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LOI CAM POAN

T6i xin cam doan luan &n: "Nghién citu phirong phdp sdc ky léng hiéu nang
cao dau do hupnh quang dé phan tich dong thoi aflatoxin B1, B2, G1, G2 trong mét
s6 logi thyc pham ™ 1a ¢ong trinh nghién citu cua chinh minh dudi sy hudng dan khoa
hoc cua tap thé hudng dan. Luan &n st dung thong tin trich dan tir nhiéu ngudn tham
khao khéc nhau va céc thong tin trich ddn duoc ghi rd ngudn goc. Cac két qua nghién
clru cua toi dugc cdng bd chung véi cac tac gia khac di duoc su nhat tri cia dong tac
gia khi dua vao luan an. Chinh vi vay, cac két qua nghién ctru dam bao trung thuc va
khach quan nhat. Bong thoi, két qua nay chua tirng xuat hién trong bat ca mot nghién
ctru nao. Luan an duoc hoan thanh trong thoi gian téi lam nghién ctu sinh tai Hoc
vién Khoa hoc va Cong ngh¢, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam. Cac
s liéu, két qua néu trong luan an Ia trung thuc, néu sai t6i hoan toan chiu trach nhiém

trudc phat luat.

Ha No6i, ngay thang nam 2025

Nghién cwu sinh

Nguyén Thanh Duy
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LOI CAM ON

Loi dau tién, em xin bay to long biét on sau sic téi PGS.TS. Nguyén Quang
Trung, PGS.TS. Nguyén Tién Dat va TS. Nguyén Québc Hung, nhitng thay c6 da tan
tinh huéng dan, gitp d& va tao moi diéu kién thuan loi cling nhu luén dong vién va
ung ho dé em c6 thé hoan thanh tt nhat luan an caa minh.

T6i xin chan thanh cam on dé tai “Xay dyng qui trinh phan tich dong thoi
aflatoxin B1, B2, G1, G2 bang phuong phap khong dan xuét véi ki thuat UPLC-FD
va khao sat ham lugng aflatoxin trong mot s6 loai thuc pham trén dia ban Thanh Phé
Ho Chi Minh, ma so: 48/2020/HD-QPTKHCN” da hd trg kinh phi cho t6i thuc hién
luan an nay.

T6i xin chan thanh cam on Ban Lanh dao, T4ap thé can bo Phong Phan Tich
Sic Ky — Trung Tam Dich Vu Phan Tich Thi Nghiém TpHCM, da tao diéu kién veé
co s& vat chat, trang thiét bi nghién ciu va giup dd toi hét sic nhiét tinh trong suét
qua trinh thyc nghiém.

T6i xin chan thanh cam on Trung tim Nghién ctru va Phat trién cong nghé cao,
- Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da tao diéu kién thuan loi va gidp
dd t6i hoan thanh moi thu tuc can thiét trong qua trinh 1am nghién cuu.

T6i xin chan thanh cam on Ban Lanh dao, Phong Pao tao, Khoa Héba hoc va
cac Phong chire ning ctiia Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé da tao diéu kién tot nhat
cho t6i trong qua trinh hoc tap va nghién ctru dé luan an cua toi dugc hoan thanh.

T6i xin chan thanh cam on cac nha khoa hoc da giup d&, dong gop nhiéu y
kién qui bau lién quan dén luan an ciing nhu danh gia chat luong luan an dé ban luan
an duogc hoan thién hon.

Cudbi cung, toi xin gui 1oi cam on sau sac nhat dén nhitng ngudi than yéu trong
gia dinh, ddng nghiép va ban bé da ludn quan tam, dong vién khich I&, ung ho va giup

d& t6i trong sudt qua trinh hoc tap va nghién ctu..

Nghién cwiu sinh

Nguyén Thanh Duy
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Viét tat Tiéng Anh Tiéng Viét
ACN Acetonitrile Acetonitril
Association of Official Hiép hoi hop tac phan tich chinh
AOAC _ _
Analytical Collaboration thac
o Cuc quan ly thuc pham va duoc
FDA Food and Drug Administration ,
pham
FD Flourescence detector DPau do huynh quang
High performance liquid Sic ky long hiéu ning cao
HPLC ghp q y fong hig g
chromatography
ARG International Agency for Co quan qudc té nghién ciu ung
Research on Cancer thu
IAC Immunoaffinity column Cot ai luc mién dich
LC- Liquid chromatography — Séc ky 1ong ghép khéi phd 2 lan
MS/MS tandem mass spectrometry
o Gi6i han phét hién cua phuong
MDL Method detection limit )
phap
o Gidi han dinh lugng cua phuong
MQL Method quantitation limit ]
phap
MeOH Methanol Metanol
ML Maximum limit Gigi han tbi da
PBS Phosphate Buffered Saline Dém Phét phat




Vi

Vietnamese Technical

Quy chuan Viét Nam

QCVN
Regulations
RSD Relative standard deviation Do léch chuan twong ddi
Rs Resolution Do phan giai
Ts Tailing factor Hé sb kéo dudi
TLC Thin layer chromatography Sic ky 16p mong
TCVN Vietnamese Standards Tiéu chuan Viét Nam
UPLC Ultra - high performance liquid | Sac ky long siéu hiéu nang
chromatography
WHO World Health Organization T chirc y té thé gisi
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MO DAU

Viét Nam 1a mot qudc gia cd ty trong san xuat ndng nghiép cao véi nhiéu san
pham xuat khau c6 gié tri. Tuy nhién, mot trong nhitng thach thie d6i véi nganh san
Xuat nay la san pham c6 thé bi nhiém doc t6 vi nAm, trong d6 ¢ aflatoxin (AF). Nam
Aspergillus la tac nhan chinh san sinh AF, mot loai doc td c6 kha ning gay hai nghiém
trong cho sirc khoe con ngudi va dong vat, bao gdm ton thuwong DNA, ung thu va di
tat phat trién. Tiép xdc lau dai voi AF c6 thé dan dén ngo doc cap tinh, gay ton thuong
gan nghiém trong. Tré so sinh va tré nhé 1a nhém dé& bi anh huéng nhat do hé trao ddi
chat chua hoan thién va ty I& hap thu cao hon so véi nguoi I6n [118]. Aflatoxin pho
bién gom aflatoxin B1 (AFB1), aflatoxin B2 (AFB2), aflatoxin G1 (AFG1) va
aflatoxin G2 (AFG2), trong d6 AFB1 duoc phan loai 1a chat gay ung thu nhom 1 theo
Co quan Nghién ctiru Quéc té vé Ung thu (IARC) [60]. Céc thuc pham nhu loai hat
c6 dau (dau twong, dau phong, hat huéng duong va hat bong), ngii cdc (bap, IGa mién,
[Ga mi, va gao), gia vi (6t, hat tiéu den, rau mui, ngh¢, va gung) va cac loai trai cay
khd (nho kho, qua hé tran, hanh nhan, va qua 6c cho) thuong bi nhiém aflatoxin sinh
ra bai loai nam Aspergillus spp. Ngoai tac dong dén suc khoe con nguoi, AF con dan
dén thiét hai kinh té dang ké do thuc pham bi 6 nhiém trén dién rong [49].

Trong sb cac thuc phém cO nguy co nhiém AF cao, nho kho, bot 6t, bép hat va
dau phong 1a nhitng san phim phd bién, c6 gia tri dinh dudng cao va déng vai tro
quan trong trong khau phan in hang ngay. Nho kho rat giau chat dinh dudng va ning
lugng, thuong duogc ti€u thu truc tiép hodc stir dung trong ché bién thuc phém. Bot 6t
1a mot loai gia vi quan trong, gop phan tao huong vi dic trung cho nhiéu mon an. Bap
hat 1a thuc phém phé bién, duoc st dung da dang trong ché bién tir thuc phém tuoi
song dén cac san pham cong nghiép ché bién san. Pau phong 14 loai hat dinh dudng
quen thudc, dugc tiéu thu rong rai dudi nhiéu hinh thttc nhu an truc tiép, lam bo dau
phong, banh keo va dau an. Ngoai tim quan trong trong thire pham va ché d6 an udng,
ca bon san pham nay déu thuéc nhom thuc pham qui dinh muc gigi han téi da cho
phép theo tiéu chuan Viét Nam va qudc té can duoc kiém soéat nghiém ngat [47; 108].

Vi vay, viéc phat hién va dinh luong AF trong nhém thuc pham nay bang mot phuong



phép xanh, nhay va hiéu qua 1a diéu can thiét dé dam bao an toan thuc pham va ngan
ngira cac nguy co tiém an vé sic khoe con ngudi.

Hién nay, cac phuong phap phan tich thuong duoc sir dung dé xac dinh AF 1a
sic ky ban mong, ELISA [47], sic ky long hiéu ning cao véi dau do huynh quang
(HPLC-FD) két hop dan xuét truge cot hoic sau cot [12; 13; 125; 126], sic ky 1ong
két hop khéi phd (LC-MS/MS) [25; 36; 80; 103]. Tuy nhién, cic phuong phap nay
van con ton tai mot hodc mot sd han ché nhu: d6 nhay thép, duong tinh gid, quy trinh
phirc tap hodc chi phi cao. Trong khi d6, sac ky 16ng siéu hiéu ning v6i dau do huynh
quang (UPLC-FD) duoc thiét ké véi mot budng do tin hiéu huynh quang c6 thé tich
dong chay lén va dén thay ngan-xenon, t6i wu hoa do6 nhay ma khong can dan xuét
[24]. Phuong phap nay ndi bat nho kha nang tiét kiém thoi gian, giam dung méi va
than thién voi moi truong. Tuy nhién, cac nghién ctru vé phan tich dong thoi aflatoxin
(B1, B2, G1 va G2) bang UPLC-FD & Viét Nam con rat han ché.

Do d6, dé tai luan 4n “Nghién ctru phuong phép sic ky 16ng hiéu ning cao dau
do huynh quang dé phan tich dong thoi aflatoxin B1, B2, G1, G2 trong mét sb loai
thuc pham” duoc thyc hién véi mong mudn gop phan vao viée phat trién mot phuong
phap phan tich hiéu qua nham xac dinh dong thoi AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 trong
bdn loai thue phadm thudng c6 nguy co phoi nhiém 1a ddu phong, bot 6t , nho kho va
bap. Luan an dugc thuc hién voi cac muc tiéu sau:

> Nghién ctu phét trién phuong phap phan tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1
va G2) trong dau phong, bot 6t, nho khd, bap bang UPLC-FD, khéng dan xuat,
gilp tiét kiém thoi gian, giam dung méi va don gian hod quy trinh.

> Nghién ciru xac dinh ham lugng aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong cac mau
dau phong, bot 6t, nho khd va bap hat thu thap tai cac cho trén dja ban Tp.HCM

trong nam 2020-2022.

> Nghién ctru danh gia méi nguy hai doc t6 aflatoxin théng qua chi s6 lugng an
vao co thé hang ngay (EDI) va bién d6 phoi nhiém (MOE) d4i véi ca nguoi

nam va nit truong thanh theo 3 thé trang gay, binh thudng va thura can.



Nhirng déng gép mdi cua ludn an

- Lan dau tién tai Viét Nam, nghién ctru chuan hoa phuong phép phan tich
ddng thoi aflatoxin B1, B2, G1, G2 trong d4u phong, bot 6t, nho khd va bap
trén thiét bi sic ky long siéu hiéu ning cao dau do huynh quang UPLC-FD
khong dan xuat. Phuong phap nay c6 nhiéu wu diém vuot troi: quy trinh don
gian, d6 nhay cao (LOD 0,1 pg/kg; LOQ 0,3 pg/kg), tiét kiém thoi gian va
dung moi, than thién vai moéi truong, bao vé suc khoe va dap tng muac gidi
han cho phép theo QCVN 8-1/2011/BYT, dé &ng dung trong phong thi
nghiém.

- Panh gia ban dau vé sy hién dién va phan bé aflatoxin trong cac mau thyc
pham thu thap tai TP. HCM; phat hién méi trong quan chat ché giita AFB1 va
tong aflatoxin, dé xuat mé hinh dy bao nguy co nhiém doc to.

- Lan dau tién danh gia phoi nhiém AFB1 qua khau phan an ¢ ba nhom thé
trang (gay, binh thudng, thira can) ctua nguoi truéng thanh tai Viét Nam, cung

cap dit lidu quan trong cho danh gia raii ro sicc khoe cong dong.



CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Gi6i thi¢u vé ddc t6 nAm mdc aflatoxin

e Diéu kign hinh thanh aflatoxin

O nhiém aflatoxin (AF) trong cay trong 1a mot méi de doa toan cau, anh huong
nghiém trong dén an toan thyc pham, chat luong thirc an chin nudi, cling nhu gay tac
dong tiéu cuc dén nén kinh té néng nghiép va cac nganh cong nghiép quy mé nho
phu thudc vao san xuat cay trong [70]. Nam c6 thé xam nhiém cay trong trong céac
giai doan thu hoach, bao quan va van chuyén, dan dén sy hinh thanh mét sé doc té
nam mdc. Cac doc td nay duoc tao ra bai mot sb loai nAim dudi dang chat chuyén hoa
tha cép, trong d6 AF 1a mét trong nhitng loai doc hai nhat. Aflatoxin duoc tong hop
boi nhiéu loai nam nhu Aspergillus, Penicillium, Fusarium va Alternaria, trong d6
Aspergillus flavus va Aspergillus parasiticus dugc xac dinh la hai loai tao ra cac
chung AF c6 doc tinh cao nhat [107].

Viéc san sinh doc té nAm méc phu thudc vao ngudn thuc pham, enzyme va cac
yéu tb moi trudng khac nhau. Tuy nhién, cac diéu kién thuan loi cho nim AF khéng
phai luc nao ciing ¢6 loi cho viéc san sinh AF [85]. Céc yéu té duoc tom tat nhu sau:

Céc yéu t6 vat 1y nhu pH, anh sang, d6 am, nhiét do, d6 4m twong ddi va cac
khi trong khi quyén la nguyén nhan gay 6 nhiém AF. Nam méc san sinh ra AF ¢ thé
phét trién & pham vi pH rong (1,7-9,3), nhung pham vi pH téi wu 1a (3-7) [137]. Su
hién dién cua anh sang ciing anh hudng déng ké dén qué trinh san sinh AF; trong diéu
kién bong tdi, lugng AF duoc tao ra ting cao, trong khi 4nh sang mat troi co tac dung
trc ché rd rét [111]. Po 4m cao 1a diéu kién thuan lgi cho nAm phat trién. Do 4m twong
d6i (85%) la t6i wu cho viéc san sinh AF, trong khi d6 4m twong ddi 95% lam ting
san sinh AF 1&én muc dang ké [37]. Vé nhiét do, Aspergillus flavus cho thay kha ning
t6n tai va phét trién trong khoang nhiét do rong tir 12°C dén 48°C. San sinh AF c6
thé xay ra trong pham vi nhiét do rong, nhung khoang 25°C dén 35°C 1a diéu kién toi
uu [121]. Pang chu y, ¢ nhiét d6 cao, ty 1€ san sinh AFB cao hon AFG, nhung ¢ nhiét
d6 thap, mirc san sinh cua hai loai nay c6 xu huéng can bang [91]. Thanh phan khi

quyén, dac biét 1a ty Ié cia Oz va CO2 ciing anh hudng dén viéc san sinh AF. Viéc



san sinh AF va sy phat trién cua nim bj ic ché & mac CO; cao hon va mic O, thap
hon [83]

Yéu t6 dinh dudng: Qua trinh san sinh AF chiu anh huéng dang ké bai thanh
phan dinh dudng cua chat nén bao gdm céc yéu té dinh dudng nhu carbon, acid amin,
Nito, Lipit va mot sé nguyén té vi lugng. Chit nén giau carbohydrat dwgc ching
minh 1a hd tro san sinh AF hiéu qua hon so véi chat nén giau lipit, do carbohydrat
cung cap ngudn carbon dé& dang cho sy phat trién cia nam [81]. Trong s6 cac
carbohydrat, glucose, ribose, saccarose, xylose va glycerol 1a nhitng chat nén ly
tudng, trong khi pepton, lactose va sorbose khéng c6 kha nang thic day su hinh thanh
AF [79]. Nito dac biét ¢ dang nitrit va nitrat, cling dong vai tro quan trong trong viéc
gia tang san sinh AF bai Aspergillus flavus (A. flavus) [132]. Lipit, mot thanh phan
thiét yéu khac, duoc phét hién c6 kha nang thuc day san sinh AF manh hon & chat
nén giau chat béo so véi chat nén it chat béo [114]. Ngoai ra, vitamin, acid amin va
ion kim loai ciing thiic day san sinh AF khi dugc két hop phli hop. Céc acid amin nhu
glyxin, glutamat va alanin cing véi mot s6 kim loai hoa tri hai nhu kém va magié
thuc day san sinh AF [27]. Viéc san xuat AF tang gap 4, 5 va 19 1an véi nong d6 kém
lan luot 12 20, 50 va 100 (mg/L) [79]. Acid amin nhu tyrosin thac day san sinh AF,
trong khi n6 bi tc ché bai tryptophan. Viéc san sinh AFB1 dugc hd trg boi arginin,
glycin, acid glutamic va acid aspartic & nong do 0,5% [30].

Céc yéu t6 sinh hoc bao gom céc loai ndm, co dai va céc tén thuong do con
tring gay ra. Co dai thuong canh tranh nguén dinh dudng, giy cing thang sinh hoc
cho cay trong, tir d6 1am ting nguy co san sinh AF. Mtc d6 san sinh AF chi yéu phu
thugc vao loai nam, trong d6 con tring déng vai tro trung gian quan trong khi tao ra
c4c vét thuong trén cay 1am gia ting cing thang va cung cap diéu kién thuan lgi cho

céc loai nam aflaoxigenic phét trién va gay 6 nhidm [70].

Qua trinh san sinh AF con chiu anh huong boi tirng chung ndm cu thé
Aspergillus flavus thuong san sinh lugng AF thap hon so véi Aspergillus parasiticus
[84]. Su 6 nhiém cay trong trudc thu hoach 14 hién tuong phd bién do sy ton tai tu
nhién caa A. flavus trong dat. Sau thu hoach, 6 nhiém tiép tuc dién ra trong qué trinh

bao quan, khi A. flavus phéat trién manh trén cac hat thyc pham, gay ra sy hu hong va



lam giam chat lwong néng san [76]. Nhitng yéu té sinh hoc ndy nhan manh vai trd
quan trong cua viéc kiém soat con tring, giam canh tranh tir c6 dai va quan Iy mai
truong bao quan nham han ché téi da nguy co 6 nhidém AF trong chudi san xuat néng

nghiép.

e Lich sw nghién curu aflatoxin

Aflatoxin dugc phét hién vao nam 1960 khi hon 100000 con ga tay non chét ¢
Anh trong mét vai thang do mot can bénh ma khi mo xac thay cé xuat huyét va hoai
tar & gan kém theo ton thuong & than. Nguyén nhan bénh khong dugc biét rd vi vay
nguoi ta goi 1a bénh “X” ctia ga tay. Sau d6, nhitng vu tuong ty cling dugc quan sat
thdy trén vit con & Ao, ga & Tay Ban Nha, ca hdi & My. Cac nha bac hoc da nhanh
chdng tim ra méi lién hé giira cac vu nhiém doc d6 véi viéc cho an kho dau dau phong
va ho ciing thay rang bénh nay khéng nhirng xay ra ddi véi gia cam ma con véi ca
gia stc dac biét la heo, bé va curu [71].

Sau khi diéu tra can than vé cac vu dich, can bénh nay duoc phat hién cd lién
quan dén bita an cta ngudi Brazil. Mot nghién cau chuyén sau vé bot dau phong da
tiét 16 ban chat doc hai cia AF, do n6 tao ra céc triéu ching dién hinh cua bénh “X”.
Véi nhitng ¢6 gang phét hién ngudn doc té trén cac thuc pham, cac nha khoa hoc da
quan sat va phan lap duoc loai nam A. flavus trén cac hat dau phong méc va trén lia
mi moc [71].

Viéc kham phé ra AF di kich thich cac nha khoa hoc nhiéu nganh tap trung
nghién ctru vé tat ca cac mat caa AF va anh huong cua né téi sic khoe cua con ngudi
va dong vat. Ho da danh gia rang mdi naim AF di gay ton that rat nhiéu triéu do la

cho lwong thuc va thuc pham trén toan thé gisi [71].

e Tinh chit ciia aflatoxin

Cac AF thuong nhiém trén céc loai ndng san thuc pham. Hién nay nguoi ta
da tim thay khoang 18 loai AF khéac nhau: B (B1, B2); B2a ; B3 (Parasiticol); G (G1,
G2); G2a ; M (M1, M2); M2a ; GM1, GM2, GM2a ; P1, Q1, Q2a; Aflatoxicol RO;
Aflatoxicol M1; Aflatoxicol H1; Aspertoxin [118]. Tuy nhién, c6 4 loai chinh thuong



gap nhat gdm 4 hop chat cua nhdm bis-furanocoumarin, 1a san pham trao d6i chit tao
boi nam Aspergillus flavus va Aspergillus parasiticus, dugc dit tén la B1, B2, G1,
G2. Bén chat duoc phan biét trén co sé mau phat quang caa ching. Ki hiéu “B” 1a
chir viét tat cua Blue (mau xanh duong) duéi tia UV va chix G 1 chir viét tat cua
Green (mau xanh 1a cay) [71; 118].

