va hé nhao qua hé trin) can tao dang nhi trong dé pha vo lop
chét béo va @8 chiét duoc hét. Ngoai ra, hd nhao qua va cin dugc pha v& trong dung moi, vi néu st
dung may I4c thi s& khéng thyc hién dwoc do hd nhao rat sanh. Bot 6t c6 thé chiét dwoc bang cach lac
(v&i didu kién 12 bdt nghidn cé c& hat dén 500 pm) dé x(r Iy mét sé mau cing mét lic va gidm nguy co
lay nhiém chéo.

6.3.2 Quava

Can khoang 50 g phin mAu thir 8dng nhét (6.1), chinh xac @én 0,1 g, cho vao binh nén 500 ml (5.6)
hodc binh trén. Thém 5 g natri clorua (4.3) va 300 ml dung mdi chiét (4.10). Tron trong 3 min béng may
nghién téc dd cao (5.3).

Loc dich chiét qua gidy loc (5.5). Dung pipet 14y 10,0 ml dich loc trong cho vao cée thiy tinh ¢ mé 100 ml
(hoic twong ty) va pha lo&ng bang 60 ml PBS (4.2). Cho dich chiét m3u @4 pha loang vao bau chira
duwoc nbi voi cbt i lwe midn nhidm da &n dinh (4.13) va tién hanh nhw trong 6.4.

Co thé str dung khéi hé nhao hodc cac phan mau thl Idn hon, véi didu kién 1a duy tri ding ti 1& (mau-
dung méi ciing nhw thanh phan dung méi déi véi khéi hd nhao).

6.3.3 Lac

Can khodng 50 g phan mau th» ddng nhét (6.1), chinh x4c @én 0,1 g, cho vao binh nén 500 ml (5.6)
hoac binh trn. Thém 5 g natri clorua (4.3) va 200 ml dung méi chiét (4.10) va 100 ml n-hexan ho#c
xyclohexan (4.11). Trén trong 3 min bang may nghién téc dé cao (5.3).

Loc dich chiét qua gidy loc (5.5). Trong trwdng hep tach 16p dung méi thi tién hanh loc pha dudi. Dang
pipet ldy 10,0 ml dich loc trong cho vao cc thiy tinh c6 mé 100 ml (hodc twong tw) va pha loang bang
60 mi PBS (4.2). Cho dich chiét m&u da pha loang vao bau chira dwgc ndi voi cot i lwe mién nhiém da
&n dinh (4.13) va tién hanh nhw trong 6.4.

Viéc tach 10p dung méi khdng xay ra néu loc ngay sau khi nghién trén va n-hexan/xyclohexan sé duec
gitr lai trong b loc. C6 thé si¥ dyng b tach pha, néu can.

Co thé str dung phan mAu thir I6n hon véi didu kién duy tri duge ty 1é dich chiét mau - dung mai.
6.3.4 Qua hd tran

Can khoang 50 g phan mau thir déng nhét (6.1), chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh nén 500 mi (5.6)
hoac binh trén. Thém 5 g natri clorua (4.3), 200 ml dung méi chiét (4.10) va 100 ml n-hexan hodc

xyclohexan (4.11). Trn trong 3 min béng may nghién téc 48 cao (5.3).
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