https://nhathuocngocanh.com/

pHU LUC 12

Sdy
Nhim lam kho duge li¢u, dé ché bién, bao quén trong

qud trinh phan phoi, sir dung. ruy theo tinh chét cua duge
ligu dé diéu chinh nhiét do siy va phucrn&, phéap sy cho
thich hop. Vi cic dugc li¢u chira tinh déu thi nhlq,t dd séy
thudmg & 50 °C, cic dugc ligu khic thudng say & 80 °C.
Céc phuong phép say thudmg dugc sir dung nhu sdy kho
trong i sdy & dp suéit 1hu€mg siy trén bép hogic 10 than,
shy bing hong ngoai,..

Phuong phap két hep nurée - lira
Trir céc quy dinh trong chuyén ludn riéng, cic yéu cu va
phuong phap chung nhur sau:

Chung

Nhim thay d01 tinh nang, giam bét tdc dung phy gitp cho
viéc diéu tri t6t hon. Cho dugc ligu vao dung ey chung
thich hgp nhu du sanh, inox,...c6 thé thém phu liéu (Sa
nhén, Gimg,...), ddy kin, dat dung cu chung nay vao mét
dung cu 16n hon, thém nude vira di dé dun theo thi gian
quy dinh cho mdi duge liéu. Lay dwoc liéu ra phorl hay
siy khé. Co truong hop phai chung, phoi nhleu lan (ctru
chung, ciru si), cho dén lic duge liéu mém nhuén, den

bong.

Di

Nhim diét men trong dugc liéu dé tranh thiy phéan hoat
chét, dé lam mém cho dé& bao thai. Dugc liéu duge phén
loai to nho va xép vao mét dung cu thich hop (ch6 - ximg),
loai to xép dudi, loai nho xép trén. Néu cé phu liéu thi xép
xen k& mot lép thuée, mot 16p phu liéu, ddy chd. Bic chd
lén mét ndi day, cho mot lugng nude thich hop vao ndi
day sao cho khi soi nuéc khéng tran lén chd (xtng) lam
hong dugc li¢u nhung van dam bao du dé tao duge hoi
nude néng lam mém duge dugc li¢u - thong thuong lugng
nudc khoang 1/2 dung tich ndi day hodc mat nudc cach
day chd (xtmg) khoang 5 - 7 cm, trat kin chd vong tlep xuc
bing dat sét hay bot nhdo cia cam va 14 khoai, roi do trong
khoang thoi gian quy dinh, dén luc dugc liéu chin mém
(Ngay nay c6 thé dung céc loai chd inox).

Néu

Nhim lam mém dugc ligu, tang tac dung cta thudc, giam
tac dung khéng mong muén. Dugec liéu duge dun véi nuo‘c
hodc vai dich phu liéu. Cho duqc liéu vao dung cu néu
¢6 dung tich thich hop, loai to xép dudi, loai nho xep trén
dé dugc lidu chin déu. Dy dung cu c6 thé 16t vi dé tranh
tiép xtc duge liéu voi ddy ndi ndu. Dd nude sach hay dich
phy liéu ngp duoc liéu 5 cm dén 10 cm. Dun séi va duy
tri theo thoi gian quy dinh. Trong qua trinh dun co thé gan
nudce va thém nude maoi nhleu lin. Khi du'qc liéu chin deu,
dy ra thai mong, phoi hodic siy kho t&i d§ am quy dinh.

Toi

Nham lam gion dugc ligu, gitp cho viée nghlen tan dé
dang, dong thoi khir cac mui khé chju cua thube. Du'ch
liéu dugce rang cach cat hodc nung tdi khi dat yéu céu,
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khi d6 ra con dang néng thi nhing ngdp nhanh vao nuge
hay vao mét dung dijch phu ligu nhu nhu dim hodc nuée
Hoang lién,... Ly ra phoi hodic siy kho.