Aflatoxin G1 c6 cau tric rat gan véi cau tric AFB1: n6 c6 hai chirc lacton, con
AFB1 chi c6 mot (Hinh 1.1). Bang cach hydro khir nbi doi trong nhan hydrofuran tan
cung cua AFB1 va AFG1, hai san pham doc khac sé& thu dugc 1a AFB2 va AFG2.
Carnaghan d3 tim thay din xuat hydroxy cua AFB1, AFB2 trong sira bo va thit bo
duoc goi 1a aflatoxin M1 va aflatoxin M2 (M 1a chir viét tat caa Milk). Aflatoxin M1
va aflatoxin M2 c6 huynh quang mau xanh tim.Trong bén loai AF thi AFBI thudng
duogc tim thay & nong do cao nhat, tiép theo 1a AFG1, trong khi d6 AFB2 va AFG?2
t6n tai & ndng do thap hon [63; 71].

Cac AF la tinh thé trang, bén véi nhiét do (Bang 1.1) va kho bi phan hay trong
qua trinh ché bién. Cac AF it tan trong nudc (10 — 20 pg/ml), tan nhiéu trong cac
dung moi ph&n cuc nhu chloroform va methanol dac biét trong dimethysunfoxit [63;
71].

AFLATOXIN G2
AFLATOXIN G1

Hinh 1.1: CAu trdc phan ti c4c loai aflatoxin [63]



Bang 1.1: Tinh chat hoa ly caa mot sb loai aflatoxin [71]

Trong ) Budc Budc
Nhiét 3o ,
~ | Cong thac lugng ] Huynh song hap | séng kich
Aflatoxin X R nong chay )
phan ti phan ti . quang thu (nm) | thich (nm)
(°C)
(g/mol)

AFB1 C17H1206 312 268-269 | Xanhlam | 223-362 425

AFB2 C17H1406 314 286-289 | Xanhlam | 265-363 425

AFG1 C17H1207 328 244-246 | Xanhluyc | 243-362 450

AFG2 C17H1407 330 229-231 | Xanhluyc | 265-363 450

1.2. Poc tinh va gioi han cho phép ciia aflatoxin
1.2.1. Déc tinh cua aflatoxin

Aflatoxin B1 duoc phan loai 1a Nhém I, nhdm cac chét gay ung thu theo Co
quan Nghién ctu Ung thu Quéc té (IARC). Cac bénh gay ra boi viéc tieu thu AF
duoc goi 12 aflatoxicosis. Aflatoxicosis man tinh dn dén ung thu, wc ché mién dich
va mot sé bénh ly khac vai dién bién bénh Iy cham. Trong khi d6 aflatoxicosis cap
tinh ¢ thé dan dén tr vong [60; 118].

Aflatoxinosis la mot tinh trang ngé déc nghiém trong, phat sinh tir viéc tiéu thu
cac loai nim Aspergillus, dic biét 1a Aspergillus flavus, dudi dang bao tir hoic qua
thuc pham bi nhiém doc. Tinh trang nay cé thé dan dén bénh ly aflatoxicosis & ca
ngudi va dong vat, bao gom hai dang chinh: cp tinh va man tinh [118].

Aflatoxicosis man tinh thuong biéu hién & ngudi thong qua cac bénh Iy nguy
hiém nhu ung thu gan, ung thu biéu mé té bao gan, suy giam hé mién dich, cham phat
trién va xo gan, dac biét ¢ tré em suy dinh dudng. Trong khi d6, aflatoxicosis cap tinh
thuong c6 triéu ching nghiém trong hon nhu st cao, ndn mua, ¢b trudng, suy gan,
phu né chi va vang da, kém theo ty Ié tir vong cao hon dang ké so véi dang mén tinh
[118].

Mic di ndng d6 cu thé ciia AF c6 kha niang gy bénh chua duoc xac dinh mot
cach chinh xéc, cac nghién ciu da goi Y rang nong do khoang 1000 pg/kg trong thyuc

pham c6 thé gay doc cho ngudi. DI véi dong vat, mic d6 an toan thuong dao dong



tir 50-300 pg/kg. Bang chu y, cac dot bung phét 16n cua bénh aflatoxicosis da duoc
ghi nhan tai An D6 (1974) va Kenya (1981). Tir nim 2004 dén nay, toan cau di bao
c40 hon 500 ca mac va 200 ca tir vong lién quan dén cin bénh nay, cho thay mic do
nguy hiém va su can thiét cua cac bién phéap kiém soét chat ché [118].

Aflatoxin dugc phan loai 1a chat gay ung thu Nhom 1 theo Co quan Nghién ctiru
Ung thu Quéc té (IARC), véi bang ching rd rang cho thay su phoi nhiém kéo dai co
thé dan dén ung thu gan, than, phdi hoic rudt két & ca con nguoi va dong vat. bic
biét, tai cac khu vuc nhu chau Phi va chau A, ung thu gan nguyén phat, thuong dugc
goi 14 ung thu biéu md té bao gan (HCC), c6 méi lién hé chat ché voi AFB1. Thong
ké toan cau wdc tinh rang khoang 4,6-28,2% cac trudng hop HCC 1a hau qua truc
tiép cua viéc tiéu thu thuc pham nhiém AF. Hon nira, AFB1 duoc dic trung 1a chat
gy ung thu thudc Nhom 1, dic biét nguy hiém khi tiéu thu vai liéu luong tir 20-120
ng/kg mdi ngay trong khoang thoi gian tir 1 dén 3 tuan. Ung thu biéu mé té bao gan
khong chi 1a tdc dong chinh cta viéc phoi nhiém AF ma con la nguyén nhén cua 75—
85% tong sé truong hop ung thu gan trén toan thé gidi. Mot vi du dang cha ¥ 13 tai
Tanzania, vao nim 2016, da ghi nhan 1480 truong hop mai mac ung thu gan c6 lién
quan truc tiép dén AF, nhan manh mirc d6 nghiém trong va anh huéng rong lén caa
chat gay ung thu nay [118].
1.2.2. Gidi han cho phép cua aflatoxin

Do doc tinh va kha ning gy ung thu cao ctia AF, giéi han tbi da cho phép

(Maximum Limit, ML) caa ching dugc qui dinh rat thap, dac biét 1a thyc pham danh
cho tré em (Bang 1.2) [47; 60].
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Bang 1.2: Gigi han cho phép (ML) cua aflatoxin trong mot s6 loai thuc pham theo

qui dinh cua cac nudc

ML, pg/kg
San pham |  Aflatoxin Chau Trung
. M$ , Nhat Viét Nam
Au Quoc
AFB1 5 N.A 5 N.A 5
Ot bot
Téng AF 10 20 N.A 10 10
AFB1 5 N.A 5 N.A 5
Nho khd
Tong AF 10 20 N.A 10 10
Pau AFB1 2 N.A 5 N.A 2
phong Téng AF 4 20 N.A 10 4
AFB1 2 N.A 5 N.A 2
Bap hat
Tong AF 4 20 N.A 10 4

Cha thich: N.A.: khong &p dung
1.3. Phoi nhiém va nhiém ddc ciia con ngwoi do6i véi doc to aflatoxin

Aflatoxin 12 mdi de doa nghiém trong ddi vai an toan thuc pham toan cau, anh
huong dén nhiéu loai ndng san nhu ngii cdc, céc loai hat c6 dau, gia vi, sita va san
pham tir sita. O nhiém AF c6 thé xay ra & moi giai doan, tir trudc thu hoach dén sau
thu hoach va khé bi loai bo hoan toan ngay ca khi ché bién thuc pham do ham luong
cao va tinh 6n dinh nhiét. Tiép x(c véi AF gay ra cac hoi chiang stc khoe nghiém
trong, bao gom ngo doc cap tinh va mén tinh. Do d6, danh gia rui ro dong vai trod thiét
yéu trong viéc quan ly va giam thiéu nguy co, gop phan dam bao an toan thuc pham
va suc khoe nguoi tiéu dung [51] .

Theo yéu cau cia Uy ban Chau Au, Uy ban vé Chat gay 6 nhiém trong chudi
thuc pham di dua ra quan diém khoa hoc vé nguy co sicc khoe con nguoi lién quan
dén su hién dién cua AF trong thuc pham. Panh gia doc tinh cua AF d6i véi con

ngudi, wéc tinh ché do an udng mac d6 phoi nhiém cua ngudi dan Lién minh Chau
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Au (EU) voi AF va danh gia rai ro sic khoe con ngudi ddi véi dan sé EU do phoi
nhiém wéc tinh qua ché d6 an uéng aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) dugc coi la c6 nguy
co danh gia. Puoc tim thiy thuong xuyén nhat AF trong cac mau thuc pham bj 6
nhiém la AFB1 va ba loai khic thuong khong dugc tim thay néu khdng c6 sy hién
dien AFB1 [116].

1.3.1. Nguy co nhiém aflatoxin trong thuc phtfm

Aflatoxin 1a mot trong nhitng doc té vi ndm nguy hiém nhat, xuat hién pho
bién trong thuc pham do sy xdm nhidm cua cac loai Aspergillus, dac biét 12 A. flavus
va A. parasiticus. Trong do, A. flavus chi1 yéu san sinh AFB1 va AFB2, thuong duoc
tim thay trong ngii cdc, dau phong va gia vi. Trong khi do, A. parasiticus khong chi
tao ra AFB1 va AFB2 ma con tong hop thém AFG1 va AFG2, gay nhiém chu yéu
trong cac loai hat ¢ dau va trai cay kho [99].

Céc diéu kién méi trudng nhur d6 am cao, nhiét d6 4m ap va phuong phap bao
quan khong hop ly 1a nhiing yéu té quan trong thiic day su phét trién ciia nam méc
va su hinh thanh aflatoxin. Trong chudi cung tmg, tir khau thu hoach, ché bién, van
chuyén dén bao quan, cac diéu kién khong dam bao c6 thé thuc day su phat trién caa
nam Aspergillus spp., tic nhan chinh san sinh AF [49]. Trong nghién cau nay, bbn

loai thuc pham pho bién c6 nguy co nhiém AF bao gom:

> Pau phong va bap hat

Hai loai thyc pham nay dic biét dé bi nhiém Aspergillus flavus ngay tir giai
doan thu hoach, dic biét trong miia mua khi do am moi truong cao. Phuong phap
phoi sdy truyén thong c6 thé khong dam bao do khd can thiét (<10% do am), tao diéu
kién thuan loi cho ndm méc phat trién. Ngoai ra, qua trinh bao quan hozc kho chta
khong dat tiéu chuan, c6 do 4m cao, s& 1am gia ting nguy co hinh thanh AF, de doa

an toan thyc pham va stc khoe nguoi tieu dang [19; 73].

> Bt ot

La san pham ché bién tir 6t khd, bot 6t co nguy co nhidm aflatoxin néu nguyén

liéu dau vao da bi nhiém Aspergillus spp.. Do qua trinh nghién khong tiéu diét duoc
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doc t6, aflatoxin co thé ton tai trong san pham cudi cing. Hon nira, néu diéu kién bao
quan khong duoc kiém soat chat chg, dac biét khi dd am va nhiét d6 khong 6n dinh,
nam méc co thé tiép tuc phat trién va san sinh doc td, 1am ting muc d6 6 nhiém theo
thoi gian [53].

> Nho kho

Nho khé c¢6 ham luong dudng cao, tao ngudn dinh dudng doi dao cho vi nAm
phét trién. Khi duoc bao quan trong diéu kién khdng phu hop, chang han nhu moi
truong co6 dd am cao hoic tiép xdc vai nguon nhiém Aspergillus parasiticus, nguy
co nhiém AF ¢ thé xay ra. Do dic tinh hat am caa nho khd, viéc kiém soat do am
trong qué trinh bao quan 12 yéu té then chét dé ngan chin su hinh thanh va tich liy
aflatoxin [95].

1.3.2. Pdnh gid mirc dé phoi nhiém aflatoxin va tic dong dén sirc khée con ngwoi

Pénh gia mirc do phoi nhidém trong ché do an udng la mot trong nhiing yéu tb
thiét yéu cua qua trinh danh gia rai ro cung cap bang ching khoa hoc vé lugng chat
gay 6 nhiém an vao udc tinh (EDI) dya trén lugng chat gay 6 nhiém co trong mot mat
hang thuc pham cu thé va mic tiéu thu déi véi mat hang thyc pham dé. Nhitng nguy
co tiém an ddi véi sic khoe con ngudi do sir dung thuc pham bi nhiém AF trong ché
d6 an udng da dugc danh gia boi mot s6 co quan khoa hoc bao gom To6 chirc Luong
thue va Nong nghiép/T chire Y té Thé gidi (FAO/WHO), Uy ban Chuyén gia vé Phu
gia Thyc pham (JECFA) va Hoi dong EFSA vé cac chat gay 6 nhiém trong chudi
thuc pham [116].

Két qua danh gia nay ciing giup cac nha quan ly dwa ra chién lugc truyén théng
hiéu qua ma ho can biét diéu gi dang gay ra rai ro cao nhat va tat ca nhitng ai c6 nguy
co cao. Ddi voi cac AF gay ung thu va nhiém doc gen, cac nghién ciru da duoc thuc
hién bang cach sir dung hai phuong phap mé ta dic diém rai ro chinh bao gom (1)
udce tinh nguy co ung thu gan, dya trén Viém gan B (HBsAg+) va kha nang giy ung
thu ciia AF (FAO/WHO, 1999) v (2) uéc tinh Bién dé phoi nhidm (MOE). Péi véi
AF, MOE tur 10.000 tro 1én sé khong duoc ngudoi dan quan tam. Mot phuong phap

khac dya trén chi s6 nguy hiém (HI) ciing da duoc sir dung dé nghién ctiru cac chit
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gy ung thu. Gia trj HI 16n hon 1 cho thdy nguy co stc khoe tiém an cua bénh ung
thu gan [116].
1.3.2.1. Mikc tiéu thu trung binh hang ngay cia ddu phong, bét 6t, nho khé va bdp

hat tai Viet Nam

Cuoc khao sat dua vao muc tiéu thu trung binh dau phong, bot 6t, nho khé va
bip hat hang ngay tinh trén dau ngudi (kg/ngudi/ngdy). Theo bdo cao cua to chirc
lwong thuc va néng nghiép lién hiép qudc trong khoang thai gian 2019 - 2021, mirc
tiéu thy bap dung cho thuc pham cua Viét Nam 1a 8,1 kg/ ngudi/nim twong ¢ng muc
tiéu thu 1a 0,02219 kg/nguoi/ngay [100].

Theo nién giam thong ké cua hoi dong qudc té vé hat va trai cay say [58], mic
tiéu thu dau phong trung binh ¢ Viét Nam 1a 536995000 kg/nam tir nam 2019 — 2021,
tuong Gng mac tiéu thu binh quan 1a 0,01493 kg/ngudi/ngdy tng véi dan sé nim
2021 12 98510000 ngudi [128].

Déi véi nho khé, do chua tim duoc s6 liéu thdng ké, nén lya chon hat dé cuoi
thay thé, murc tiéu thu hat dé cuoi trung binh ¢ Viét Nam 14 10930667 kg/nam tir nim
2019 — 2021, twong ttng muc tiéu thy binh quan 1a 0,000030 kg/nguoi/ngay tng vai
dan s nam 2021 13 98510000 ngudi [128].

Am thyc Viét Nam 13 mot trong nhiing nén am thuc phong phu va da dang
nhét thé gioi, duoc tao nén tir sy két hop hai hoa gitta cac nguyén liéu tuoi ngon va
c4c loai gia vi dic trung, bao gom 10 loai gia vi truyén théng nhu mudi, tiéu, 6t,
chanh, nuéc mam, twong 6t, gung, toi va céc loai rau thom. Vi vay, bot 6t duoc cho
la chiém 10% tong muc tiéu thu gia vi. Theo b&o céo tir thu vién Helgi nim 2021
[57], muc tiéu thu gia vi cua nguoi Viét Nam la 1,05 kg/ngudi/nam twong Gng
0,002876712 kg/ngudilngdy va twong Gng muc tiéu thu bot 6t 12 0,00029
kg/nguoi/ngay.

Tat ca dir liéu tiéu thu thuc pham duoc wdc tinh cho ca nam va nit & cac nhém

theo thé trang dinh dudng cho ngudi gay, binh thuong va thira can.
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1.3.2.2. Phén loai thé trang dinh duwong cua nguoi Viét Nam dya trén chi 6 thé trong
Body Mass Index (BMI)

Theo vién dinh dudng TPHCM, chi sé thé trong BMI dugc dung phd bién nhat
dé phat hién ngudi gdy 6m, suy dinh dudng hay thira can, béo phi véi cac muac do
nang nhe khac nhau trén 1am sang va trong cong dong. Ddi voi ngudi treéng thanh
(> 18 tudi), chi s6 BMI duoc &p dung cho ca nam va nit, khdng &p dung cho phu ni
mang thai, van dong vién, nguoi gia va mot sé truong hop bénh ly. Chi sé BMI cua
mot ngudi tinh bang trong luong (kg) chia cho binh phuong chiéu cao tinh bang mét
(m) nhu sau: BMI = can ning (kg)/chiéu cao (m)?2 [130].

Theo két qua cong bd thdng ké cua tong diéu tra Dinh dudng toan quéc giai
doan 2019 — 2020 duoc Bo Y té cong b nam 2021 [26], chiéu cao trung binh di voi
nam la 168,1 cm va nit 156,2 cm va dya vao chi sé BMI dbi vai thé trang ngudi gay
(16 — 18,4); binh thuong ( 18,5 — 24.9); nguoi béo phi (25 — 40) tuong tng trong
luong co thé trung binh (kg b.m/ngudi) déi v6i nam 48,60; 61,32; 91,84 va ddi voi
n 41,96; 52,94; 79,29.
1.3.2.3. Cdc chi sé ddanh gid méi nguy hai déc 16 aflatoxin doi véi sirc khoé con nguoi

C4c chi s danh gia mdi nguy hai doc té AF bao gom:

-Liéu phoi nhiém hang ngay (Estimated Daily Intake - EDI) 1a chi s6 udc tinh
luong AF ma mot ngudi tiéu thy hang ngdy thong qua thue phdm bi nhiém AF hoic
an phai thuc pham dugc san xuat boi dong vat da tiép xic véi AF, 1a mot budc quan
trong trong viéc xac dinh nguy co sitc khoe ddi vai con ngudi [63].

-Bién d6 phoi nhiém (Margin of Exposure — MOE) la chi s6 danh gia murc d6
an toan cua phoi nhiém AF dya trén kha ning giy dot bién gen va ung thu cua né.
Bién do phoi nhidm Ia ty 1& cua liéu chuan thap nhat (BMDL) c6 thé gay anh huong
nghiém trong va liéu phoi nhiém [39; 43]. Gié tri BMDL10 cho AFB1 120,170 pg kg
Thwd ™) [4; 133].

-Chi s6 rui ro nguy co déi vai suc khoé con ngudi: 14 chi sé woc tinh s6 ca
ung thu gan do aflatoxin gay ra trén 100000 ngudi moéi nam, dya trén mic do

phoi nhiém thyc té trong cong dong. Bé danh gia nguy co ung thu gan do phoi


https://moh.gov.vn/tin-noi-bat/-/asset_publisher/3Yst7YhbkA5j/content/bo-y-te-cong-bo-ket-qua-tong-ieu-tra-dinh-duong-nam-2019-2020
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nhiém AFBL1, cac nha nghién ctu tinh toan duya trén ty 1é nguoi Viét Nam bi nhiém
virus viém gan B (HBV) va mic d6 nguy hiém cua AFB1. Cu thé, ddi v6i ngudi
khong nhiém HBV, nguy co ung thur gan 1a 0,01 trudng hop mdi nam trén 100000
ngudi néu ho tiéu thu 1 ng AFB1 trén mdi kg thé trong mdi ngay, trong khi ddi véi
ngudi nhiém HBV, nguy co ndy cao hon, 1én dén 0,3 truong hop mdi nam trén 100000
ngudi V4i cing mic phoi nhiém AFB1 [39]. Tai Viét Nam, ty 18 nhiém HBV c6 thé
1én dén 20% déan sd. Do d9, ty 1& nay duoc dung dé tinh nguy co trung binh giy ung
thu gan trong cong dong nhu sau: Ngudi nhiém HBV (20% déan s6) co nguy co ung
thu 12 0,3 truong hop mdi ndm trén 100.000 ngudi voi modi 1 ng AFB1 trén mdi kg
thé trong mdi ngay va nguoi khong nhiém HBV (80% dan sd) c¢6 nguy co thip hon,
chi 0,01 trudong hop mdi nam trén 100.000 ngudi. Vi thé, kha ning gdy ung thu 13
0,068 = 0,3 x 0,2 + 0,01 x 0,8 [39]. Piéu niy c6 nghia 14 véi muc phoi nhiém 1 ng
AFB1 trén mdi kg thé trong mdi ngay, nguy co gay ung thu gan trung binh trong cong
dong 1 0,068 trudng hop mdi nam trén 100000 ngudi.

-Chi s6 nguy hiém (Hazard Index — HI) 14 chi s6 danh gia mic d6 rii ro cua
AF ddi véi stic khoe con nguoi.
1.3.3. Tinh hinh nhiém dpc t6 aflatoxin ¢ nwéc ngoai

Trong cic nim gan ddy, cac nudc déu khéng ngung kiém soat tinh trang an
toan thuc pham nham bao vé sirc khoe ngudi tiéu dung, trong d6 c6 AF. Tir nim 2005
dén nam 2017, Mahato va cong sy di thong ké két qua nghién ciru AF trong thuc
pham cac nudc trén thé gisi cho thay mot s6 nén mau nhiém AF véi ham luong cao
nhu bot 6t (0,025 — 40,9 pg/kg, Thé Nhi Ky), gao (0,1 — 308 pg/kg, An Do), bo bo
(0,4 — 25,1 pg/kg, Tunisia), hat phi (0,07 — 43,6 pg/kg, Tho Nhi Ky), bap (48 - 383
ug/kg, An Do), dau phong (15 — 11900 pg/kg, Ethiopia), san pham tir dau phong (0,2
— 513,4 ug/kg, Pai Loan) va hat diéu (0,6 — 31,5 ug/kg, Brazil) [82]. Tir nam 2015
dén nam 2020, Jallow va cong su di thong ké c6 dén 53 cong trinh nghién ctiu vé AF
trong 17 loai thuc pham khac nhau tir hon 30 quéc gia (Bang 1.3). Két qua thong ké
cho thdy mét sé nén mau nhidm AF véi ham lugng cao nhu bap (0 — 3760 ug/kg,
Uganda); bip (0 — 3000 pg/kg, Niger va Benin); bap (1,9 — 458,2 ug/kg, Argentina);
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dau phong (0,2 - 2177,2 pug/kg, Thé Nhi Ky); gia vi (2,2 — 1118,3 ug/kg, Lebanon);
tra (1,2 — 116,2 ug/kg, Ma Réc) [63].

M6t sb thuc pham va thire n bi anh huong AF nhiéu nhat bao gdm dau phong,
cac loai hat, qua sung, bap, gao, gia vi va trai cay kho [88]. Tur két qua tong hop cua
89 bai bao vé4i 18097 mau ngii cbc, Andrade va cong su két luan ti 16 mau nhiém it
nhat mét loai AF 1a 37,6 % [11]. Diéu nay cho thiy, con ngudi d6i mit véi nguy co
ung thu rat cao do tiéu thy truc tiép cac san pham c6 nhiém AF du véi lidu lugng nho
hoac théng qua céc loai thuc pham khac (thit, c&) khi ching tiéu thu thic dn nhiém
AF. Do d6, viéc phan tich ham luong AF trong cac loai thuc pham, nguyén liéu thuc
an chin nudi luén nam trong ké hoach dénh gia an toan thuc pham hang nam cua cac

nudc, thé hién qua sé cong trinh céng bé khoa hoc dugc cong bé.
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Bang 1.3: Tong hop két qua nhidm aflatoxin tir 2015 - 2020 cia cac nudc trén thé gisi

Nén miu Aflatoxin Ti 1&¢ % nhiém Khoang ndng dé phat Quéc Gia Nim Tai ligu tham
(téng sé mau) hién thay (ug/kg) khao
Bap Tong AF 37,7 (326) LOD - 341 Ghana 2018 [5]
Bip AFB1; AFB2 24,6 (61) 0,02 - 0,19 Egypt 2019 [2]
Bip Tong AF 25,8 (256) 0 - 3760 Uganda 2020 [122]
Bap Tong AF 100 (150) 20 - 91,04 Ethiopia 2016 [31]
Bip Tong AF 88,4 (112) 0 - 3000 Niger va Benin 2017 [20]
Bip AFB1; AFG1 26,1 (148) 0,5-49,9 Brazil 2017 [101]
Bap AFB1; 15; 15; 5 (20) 1,9 - 458,2 Argentina 2015 [29]
AFB2; AFG1
Bip Tong AF 4 (1055) 8,0 - 163,6 Y 2016 [87]
Bip AFB1; AFB2 1 (507) 5,2 Nam Triéu Tién 2017 [66]
Bip AFB1 33,7 (2370) LOD - 34,8 Vietnam 2017 [75]
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Nén miu Aflatoxin Ti 1&¢ % nhiém Khoang ndng d¢ phat Quéc Gia Nim Tai ligu tham
(téng sé mau) hién thay (ug/kg) khao
Cao luong AFB1 9 - 44 (45) 0,61 - 28,3 Namibia 2019 [96]
AFB2 0,14 - 2,35
AFG1 va AFG2 0,39 -6,95
Cao luong Téng AF 28,6 (146) 0,96 - 21,74 Nigeria 2016 [15]
Cao luong AFB1 25 (50) 46,3 - 254,7 Burkina Faso 2015 [64]
Lda mi va banh AFB1 5,6 (178) 0,03-0,12 Trung Quédc 2018 [139]
quy lda mi
Lua mi AFB1 33,3 (36) LOD - 49,79 Ai Cap 2020 [56]
bau phong Tong AF 25 (1089) LOD -432,0 Taiwan 2019 [78]
Pau phong Tong AF 10 (119) 0,3-100 Brazil 2017 [89]
Hat d¢au nanh Tong AF 24,4 (45) 0,88 - 16,17 Han Quéc 2019 [65]
Dau phong Téng AF 25 (8) 186,6 - 375,1 Haiti 2020 [17]
Dau phong Tong AF 84 (102) 0,2 -2177,2 Thd Nhi Ky 2019 [92]
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Nén miu Aflatoxin Ti 1&¢ % nhiém Khoang ndng dé phat Quéc Gia Nim Tai ligu tham
(téng sé mau) hién thay (ug/kg) khao
Qua 6c chd AFB1 7,5 (40) 0-82 Iran 2016 [52]
Hat diéu Tong AF 42 (12) 0-122,35 Brazil 2019 [69]

Hat diéu rang Tong AF 100 (27) 0,1-6,8 Nigeria 2018 [3]

Hat meé AFB1 77,6 (30) LOD - 14,49 Hy Lap 2016 [68]
Gia Vi Tong AF 19 (94) 2,2-1118,3 Lebanon 2019 [94]
Gia Vi Tong AF 85 (34) 0,01-9,34 Malaysia 2015 [10]
Tra Tong AF 78,3 (94) 0,11 - 16,17 Pakistan 2020 [62]
Tra Tong AF 58,9 (1290 1,2-116,2 Ma Réc 2020 [86]
Hat coca Tong AF 16,3 (123) 0,35 - 30 Brazil 2019 [105]
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1.3.4. Tinh hinh nhiém djc t6 aflatoxin trong nwéc

Niam 2016, Bui Thi Mai Huong va cong su di cong bd két qua khao sat ham
luong AFB1, ochartoxin A va fumonisin véi 1134 mau (dai dién cho 42 loai thuc
pham tiéu thu hang ngay) tai tinh Lao Cai biang phuong phap do mat d6 quang. Két
qua cho thay c6 t&i 87,5% loai thuc pham nhiém AFB1, véi ham lugng cao nhit duoc
phat hién trong triang va sira (5,326 pg/kg), thit (4,077 pg/kg). Tuy nhién, hai loai san
pham nay lai khong c6 qui dinh vé ML trong QCVN 8-1:2011/BYT [28].

Nam 2019, Nguyén Thi Thanh Xuan va cong su da danh gia thyc trang nhiém
AFB1 trong bap & Son La bang phuong phéap Kit-Elisa. Két qua khao sat trong 378
mau bap cho thiy c6 204 mau (54%) va 141 mau (37,3%) nhiém AFB1 lan luot &
ngudng bang hodc cao hon 5 va 20 pg/kg. Piéu nay cho thiy sé lugng mau bip vuot
qua gigi han cho phép ML =5 pg/kg theo QCVN 8-1:2011/BYT la hon 90%, mdt
con s6 dang bao dong [98].

Nam 2020, B6 Hitu Tuan va cong su da sir dung ky thuat sac ky long ghép
khdi pho LC/MS/MS dé xac dinh AFB1, ocharatoxin, fumonisin B1 va zearalenone
trong thuc pham va danh gia nguy co nhiém doc t6 trong 606 mau tai khu vuc Ha
Noi, Thanh Hoéa va Ha Giang, gdm 144 mau gao, 189 mau bap, 144 mau lac va 129
mau mé. Két qua cho thiy AFB1 duoc phat hién nhiéu nhat véi 116/606 mau (chiém
19,1%), trong d6 bap nhiém nhiéu nhat vai 57/189 mau (30,2%), tiép theo Ia lac voi
34/144 mau (chiém 23,6%). Trong bap, ham luong AFB1 dao dong trong khoang
66,0 — 66,1 pg/kg (Ha Giang); 2,56 — 2,62 ug/kg (Ha Noi) va 5,31 — 5,39 ug/kg
(Thanh Hoa). Tuong tu, ham lugng AFB1 trung binh trong mau lac tai Ha Giang, Ha
Noi va Thanh Hoda lan luot 12 16,5; 9,2 va 4,9 pg/kg. Céc két qua AFB1 trung binh
trong bap va lac déu cao hon gidi han téi da cho phép cua Viét Nam. Nguoc lai, ham
lwong AFB1 trung binh trong gao va mé déu twong ddi thap, dap ttng ML trong qui
chuan Viét Nam caa Bo Y té, lan luot 12 0,4 — 2,0 pg/kg va 0,37 — 1,7 pg/kg. C6 mot
diém dang luu ¥ 1a ham lwong AFB1 (ciing nhu cac loai mycotoxins khac) trong hau
hét cac mau tai Ha Giang ludn cao hon céc khu vuc con lai. Cac két qua diéu tra cho
thiy, nguyén nhan c6 thé dén tir viéc tich trir mau trong thoi gian dai & diéu kién binh

thuong cua dong bao H’Méng trudc khi ndng san duoc dua di tiéu thu [39].
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tinh hinh nhiém AFB1 la dang bao dong.

Két qua tong hop ciia 3 cong trinh trén duoc trinh bay trong Bang 1.4 cho thay

Bang 1.4: Tong hop két qua phan tich aflatoxin caa mot sé cong trinh nghién ciu

tai Viét Nam
Khu | Déi trong mau (so lwong) | Sé maunhiém | Khodngnéng | ML, | Tailiéu
vuC aflatoxin (ty l¢ do, uglkg ug/kg | tham
%) khdo
Gao va san pham (81) 54 (67%) 2,4 —3,02 5
Lda mi va san pham (27) 0 (0%) 0-2(<MDL) 2
Ngii coc khac (27) 27 (100%) 3,206 (TB) 2
Céc loai cu (54) 27 (50%) 1,67 — 2,67 N.A.
Hat dau va san pham (108) 81 (75%) 2,61-3,11 N.A.
Pau hu (27) 0 (0%) 0-2(<MDL) | N.A.
\ Hat c6 dau (27) 27 (100%) 4,086 (TB) 2
Ic_::) Rau (27) 27 (100%) 2,47 (TB) N.A. | [28]
Puong hoic keo (135) 135 (100%) 4,033 (TB) N.A.
Gia vi (27) 27 (100%) 3,847 (TB) 5
Dau, m& dong vat (54) 54 (100%) 3,382 (TB) N.A.
Thit va san pham thit (297) | 270 (90.9%) 3,99 — 4,17 N.A.
Tring va sita (108) 108 (100%) 5,325 (TB) N.A.
Ca (54) 27 (50%) 1,8-28 N.A.
San pham thay san khéc (81) 81 (100%) 1,85 - 3,18 N.A.
A Bip (189) 57 (30,2%) 2,56 — 66,1 5
Noi Lac (144) 34 (23,6%) 4,9-165 2
Thanh Gao (144) 13 (9,0%) 0,4-2,0 5 1591
Hoa Mé (129) 12 (9,3%) 0,37-1,7 N.A
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Khu | Déi tirong mau (so lwong) | Sé maunhiém | Khodngnéng | ML, | Tailiéu
vuc aflatoxin (ty l¢ do, uglkg ug/kg | tham
%) khao
Ha
Giang

Son i 204 (54,0%) >5.0

Bap (378) 5 [98]
La 141 (37,3%) > 20,0

N.A. Khéng c6 qui dinh, TB: Trung binh

Bén canh d6, mot s6 khao sat vé tinh hinh nhiém doc té AF ciing di dugc cong
bd tai cac hoi thao khoa hoc trong nudc va qua bao dai. Bé danh gia mirc do xuat hién
cuia AFB1 trong thuc té, Vién Y té cong cong tai TP.HCM di xem xét mau thuc pham
lwu hanh trén thi truong hodc do cac cong ty va co s ché bién mang t6i dang ky kiém
nghiém. Két qua cho thay trong 115 mau (gém san pham ché bién tir dau phong nhu
dau phong da ca, keo dau phong v.v...; nudc twong 1am tir dau nanh; dd hop chay
lam tir cac loai dau va bot mi; ca phé; thic in gia stic) thi AFB1 ¢6 trong 30% mau
ca phé; 42,9% mau nudc tuong; 66,7% mau dd hop chay; 68,2% mau dau phong va
san pham tir dau phong. Dic biét, AFB1 c6 véi ti Ié cao trong 94,6% mau thirc an gia
suc. Nhu vay, ¢t trung binh 3 mau thir nghiém chung cho cac loai thi c6 mot mau co
doc té AFB1. Néu can ctr theo tiéu chuan cho phép thi chi riéng cac mau nudc twong
tuy téi 42,9% c6 AFB1 nhung déu chi & mirc 1,87 — 5,90 pg/kg (tiéu chuan cho phép
la 10 pg/kg), con trong cac mau khac hau hét déu c6 AFB1 véi ham luong rat cao.
Cé biét ¢d nhitng mau chira tir 140 - 300 pg/kg [22].

Tai Hoi nghi khoa hoc cua Vién Pasteur TPHCM lan thir 19, mot bao céo
nghién cttu céng bd trong Tap chi Y hoc du phong, cho biét tir thang 5 — 6/2017, cac
nha nghién cau Vién Pasteur TPHCM thu thap ngau nhién 48 mau 6t kho tai cac cho
va tiém tap hoéa trén dia ban 5 tinh phia Nam gom Viing Tau, Binh Phudc, Binh
Duong, Pong Nai va TPHCM. Két qua kiém nghiém cho thay 48 mau 6t kho déu cé
su hién dién cua vi ndm aflatoxin. Trong d6 ca 48 mau déu nhiém AFB1, 35 mau
nhiém AFB2, 11 mau nhiém AFG1. Ham luong AFB1 trong 48 mau la 0,13 — 46,57
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ng/kg. Trong d6 ¢6 16 mau nhidm vuot mic téi da cho phép 5 pg/kg va trong 16 mau
d6 c6 6 mau vuot 10 pg/kg [21].

Niam 2018, Thanh tra Bo NN-PTNT di thanh 1ap 2 doan kiém tra dot xuat tai
mot s6 co s& san xuat, kinh doanh 6t bot tai 10 tinh, thanh, gdm: Ha Nbi, Thira Thién
- Hué, Pa Nédng, Quang Nam, Quang Ngii, TP.HCM, Pdng Thap, Bong Nai, Ba Ria
- Viing Tau va Binh Phudc. Tong cong 262 mau 6t bot, 6t khd nguyén liéu tai cac co
s san xuat, ho kinh doanh trong cho dan sinh va siéu thi duoc niém phong dé tién
hanh phan tich. Két qua kiém nghiém AF phét hién 95/262 miu phan tich vuot
ngudng du lugng aflatoxin cho phép, chiém 36,25%. Trong sé mau phat hién ton du
aflatoxin, ty 1& chiém nhiéu nhat 1a & ho kinh doanh trong cho véi 48,6%, siéu thi
21,62%, tai co s& san xuat va kho bao quan 1a 30,7% [23].

Cac dir liéu trén noi 1én mot sy tiém an nhiém doc té AF trong mot s6 thuc

pham tai cac cho dan sinh, ho kinh doanh tai c4c cho.

1.4. Phwong phap phén tich aflatoxin trong thwe pham
1.4.1. Phwong phdp chiét va lam sach aflatoxin

Céc ky thuat chiét va lam sach thudng duoc sir dung dé phan tich AF 1a chiét
long-long (LLE), chiét long-ran (LSE), chiét siéu am, chiét long siéu t&i han (SFE),
chiét pha ran (SPE) va cac phuong phap “Nhanh, D&, Ré, Hiéu qua, chic chan va An
toan” (QUEChERS) [1].
1.4.1.1. Chiét Iong-long (LLE)

Quy trinh chiét 1ong-long 1a phuong phap don gian, dé thuc hién va chi phi
thip dé tach AF. N6 dya trén hé sb phan b va cac dic tinh hoa tan khac nhau cua
doc té nam mdc trong pha hitu co hoic pha nudc hoic trong hdn hop két hop cua
chung. Tuy nhién, nhuwoc diém cua cac ki thuat chiét nay 1a né khdng cung cap chat
phan tich sach phu hgp trong moi trueong hop [1].

Can c6 mot phuong phap chiét hi¢u qua dé phat hién va dinh luong, dinh tinh
AF trong cac mau thuc pham va thirc an chin nudi. Aflatoxin thuong hoa tan trong
cac dung mdi phan cuc nhu aceton, acetonitril, chloroform va methanol. Do d¢,
aflatoxin c6 thé duoc chiét xuat bang cach str dung bat ky dung méi nguyén chat nao

dugc dé cap hoic két hop cac dung méi nay ciing nhu véi mot luong nho nude [1].


https://thanhnien.vn/kinh-doanh/nong-san-kho-va-nguy-co-nhiem-nam-doc-917439.html
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1.4.1.2. Chiét Iong-rin (LSE)

K3 thuat chiét 1ong-ran 12 mot phuwong phap chiét don gian va dé dang khac dé
tach AF bang céch str dung cac chat nén ran c6 d6 phan tan khac nhau. Ban dau, viéc
lya chon dung méi chiét phii hop va hiéu qua nhat 13 budc quan trong dé chiét thanh
phan can chiét. Dung méi chiét dugc s dung thuong xuyén nhat 1a hdn hop
methanol/nuéc hoic acetonitril/nuéc & cac ty 1& khac nhau. Vi du, hdn hop 80%
methanol/nude duoc chitng minh 13 t6i wu nhat dé chiét xuat AF trong trudong hop
mau hat nhuc dau khau [1].

Viéc lra chon methanol dé str dung tiép theo ciing dugc wu tién hon vi khang
thé dung nap ndng d6 methanol cao hon acetonitril. Methanol ciing thich hop dé phan
tach bang sic ky vi AF c6 thé do dugc ma khong bi nhidu. Hiéu suét chiét bi anh
huong dang ké boi thanh phan cua chét chiét, ty 16 mau/dung madi va thoi gian chiét.
Qua trinh chiét bao gom céc budc khac nhau nhu viéc cAn mau di déng nhat, bé sung
dung méi chiét phir hop. Sau khi chiét, mau duogc loc va 1am sach trude khi phan tich
[1].
1.4.1.3. Chiét siéu am

Hiéu suét chiét long-ran c6 thé duoc cai thién dang ké khi s dung séng siéu
am. Trong qué trinh chiét siéu &m, vat chira (vi du: binh, dng ly tim hoic lo) chira
mau can chiét va dung méi chiét thuong dugc ngadm vao bé siéu am cé chira nudc.
Sau mét vai phut, dudi tic dong cua trudng siéu am trong chat long 1am ting dang ké
su chuyén cac chat phan tich tir mau sang dung mai chiét, do dé lam ting kha ning
thu hoi va hiéu qua chiét [1].
1.4.1.4. Chiét Iong siéu téi han (SFE)

Chiét long siéu toi han st dung chat 1ong siéu ti han dé chiét hop chit can
thiét tir nén mau. Quy trinh SFE chu yéu duoc sir dung hiéu qua dé tach cac phan tu
hitu co phan cuc. Trong qué trinh chiét xuat AF phan cuc bang SFE, mot s6 van dé
d3 phat sinh, vi du, d6 thu hoi thip va ndng d6 chat ddng chiét cao. Hon nita, lipit c6

thé gay kho khin trong qué trinh 1am sach va tach sac ky [1].
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1.4.1.5. Chiét pha rin (SPE)

K3 thuat chiét pha rin duoc coi la phuong phap chinh xac va dang tin ciy nhat
dé 1am sach hén hop trude khi wdc tinh dinh tinh va dinh luong. V&i su tro gidp cia
SPE, chét phan tich can thiét c6 thé duoc tach riéng va cac thanh phan khéng mong
muén c6 thé gay tré ngai trong qua trinh phan tich cd thé dugc loai boé mét cach chinh
xac [1].

SPE la mot qué trinh gom nhiéu budc, bat dau tir viéc hoat hod, sau d6 1a nap
mau, rira va cudi cung la rira giai chat phan tich can thiét. Trong SPE, chét phan tich
can thiét s& duoc lién két véi thanh phan nén mau hoic duoc loai bo khoi mau.
Aflatoxin thudng duoc phan tich bang cot C-18 (octadecylsilane). Mot ing dung dic
trung cua SPE la ¢t 1am sach ai lyc mién dich (IAC) va cot lam sach da chirc ning
(MFC) bao gom cot MultiSep®, MycoSep® va Myco6inl. Viéc chiét xuat AF thudng
duoc thuc hién sau budc 1am sach. Ky thuat 1am sach pho bién duoc sir dung 1a sac
Ky cot ai lyc mién dich (IAC) va cot 1am sach da chirc ning Mycosep (MFC). Cac k¥
thuat 1am sach nay duoc coi 1a lya chon tt nhat dé phan 1ap muc tiéu chat phan tich
AF va 1am sach hoic loai bo cac thanh phan khdng mong muédn trude khi wde dinh
lwong bang HPLC [1].

K§ thuat sic ky ai lec mién dich duoc ching minh 13 ¢6 do chinh xac va dic
hiéu cao vé kha nang dao nguoc lién két gitra khang nguyén va khang thé dé phan
lap, 1am sach va tach phan tr quan tdm khoi nén mau. Trong qua trinh 1am sach, mau
chat long da chiét duoc dua vao IAC chira cac khang thé cu thé dé lién két voi AF da
cb dinh trén bé mat ran nhu silica. Khi mau chiét di chuyén xuéng cot IAC, aflatoxin
lien két véi cac khang thé va dugc gitr lai trén cot. Bé loai bo cac protein khdng lién
két va tap chat, budc rira thudng duoc yéu cau st dung chat dém cuong do ion thich
hop hoic nuéc ct. Sau d6, AF duoc thu hdi hoic loai bo khoi IAC bang cach sir dung
cac dung méi tinh khiét nhu acetonitril hoac methanol dé pha va lién két giira khang
thé va AF [1].