Rdn ddu

Nhim lam g giam ddc tinh cua duge ligu (ddi voi Ma tién),
lam cho dugc liéu tré nén glon dé tan nho (ddi véi Xuorng
bdo). Thudng ran bing dau lac, dau vimg. Dun séi dau,
cho dugc li¢u vao ran cho den khi c6 mau hoi vang, dugc
liéu ndi 1én, thé chat gion, xop Vét ra cho nho hét dau,
Lugng diu so véi dugce liéu thuong co ty 1€ khoang 20 %
dén 30 % (tt/kl).

12.21 XAC PINH HAM LUGNG AFLATOXIN B,
TRONG DUQC LIEU

Luu y: Cdc aflatoxin la nhirng chat rat doe va gay ung
thu. Can thuc hién cdc thao tdac trong e hut hoi doc bar
cir khi nao c6 thé. Phai dac biét luu y khi cac doc 16 nay ¢
dang bét khé vi ching c6 tinh chét hit tinh dién va khuynh
hurong phar tan vao moi tr wong lam viéc; trong trieong hop
nay néu co thé thi thao tdc tr rong hép kin co gang tay. Can
tuén thu Quy trinh khir nhiém aflatoxin cho cdc chat thai
phong !in nghrem da dwge Co quan nghién cuu ung thi
quoc 16 (IARC) xdy dung.

Céc aflatoxin la nhung dée td Vl ndm xuét hién trong
tr nhién, chi yéu do nam mbc Asperg;!fus flavus va
Aspergillus parasiticus tao ra. Cac loai nam nay kha phd
bién va phit tan trong tu nhién, rt hay dugc tim thay khi
mot sb loai hat nay mam va moc 0 nhitng diéu kién khic
nghiét nhu han han. Nim modc xuat hién trong dat, trong
thyc vat dang phan huy, trong c6 khé va ¢ nhirng hat dang
bi vi khudn pha hiy, sé tac dong vao tht ca cac loai co
chét hiru co bt cir khi nao hodc o déu c6 diéu kién thuan
lgi cho chung phat trién. Nhitng diéu kién thuan lgi dé la
ham lugng 4m cao va nhiét dg cao. it nhat da c6 13 loai
aflatoxin khac nhau duoc tao ra trong thién nhién va phan
I6m trong s6 do dugc biét 1a c6 ddc tinh cao va gy ung thu.
Aflatoxin B, duoc x4c dinh la chat doc nhat. Cac duge liéu
bi nhiém aflatoxin phai dugc xac dinh bing mdt phuong
phap phan tich da duge thim dinh.

Trir khi ¢ chi dan khac trong chuyén luin riéng, cic duge
liéu chi dugc nhiém aflatoxin B, khéng qua 2 pg/kg. Co quan
quan ly dugc ciing c6 thé yéu ciu mot gidi han cho phép la
4 pg/kg cho tdng lugng cac aflatoxin B,, B,, G, va G,.
Phuong phéap mé ta dudi day dugc néu ra nhu mot vi
dy, da duge chimg minh la thich hgp cho viéc xdc dinh
aflatoxin trong girng, trong qua phan ta diép v.v... Khi ap
dung phuong phap nay cho cac dugc liéu khéc, can phai
xdc dinh tinh thich hgp ciia n6; néu khéng, phai dung mdt
phuong phap duge tham dinh khac.

Phuong phip siic ky 1éng (Phy lyc 5.3).

Cdc aflatoxin déu bj anh sang phdn hiy. Can tién hanh dinh
lwgng trong khu vue tranh anh sang ban ngay bédng cdch
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diung ld chén tia tir ngoai trén cira sé két hop vdi dnh sdang
dgu hodc diing rém che két hop véi chiéu sang nhdn tao (cd
thé bang dén tuyp huynh quang). Bdo qudn cdc dung dich
chira aflatoxin tranh dnh sdang ban ngay.

Trang rra dyng cy thiy tinh trugc khi ding bang a’ung
dich acid sulfuric ]0 % (theo thé tich) (TT), sau d6 rira cin
than bang nuwde cdt cho dén khi khong con vét acid.