Cot lam sach da chirc nang (MFC) Mycosep ciing dugc cong nhan 1a phuong
phap tot nhit dé 1am sach AF. N6 don gian, dé str dung, tién dung va 1a k§ thuat 1am

sach nhanh chéng chi trong mét budc. Cac cot nay duoc thiét ké dé gitr lai mot sd
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nhom hop chét co ban nhit dinh c6 thé gay nhiéu trong phan tich HPLC. Mat khéac,
cot MFC cho phép cac phan tir quan tam di qua cot. Trong quy trinh lam sach MFC,
sau khi chiét aflatoxin bang dung mai thich hop, mét phan dich chiét duoc dua qua
cot MFC dugc thiét ké dac biét dé phan tich AF. Cac hop chat c6 thé gay can trg s&
duoc gitr lai trong MFC, trong khi AF s€ di qua cot [1].

1.4.2. Cac phwong phap phat hién va dinh lwong aflatoxin

1.4.2.1. Phuong phap hoa sinh test nhanh

Phuong phap hod sinh mién dich mang tinh dic hiéu cao, dua trén nguyén ly
két hop giita khang nguyén va khang thé dac hiéu. Nhitng phuong phap pho bién nhat
la xét nghiém mién dich hap thy lién két enzyme (ELISA), thiét bj dong chay (LFD)
va phuong phap hoa hoc. C4c xét nghiém nhanh 1a khdng thé thiéu dé cung cap két
qua phan tich trong thoi gian ngan. Cac quy trinh nay cho phép thuc hién phan tich
dé dang véi muc gia thip hon, ngay ca tai dia diém lay mau. Phan 16n cac phuong
phap nhanh chéng dugc st dung dé do AF la cac xét nghiém mién dich duya trén phan
rng ctia mot khang thé dic biét va khang nguyén caa chat phan tich [93].

Muc dich cta k§y thuat ELISA 1a xac dinh dinh tinh hodc dinh luong doc tb
nim méc dugc tim thay trong mau phan tich, dwa trén viéc ap dung cac khang thé dic
trung cho cac hop chit can phan tich. Phuong phap nay dua trén phan ¢ng mau lién
két véi enzyme. Cac hé thong phan tich ELISA nay la thiét bi sang loc tuyét voi, cung
cap két qua dinh luong trong khoang thoi gian ngan va nhu da dé cap trude dé, ching
cling thudng c6 thé duoc sir dung tai dia diém Iy mau. Tuy nhién, phan tich ELISA
cua cac loai mau phirc tap hon, nhu thie an hdn hop, c¢d thé cho két qua khéng chinh
x&c. Mot s6 phuong phap test nhanh khac nhu xét nghiém mién dich phong xa (RIA),
xét nghiem mién dich Fluoroi (FIA), xét nghiém mién dich huynh quang canh tranh
(CFIA), xét nghiém mién dich hoa phét quang (CLIA) [93].

Xét nghiém mién dich dong chay bén (LFIA), (LFA) hoac thiét bi dong chay
bén (LFD): Co sd ctia phuong phap nay 13 phat hién thanh phan duoc phan tich bang
cach lién két vai mot khang thé cu thé trong vang thir nghiém, khang thé nay duoc
dit tren mot mang cd dinh trén que ther. Ngoai ving ther nghiém con c6 ving kiém

soat trén mang dé xac minh hoat dong chinh xac cua thir nghiém. Khi dich chiét mau
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chay trén mang, né sé& vuot qua viing kiém tra va kiém soat va tly thudc vao nong do
cua chat doc, ca hai vach (kiém tra va kiém soat) hoic chi vach kiém soat s& hién thi.
Que thtr ¢6 thé duoc danh gia bang mat thuong hoac bang thiét bi doc. Khi can két
qua dinh luong, viéc danh gia duoc thuc hién bang mot thiét bi (quang ké phan xa),
do cuong d6 cua vach kiém tra va vach di chirng, dong thoi danh gia két qua trén co
so dir liéu duoc xac dinh. Que thir sic ky mién dich 14 mét ki thuat nhanh chéng, dé
thuc hién, 1y tuang va tiét kiém chi phi ngay ca khi phan tich mot mau don 1é. Tuong
tu nhu k¥ thuat ELISA, phan (ng chéo va hiéu tng ma tran xay ra trong qua trinh
phan tich mot s san pham nhat dinh s& han ché kha nang ung dung cua que thi [93].

Tiéu chuan cua Uy ban an toan thuc pham va tiéu chuan caa An Do (FSSAI)
str dung hén hop dung méi MeOH/H20 (8/2) dé chiét mau maiu bap, hat bong, dau
phong va bo dau phong, dich loc dugc pha lodng vaéi hdn hop dung méi chiét, sau do
duogc xac dinh bang bo kit ELISA [47]. Uu diém: phuong phap test nhanh xac dinh
tong aflatoxin trong mau, khong can dau tu thiét bi dat tién. Han ché: phuong phap
gap mot sé tro ngai khong xac dinh duoc tirng AF trong mau va dé bj duong tinh gia.
1.4.2.2. Phurong phdp sdc Ky 16p méng TLC va 16p méng hiéu nang cao HPTLC

Phuong phap sic ky 16p mong (TLC) duoc sir dung rong rdi dé xac dinh ham
luong aflatoxin lan dau tién vao nhimg nim 1960. TLC la k¥ thuat phan tach duoc
biét dén nhiéu nhat nhung c6 thé né khong con duoc sir dung rong réi nira. Su phod
bién cua n6 co thé lién quan dén tinh don gian va gia thanh thap, vi cac yéu cau vé
cdng cu & mic co ban la nho. Trong cac phong thi nghiém hoéa hoc, TLC c6 thé dugc
sir dung dé theo ddi tién trinh phan tng, xac dinh do tinh khiét cua mét chat hoic xac
dinh cac hop chat c¢é trong mot hdn hop nhat dinh [93].

Phuong phép sic ky 16p méng hiéu ning cao (HPTLC) cho phép dinh luong
c6 chon loc va chinh xac hon. Su khac biét chinh gitra cac k¥ thuat (TLC va HPTLC)
c6 thé xuat phat tir sy khac biét vé kich thudc hat cia pha tinh, d6 nhay va phuong
phap xtr Iy dit liéu cua chiing. Khi dinh lwong ndng d6 AF trén cac tim TLC két hop
v6i phép do mat do huynh quang, gidi han phat hién & 6t bot do, ca, bap va lda mi la

0,5 pug/kg. Mic du trén thuc té, TLC van 1a phuong phap tham chiéu duoc chap nhan
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dé phat hién AF nhung phén tich dinh lugng AF di duoc thay thé bang HPLC va
UPLC trong hau hét cac truong hop [93].

Tiéu chuan FSSAI dua ra qui trinh phan tich AF trén mot sé mau khac nhau:

> Nén mau lac, san pham tir hat c6 dau va ngii c6c: phan tich sang loc AF bang
phuong phap sic ky ban mong [47]. Uu diém: phuong phap don gian, ré tién,
ap dung cho moi phong thi nghiém. Han ché: d& bi duong tinh gia, sir dung
dung méi ly trich chloroform, benzen doc hai, khong dinh lugng chinh xac
tung AF.

> Pau phong, san pham dau phong va ngii céc: mau dugc chiét bang hon hop
dung méi aceton/H.0 (85/15), lic 45 phdt. Dich loc duoc lic véi dung mai
chloroform, 1ay 16p chloroform di théi kho, dinh mac lai bing 2 mL
chloroform, chuyén vao minicolumn (chira CaSOsg, florisil, silica gel), thém 3
mL hdn hop dung méi chloroform-aceton, sau d6 chiéu dén UV va nhan biét
bang mau sic phat quang mau xanh duong [47]. Uu diém: khong can dau tu
thiét bi phan tich, xac dinh duoc tong AF trong tirng nén mau. Han ché: khdng
dinh luong chinh xac ting AF trong mau, str dung dung méi doc hai dé chiét

nhu chloroform, aceton.

1.4.2.3. Phirong phdp sdc ky long ghép khoi phé LC-MSIMS

K§ thuat khéi pho LC-MS, dic biét 1a bo ba tir cuc LC-MS (LC-MS-QQQ),
da tro thanh k¥ thuat phat trién nhanh nhat hién c6 dé phan tich doc té nim méc.
Nhitng lgi ich cua ki thuat LC-MS dé phan tich doc t6 nam mdc da duoc cong nhan
va khai thac tir 1au. C6 thé xac dinh ddng thoi nhiéu loai doc té nam méc bang LC—
MS theo ty I¢ khdi lwong trén dién tich (m/z) ciia chat phan tich, mot thong sé dac
trung khdi phd gitp nhan dang cu thé hon dua trén khéi luong phan tir cia chat phan
tich muc tiéu. Tac dong cua ki thuat LC—MS hién dai da duoc biéu thi bang do nhay
vuot troi trong dinh luong, d6 dac hiéu trong viéc xac dinh va sé lugng doc tdé nam
méc ¢ thé dugc phan tich trong mot phan tich. Tuy nhién, phuong phap nay bi can
trd boi gia thanh cao va chi phi dao tao nhén luc cho hoat dong chuy&n mén va phét

trién phuong phap cua ching [1; 93].
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Tiéu chuan FSSAI da dua ra qui trinh phan tich AF trén nén gia vi, tra, ca phé,
hat nhuc d4u khdu va gao: MAu dugc chiét bang 100 mL hdn hop dung méi
MeOH/H0, thém 5 g NaCl tron déu, loc mau, 1ay 10 mL dich loc thém 40 mL dém
Tween 20, qua cot ai lyc mién dich, rira giai va dinh mic bang MeOH truéc khi tiém
vao hé thdng sic ky 1ong ghép khéi phé HPLC-MS/MS [47]. Uu diém: phuong phap
dinh lugng chinh xéc ting AF trong mau, str dung qui trinh xi ly mau don gian, dung
moi chiét than thién moi truong. Han ché: chi phi dau tu cho hé théng sic ky long
ghép khdi phé qua cao, thém vao d6 k¥ thuat van hanh thiét bi rat phuc tap.

Téc gia Ouakhssase va cong su da cong bd phuong phap phan tich AF trong
bip bing phwong phap LC-MS/MS. Phuong phip st dung dung méi chiét
ACN/MeOH (4/6) va hdn hop mudi MgSOa4va NaCl, ly tam, tach 16p, lay 16p trén
qua siéu loc cellulose trudc khi tiém mau vao hé thong sac ky long ghép khdi pho
LC-MS/MS [103]. Uu va nhuoc diém cta phuong phap ndy giong véi phuong phap
tiéu chuan FSSAL.

Téc gia Shencong Lv va cong su di sir dung phuong phap LC-MS/MS dé dinh
lugng AF trén mot sé nén mau nhu dau phong va san pham dau phong. Mau dugc
chiét bang hdn hop ACN/H0/HCOOH (70/29/1), sau d6 duoc ly tam, qua siéu loc,
truéc khi tiém mau vao hé théng sic ky [80]. Uu va nhuoc diém cia phuong phap
nay giong véi phuong phép tiéu chuan FSSAL.

Téc gia Lé Trudong Giang va cac ddng nghiép da cong bd phuong phap phan
tich AF trong hat diéu bang sic ky long ghép khoi phd do phan giai cao UHPLC-
HRMS. Mau dugc chiét hdn hop dung méi MeOH/H.0 (6/4), 1am sach dich loc bing
cot chiét pha ran, truéc khi tiém mau vao hé théng UHPLC-HRMS [74]. Uu va nhuoc
diém cua phuong phap nay gidng véi phuong phap tiéu chuan FSSAI.
1.4.2.4. Phirong phdp sdc ky 1ong hiéu ndng cao dau do huynh quang HPLC-FD

Phuong phép sic ky long cao ap-dau do huynh quang (HPLC-FD): Pay la
phuong phap tham chiéu dé phat hién AF dua trén sic ky cho két qua chinh xac cao.
Céc thanh phan tach biét dugc phat hién bang dau do huynh quang thi can phai tao
dan xuit truge hodc sau cot dé tang dac tinh huynh quang tu nhién cua AFB1 va

AFG1. Qué trinh tao dan xuat nay c6 thé dua trén cac nguyén tic dién hda hoic quang
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hoa. Dé tao dan xuat dién hoa acid trifluoroacetic (TFA), kali bromua (KBr) hoic i6t
c6 thé duoc sir dung lam thudc thir [93].

Tao dan xuat sau cot (PCD) bao gém qua trinh brom hoéa dién héa duoc coi 1a
phuong phap duoc sir dung rong rai dé phan tich AF. Dan xuat sau cot co thé dat
dugc bing pyridinyl hydrobromid perbromid (PBPB) hoic bang pin dién hoa
(KobraCell) trong d6 KBr duoc thém vao pha dong. Dé ting cuong dac tinh/phan
ing huynh quang cua AF, PCD sir dung i6t ciing c¢6 thé dugc coi 1a phuong phap phat
hién AF. Mot nhuge diém 16n caa PCD st dung idt 1 kha ning tao din xuét cua iot
lién tuc giam theo thoi gian va do do, do nhay cua k¥ thuat ciing giam di song song
va hoa chat manh KBr, ciing 1am giam tudi tho cua thiét bj [93].

Viéc tao dan xuit hoa hoc cua AFB1 va AFGI thudng duoc yéu cau dé cai
thién d6 nhay vi huynh quang tu nhién caa AFB1 va AFG1 c6 thé khong du dé dap
{rng gigi han phat hién can thiét. Hinh 1.2 mé ta cac phan &ng tao dan xuat cua AFB1
vé6i acid va halogen. Trong phan tmg dau tién, acid trifluoro acetic (TFA) thity phan
vong furan thir hai cua AFB1 dé tao ra AFB2a c6 do huynh quang cao, trong khi brom
va i6t lan luot dugc sir dung 1am thuée thir héa hoc trong phan @ng tao dan xuat thu

hai va thi ba. Khi cac halogen nay phan &ng véi AFB1, chiing tao ra cac din xuat
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Hinh 1.2: Nguyén tic tao dan xuat AFB1 phan tich trén dau do huynh quang voi
cac dan xuat bao géom: acid trifluoroacetic (TFA, 1), Brom (Brz, 2), 16t (12, 3) [1]

AFBL1 c6 tinh huynh quang cao [1].
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Ngoai ra, HPLC véi d¢au do huynh quang (FD) ciing véi chiéu xa bang tia cuc
tim (UV) 254 nm, dic tinh huynh quang caa cac thanh phan AFB1 va AFG1 sé ting
d6 nhay tuong dwong véi qua trinh tao dan xuat dién hoa, ciing duoc sir dung trong
phong thi nghiém dé thay thé viéc tao dan xut trudc va sau cot. Thém nia, ki thuat
HPLC-LIF, vai huynh quang do laser gay ra (LIF) dua trén phan tich &nh sang huynh
quang phat ra trong qua trinh chiéu xa laser. Ung dung cua n6 khéng phé bién vi
HPLC-FD la mot k§y thuat ré hon va phu hop dé phat hién aflatoxin [93].

Tiéu chuan Viét Nam TCVN 7930:2008 &p dung cho cac nén mau ngi cdc,
qua ¢ vé va san pham cua ching trong phan tich AF. Theo d6, mau duoc chiét tach
véi hdn hop methanol va nuée. Sau d6 dich chiét duoc loc, pha lodng véi nudc, va
st dung cot ai lec chira khang thé dac hiéu dbi voi aflatoxin (B1, B2, G1, va G2).
Cac AF duoc phan tach, tinh ché va cé dic trén cot sau khi dugc tach khoi khang thé
v6i methanol. Ham luong AF duogc xac dinh bang sac ky 1ong hiéu ning cao (HPLC)
pha d4o va phat hién bang huynh quang va dan xuat sau cot véi iod [125]. Uu diém:
phuong phéap dinh luong chinh xac ham lugng tong AF va tiing AF trén nén miu cu
thé v&i ham luong AF I6n hon 8 pg/kg. Nhuoc diém: Pham vi 4p dung khong dap
rng yéu cau muc giGi han cho phép nhiém doc té caa QCVN 8-1:2011/BYT, phuong
phap dung dan xuat sau cot bang lod, tén kém, phirc tap va doc hai.

Tiéu chuan qudc gia TCVN 9522:2012 dugc ap dung cho phan tich AFB1
trong thuc pham ché bién tir ngii cdc danh cho tré nho va tré so sinh. Phan mau thu
duoc chiét bang hdn hop methanol va nudc. Dich chiét duoc loc, pha lodng voi nuée
muébi trong dung dich dém phét phat (PBS) dén nong do dung méi quy dinh va dua
1én cot i luc mién dich c6 chta cac khang thé dic hiéu voi AFB1. Sau khi rira giai
khoi cot, AFB1 duogc dinh lwong bang sac ky 16ng hiéu nang cao pha dao c6 dan xuét
sau cot v6i brom hoa va dau do huynh quang. Viéc tao dan xuat sau cot dugc thuc
hién bang Brom, sinh ra tir phuwong phap dién héa hoic bang pyridinium hydrobromua
perbromua (PBPB) [126]. Uu diém: Gisi han phat hién cua AFBI 14 0,05 pg/kg, dap
tng ML trong nén ngii co¢ cho tré dudi 36 thang tudi. Han ché: chi xac dinh AFB1,
khéng dinh luong cac AFB2, AFG1 va AFG2, phuong phéap dung thém hé théng dan

Xuat sau cot, tbn kém, phuc tap va doc hai.
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Téc gia Marl E.Benvenuti va cong su da sir dung phuong phap UPLC-FD dé
dinh luong AF trén nén mau ngii cbc. Mau dugc chiét bang hdn hop MeOH/H20
(8/2), sau d6 duoc 1am sach bang cot ai lwc mién dich, trude khi mau dugc tiém vao
hé thong sic ky [24]. Uu diém: Khong sir dung dan xuat trudc va sau cot, khong sir
dung thiét bi séc ky 16ng ghép khéi phé dit tién, dung moi chiét than thién moi truong.
Han ché: chi 4p dung nén ngii cdc, gidi han phat hién tong AF duéi 20 pg/kg, khong
dap ung giai han cho phép ML theo QCVN 8:1/2011/BYT.

Céc budc chuan bi mau, xir ly mau va cac ky thuat phan tich cling nhu giéi
han dinh lwong, giGi han phat hién cia mot sé nghién ctu duge cong bd trong va
ngodi nudc & trén vé viée xac dinh AF trong cac nén mau khac nhau duoc tom tat

trong Bang 1.5.
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Bang 1.5: Tom tat mot s6 phuong phap phan tich aflatoxin & trong va ngoai nuéc

Tai ligu tham Chiét mau Lam sach Diéu kién sac ky Thiét bi Gigi han phat
khao hién (pa/kg)
TCVN -Ngii cbc¢, qua ¢ vo Quacot IAC Mp: MeOH/ACN / H20 HPLC-FD 8 (Total)
7930:2008 -Chiét bang MeOH/ H,0 (7/3) Dan xuat sau cot bang lod (2/2/6) (hex =365
[125] nm; Aem =
435 nm)
TCVN -Ngii cdc cho tré so sinh Qua cot IAC Mp: MeOH / ACN / H.0 HPLC-FD 0,05 (AFB1)
9522:2012 -Chiét bing MeOH/ H20 (8/2) DAn xuét sau cot bing (2/216) (hex =365
[126] Pyridinium hydrobromua nm; Aem =
perbromua 435 nm)
-bau phong, san pham dau phong |  Qua cot chiét pha ran SPE - N.A. Sic ky ban -
FSSAI va ngii cdc. Silicagel mong (TLC)
[47] -Chiét bang chloroform
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Tai ligu tham Chiét mau Lam sach Diéu kién sac ky Thiét bi Gigi han phat
khao hién (ug/kg)
-Bép, hat bong, dau phong, va bo Filters- Whatman No. 4 N.A Elisa -
dau phong
-Chiét MeOH/H-0 (8/2)
-Déi véi san pham dau phong va Whatman filter N.A Séc ky cot -
dau phong, ngii coc paper No 4 qua dén chiéu
-Chiét bang aceton /water (85/15); UV
chloroform (Mini
column)
-Bap, bot dau phong va bo Qua cot chiét pha ran SPE — Mp: MeOH / ACN / H20 HPLC-FD | 0,3 (cho tung
-Chiét bing MeOH/ 0.1M HCl Silicagel (170 / 170 / 700) (hex =360 chat)
(4/1), chloroform, benzen DAan xuat trugc cot bang nm; Aem =
Trifluoroacetic acid 440 nm)
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Tai ligu tham Chiét mau Lam sach Diéu kién sac ky Thiét bi Gigi han phat
khao hién (pa/kg)
-Gia vi, tra, ca phé, hat nhuc dau Qua cot IAC Mp A: 10mM NHsOAc LC-MS/MS -
khau va gao trong 0,1% HCOOH
-Chiét MeOH/ H,0 (7/3) Mp B: MeOH /ACN
(V/V 50:50) 0,1% HCOOH
Marl “Ngii cbe Qua cot IAC Mp: MeOH /ACN/H,0 | UPLC-FD 20 (Total)
E.Benvenutiva | _chijét bing MeOH/ H,0 (8/2) (64/ 18/ 18) (Aex =365
cong su [24] nm; Aem =
455 nm)
Ouakhssase va -Bap Ly tam-siéu loc cellulose Mp A: H,0 LC-MS/MS | 0,16 (AFB1)
cong su [103] | _chiét bing ACN/MeOH (4/6) va Mp B: MeOH (5mM 0,11 (AFB2)
hén hop mudi MgSO4 va NaCl NHsOAC) 0,36 (AFG1)
0,16 (AFG2)
Shencong Lv va Pau phong va san pham dau Ly tam-siéu loc Mp A: 0,2% HCOOH LC-MS/MS 0,2 (AFB1)*
cong su [80] phong Mp B: ACN 0,2 (AFB2)*

0,26 (AFG1)*
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Tai ligu tham Chiét mau Lam sach Diéu kién sac ky Thiét bi Gigi han phat
khao hién (pa/kg)
Chiét bang ACN/H,O/HCOOH 0,26 (AFG2)*
(70/29/1)
Lé Truong Hat diéu Qua cot chiét pha ran HLB Mp A: H20 (10mM UHPLC- 0,05 (AFB1)
Giang va cong Chiét bing MeOH/H20 (6/4) NH:OAC) HRMS 0,05 (AFB2)
su [74] Mp B: MeOH 0,05 (AFG1)
0,1 (AFG2)

(*): Gidi han dinh lwong; Total: Tong ham lrong cua 4 logi AF

Mp: Pha dong; N.A: Khong dé cap; Zex: budc séng kich thich; lem: budc séng phat xa
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¢+ So sanh céc ky thudt phan tich khac nhau

Hai ki thuat HPLC-FD véi tao dan xuat trugc cot bang acid trifluoroacetic
(1SO 16050:2011) [41; 97] va LC-MS/MS (FDA\) [77; 97] da duoc dugc chon dé so
sanh voi UPLC-FD khéng tao dan xuat. Tiéu chi danh gia dua trén gidi han phéat hién
cua thiét bi & cling néng do chuan. Chon tong AF ndng d6 1 pg/L (lan lwot 12 0,4;
0,1; 0,4; 0,1 d6i voi AFB1, AFB2, AFG1, AFG2). Hinh 1.3 thé hién sic ky d6 cua
AFBI1, AFB2, AFG1 va AFG2 thu duoc bang ba k¥ thuat khac nhau.
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Hinh 1.3: Sic ky caa dung dich chuan aflatoxin (1 pg/L) dwoc tiém véi ba phuong
phap khac nhau: (A) HPLC-FD c6 tao dan xuat truéc cot; (B) UPLC-FD khéng tao
dan xuét; va (C) LC/MS/MS [97]

Hinh dang sic ky dd thu duoc bang HPLC-FD (Hinh 1.3 A) cho thdy duong
nén cao hon so véi UPLC-FD, mic du 20 pl mau di duogc tiém. Tha ty thoi gian luu
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cua Aflatoxin B1, B2, G1, G2 cling khac nhau gitra HPLC-FD va UPLC-FD (hoac
LC/MS/MS) (Hinh 1.3 B, C) do aflatoxin duoc dan xuit hoic khéng dan xuit. Saic
ky dd cua ki thuat UPLC-FD ciing cho thiy cac pic sic nét va cuong do cao so Vi
cac k¥ thuat khéc. Viéc tach cac pic trong HPLC va UPLC tét hon LC.

UPLC dua trén nguyén tic kich thuéc hat cua pha tinh nhé hon 2 pm va ddi
v6i HPLC thuong tir 3 dén 5 um. Kich thudc hat tic dong dang ké dén khuéch tan,
cac phan tir chat phan tich thuc hién dé chuyén tir pha dong sang bé mat cua hat va
xung quanh c&c hat mat it thoi gian hon khi kich thudc hat giam. Cac hat 16n hon
khién cac phan tir chat phén tich di chuyén dai hon, theo nhitng con duong gian tiép
hon [97; 123]. Trong nghién ctru nay, c6t UPLC BEH C18 véi céc hat 1,7 um; Cot
HPLC-MS C18 vaéi cac hat 5 um; va cot HPLC C18 véi cac hat 5 um. Viéc chon
UPLC vai cot BEH C18 gilp giam dang ké thoi gian phan tich ciing nhu muc tiéu
thu dung moi.

Bang 1.6: So sanh gigi han phat hién thiét bj (iDL) duoc tinh toan tir ba ki thuat

R , UPLC-FD (khong LC/MS/MS (khong
HPLC-FD (dan xuat) s s
Nong do AF dan xuat) dan xuat)

(Mg/L) RT | SN | iDL | RT | SIN | iDL | RT | SIN | iDL
(min) | (n=3) | (ug/L) | (Min) | (n=3) | (Mg/L) | (Min) | (n=3) | (Mg/L)

AFB1 0,4 7,41 17 | 0,071 | 8261 | 16 | 0,075 | 4,312 | 4 0,300

AFB2 0,1 1161 | 4 0,075 | 6,675| 30 | 0,010 | 4,306 | 6 0,050

AFGl1| 04 6,24 | 10 | 0,120 | 6,055| 13 | 0,092 | 4,061 | 5 0,240

AFG2 | 01 9,09 3 0,100 | 4,977 | 39 | 0,008 | 4,047 | 6 0,050

Ghi chi: iDL=3*Cpin/(S/N)

Gidi han phat hién thiét bi (iDL) cia AFB1, AFB2, AFG1 va AFG2 dat duoc
cia UPLC-FD nam trong khoang 0,008 — 0,092 ug/L, thap hon so véi LC-MS/MS
(trong khoang ky thuat 0,05 — 0,24 ug/L) va HPLC-FD (trong khoang 0,071 — 0,12
ug/L) (Bang 1.6), Dya trén IDL, thé tich tiém, dong pha dong va su phan tach cac




39

pic, k§ thuat UPLC-FD cho thay nhiéu wu diém hon so vé6i k¥ thuat HPLC-FD va
LC/MS/MS.

% Tong két lai, cdc phwong phdp phén tich aflatoxin ciia c&c tac gid trong va

ngodi nwéc c6 nhikng wu diém va hgn ché sau:

Déi voi cac phuong phap sir dung sic ky ban mong TLC, cot mini column, kit
Elisa thuong dung dinh tinh tong ham luong aflatoxin (B1, B2, G1 va G2), phuong
phéap nhanh nhung dé bi duong tinh gia va khé khin trong viéc dinh lwgng chinh xac
tirng AF trong mau.

Phuong phap st dung sac ky long dau do khéi pho ciing 1a mét trong nhiing
phuong phap dinh lugng va cho két qua chinh x4c cao, tuy nhién gia thanh dau tu cao
rat nhiéu so vai sic ky long dau do huynh quang, thém vao d6 ky thuat van hanh thiét
bi rat phuc tap.

Phuong phap st dung sac ky long dau do huynh quang 1a phuong phéap dinh
lwong va cho két qua chinh xéac, dap tng yéu cau khit khe mic cho phép doc toé AF
trong thuc pham cua cua Bo y té va cac nudc trén thé gisi. Tuy nhién, cac phuong
phap trén str dung dung méi ly trich nhu chloroform, benzen va sir dung cac dan xuat
sau cot va trudc cot doc hai va gay anh hudng moi truong.

< Tir c4c thong tin va dé ligu trinh bay ¢ phan téng quan cho thdy:

Nhitng phét hién tir cac nghién ctru trude ddy nhan manh nguy co nhiém AF
cua céc loai hat nhu dau phong, nho khé, bip va bot 6t, néu bat méi lo ngai dang ké
vé an toan thuc pham, dic biét su tiém an nhidm doc td AF tai cac cho dan sinh, ho
kinh doanh tai cac cho - noi cung cip thuc pham chu yéu cho nguoi tiéu ding nhung
diéu kién bao quan va kiém soét chat lwong chwa dugc thuc hién chat ché. Tai
TP.HCM, hé thong cho dan sinh déng vai tro quan trong trong viéc cung cap thuc
pham hang ngay cho ngudi dan. Tuy nhién, viéc bao quan tai cho thuong chua déap
g duoc céc tieu chuan nghiém ngat vé an toan thuc pham, nhu khong kiém soét tét
nhiét 6, d6 am, d& xay ra hién twong nhiém chéo giira cac 16 hang, 1am gia ting nguy
co nhiém doc t6 vi nim, trong d6 ¢ aflatoxin. Do d6, viéc khao sat ham luong AF

va danh gia mac d6 6 nhidm AF trong dau phang, bot 6t, nho kho va bap 1a hét suc
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can thiét, tir 46 danh gia sy phoi nhiém ciing nhu nhitng rai ro vé stc khoe con nguoi
khi tiép xUc véi doc td nay.

Vé mit phan tich, hién nay, cic phuong phap tiéu chuin nhu TCVN
7930:2008, TCVN 9522:2012, TCVN 10638:2014, AOAC 2005.08, AOAC 994.08
quy dinh phan tich ddng thoi aflatoxin (B1, B2, G1, G2) trén mét s nén mau phd
bién nhu dau phong, bap, qua hd trin, bot 6t, ngii cde... bang phuong phap sic ky
long hiéu ning cao voi dau do huynh quang (HPLC-FD), c¢6 st dung k¥ thuat dan
xuét trude hodc sau cot dé tadng cuong tin hi¢u phat hién. Mac du dam bao yéu cau vé
d6 chinh xac va do nhay, cac phuong phap nay van ton tai mot s han ché, bao gdm
thoi gian phén tich kéo dai, tiéu tén lwong 16n dung méi hitu co va yéu cau hé thong
dan xuét chuyén biét, gdy anh hudong dén hiéu suit phan tich ciing nhu tic dong moi
truong. Bén canh d6, mdt nghién ciru da Gmg dung phuong phap UPLC-FD khong
dan xuét, 4p dung trén nén ngii cdc, voi gidi han phat hién tong aflatoxin (AF) cao
hon muc quy dinh cia QCVN 8-1:2011/BYT. Nghién ctru nay ké thira hé thong
UPLC-FD va quy trinh xtr Iy mau tir cic nghién ciru trude, dong thoi toi wu hoa
phuong phap phi hop véi cac nén mau da dang hon, bao gdm dau phong, bot 6t, bap
hat va nho kho, ma khong can sir dung dan xuat. Phuong phap nay khong chi dap ung
yéu cau do nhay theo QCVN 8-1:2011/BYT, ma con huéng dén méi truong xanh véi
nhimng vu diém nhu tiét kiém thoi gian phan tich, giam lwong dung méi phan tich, it
gay 6 nhiém moi truong, bao vé sic khée ngudi thao tac, qui trinh xir Iy mau don
gian. Ngoai ra, nghién ctru con hudng dén viéc uwéc lugng mdi nguy hai va danh gia
rtii ro ung thu lién quan dén AF, nhim cung cip cai nhin tong thé hon vé& murc d6 anh
hudng cua doc t6 AF dbi voi stic khoe cong dong.

Do d6, nhitng ndi dung chinh ctia luéin 4n can tap trung nghién ctru bao gdm:

— Nghién ctu khao sat diéu kién sic ky thich hop dé phan tich dong thoi
aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén hé thong sac ky long siéu hiéu nang dau do huynh
quang (UPLC-FD) va nghién ctru khao sat qui trinh chiét tach aflatoxin (B1, B2, G1
va G2) trong cac loai hat bao gom dau phong, bot 6t, nho kho va bap hat.

— Nghién ctru xac nhan gié tri st dung cua phuong phap phan tich aflatoxin
(B1, B2, G1 va G2) trong dau phong, bot ot, nho kho va bap hat.
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— Nghién ctu xac dinh ham lugng aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong cac
mau dau phong, bot 6t, nho khd va bip hat thu thap tai cac cho trén dia ban Tp.HCM
trong nam 2020-2022.

— Nghién ciru danh gia méi nguy hai doc té aflatoxin théng qua chi sé lwong
in vao co thé hang ngay (EDI) va bién d6 phoi nhiém (MEO) déi véi ca ngudi nam

Vva nit trugng thanh theo 3 thé trang gay, binh thuong va thira can.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pdi twong nghién ciru
Céac chat doc t6 AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 va tong AF (AFB1+AFB2+
AFG1+AFG?2) trong dau phong, bot 6t, nho khé va bap hat.

2.2. Hoa chit va trang thiét bi dung cu
2.2.1. Héa chit

Cac hoa chét va vat liéu sir dung trong nghién ciru bao gom acetonitril HPLC
(ACN, ThermoFisher, My) véi d6 tinh khiét > 99,9% va ham lugng nude < 0,02%,
acid formic (HCOOH, Merck, Duc) c6 do tinh khiét > 99,9% véi ham luong acid
acetic < 0,05%, va methanol HPLC (MeOH, Merck, Buc) véi do tinh khiét > 99,9%
va ham luong nudce < 0,02%. Cot ai luc mién dich aflatoxin (IAC, Vicam, M¥) duoc
st dung véi toe d6 dong chay 1-3 mL/phat, mac nhiém chéo chat khac < 0,01% va
thé tich cot 3 mL. Nudc cat hai 1an loai ion duoc lay tir thiét bi Milli-Q Direct 8 cua
hang Merck Millipore. Natri clorua (NaCl, Merck, Dirc) c6 d6 tinh khiét > 99% va
d6 am < 0,5%; Dung dich dém phét phat pH 7.4 (PBS). Dung dich chuan aflatoxin
(LGC standards GmbH, Dtc) gdm B1: 2 ug/mL, B2: 0,5 pg/mL, G1: 2 pg/mL va
G2: 0,5 pg/mL trong dung méi ACN.

Chuan bi dung dich chuan AF duoc pha theo trinh ty sau: Chuan gbc Co (5
ug/mL), bao gom 2 pg/mL AFB1, 0,5 pg/mL AFB2, 2 pg/mL AFG1 va 0,5 pg/mL
AFG2 trong dung m6i ACN, dugc Iuu trir ¢ nhiét d6 2-8 °C va sir dung trong 12
thang. Tur chuan gdc, chuan trung gian 1 (CTG1, 500 ug/L) duoc pha bing céach lay
chinh xac 1 mL dung dich Co vao binh dinh mac 10 mL va pha lodng dén vach bang
ACN. Tiép theo, chuan trung gian 2 (CTG2, 50 ug/L) duoc chuan bi bang céch lay 1
mL CTG: vao binh dinh mitc 10 mL, sau dé pha loing bang dung dich 0,2%
HCOOH/ACN (1:1) va chuan trung gian 3 (CTGs, 10 pg/L) duoc pha bang cach lay
1 mL CTG; vao binh dinh mac 5 mL va pha lodng bang dung dich 0,2%
HCOOH/ACN (1:1) d&én vach. Cudi cing, chuan lam viéc dugc pha bang cach lay
mét thé tich can thiét dung dich chuan trung gian vao lo va thém 0,2% HCOOH/ACN
(1/1) sao cho tong thé tich 1a 1 mL (1000 pL) dugc trinh bay trong Bang 2.1:
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Bang 2.1: Cac dung dich chuan 1am viéc cua aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)

Chuan Col Coz Cos Cos Cos
Nong do chuan
trung gian 10,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Cro(ug/L)
The tich Vere 50 100 200 400 1000
thém (L)
Thé tich
V ACNHCOOH 025 950 900 800 600 0
thém (uL)
Nong d chuan 0,50 5,0 10,0 20,0 50,0

lam viéc (ug/L)

Nong do chuan | AFB1:0,20 | AFB1:2,0 | AFB1:4,0 | AFB1:8,0 | AFB1: 20,0

AFBUAFB2I | ArB2:0,05 | AFB2: 050 | AFB2: 10 | AFB2: 20 | AFB2:50

AFG1/AFG2
(ho/L)

AFG1:0,20 | AFG1:2,0 | AFG1:4,0 | AFG1:8,0 | AFG1: 20,0

AFG2:0,05 | AFG2:0,50 | AFG2:1,0 | AFG2:2,0 | AFG2:5,0

Céc dung dich duoc chuan bi nhu sau:

e Dung dich 0,1% HCOOH: Lay 1 mL HCOOH tinh khiét (> 99,9 %) vao binh
dinh mtc 1000 mL, thém H.0 dén vach, lic déu va siéu am trong 5 phit.

e Dung dich 0,29% HCOOH: Ly 2 mL HCOOH tinh khiét (= 99,9 %) vao binh
dinh mtc 1000 mL, thém H,0 dén vach, lic déu va siéu am trong 5 phit.

e Dung dich 0,2% HCOOH/ACN (1/1, viv): Ly 50 mL dung dich 0,2%
HCOOH vio binh dinh mirc 100 mL, thém ACN dén vach, lac déu va siéu &m
trong 5 phut.

e Dung dich ACN/H20 (6/4, v/v): LAy 600 mL ACN vao binh dinh mac 1000
mL, thém H20 dén vach, lic déu va siéu am trong 5 phdt.

e Dung dich MeOH/H0 (8/2, v/v): Liy 800 mL MeOH vao binh dinh muc
1000 mL, thém H20O dén vach, lic déu va siéu am trong 5 pht.
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2.2.2. Thiét bi va dung cu
Cac thiét bi va dung cu duoc dung trong nghién ciu bao gom:

- Hé thdng sic ky long siéu hiéu naing ACQUITY H CLASS UPLC-FD Waters
v6i cac thanh phan chinh bao gdm bom 4 kénh (S6 Seri M15QSM234A; Singapore),
bom mau tu dong FTN (S Seri M15SD1942G; Singapore), dau do huynh quang FD
(S6 Seri M15UPF301G; Singapore), cot sic ky.

+ Bom 4 kénh: 1a mot trong nhitng thanh phan quan trong cua hé thong UPLC,
c¢6 kha ning diéu chinh ty 1é pha dong voi nhidu dung moi khac nhau. Bom nay c6
thé phdi hop ti da 4 dung méi khac nhau dé tao ra cac gradient pha dong, giup kiém
soat tot hon qua trinh tach sic ky. Bom 4 kénh c6 kha ning cung cap ap sut rat cao
(1én dén 15,000 psi hodc cao hon) dé thuc hién céc phép tach sdc ky trén cot co do
phan giai rat cao [16].

+ Bom mau ty dong FTN (Flow Through Needle): sir dung mot kim tiém co
kha ning truyén mau truc tiép vao dong pha dong sic ky mot cach chinh xac va tu
dong. Kim tiém nay dugc thiét ké sao cho mau sé& duogc hut tir lo vao kim tiém va sau
d6 duogc tiém vao dong chay qua cot sic ky, véi thé tich tiém tir 0,1 — 10 pl [16]

+ Pau do huynh quang (FD - Fluorescence Detector): hoat dong dua trén kha
ning ctia cc phan tir huynh quang nhu AF, hap thu 4nh sang & budc song kich thich
(excitation wavelength) va phat xa anh sdng ¢ budc song dai hon (emission
wavelength) [16]. Qua trinh nay dién ra qua hai giai doan:

e Giai doan kich thich (Excitation - Ex): 1a qua trinh trong d6 cac phan tir
huynh quang hap thu nang luong tir mot nguon sang ¢ budc séng Xac
dinh, 1am cho ching chuyén tir trang thai co ban Ién trang thai kich
thich. Nguon sang dén xenon phat ra anh sang c6 budc song kich thich
phu hop. Budc song kich thich dugc chon loc thong qua cac bd loc
quang hoc hodc may don sic dé dam bao chi mot dai hep cta quang
phé di qua. Khi anh sang kich thich chiéu vao mau, cac phan tir huynh
quang hap thu ning luong va chuyén 1én muc ning luong cao hon,

chuan bj cho giai doan phat xa.
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e Giai doan phat xa (Emission- Em): 1a qua trinh trong d6 cac phan tu
huynh quang, sau khi hp thu niang luong & giai doan kich thich, cac
phan tir huynh quang khéng thé duy tri trang thai nang luong cao va s&
nhanh chéng giai phong nang luong du thira dé quay vé trang thai co
ban. Nang luong du thira nay dugc phat ra dudi dang anh sang c6 budce
song dai hon. Anh sang phat xa di qua bd loc quang hoc hodc may don
sdc dé loai bo anh sang kich thich con lai. Sau d6, n6 duoc dau do quang
dién thu nhan va chuyén doi thanh tin hiéu dién dé phan tich va dinh
luong chat huynh quang cé trong mau.

+ Cot BEH C18 (150*2,1 mm; 1,7 um) twong thich hé thdng UPLC, sir dung
pha tinh C18 pho bién trong sic ky 1ong dao pha, chiéu dai cot 150 mm, duong kinh
trong 2,1 mm va kich thudc hat nho (1,7 um) gitp ting dién tich bé mat va hiéu suét
phan tach cao va thoi gian phan tich nhanh hon, thich hop phan tich cac hop chat it
phan cuc cho dén khong khong cuc.

- Cac dung cu hd trg khac bao gom: may lac, may vortex, may ly tam, bon siéu
am, hé loc pha dong, can phan tich hién thi dén 0,0001 g, can phan tich miligram hién
thi dén 0,001 mg; dung cu micropipet c6 khoang do 20-200 uL; 100-1000 pL, céc
ong dong dung tich 100 mL, 500 mL va 1000 mL; binh dinh mitc c6 dung tich 5 mL,
10 mL, 25 mL va 50 mL, lo thay tinh 1,5 mL, binh cé nap day loai 1 lit, 6ng ly tim
nhya PTFE 50 mL, gidy loc xanh duong kinh 11 cm, mang loc PTFE véi kich thudc
loc 0,22 um, duong kinh 13 mm.

2.3. Phwong phap nghién ctru

Pé danh gia mac d6 6 nhidm aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong cac nén mau
thue pham gdm dau phong, bot 6t, nho khé va bap hat, phuwong phap nghién ctru dugc
thiét ké theo so d6 Hinh 2.1. Thiét ké nay bao gom cac budc tir thu thap, bao quan
mau dén phan tich dinh luong bang thiét bi hién dai, nham dam bao d6 chinh xac va
tin cay cao. Cu thé, nghién ctu sir dung phuong phap phan tich AF trén thiét bj sic
ky long siéu hiéu nang dau do huynh quang UPLC-FD, két hop véi quy trinh chiét

tach pht hop véi tirng loai nén mau. Bang thoi, cac phuong phap xac nhan gia tri st
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dung, danh gia mdi nguy hai, xt Iy s liéu duoc thuc hién dé dam bao tinh khoa hoc

va do tin cay cua két qua nghién ciu.