Dung dich thir: Dung cot sic ky 4i lyc mién dich chaa
khang thé déi véi aflatoxin B, ¢6 dung lugng khong it hon
100 ng aflatoxin B, va kha ning thu hdi khéng thép hon
80 % khi cho mét dung dich 5 ng aflatoxin B, trong hdn
hop 12,5 ml methanol (TT) va 87,5 ml nwdc chay qua.
Giir cot sic ky 4i luc mién dich & nhiét d6 phong. Lay
5,00 g duge liéu da tan bot (qua ray s 500), thém
100,0 ml hén hop 30 thé tich mrée va 70 thé tich methanol
(77") chiét bang si€éu &m trong 30 min. Loc dich chiét qua
gidy loc. Hat 10,0 ml dich loc trong cho vao mét binh nén c¢&
150 ml. Thém 70,0 ml mro‘c lic déu. Hut 40,0 ml dung
dich cho chay qua c6t sic ky &i luc mién dich véi tdc do
3 ml/min (khong vuot qua 5 ml/min). Rira cot béng nudc
2 lan, m&i lan 10 ml véi toc do khong qua 5 ml/min roi 1am
kho bang cach dp mot chan khéng nhe trong 5 dén 10 s,
hoic béng cach dung bom tiém théi khong khi qua cdt sic
ky trong 10 s.

Cho 0,5 ml methanol (TT) 1én cot va dé chay qua cot nho
trong luc. Thu dich rira giai vao mot binh dinh mirc c&
5 ml. Sau 1 min, lai cho tiép 0,5 ml methanol (TT) va himg
liy dich rira giai l4n 2. Chd 1 min sau lai thirc hién lan rira
giai thir 3 niva ciing v6i 0,5 ml methanol (TT). Thu tdi da
dich rira giai bang cach nén khong khi hoic tao mdt chén
khong nhe qua cot. Thém nude vao binh dinh mirc cho du
5 ml, lic déu. Néu thu dugc dung dich trong thi cé thé
dung ngay dé phan tich. Neu dung dich khong trong subt
thi can loc trudc khi tiém sic ky. Diing mang loc sin ding
1 14n (mang loc polytetrafluoroethylen c& 16 loc 0,45 pm)
da dugc ching minh la khong giy mat aflatoxin do Iuu giir.

Dung dich chuin goc 1 aflatoxin B,: Hoa tan aflatoxin B,
(TT) trong hdn hop acetonitril - toluen (2 : 98) dé c6 dung
dich chira 10 pg/ml. Xac dinh néng do chinh x4c aflatoxin B,
trong dung dich nay bang cich do do hép thu (Phu luc 4.1)
trong khoang budc séng giira 330 nm va 370 nm trong céng
do thach anh.

Tinh ndng d¢ aflatoxin B, (X) biéu thi bing pug/ml, bing
cdng thirc sau:

A x M x 100

X(pg/ml) = ]

Trong dé:

A 1a 44 hap thy do duqc tai cuc dai hép thu trong khoang
buéce song 330 nm dén 370 nm;

M 1a khéi lugng phan tir ciia aflatoxin B, (312 g/mol);
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¢ 1a hé sb hép thy phéan tir gam cua aflatoxin B, trong
hdn hop dung méi toluen - acetonitril (1930 m%mol);
! la bé day quang hoc cua céng do (1 cm).

Dung djch chuin goc 2 aflatoxin B;: Chuin bj mjt
dung dich chuén gbc 2 chira 100 ng aflatoxin B, trong 1 ml
bing cach pha lodng dung dich chudn gbc | aflatoxin B,
v6i hén hop acetonitril - toluen (2 : 98). Boc kin binh chira
trong gidy nhém va bao quan & nhiét d6 dudi 4 °C. Trude
khi dung, chi bo gidy boc nhom khi dung dich chira trong
binh dat téi nhiét d phong. Néu cn bdo quan dung dich
trong mét thoi gian dai (khoang 1 thang), can c4n xac dinh
khéi lugng binh chira trude va sau moi lin sir dung.

Cic dung dich chuén aflatoxin B,: Liy céc thé tich dung
dich chuén géc 2 aflatoxin B, nhu chi d4n trong Bang 12211
cho vio mdi binh dinh mirc 250 ml. Théi vao binh mét luong
khi nitrogen & nhiét dé phong cho dén khi vira bay hé} hoti
dung méi. Thém vao mdi binh 75 ml methanol (TT), dé cho
aflatoxin hoa tan réi pha lodng véi nurée dii 250 ml.

Bang 12.21.1 - Cac dung dich chuén aflatoxin B,

Dung Thé tict} dugg —NSEC‘T cudi cl‘lng
dich dich chusin goc2 | cia dung dich chuén
chuén (ul) ' (ng/ml)
1 125 0,05
2 250 0,1 .
3 500 0,2
4 750 0,3
5 1000 04

Thiét Igp dwong chuin

Ding céc dung dich chudn aflatoxin B, tir s6 1 dén s6 5

dé xay dung duong chudn; duong nay s& bao phi mot

khoang twong img tir 1 pg den 8 ng aflatoxin B, trong 1 kg

dugc liéu. Kiém tra d¢ tuyén tinh cua duong chuan Néu

ham lugng aflatoxin B, trong miu can kiém tra nim ngoai

khodng tuyén tinh, dung dich thir cn phai dugc pha loang
dén khi ham luong aflatoxin thich hgp voi duong chuin

da thiét lap.

Diéu kign sdc ky i

Cot kich thude (25 cm x 4,6 mm) dugc nhoi pha tinh C
(5 pm).

Pha dong A (dung khi dan xuét hoa sau cot véi phan (mg
quang hoa hodc vdi pyridinium bromid): acetonitril -
methanol - nude (23 :6); ) \

Pha dong B (dung khi dan xuét héa sau cot bang brom do
qua trinh di¢n héa tao ra): Thém 0,12 g kali bromid (TT)
va 350 ul dung dich acid nitric loang (TT) vao 1 L pha
dong A.

Téc do dong: 1 ml/min.

Detector huynh quang véi kinh loc anh sang kich thich
360 nm va kinh lgc tia phat xa 420 nm, hojc thiét bj khac
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twong duong. DOI véi detector diéu chinh dugc, ché do cai
dat dugc khuyén céo 1a budc song kich thich 366 nm va
burdc song phat xa 435 nm.

Thé tich tiém: 500 pl.

Dén xuit héa sau cjt bang pyridinium hydrobromid
perbromid (PBPB)
— bom khong c6 xung; o
— b tron chir T ¢6 thé tich chet bang 0;
- 6ng phan tmg bang polytetrafluoroethylen, | = 0,45 m;
- ®=0,5mm;
— pha dong A;
— thuéc thir din xuét hoa sau cdt: Hoa tan 50 mg pyridinium
hydrobromid perbromrd (TT) trong 1000 ml nwee (bao
quan tranh anh sang va dung trong 4 ngay);

— toc do dong thudce thir tao dan xuét: 0,4 ml/min.

Dan xudt hoa sau cpt vdi phan img quang héa (PHRED)
— ong phan {mg véi dén UV hoi thiy ngan 4p suat thip
254 nm (t01 thiéu 8 W);

— guong ho trg;

— cuon phan (ng: Ong po!ytetraﬂuoroethylen bao chat
quanh bong UV, | = 25 m; ® = 0,25 mm; thé tich trong
danh dinh 1,25 ml;

— thod gian chiéu: 2 min;

— pha dong A.

Dén xuit héa sau cgt bang brom mdi sinh tir phin img
dién hoa (KOBRA)

- pm KOBRA: Pin dién hoa sinh ra brom hoat tinh dé tao
dan xuét véi aflatoxin, |am ting su phat huynh quang; sin
co trén thi truomg;

— ngudn dién 1 chiéu cung bd véi pin KOBRA, cung cap
mot dong khong dbi khoang 100 pA;

- 6ng phan (mg bang polytetrafluoroethylen, 1 =
@ = 0,25 mm;

— pha dong B.