Phuong phap nghién ciru phan

tich aflatoxin (B1,B2, G1 va

G2) trong nén mau dau phong,
bét &t, nho khé, va bap hat

Phuong phap phan|
tich AF trén thiét bi
UPLCFD

— To!-u'u [z Ehanh aChuin bi mau tring]
phan pha dong -

Khéo sat d6 6n

Phuong phap xac
nhén gia tri sk
dung

Phurong phap chiét

Phurong phap danh Phuang phap thu thap
dch AF trong nén mauy|

gia mai nguy hai va bao quan mau

Phuong phap xir ly
s0 ligu

Khao sat gi¢ri han
e Phat hién va gidi
han dinh lrong

Li1s <ol g (ot s i s 5 liftil e i
e iw e [ chiét AF xdc va do dung nguy hiém (HI)
dudrng chuan -

Khao st anh

dinh cha tin higu

khoé con ngui

Khao sat hé s& pha
lodng mau

Ml Khao sét do khong
dam bao do

Khao satdo 6n
dinh mau

huéng nén mau

Pam bao chat
el Irong két qua thir
nghiém

Hinh 2.1: So d b tri thi nghiém phuong phap nghién ciru aflatoxin trong thuc pham

2.3.1. Phuwong phdp phén tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén thiét bi
UPLC-FD

Trong nghién ctru ndy, phuong phap sic ky duoc xay dung dira trén tham khao
tir tai liéu ctia Marl E. Benvenuti va cong sy [24]. Cu thé, pha dong dugc sir dung c6
thanh phan H.O/ACN/MeOH vi ty & 64/18/18, cot sac ky BEH C18 (150 x 2,1 mm;
1,7 um), budc song kich thich Ex = 365 nm, budc song phat xa Em = 455 nm va nhiét
d6 cot dugc duy tri 6n dinh & 40°C.

Ti vu hoa diéu kién sic ky dé phén tich déng thoi aflatoxin (B1, B2, G1 va
G2), nghién ctru 3 yéu t6 bao gom thay do6i thanh phan pha dong nham cai thién kha
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nang tach va phat hién cac chat, danh gia do 6n dinh cua tin hiéu, xac dinh khoang
tuyén tinh va duong chuan.

2.3.1.1. T6i wu hod thanh phan pha déng

Thanh phan pha dong rat quan trong vi né anh huéng dén tin hiéu pic va thoi
gian luu gitr ciia chat phan tich [35]. Ngoai ra, HCOOH la mét thanh phan hd tro phd
bién cua pha dong khi sir dung phan tach sic ky long pha dao. Trong mét s6 truong
hop, ndng 46 HCOOH thap duogc thém vao trong pha dong gidp cai thién hinh dang

dinh cua sy phén tach cac pic tao thanh [127].

Dua trén cac nghién ctru da cong bd [24; 47; 72; 126], nghién ctu nay khao
sat 2 didu kién pha dong bao gdm HO/ACN/MeOH (56/22/22), H,O/ACN/MeOH
(64/18/18). Céc thi nghiém dugc thuc hién bang cach tiém dung dich chuan hdn hop
aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) véi nong do 10 pg/L vao hé thong sic ky long UPLC-
FD.

Sau khi lya chon duoc diéu kién pha dong dé khao sat, nghién ctru tiép tuc
diéu chinh ty 1& phan trim HCOOH bb sung vao pha dong véi cac mirc nong do 1an
luot 13 0%, 0,1%, va 0,2%. Mdi diéu kién pha dong duoc thyuc hién 1ap lai 3 1an dé

dam bao tinh chinh xac va tai 1ap cua két qua.

Tiéu chi lua chon diéu kién pha dong t6i vu dua trén:

« Do phan giai (Rs): Pat yéu cau Rs > 1,5 dé dam bao kha ning tach biét hoan
toan gitra cac pic dai dién cho aflatoxin [40; 119; 127] .

« Hé s6 kéo dudi (Tr): Nam trong khoang 0,8 < Tr < 1,5 dé dam bao hinh dang
pic sic nét va ddi xtmg, hd tro ting do chinh xéc trong dinh lugng [40; 119;
127].

2.3.1.2. Khdo sdt dé én dinh ciia tin hiéu phan tich aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)

Trong nghién ciu nay, dung dich chuan AF nong do 12,5 pg/L duoc tiém lap
lai 6 1an. Qui trinh phén tich dat tinh tuong thich hé théng khi d6 lap lai (RSDy) thoi
gian Iuu va dién tich pic khong qua 2%, d6 phan giai Rs > 1,5 va hé s6 kéo dudi 0,8
<Te< 1,5 [127].



48

2.3.1.3. Khdo sat khodng tuyén tinh va dwong chudn

Khoang tuyén tinh caa mot phwong phap phan tich 1a khoang nong d6 & do6 c6
su phu thudc tuyén tinh gitra tin hiéu do dwgc va nong do chat phan tich. Trong
nghién ctru nay, khoang tuyén tinh duoc danh gia dya trén viéc xay dung dudng chuan

cua tung AF.

Cach xac dinh:

Puong chuan dugc xay dung trén dung dich véi 5 diém chuan twong Gng véi
cac nong do: 0,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 pg/L chuan AF (xem Bang 2.1).

Tiéu chi chap nhan: Buong chuan ¢6 0,99 <R? < 1, trong d6 R? 1a hé s6 tuong

quan binh phuong [61]

Nong do tinh toan duoc trén timg diém chuan khong léch qué 15% so Vi gia

tri thuc, ngoai trir nong do tai diém MQL khong vuot qua 20% [61].

2.3.2. Phwong phdp chiét tach aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong nén méu diu
phong, bét 6t, nho khé, va bdp hat

Phuong phap chiét tach aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong mau thyc pham
bao gom céc budc chinh: déng nhat mau, chiét tich AF bang hdn hop dung méi hitu
co (methanol hodc acetonitril) va tinh sach bang phuong phap sic ky ai luc mién dich
(immunoaffinity chromatography). Tiép theo, cac hop chat AF duoc dinh luong bang
k¥ thuat sic ky 1ong siéu hiéu nang két hop dau do huynh quang (UPLC-FD).

Hiéu qua cua phuong phap chiét tich dugc danh gia dua trén cac tiéu chi nhu

hiéu suat thu hoi va do chinh xac trong phan tich.
2.3.2.1. Chudn bi mau tréng ddu phong, bot ot, nho kho, va bcfp hat

Mau dau phong, bot 6t, nho kho va bap hat dugc phan tich theo phuong phap
str dung din xuét acid trifluoroacetic va xac dinh trén thiét bi sic ky long dau do
huynh quang (theo phuong phap HPLC — FD di duoc cong nhan 1SO 17025). Két
qua khong phat hién vai gigi han phéat hién va gidi han dinh lugng ctia phuong phap
lan luot MDL = 0,1 pg/kg va MQL = 0,3 pg/kg. Mau nay duoc st dung lam mau

trang trong sudt qua trinh chiét mau va xac nhan gié tri str dung ciia phuong phép.
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2.3.2.2. Chudn bi mau thém chudn cho qud trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)
Mau duoc thém chuan tai 3 mic ndng d6 bang cach lay thé tich can thiét cua
dung dich chuan trung gian vao 5 g mau trang theo Bang 2.2.

Bang 2.2: Chuan bj mau thém chuan cho qua trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va

G2) trong mau dau phong, bot 6t, nho kho va bap hat

Nong d6 timg AF Thé tich . ) Khbi
5 A , Nong d6 chuan .
Muc nong do tuong ing thém chuan luong mau
AF (ug/mL)
(B1/B2/G1/G2, ug/kg) (uL) (9)
Nén dau phong va bap hat thém chuan tai nong d6 ML; 5xML va 10xML
ML 2/05/2/05 50 0,5 5
5xML 10/2,5/10/25 25 5 5
10xML 20/5/20/5 50 5 )
Nén bot 6t va nho kho thém chuén tai néng do ML; 5xML va 10xML

ML 5/1,25/5/1,25 125 0,5 5
5XML 25/6,25/251/6,25 62,5 5 5
10xML 50/12,5/50/12,5 125 5 5

2.3.2.3. Khdo sat dung mdi chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong cdc nén mau déu

phéng, bot 6t, nho khé va bap hat

Giai doan chiét mau: Aflatoxin hoa tan tot trong dung méi phan cyc va nhiéu
nghién ctru da chi ra rang qua trinh chiét AF hiéu qua dat dugc khi st dung hdn hop
dung m6i ACN/H20 hoac MeOH/H-0 [6; 18; 47; 80; 131].Trong nghién ctu nay,
thue hién khao sat 2 hdn hop dung moi MeOH/H,0 (8/2) va ACN/H,0 (6/4) dé chiét

AF trong cac nén mau dau phong, bot 6t, nho khé va bap hat.

Giai doan 1am sach mau: duoc thuc hién bang cach sir dung cot &i lyc mién
dich (IAC), day 1a k¥ thuat 1am sach dic trung va hiéu qua trong quy trinh chiét tach
AF [6; 18; 47; 80; 131]. Trong nghién ctru nay, cot IAC duoc lya chon vai cac thong
s6 k¥ thuat nhu toc do dong chay 1-3 mL/phut, thé tich cot 3 mL va mtc nhiém chéo
chat khac < 0,01%. Cot IAC chira cac khang thé don dong aflatoxin B1, B2, G1, G2

cb dinh trén bé mit rin, c6 kha ning lién két dic hiéu véi AF.
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Theo hudng dan sir dung tir nha san xuat (Vicam), dung dich chiét phai dugc
pha lodng truée khi qua cot IAC dé dam bao ty 1é dung mdi trong dung dich khong
vuot qua 5% ddi voi ACN va 20% d6i vai MeOH. Trong nghién ctiu nay, hai loai
dung dich pha lodng trudc khi qua cot IAC dugc khao sat gom: dung dich dém phét
phat (PBS) va H:O.

Céach thyc hién: Mau tring duoc thém chuan AF & 3 muc ndng d6 ML,
5xMLva 10xML (ML la gisi han cho phép AFB1 trong mau theo QCVN 8-
1:2011/BYT) (xem Bang 2.2) dé khao sét qui trinh chiét AF duoc trinh bay ¢ Hinh
2.2. Céc yéu t khao sat bao gom: dung méi chiét (MeOH/H.0 (8/2) va ACN/H.0
(6/4) ) va dung dich pha loang trudc khi qua cot IAC (d¢ém PBS va H20). Nhu vay,
c6 téng cong 1a 4 qui trinh chiét QT1, QT2, QT3 va QT4. Thuc hién 6 thi nghiém/nén

mau/ti 1é dung méi/ndng do, twong tng 72 thi nghiém/nén mau/céach chiét/3 nong do.

Duwa vao c4c tai liéu tham khao qui trinh chiét tach AF [6; 18; 47; 80; 131], qui
trinh chiét mau dy kién duoc trinh bay & Hinh 2.2 bao gém can mau, thém dung moi
chiét mau, 1am sach mau bang cot 1AC, rira giai, thoi kho, dinh mic mau, qua mang

loc trudc khi mau duoc tiém vao thiét bi UPLC-FD.



o1

5 gam mau
[
20 mL MeOH/H:0 (8/2) 20 mL ACN/H;O (6/4)
\Vortex, siéu 4m 30 pht, ly Vortex, siéu am 30 phdt,
tam 9000 vong/pht, trong ly tam 9000 vong/phut
3 phiit, loc qua giy loc trong 3 phat, loc qua giay
loc
|
OTlv OT2v QTav vOT4
20 mL H.0 20 mL PBS 20 mL H.O 20 mL PBS
| [ [ [

Vortex, ly tdm 9000 vong/phut trong 3 phat

v

L4y 20 mL dich loc qua cét &i lyc IAC

v

Rua cot bang 20 mL H,0

v

Rua giai 3 mLMeOH

\ Thoi khd

binh mkc 1 mL dung dich

0.2% HCOOH/ACN (1/1)

A

Loc PTFE 0.22 um

UPLC-FD

Hinh 2.2: Luu db qui trinh chiét dy kién AF trong nén miu dau phong

bot 6t, nho khd va bap hat

Hiéu qua chiét cua qui trinh dwgc danh gia bang hiéu suat thu hoi va do lap

lai. Tiéu chi lya chon cho hiéu suat chiét phai cao nhat trong khoang 70-120% va do
lip lai RSDr trén nén mau khdng qué 20% theo phu luc F- AOAC 2019 [14].
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2.3.2.4. Khdo sdt anh hwéng nén mau dén qui trinh chiét tach aflatoxin (B1, B2, G1,

G2) trong nén mau ddu phong, bot 6t, nho khé, va bap hat

Po anh huong nén mau (ME) 14 hién tuong xay ra khi cac thanh phan trong
nén mau gay can tro hodc anh huong dén tin hiéu cua chat phan tich, tir d6 din dén
sai léch trong két qua dinh luong [32]. Bé danh gia mirc d6 anh hudng nay, dudng
chuan trong dung méi va trén cac nén mau dau phong, bot 6t, nho khd va bap hat
dugc xay dung.

Puong chuan trong dung mdi duoc thiét 1ap chi tiét tai Bang 2.1. Cac duong
chuan trén nén mau dugc xay dung bang cach thém chuan AF vao cac nén mau, sau
d6 thuc hién qui trinh chiét tach va 1am sach nhu mo ta.

D6 anh huang nén mau duoce dinh lwgng thdng qua phan trim gia tri tuyét doi
IME (%)| , dugc tinh toan dya trén hé s6 goc ciia phurong trinh duong chuan trong nén
mau so véi duong chuan trong dung méi [32].

|M E (%)| :( hé s8 goc clia dwong chudn trong nén mau

— 1) x 100

hé s6 goc cua dwomg chusn trong dung méi
Do anh huong nén mau khong anh hudong: [ME (%)] < 20%

Do anh huong nén mau anh huong muc trung binh: |[ME (%)| = 20% - 50%
Do anh huang nén mau anh huong: |IME (%)| > 50%.

Bang 2.3: Buong chuan trén nén mau mau dau phong, bot 6t, nho khé va bip hat

Chuan Co1 Coz Cos Cos Cos

Nong d6 chuan AF (ug/L) 50 500 500 500 | 5000
Thé tich thém chuan (L) 50 50 100 200 50
Khéi lwong mau (g) 5 5 5 5 5
Nong d6 chuan trén mau (pg/kg) 0,5 5 10 20 50
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2.3.3. Phwong phdp x&ac nhdn gia tri sii dung ciia phwong phdp phan tich aflatoxin
(B1, B2, G1 va G2) trong méu ddu phéng, bét 6t, nho khé va bip hat

Trudce khi ap dung phuong phap phan tich aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén
cac mau thyuc té nhu dau phong, bot 6t, nho khd va bap hat, viéc nghién cttu xac nhan

gia tri sir dung cua phuwong phap 1a buéc khdng thé thiéu.

Xéc nhan gié trj sir dung ctia phuong phép qua cac thong sb quan trong nhu
d6 chon loc, gidi han phat hién, giéi han dinh lugng, @6 chinh xac (d6 dung va do
chum), d6 pha long mau, d6 6n dinh mau, 6 khong dam bao do va dam bao két qua
phan tich dé dam bao rang phwong phap dap @ng cac yéu cau khat khe vé do chinh
xéc, do tin cay va kha niang ap dung trén cac nén mau thuc pham phuc tap. Cac budc

nghién ctru cu thé dé xac nhan gia trj sir dung cta phuong phap phan tich nhu sau:
2.3.3.1. Khao sat do chon loc

D9 chon lgc 1a mdt dac tinh quan trong trong phan tich héa hoc, thé hién kha
ning ctia phuong phap phan tich trong viéc phan biét va xac dinh chinh x4c chat phan
tich cu thé trong su hién di¢n cua cac chét khac, chfmg han nhu tap chét, thanh ph?m

nén mau hoic cac chat dong phan [61].

bé danh gia do chon loc, nghién ctru dugc tién hanh chuin bi mdt mau tréng
va mOt mau thém chuin AF tai muc gi61 han dinh lugng. Cac mau nay dugc xu 1y
theo qui trinh phan tich da duoc trinh bay tom tit muc 3.2.1. Mdi mau dugc tiém vao
hé théng sdc ky mdt lan dé thu thap tin hiéu. So sanh tin hiéu dién tich pic thu dugc

gitta mau trang va mau thém chuan.

D9 chon loc dugc danh gia dua trén ti€u chi chép nhan sau: khong xuét hién

C4C pic trong tng trong mAu trang tai thoi gian luu da duge xac dinh cia AF [45].
2.3.3.2. Khao sat gioi han phat hién va gioi han dinh lwong cua phwong phadp

Gidi han phat hién (MDL) 1a ndng d6 thip nhat caa chat phan tich trong mau
(Cmin) €6 thé phat hién dugc nhung chua thé dinh luong duoc [61].

Cach thyc hién: Mau tring duoc thém chuan AF ¢ nong d6 0,25 pg/kg (ndng
d6 AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 tuong ttng 0,1; 0,025; 0,1; 0,025 pg/kg) bang céach
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thém 25 pL chuan Cre2 = 50 pg/L vao 5 gam mau va dugc xu ly theo qui trinh chiét

mau duoc tdm tit muc 3.2.1.

Mau duoc phan tich 13p lai 6 1an va xac dinh ty 1 tin hiéu chia cho nhidu nén
(signal to noise ratio), trong d6 S 1a chiéu cao tin hiéu cua chat phan tich va N Ia
nhiéu duong nén.

_ 3xCmin

Cach xac dinh MDL theo cong thurc: MDLtinh toan = SIN

Gigi han phét hién dugc chap nhan tai nong do ma tai d6 tin hiéu 16n gap 2-3

lan nhiéu duong nén. Tiéu chi chap nhan 3 < S/N <10 [61]

Gidi han dinh luong (MQL) la nong d6 tdi thiéu cua mot chat c6 trong mau
thir ma phuong phap c6 thé dinh luong dat duoc d6 chinh xac va do ding chip nhan
duoc [61].

Céch xac dinh MQL: MAu tring dugc thém chuan AF & nong do 0,75 pg/kg
(ndng do AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 tuong ting 0,3; 0,075; 0,3; 0,075 pg/kg) bing
cach thém 75 pL chuan Crez = 50 pg/L vao 5 gam mau va duoc xa ly mau theo qui

trinh chiét mau ¢ muc 3.2.1.

Mau duogc phan tich 13p lai 12 1an. Tinh toan hiéu suat thu héi, do tai lap. Tiéu
chi chdp nhan MQL phai dat dugc do chinh xac (d6 tai lip dat duoc < 20%) va do
dung (hiéu suat thu hoi dat trong khoang 70 — 120%), theo quy dinh cua
SANTE/12682/2019 va Phu luc F cia AOAC 2019 [14; 113]
2.3.3.3. Khao sat do chum (d¢ lap lai RSDy va do tdi lap RSDR) va do dung cua phuong
phap

Do lap lai (RSDy) la mac do gan nhau cua cac két qua thu duoc khi cling mot
mau dugc phan tich nhiéu lan trong cing diéu kién thi nghiém, cuing thiét bi, cing
ngudi thyc hién nham danh gia tinh 6n dinh ciia phwong phéap phan tich trong cing
diéu kién thuc hién [61].

Céch x4c dinh RSDr: Mau trang duoc thém chuan AF tai 3 mac nong do ML,
5xML, 10XxML (xem Bang 2.2), trong tng néng do6 AFB1 trong mau lan luot:
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Nén dau phong va nén bip hat: 2 pg/kg, 10 pg/kg va 20 pg/kg
Nén bot 6t va nén nho khd: 5 pg/kg, 25 pg/kg va 50 pg/kg
Mau dugc xir Iy theo qui trinh chiét mau duoc tom tat muc 3.2.1

MJ3i mutic ndng do duoc thuc hién 6 1an thi nghiém. Tinh d6 léch chuan SD va

d6 léch chuan twong dbi RSDy tai cac mirc ndng d6 thém vao theo cong thuc

n

SD = ! Z(xk—x)z

n—1
k=1

100xSD
Xtb

% RSDr=% CV =

X : Nong d6 trung binh céc thi nghiém

Do tai lap (RSDr) 1a muc d6 gan nhau caa cac két qua thu duoc khi cing mot
mau duoc phan tich trong cac diéu kién khac nhau, bao gom thiét bi khéc, phong thi
nghiém khac, ngay thuc hién khac hoic nguoi thyc hién khac nhim danh gia tinh on
dinh cua phuong phap phan tich trong diéu kién thuc hién khac nhau [61].

Cach xac dinh RSDgr: Mau trang duoc thém chuan AF tai 3 mac ndng do twong
tu nhu d6 1ap lai, dugc thuc hién 1 ngay khac so véi ngay thuc hién do lap lai.

Tiéu chi danh gia d6 chinh xac qua 2 théng sé do lap lai RSD; (%) va do tai
lip RSDr (%) theo tirng mirc nong do & phu luc F — AOAC 2019 [14]

Do ding (hiu suat thu hoi - recovery) biéu thi mac d6 gan nhau giira gia tri
thu duogc tir phan tich va gié tri thuc [61], bang cach xac dinh mau tring dugc thém
chuan AF tai 3 mic ndng d6 tuwong tu nhu d6 1ap lai va do tai lap, tinh d6 dung theo
cong thire sau day:

Recovery (%) = Cy X 100/Cy;

Ci: 12 ndng do thém chuan vao mau

Ct: 12 ndng do thuc té thu duoc
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Tiéu chi danh gia d6 dung theo tirng muc nong do & phu luc F — AOAC 2019
[14]

2.3.3.4. Khdo sat hé s6 pha loang mau

Hé s pha lodng la mot tiéu chi danh gia kha nang cta phuong phap phan tich

khi mau duoc pha lodng dé danh gia do chum va do dung sau khi pha lodng mau [61].

Céch xac dinh: MAu tring dugc thém chuan AF ¢ ndng d6 cao bang cach thém
125 pL chuan néng d6 5000 pg/L vao 5 gam mau, twong @ng nong do thém vao trén
mau 1a 125 pg/kg. Mau dugc xu ly theo qui trinh chiét mau dugc tom tit muc 3.2.1,
sau d6 mau duoc pha lodng bang dung dich 0,2% HCOOH/ACN véi 5 hé sb pha
lodng f = 5; 10; 20; 50; va 100 trudc khi tiém mau vao hé thong UPLC-FD.

Tiéu chi chap nhan recovery va RSDr theo tirng muc néng d6 & phu luc F —
AOAC 2019 [14]

2.3.3.5. Khao sat do khong dam bao do

Do khong dam bao ciia phép do (uncertainty in measurement — U) 13 thong s6

gan véi két qua cua phép do, thong sb nay dai dién cho do phan tan cua két qua.
Céch xac dinh do khong dam bao do dya vao két qua phé duyét phuong phap:

Do khong dam bao do tong hop [46; 48]:

U (%) = W
Trong do6:
Up duoc tinh tr 46 tai lap, tic 1a % Uy = % RSDr
Ua duoc tinh tir 6 chéch cua hiéu suat thu hdi, U, = 100 — recovery
Do khong dam bao do mé rong, vai hé sé phir k=2
Ue (%) = k.U = 2Us

Do khong dam bao do ma phai dap tng tidu chi theo huéng dan do khong dam
bao do cua Uy ban Tiéu chuan thuc pham quéc té CAC/GL 54-2004 & mic ndng do
< 100 pg/kg 1a 44% [33].
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2.3.3.6. Khao sdt d on dinh mau

Do 6n dinh 12 kha ning gitt nguyén ham luong chat phan tich trong mot khoang
thoi gian nhét dinh, duéi cac diéu kién luu trir khac nhau [61].

Trong nghién ctzu nay, mau trang dugc thém chuan AF tai 2 mac néng do ML
va 10XML (theo Bang 2.2), véi mdi mac nong do thue hién 3 thi nghiém, twong tng
Vvé6i nong d6 AFB1 trong mau nhu sau:

+ Nén dau phong va nén bap hat: 2 ug/kg, 20 pg/kg

+ Nén bot 6t va nén nho khd: 5 pg/kg, 50 pg/kg

Mau duoc Iuu trir va xir 1y theo cac diéu kién sau day:
+ Diéu kién 1:

e Mau thém chuan duogc xtr Iy theo quy trinh chiét mau duogc tom tit myc
3.2.1 va tiém vao hé thong UPLC-FD ngay sau khi chuan bi.
e Mau duoc tiém lip lai mau sau 24 gid, voi mau duogc luu trit trong

buéng tiém mau & nhiét d6 20°C va trong tu lanh ¢ 4°C.
+ Piéu kién 2:

e Mau thém chudn duoc luu trir & nhiét do -20°C trong 10 ngay.

e Sau thoi gian luu trit, mau dugc léy ra va dé 6n dinh & nhiét do phong,
sau d6 xir 1y theo quy trinh chiét mau duoc tom tit muc 3.2.1 va tiém
vao hé théng UPLC-FD.

+ Dicu kién 3:

e Miu thém chuin duoc luu trit & nhiét do -20°C trong 21 ngay.

e Sau thoi gian luu trit, mau dugc léy ra va dé 6n dinh & nhiét d6 phong,
sau d6 xir 1y theo quy trinh chiét mau duoc tdm tat myc 3.2.1 va tiém
vao hé théng UPLC-FD.
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Tiéu chi chap nhan: d sai biét (%) giita ndng d6 ban dau va ndng do thu duoc
khong vuot qua 20% va hé sb bién thién (%CV) tinh toan cho mdi nong d6 khéng
I6n hon 15% cho it nhat 67% s6 mau thyc hién mau lap [61].

Cach xac dinh % d6 sai biét (D) theo cong thirc sau:

D (%) = |[Ndng d6 thu duoc — Nong d6 ban dau| x100/Nong do ban dau
2.3.3.7. Pdm bdo chdt lwong két qua thir nghiém

Pé dam bao két qua phan tich aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) dat duoc d9 tin
cay va phi hop véi phuong phap nghién ctu, viéc kiém soat va danh gia chat luong
thong qua cac phuong phap nhu so sanh lién phong, tham gia chuong trinh thanh
thao, va xay dung biéu do kiém soat (control chart) Ia rat can thiét. Nhitng cong cu
nay khong chi giup xac dinh d6 chinh xac va d6 lap lai cia phuong phap ma con dam
bao két qua thir nghiém nhat quan khi ap dung trong cac diéu kién phan tich khac
nhau.

» So sanh lién phong

Lién phong la so séanh két qua thir nghiém giira cac phong thi nghiém (PTN)
nham danh gia tinh nhat quan va do chinh xac cua két qua ciing nhu xac dinh su chénh
léch giita cac PTN [42; 124]. Trong nghién ctu nay, cac mau dugc chuan bi va phan
tich tai 3 PTN dat ching nhan ISO/IEC 17025 véi cac phuong phéap cu thé nhu sau:

« PTN 1: Ap dung phuong phap UPLC-FD, khong sir dung dan xuat.
« PTN 2: Ap dung phuong phap UPLC-FD, c6 str dung dan xuét.
« PTN 3: Ap dung phuong phap LC-MS/MS, khong sir dung dan xut.

Phuong phap thuc hién cho nén miu dau phong va bot 6t

Trong qua trinh phan tich mau thuc té theo phwong phap cua PTN 1, cAc mau
ngau nhién duoc lya chon c6 ham luong aflatoxin (B1, B2, G1, va G2). Cac mau nay
duogc sir dung 1am co so dé so sanh lién phong. Cu thé:

« Mau dau phong (MM12101 02084): Khong phat hién AFG1 va AFG2; phat
hién AFB1 (4,14 pg/kg) va AFB2 (0,54 pg/kg).
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« Miu bot 6t (MM12101_02027): Khéng phat hién AFG2; phat hién AFBI
(10,3 pg/kg), AFB2 (0,54 pg/kg), va AFGL (2,26 pg/kg).

MJ3i mau dugc chia thanh cac ng ly tam nhya (25 g/6ng), sau d6 gtri dén PTN

2 va PTN 3, mdi phong nhan hai éng ly tm cho tirng loai nén mau.
Phuong phap thuc hién cho nén mau nho khé va bip hat

Mau ngau nhién dugc hra chon khéng phat hién ham lugng aflatoxin (B1, B2,
G1, va G2) va mau nay dugc thém chuan AF dé kiém tra kha niang phat hién va do

chinh xac.

« Mau bap hat vang (MM12205 03023): Mdi éng ly tdm chira 5 g miu duoc
thém 50 pL chuan nong do 500 pg/L (AFB1: 200 pg/L, AFG1: 200 pg/L,
AFB2: 50 pg/L, AFG2: 50 ug/L), twong ng ndng d6 trén mau la 5 pg/kg
(AFB1: 2 ug/kg, AFG1: 2 ug/kg, AFB2: 0,5 pg/kg, AFG2: 0,5 ng/kg).

« Mau nho khé (MM12205 02854): Mdi dng ly tim chira 5 g miu dugc thém
125 pL chuin ndng do 500 pg/L, twong ung ndéng do cudi la 12,5 pg/kg
(AFBL1: 5 pg/kg, AFG1: 5 pg/kg, AFB2: 1,25 pg/kg, AFG2: 1,25 pg/kg).

Mau bap hat va nho khé duoc guri doc 1ap d¢én caba PTN 1, PTN 2, va PTN 3,
mdi phong nhan 5 dng ly tam cho mai loai nén mau.

Cac mau dau phong, bot 6t, nho khd va bip hat dugc bao quan & nhiét d6 < -
20 °C va thoi gian gai mau va nhan két qua trong vong 10 ngay.

Tiéu chi danh gia: d6 chénh léch gitra cac PTN thong qua d6 tai lap (%oRSDR).
tai mic ndng do < 100 pg/kg 12 < 22% theo phu luc F — AOAC 2019 [14]

» Chuong trinh thtr nghiém thanh thao

Thur nghiém thanh thao 1a mot dang dac biét cua so sanh lién phong, duoc thuc
hién bai mot t6 chac hodc don vi doc lap. Trong chuong trinh ndy, cac mau thir duoc
phan phéi dén cac phong thi nghiém tham gia dé phan tich. Két qua phan tich dugc
giri lai cho don vi t6 chirc dé danh gia va so sanh, dua trén tiéu chi thng ké Z-score
Vv6i ngudng chap nhan trong khoang —2 < Z < 2 [42; 124]
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Trong nghién ciru nay, phong thi nghiém tham gia chuong trinh thir nghiém
thanh thao do Romer Labs t6 chirc. Nén mau 1a mau bip (CSSMY021 — M21411AF),
Vi tong sb lugng phong thi nghiém tham gia 14 523. Phuong phap phan tich dya vao
phuong phap UPLC-FD khong st dung dan xuét.

> Kiém soét biéu do control chart

Biéu d6 kiém soat (Control Chart) 1a cong cu quan trong trong quan 1y chat
luong, dugc ap dung dé giam sat va danh gia sy 6n dinh cta qui trinh [42; 124]. Trong
nghién clru nay, viéc xay dung biéu dd kiém soat duoc thuc hién theo 3 bude sau:

Bué6c 1: Thu thap dit lidu duoc thuc hién trong loat phan tich mau hang ngay,
bang cach thém chuan vao mau tring cua ting nén mau & mac MQL = 0,3 pg/kg cua
AFBL1.

Budc 2: Tinh toan céc thong sé kiém soét qua cac gia tri:

+ Gia trj trung binh Xtb: Tinh toan trung binh cua tat ca cac lan thuc hién

+ Gigi han kiém soat trén UAL=Xtb + 3S

+ Gidi han kiém soat dusi LAL=Xtb - 3S

+ Gidi han canh bao trén UWL=Xtb + 2S

+ Gidi han canh bao dudi LWL=Xtb - 2S

+ Trong d6 S 1a do léch chuan SD cua dit liéu.

Budc 3: Panh gia biéu do kiém soat bang cach theo ddi va danh gia xu huéng
cua biéu dd dé phat hién kip thoi cac dau hiéu bat thuong nham duy tri tinh 6n dinh
va do tin cay caa két qua phan tich hang ngay [42; 124].

2.3.4. Phuwong phdp ddnh gid moéi nguy hai djc té aflatoxin déi véi sivc khoé con

nguwoi theo 3 thé trang gdy, binh thwong va thira cén

Phuong phap déanh gia mirc d6 nguy hai cta aflatoxin doi véi sitc khoe con
ngudi thong qua céc chi so liéu phoi nhiém hang ngay (Estimated Daily Intake - EDI),
bién d6 phoi nhidm (Margin of Exposure - MOE) va chi s nguy hiém (Hazard Index
- HI). Phuong phap thuc hién bao gém viéc thu thap dir li¢u vé ham lugng AF trong
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dau phong, bot 6t, nho kho va bép hat. Dya trén céc dit liéu khau phén an hang ngay,
cac nhom ddi tuong duoc phan chia theo chi s6 co thé (Body Mass Index - BMI) dé
phan tich theo ba thé trang: gdy, binh thuong va béo phi ap dung cho ca ngudi nam

va nit truong thanh.

Céc chi sb EDI, MOE, rui ro dan sb va HI duoc tinh toan, sau d6 so sanh EDI
va MOE giita cac nhom thé trang nhim danh gia nguy co phoi nhiém aflatoxin ddi

v6i timg d6i twong. Cac bude danh gia cu thé duge trinh bay chi tiét nhu sau:

2.3.4.1. Danh gid liéu phoi nhiém EDI qua mirc tiéu thu thuc phdm nhiém aflatoxin
theo thé trang con nguoi

Liéu phoi nhiém hang ngay EDI (ug/kg thé trong mdi ngay) = Mirc d6 doc tb
nam méc trung binh (ug/kg) x mic tiéu thy luong thyc trung binh (kg/ngudi/ngay) x
trung binh trong luong co thé (kg thé trong/nguoi) [39].

Khi két qua duoc bao cao (dudi mirc LOD hoic LOQ) cao hon 50% thi ham
lugng doc t6 aflatoxin trong thuc pham dugc thuc hién bang hai truong hop duwa trén
huéng dan cia Co quan An Toan Thuc pham Chéau Au [39; 44].

(1) cach tiép can gidi han dudi (LB) bang cach thay thé phuong phap két qua
dudi LOD bang 0 va két qua duéi LOQ theo LOD [39; 44].

(2) cach tiép can gigi han trén (UB) bang cach thay thé cac két qua bén dudi
LOD bang LOD va két qua duéi LOQ theo LOQ [39; 44].
2.3.4.2. Danh gid bién dg phoi nhiém MOE

Bién d6 phoi nhiém MOE la ty 1& cua liéu chuan thap nhat (BMDL) c6 thé gay
anh huong nghiém trong va liéu phoi nhiém [39; 43]. Gia tri BMDL10 cho AFB1 Ia
0,170 pg kg * bw d 1) [4; 133].

Bién do phoi nhiém duoc tinh bang cong thic: MOE = 0,170/EDI

Khi gia tri MOE nho hon 10000, AFB1 giy nguy co tiém an cho stuc khoe
cong dong [4; 138].
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2.3.4.3. Pdnh gid rii ro nguy co déi véi sirc khoé con nguoi

Rui ro dan sé (truong hop mbi nam trén 100.000 ngudi) = Kha ning giy ung
thu x liéu tiép xdc [39].

Tai Viét Nam, kha ning gay ung thu 13 0,068 theo udc tinh ngudi nhiém HBV
(20% dan sd) va khong nhiém HBV (80% dén sb) [39].

Rui ro dan s (truong hop mdi nam trén 100.000 nguoi): Pay 13 sb ca ung thu
gan do aflatoxin giy ra trén 100.000 ngudi moi nam.
2.3.4.4. Panh gid chi s6 nguy hiém (HI)

Chi s6 nguy hiém HI 1a chi s6 danh gia murc d6 rai ro cua AF ddi vai stic khoe
con ngudi bang cach chia EDI cho TD50 cua AFB1 (3,2 pg/kg thé trong/ngay trén
chuot), chia cho hé s6 khong chac chan 1a 50000. TD50 Ia liéu gay ra khdi u ¢ 50%
dong vat dugc thur nghiém, vai cong thac tinh HI = EDI/ (TD50 x 50000) [38].

Néu gia tri HI > 1, sy phoi nhiém AFB1 trong thuc phim c6 kha ning giy anh
huong x4u dén sure khoe. Nguoc lai, néu gia tr1 HI < 1, cac tac dong bat 1oi tiém an
d6i véi ste khoe con ngudi do su phoi nhiém AFB1 trong thuc pham 1a khong dang
ké [38].

2.3.5. Phwong phdp thu thip va bio qudin mdu

Trong nghién ciu ndy, 400 miu dau phong bao gom (370 dau phong thé va
30 dau phong ché bién); 400 mau bot ot; 400 mau nho khd va 400 mau bap hat (100
mau bap hat tring, 100 mau hat vang, 200 mau bap ché bién) duoc thu thap tai 12
quan (Quan 1 — Quan 12), quan Tan Binh, quan Tan Phu, quan Tha bac, quan Phu
Nhuan, quan Go V4p, quan Binh Thanh, quan Binh Tan va huyén Hooc Mén cua
Thanh phé H6 Chi Minh bang phuong phap 1ay mau ngau nhién.

Mau dau phong va miu bot ot duoc thu thap tir thang 01 dén thang 04 nim
2021 va tir thang 01 dén thang 05 nam 2022 ddi véi mau nho kho va bap hat. Trong
qua trinh 1ay miu, cac thong tin dia diém lay mau, tén mau, xuat xa/thuong hiéu,
dang mau ciing nhu cach bao quan dd duoc ghi lai. Mau sau khi thu thap s& duoc

chuyén dén bo phan tiép nhan mau cua phong thi nghiém dé duoc ma hoa va dong
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nhat mau. Mau dugc luu & nhiét do < -20 °C néu chua dugc phan tich ngay trong
ngay.

MJi mau duoc ma hda theo cau tric MM12YM-XXXXX, trong d6: MM - M&
mau; 1 - Khu vyc Thanh phé H6 Chi Minh; 2Y - Nam 1dy mau ( vi dy: 21 13 nim
2021); MM: 2 ky tu dai dién cho thang trong nam tir 01 dén 12; XXXXX - S6 thir ty
mau: chudi 5 sd dai dién cho sb tht tu cia mau, bat dau 00001 dén 99999. Vi du:
MM12101-00124: c6 nghia 1a ma mau & Thanh phd Ho Chi Minh, dugc lay mau vao
nam 2021, thang 01 v&i s6 thar ty 00124,

2.3.6. Phuwrong phdp xir Iy 56 liéu

Dix liéu dugc xtr ly va phan tich thong ké trén phan mém Microsoft Excel 2019
va phan mém Empower 3 tinh toén tir thiét bi phan tich UPLC-FD Waters. Cac mau
cd nong do aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) dudi gidi han phét hién (thip hon LOD)
duogc coi 1a bang 0 [39; 44]. Phan tich twong quan Pearson, Anova, kiém dinh t-test
va phan tich hoi quy truyén tinh (phan mém SPSS 22.0) duoc thuc hién dé danh gia
méi lién hé gitra ham luong aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) va tong AF trong cac mau

dau phong, bot ot, nho khd va bap hat.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Khéo sat diéu kién sac ky dé phan tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1 va
G2) trén thiét bi sic ky léng UPLC-FD
3.1.1. Téi wu hod thanh phan pha déng

Trong phan tich sac ky 16ng, viéc lya chon thanh phan pha dong t6i uwu dong
vai tro quan trong trong viéc dam bao hi¢u suét tach, do phan giai (Rs) va hé s6 kéo
dudi (Tr), nham dap tng cac tidu chi phan tich khat khe. Do phan giai Rs dugc yéu
cau dat tdi thiéu 1,5 dé dam bao sy tach biét hoan toan gitta cac pic dai dién cho AF,
trong khi hé s6 kéo dudi Tr can dat trong khoang 0,8 < Tr < 1,5 dé duy tri hinh dang
pic ddi xtmg, qua dé cai thién do chinh x4c va kha ning tai 1ap két qua phan tich. Dya
trén cac nghién ctru da cong b [24; 47; 72; 126], nghién ctu nay khao sat 2 diéu kién
pha dong ban dau: (A) H.O/ACN/MeOH (56/22/22) va (B) H.O/ACN/MeOH
(64/18/18). Két qua thu duoc (Bang 3.1) cho thdy pha dong B ¢6 d6 phén giai Rs cao
hon va dap tng tiéu chi Rs > 1,5, trong khi hé s kéo dudi T ctia pha dong ndy nam
trong khoang yéu cau (0,8 < Tr < 1,5). Nguoc lai, pha dong A khong dat tiéu chi véi
Tf > 1,5 [40; 119; 127].

Ngoai ra, viéc bo sung mot lugng nho HCOOH vao trong pha dong gilip cai
thién hinh dang dinh céc pic tao thanh 1271, Do @6, pha dong B duoc lua chon dé tiép
tuc toi wu hoa bing cach diéu chinh néng do HCOOH, tao thanh hai pha dong bd
sung: (C) 0,1% HCOOH/ACN/MeOH (64/18/18) va (D) 0,2% HCOOH/ACN/MeOH
(64/18/18). Két qua cho thay pha dong C dat do phan giai Rs cao nhat va hé sé kéo
dudi Tt nho nhit. Ca ba pha dong B, C, D déu thoa man tiéu chi diéu kién sic ky thich
hop Rs > 1,5 va 0,8 < Tf < 1,5 [40; 119; 127]. Vi vay, thanh phan pha dong téi wu
duoc xac dinh 12 0,1% HCOOH/ACN/MeOH (64/18/18).
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Bang 3.1: Po phan giai (Rs) va hé s6 kéo dudi (T¥) cac pic aflatoxin (B1, B2, G1 va
G2) ¢ ndong d6 10 pg/L véi cac thanh phan pha dong khéac nhau.