Thir tie ria gidgi: Aflatoxin G,, aflatoxin Gy, aflatoxin B,,
aflatoxin B,.

Tinh két qua

Thiét lap phuong trinh duéng chudn y = ax + b véi nong
d9 aflatoxin B, (ng/ml) trén truc x va tin hiéu dép tng (S)
trén truc y. Nong d aflatoxin B, (C) trong dung dich do
duge tinh bing biéu thirc:

0,12 m;

C(ng/ml) = i

Tinh ham lugng aflatoxin B, (X) trong dugc li¢u, biéu thi
bang ng/g, theo cdng thirc sau:

X( ) Vl X v; xC

n = e
ge ——

Trong d6:
m la khdi lugng dugc liéu liy dé phén tich (g).
V, la thé tich dung moéi duge dung dé chiét (ml).
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Vi I thé tich dich chiét dugc 1am sach bing cot sic ky 4i
luc mién dich (ml).

Vla thé tich dung dich cudi ciing sau khi rira giai tir cét
sic ky ai lye mién djch va pha lo@ng (ml).

C la ndng dd aflatoxin do dugc tir dung dich thir (ng/ml).
Sy c6 mat aflatoxin B, c6 thé dugc khing dinh béng cach
ghi lai sic ky db dung dich thir khéng qua dan xuit hoa
sau cot; tin hi¢u dap (mg cua aflatoxin B, trén sic db nay
bi giam di dang ké (hon 10 lan).

12.22 XAC DINHACID ARISTOLOCHIC I TRONG
DUQC LIEU

Acid aristolochic I 1a chat ¢é doc tinh cao, duge cho la co
kha ning gdy ra suy than va ung thu, acid aristolochic |
thuomg dugc tim thiy trong cac cdy thude ho Méc huong
(Ansto]och;aceac) Do dé, céc duge liéu cé thé co chira acid
aristolochic I can duoc kiém tra phat hién acid aristolochic
[ trude khi sir dung.

Phwrong phap sic ky Iong (Phu luc 5.3).

Pha dong: Dung dich dém phosphat 0,05 M - acetonirril
(11:9)

Dung dich dém phosphat 0,05 M: Hoa tan 7.8 g narri
dihydrophosphat (TT) va 2,0 ml acid phosphoric (TT)
trong nude va pha lodng thanh 1000 ml bing nuoc.

Dung dich chudn: Hoa tan mot luong acid aristolochic chudn
twong duong véi 10,0 mg acid aristolochic 1 trong hén hgp
methanol - nueée (3 : 1) va pha lodng thanh 200,0 ml véi hén
hop methanol - nuece (3 : 1). Hat 2,0 ml dung dich nay, pha
loging thanh 10,0 ml v&i hdn hop methanol - nude (3 - 1).
Dung dich thir: Can 2,0 g bot dugc liu (qua ray s6 125)
vao mdt binh nén nit mai, thém 50,0 ml hén hop gom
methanol - nueée (3 = 1), lac k¥ trong 15 min, loc.

Diéu kién sdc ky:

Cot kich thuée (25 cm x 4,6 mm) duge nhdi pha tinh C
(5 pm). ' )

Detector quang pho tir ngoai kha kién dat & bude song 400 nm.
Téc do dong: 1 ml/min.

Thé tich tiém: 20 pl.

Cdch tién hanh:

Tiém ln luot dung dich chudn va dung dich thir vao may
sac ky, tién hanh sic ky theo diéu kién d3 mo t4, ghi lai
sic ky db.

M&u thir dugc chép nhén khi trén sic ky d6 cua dung dich
thir khéng xuét hién pic c6 clng théi gian luu vai pic cia
acid aristolochic I trén sic ky do ciia dung dich chuan.

12.23 HUGNG DAN THIET LAPDAU VAN TAY HOA
HQC CUA DUGC LIEU BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HOAC SAC KY KHi

Diu vin tay héa hoc (DVT) la céc thong tin héa hoc cua
duge liéu duoc biéu thi dudi dang sic ky do, cac phd va