H,O/MeOH/ H>O/MeOH/ 0,1% 0,2%
ACN ACN HCOOH/ACN/ HCOOH/ACN/
AF (56/22/22) (64/18/18) MeOH (64/18/18) | MeOH (64/18/18)
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Rs T Rs Te Rs Ts Rs T
AFBI1 3,0 1,6 4.4 1,5 4,5 1,5 4.4 1,5
AFB2 1,7 1,6 1,8 1,5 1,9 1,5 1,9 1,5
AFGl1 2,5 1,5 3,7 1,2 3.8 0,9 3,7 1,2
AFG2 1,7 1,4 1,4 1,4
10,00
1 RT (min) Rs T¢
a_w_' AFG2 5.205 1.39
1 AFG1 6.392 3.73 0.99
6.00-_ ) n | AFB2 7.043 1.86 1.49
] 1 S ~ AFBl 8785 447 148
2] 3 s T Tt
400 © -
: - m
0] ®
4 ';“ E
- VA
UW"‘—M\/\ .Ju OOM - .1
00 20 40 60 80 100 120 14

Minutes

Hinh 3.1: Sic ky dd chuan 10 pg/L dinh mic bang ACN/HCOOH 0,2% vdi thanh
phan pha dong 0,1% HCOOH/ACN/MeOH (64/18/18)

Mot sic ky do dai dién chuan 10 pg/L dinh mac bing ACN/HCOOH 0,2%
duogc thuc hién trén cot phan tich C18 (150 x 2,1 mm; 1,7 um) & nhiét d6 40 °C, vai
téc d6 dong 0,2 mL/phUt va thé tich tiém 5 L, budc song kich thich 365 nm va phat
Xa 455 nm véi Rs thu duoc gitra cac pic AFG1 (3,8), AFB2 (1,9), AFBI1 (4,5) duoc
trinh bay Hinh 3.1. Tha tu rira giai cac AF trong hé sic ky pha dao phu thudc vao do
phan cuc cua hop chét, kha ning tuong tac gitra hop chat can phan tich véi pha tinh

va pha dong. Do phan cuc céc aflatoxin dya vao gia tri log Kow, 1a hé s6 phan b
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trong 2 dung mdi N-octanol/nuéc. Chat nao cd Kow cang nho thi cang phan cuc [55;
104; 110]. Gia tri Log Kow ctia 4 aflatoxin nhu sau: AFG1 (0,5), AFG2 (0,71), AFBI
(1,23), AFB2 (1,45) [59]. Két qua phan tich cho thay cac aflatoxin trong sic ky db
rira giai theo thi ty AFG2 > AFG1 > AFB2 > AFB1.
T6m lai, diéu kién sic ky phan tich déng thoi cac AFB1, AFB2, AFG1, AFG2
trén thiét bi UPLC- FD dugc tom tat theo Bang 3.2.
Bang 3.2: Biéu kién sic ky phan tich déng thoi aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)
trén thiét bi UPLC-FD

Thong s6 Diéu kién/Thong s cai dat
Cot sic ky Cot phan tich Cys (150 x 2,1 mm; 1,7 um)
Pha dong 0,1% HCOOH/MeOH/ACN (64/18/18)

Chuong trinh pha dong | ping dong (Isotactic)

Thé tich bom mau 5uL
Nhiét do cot 40 °C
Tbc do dong 0,2 mL/pht

Budc song kich thich Agx = 365 nm

Pau do fluorescences FD ] ]
Budc song phat xa Aem = 455 nm

3.1.2. P§ én dinh ciia tin hi¢u aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén UPLC-FD

Két qua Bang 3.3 cho thay cac thdng sé phan tich aflatoxin (B1, B2, G1, G2)
déu dap (ng tiéu chi chap nhan % RSD thoi gian luu va dién tich pic khéng quéa 2%,
d6 phan giai Rs > 1,5 va hé s6 kéo duéi 0,8 < Tr <1,5 [40; 119; 127]. Cu thé, gia tri
RSD (%) thoi gian luu va dién tich pic (n=6) lan luot < 0,11% va < 0,59%, nam trong
gidi han cho phép (<2%). H¢ sb kéo dudi Tr cua cAc chat (AFB1: 1,50; AFB2: 1,36;
AFG1: 1,32; AFG2: 1,28) déu nam trong khoang chap nhan (0,8 < Tr < 1,5). D6 phan
giai Rs (n=6) ddi véi pic lién sau dat AFB1 (4,68), AFB2 (1,98), va AFG1 (3,85),
thoa man tiéu chi Rs > 1,5. Nhitng két qua nay khang dinh riang diéu kién sic ky duoc
thiét 1ap trong Bang 3.2 1a 6n dinh dé phan tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1, G2)
trén hé théng UPLC-FD.
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Mot sic ky d¢6 minh hoa dung dich chuan AF ndng d6 12,5 pg/L (trong d6
ndng do cia AFB1, AFB2, AFG1 va AFG2 lan luot 13 5; 1,25: 5 va 1,25 pg/L), Véi

diéu kién sic ky phan tich theo Bang 3.2 duoc trinh bay ¢ Hinh 3.2

Bang 3.3: Céc thdng sb danh gia d6 6n dinh pic aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén
thiét bi UPLC-FD

Tén RSD (%) thoi gian | RSD (%) dién tich | D0 phan giai Hé sb kéo duoi
chat luu (n=6) pic (n=6) Rs (n=6) Tt (n=6)
AFB1 0,09 0,59 4,68 1,50
AFB2 0,07 0,58 1,98 1,36
AFG1 0,10 0,28 3,85 1,32
AFG2 0,11 0,18 - 1,28
16-00_5 % M % RT (min) Rs Ty Area
) | = AFG2 5124 130 2464786
5 1200 % ‘ |"| AFB2 6911 197 134 2464786
10,00—5 g ‘ || AFBL 8600 471 149 1871616
o] i |
] [ |
! | || |
<o0] . |
2.0&: I“'. | | || II | |
el SN AV

Hinh 3.2: Sac ky d6 chuan aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) nong do 12,5 ug/L

minh hoa tinh 6n dinh caa tin hiéu céc pic.
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3.1.3. Khodng tuyén tinh va dwong chudn

Puong chuin dugc xay dung trén dung dich ACN/HCOOH 0,2% véi 5 diém
chuan AF tai cac nong do: 0,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 pg/L, twong (tng véi cac nong do
0,2; 2,0; 4,0; 8,0; 20,0 pug/L cho AFB1 va AFG1 va 0,05; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 pg/L cho
AFB2 va AFG2. Hé s6 tuyén tinh (R?) va phan traim dé léch cua timg diém chuén
duoc trinh bay trong Bang 3.4 va Hinh 3.3.

Két qua phan tich cho thdy hé s6 binh phuong twong quan (R?) cia cac duong
chuan cho timg chi tiéu (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) déu dat > 0,9999, khang dinh
d6 tuyén tinh rat tot ciia phuong phap. Phan traim do6 1éch giita ndng do tinh ton va
gia tri thyc tai tirng diém chuan déu nam trong gi6i han < 15%, dap tmg tiéu chi chap
nhan theo ICH M10 Guideline: Pudng chuin: 0,99 < R2 < 1 va ndng do tinh toan
dugc trén timg diém chuan khong 1éch quéa 15% so véi gia tri thuc, ngoai trir nong do
tai diém MQL khong vuot qua 20% [61].

Bang 3.4: Hé s twong quan R? va phan trim d6 léch duong chuan dung dich

aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)

Chi Khoang nong dd R? Y=ax+b % @6 1éch
tiéu (ng/L)

AFBL 110,2;2,0;4,0;8,0;20,0 | 0,9999 Y=405607 X-28567 <15%
AFB2 | 0,05;0,5; 1,0; 2,0; 5,0 1,0 Y=2412175 X-30294 <18%
AFGL | 0,2:2,0; 4,0; 8,0; 20,0 1,0 Y=199754 X-13236 <15%
AFG2 | 0,05; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 1,0 Y=2066844 X-40448 <15%
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Buing chudn AFB1 (0,20 -20,0 pg/L) Duig chusn AFB2 (0,05 -5,0 pg/L)

a0 140

20 y=405607x - 28567 0 y =2412175x - 30294
- R*=0.9999 T f=
T 70 3 R?=1

E
X 60 =
e 30 s
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|

Hinh 3.3: Puong chuan dung dich aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)
trong khoang néng d6 0,5 — 50 ug/L

3.2. Khio sat qui trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong nén miu diu
phong, bt 6t, nho khd, va biap hat

3.2.1. Khdo sdt dung méi chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong nén miu diu
phong, bét 6t, nho khé va bap hat

Aflatoxin hoa tan tét trong dung méi phan cuc va nhiéu nghién ctru di chi ra
rang qué trinh chiét xuat AF hiéu qua dat duoc khi s dung hdn hop dung méi
ACN/H20 hoic MeOH/H20, két hop cot & luc mién dich (IAC) dé lam sach mau
gitip tang d6 chon loc. Trudc khi dua qua cot IAC, dung dich chiét can duoc pha
lo&ng bang dung dich dém phét phéat (PBS) hoic H20 dé dam bao diéu kién téi wu
cho qua trinh lam sach [6; 18; 47; 80; 131].

Céc yéu té khao sat cho qui trinh chiét AF (Hinh 2.2) tir cAc mau dau phong,
bot 6t, nho kho va béap hat bao gom: dung mdi chiét (MeOH/H,0 (8/2) va ACN/H.0
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(6/4)) va dung dich pha lodng trudc khi qua cot IAC (dém PBS va H20). Tir d6, bon
qui trinh chiét khac nhau (QT1, QT2, QT3, va QT4) da duoc thiét lap (Hinh 2.2).

Két qua nghién ctru 4 qui trinh chiét (QT1, QT2, QT3, QT4) st dung hai hdn
hop dung m6i MeOH/H20 (8/2) va ACN/H20 (6/4), cung v6i hai dung dich pha lodng
(PBS va H20) dé chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong cac miu dau phong, bot
ot, nho kho va bép hat, tai ba muc néng do thép, trung binh va cao, tuong Uing vdi
gid1 han cho phép theo QCVN 8-1:2011/BYT (ML, 5xML va 10xML), da dugc trinh
bay chi tiét & Bang 3.5.

Nghién ctru hiéu suat chiét duoc danh gia qua 2 théng sé do thu hoi va do lap
lai nham danh gia cac bugc phan tich sau khi chiét mau, cha yéu 1a hiéu qua caa cot
& luc mién dich st dung cac dung moi khac nhau va do chinh xac cua phan tich bang
UPLC-FD. Tiéu chi lra chon cho hiéu suat chiét phai cao nhat trong khoang 70-120%
va d6 1ap lai RSDy trén nén mau khéng quéa 20%, dap tng tiéu chi chap nhan hiéu
suat thu hoi va do 1ap lai cho tirng muc ndng do theo phu luc F — AOAC 2019. Két
quéa khao sét tir 4 qui trinh & Bang 3.5 cho thay.

- Qui trinh stir dung dung méi ly trich MeOH/H0 (8/2) va dugc pha lodng dich
loc bang H20 trudc khi qua cot i lwc mién dich IAC (QT1) 1a qui trinh xir 1y téi wu
cho nén bap (H = 90,3 — 99,8%, RSD; < 2%).

- Qui trinh str dung dung méi ly trich MeOH/H0 (8/2) va dugc pha lodng dich
loc bang PBS trudc khi qua cot ai lec mién dich IAC (QT2) Ia qui trinh xir 1y téi wu
cho nén nho khé (H = 72,4 — 95,4%, RSD; < 3%), nén bot 6t (H = 70,1 — 97,8%, RSD:
< 6%).

- Qui trinh st dung dung mai ly trich ACN/H.0 (6/4) va duoc pha lodng dich
loc bang H20 trudc khi qua cot i e mién dich IAC (QT3) la qui trinh xir 1y téi wu
cho nén miu dau phong (H = 85,7 — 99,2%, RSD; < 6%).
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Bang 3.5: Do thu hoi va @6 lap lai cua qui trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong cac mau thuc pham

‘ QTL (n=6) QT2 (n=6) QT3 (n=6) QT4 (n=6)
Nong d6 (ng/kg)

H (%) |RSD:(%)| H (%) |RSDr(%)| H (%) |RSD:(%)| H (%) |RSD: (%)
AFB1 2-20 85,4-93,8 | 0,74-3,75 | 83,1-93,9 | 0,70-2,48 | 97,8-99,2 | 0,44-0,62 | 92,7-98,9 | 0,34-2,75
| AFB2 0,5-5 85,2-93,9 | 0,24-1,17 | 82,6-92,2 | 0,28-1,70 | 92,6-98,9 | 0,42-0,50 | 85,6-98,8 | 0,46-0,97
Dau phong AFG1 2-20 85,9-96,4 | 1,00-4,39 | 83,2-92,0 | 0,88-5,40 | 94,5-98,9 | 0,71-5,17 | 91,4-98,1 | 1,03-3,50
AFG2 0,5-5 85,3-93,7 | 0,42-1,39 | 82,2-93,1 | 0,26-1,6 |85,7-98,3|0,17-2,28 | 78,2-97,7 | 0,21-1,27
AFB1 5-50 46,7-79,0 | 4,78-29,5 | 76,4-97,8 | 0,30-3,92 | 55,1-60,5 | 6,22-16,0 | 48,9-87,8 | 1,51-9,77
~ |AFB2 1,25-12,5 50,5-62,7 | 3,45-25,7 | 70,2-74,2 | 0,13-0,42 | 11,1-14,4 | 2,62-20,3 | 34,8-58,3 | 0,27-16,7
Botor AFG1 5-50 34,6-64,8 | 4,85-46,7 | 70,1-76,6 | 0,14-5,35 | 24,7-28,2 | 9,50-20,3 | 28,1-60,1 | 1,40-20,4
AFG2 1,25-12,5 34,3-53,0 | 4,06-41,6 | 71,7-73,2 | 0,30-1,08 | 4,40-6,50 | 6,51-15,7 | 13,1-27,4 | 1,22-20,3
AFB1 5-50 65,1-78,9 | 0,69-9,22 | 79,3-95,4 | 0,50-2,62 | 23,1-33,1 | 2,35-8,05 | 79,1-94,4 | 0,83-1,87
| AFB2 1,25-12,5 12,1-38,7 | 0,85-15,2 | 80,0-85,3 | 0,45-0,71 | 3,10-5,90 | 2,48-9,35 | 26,1-42,7 | 0,98-1,09
Nho kho AFG1 5-50 36,0-67,5 | 2,66-4,80 | 78,7-89,3 | 0,93-2,57 | 7,60-11,2 | 13,4-20,0 | 1,50-5,20 | 1,46-5,15
AFG2 1,25-12,5 4,10-17,1 | 1,70-4,55 | 72,4-82,6 | 0,30-0,84 | 1,1-2,6 |5,25-543 | 4,10-17,1 | 0,68-1,80
AFB1 2-20 98,3-99,6 | 0,24-1,40 | 83,3-99,3 | 0,31-4,29 | 92,9-117 | 0,72-2,34 | 50,6-114 | 0,91-5,32
, AFB2 0,5-5 93,5-99,8 | 0,12-1,05 | 81,2-96,1 | 0,27-1,89 | 94,6-114 | 0,25-1,09 | 50,1-116 | 0,55-1,88
Bap hat AFG1 2-20 94,9-99,3 | 0,27-1,63 | 60,5-94,4 | 1,14-10,2 | 86,5-95,6 | 1,25-3,97 | 46,1-95,3 | 2,01-3,86
AFG2 0,5-5 90,3-97,0 | 0,36-1,79 | 69,2-95,6 | 0,34-0,88 | 77,1-93,8 | 0,36-0,71 | 37,8-103 | 0,41-2,19

QT1: MeOH/H,0 (8/2) - H,0: QT2: MeOH/H,O (8/2) - PBS; QT3: ACN/H,0 (6/4) - H,0 ;

QT4: ACN/H,0 (6/4) - PBS
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Qui trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1, G2) trong nén mau dau phong, bot 6t,

nho khé va bip hat dugc tdm tit nhu sau:

Mau bap (QT1): Can 5 g mau trén can phan tich (hién thi &én 0,1 mg), thém
20,00 mL MeOH/H0 (8/2), lic bang vortex, siéu &m 30 phut, ly tam 9000 vong/phat
trong 3 phdt, loc qua gidy loc xanh. Lay 5,00 mL dich loc, thém 20,00 mL HO, lic
bang vortex, ly tam 9000 vong/phut trong 3 phat, 1ay 20,00 mL dich loc qua cot &i
luc 1AC, rira cot bang 20 mL H20. Rira giai 3,00 mL MeOH, théi kho, dinh mac 1,00
mL dung dich 0,2% HCOOH/ACN (1/1), qua mang loc PTFE 0,22 um. Mau duoc
tiém vao hé UPLC-FD.

Mau bot 6t va nho khd (QT2): Can 5 g mau trén can phan tich (hién thi d&én
0,1 mg), thém 20,00 mL MeOH/H,0 (8/2), lic bing vortex, siéu am 30 phut, ly tam
9000 vong/phut trong 3 phut, loc qua gidy loc xanh. Lay 5,00 mL dich loc, thém 20
mL PBS, lic bang vortex, ly tam 9000 vong/phut trong 3 phut, 14y 20,00 mL dich loc
qua cot &i luc IAC, rira cot bang 20 mL H20. Rua giai 3,00 mL MeOH, thdi kho, dinh
mtrc 1 mL dung dich 0,2% HCOOH/ACN (1/1), qua mang loc PTFE 0,22 um. Mau
duoc tiém vao hé UPLC-FD.

Mau dau phong (QT3): Can 5 g mau trén can phan tich (hién thi dén 0,1 mg),
thém 20,00 mL ACN/H:0 (6/4), lic bing vortex, siéu &m 30 phat, ly tam 9000
vong/phat trong 3 phut, loc qua gidy loc xanh. Lay 5,00 mL dich loc, thém 20 mL
H20, lic bing vortex, ly tim 9000 vong/phut trong 3 phat, 1ay 20,00 mL dich loc qua
cot i luc 1AC, rira cot bang 20 mL H20. Rua giai 3,00 mL MeOH, théi kho, dinh
mutrc 1,00 mL dung dich 0,2% HCOOH/ACN (1/1), qua mang loc PTFE 0,22 pum.
Mau duoc tiém vao hé UPLC-FD.

3.2.2. Khdo sdt anh hwéng nén mébu dén qui trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va

G2) trong nén méu diu phéng, bot 6t, nho khé, va bip hat

Puong chuan AF duogc xay dung trong dung dich véi cac nong do: 0,5; 5,0;
10,0; 20,0; 50,0 pg/L (xem Bang 2.1) va trén cac nén mau dau phong, bot 6t, nho kho
va bap tai cac nong do: 0,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 pg/kg (xem Bang 2.3) dé danh gia

phan tram anh huéng nén mau dua trén hé s6 cia phuong trinh dudng chuan [32].
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hé s6 géc clia dudng chuin trong nén mau
[%ME] =(

— 1) x 100

hé s6 goc cua dwong chuin trong dung moi

D6 anh huéng nén miu duoc coi 1a khdng anh huéng, trung binh hoic anh
huong 16n néu gié tri |%ME| lan luot 1a < 20%, 20 — 50%, > 50%. Két qua Bang 3.6
va Hinh 3.4 cho thay |%ME]| duoc tinh todn véi gia tri tir 2,8 dén 18,1% dbi véi AFB1,
AFB2, AFG1 va AFG2, trong d6 bot 6t bi anh hwong nhiéu nhét trong qué trinh chiét
AF, véi |%ME| = 13,9 — 18,1 %, diéu nay c6 thé do thanh phan c6 trong bot 6t chira
sac t6 mau do (Carotenoids) va sac tb mau xanh (Chlorophyll) gay can trd qué trinh
ly trich. Tuy nhién, |%ME]| déu thap hon 20% theo qui dinh, nén duong chuan trong
dung dich dugc sir dung dé xac nhan gia tri sir dung phuong phap thay cho xay dung

duong chuan trén nén mau tén nhiéu cong stc, thoi gian va hoa chat.

Bang 3.6: Két qua do anh huong nén mau (%) tir dwong chuan trén dung dich va

nén mau thuc pham (0,5 — 50 pg/L va pg/kg)

N AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
en Y by by 2
mau | DPuong | o e | Duong g e | Duong oy e | Duong e
chuan chuan chuan chuan
Dun Y = Y = Y = Y =
dichg 138000X 1310000X 67500X 1120000X
: - 3040 -13400 + 8320 - 4740
Y = Y = Y = Y =
Ot | 113000X | 18,1 | 1110000X | 15,3 |58100X | 13,9 | 924000X + | 17,5
+ 9290 - 19900 + 8720 5080
Y = Y = Y = Y =
bau | 127000X | 8,00 |1240000X |5,34 |65600X | 2,81 | 1030000X | 8,04
- 5410 -8840 -1920 - 20600
) Y = Y = Y = Y =
Bap | 123000X | 10,9 | 1200000X | 8,4 63400X | 6,10 | 993000X -| 11,3
- 3660 - 4120 + 537 5040
Y = Y = Y = Y =
Nho | 124000X | 10,1 | 1200000X | 8,4 63700X | 5,63 |992000X -| 11,4
- 5560 + 3060 + 7030 3340
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Hinh 3.4: So sanh hé s gdc cua duong chuan dung dich (mau do) va duong chuan

trén mau (mau xanh) trén 4 loai mau dau phong, bot 6t, nho kho va bip hat.

3.3. X&c nhin gia tri sir dung ctia phwong phap
3.3.1. Do chon loc

Phuong phép c6 tinh chon loc vi khi so sanh sic ky d6 (mau trang, mau thém
chuan MQL), tai thoi gian luu cta cac chat AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 trong sac ky
d6 mau trang khdng xuat hién nhiéu gay ra do thanh phan nén mau gay ra [61]. Hinh

3.5 minh hoa cho d6 chon loc 4 nén mau dau phong, bot 6t, nho khé, va bip hat.
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Nho khd +0,75 ug/kg Bép hat +0,75 pg/kg

Bap hat : mau tring

o Nho kho: mau tring

Hinh 3.5: Sic ky do so sanh thoi gian luu cua céc aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)

gitta mau thém chuan MQL va mAu tring cua cac nén mau thyc pham

3.3.2. Gioi han phat hién va dinh lwong ciia phwong phdp

e Gidi han phat hién MDL

Gidi han phat hién cua thiét bi (iDL) dbi voi AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 dat
dugc bang hé thong UPLC-FD, véi gia tri 1an luot 13 0,075; 0,010; 0,092; 0,008 ug/L
[97]. Dua trén qui trinh phan tich AF trong nén mau (muc 3.2.1), véi ty 1& khéi luong
mau va thé tich cudi ciing 1 1/1, mtrc ndong do thap nhit duoc bd sung dé xac dinh
MDL 4 0,10 pg/kg. Cu thé, miu tring dugc thém chuin AF & nong d6 0,25 pg/kg
(néng do AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2 tuong tng 0,1; 0,025; 0,1; 0,025 pg/kg). Thuc
hién 6 lan va tinh todn MDL dya vao tiéu chi 3 < S/N < 10.
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Két qua phan tich cho thdy ty 18 tin hiéu trén nhiéu (S/N) cta cac chat AFBI,
AFB2, AFG1, AFG2 déu dat gia tri cao hon ngudng yéu cau (S/N > 3) dé xac dinh
gidi han phat hién (MDL). Két qua tinh toan duoc trinh bay trong Bang 3.7, cho thay
gidi han phat hién (MDL) tinh toan dat duogc rat thip, twong ting v6i timg nén mau
nhu sau:

bau phong: (AFB1:0,008; AFB2:0,01; AFG1:0,097; AFG2:0,01 (ug/kg))

Bot ot: (AFB1:0,06; AFB2:0,009; AFG1:0,09; AFG2:0,009 (ug/kg))

Nho khé: (AFB1:0,08; AFB2:0,01; AFG1:0,09; AFG2:0,009 (ug/kg))

Bap hat: (AFB1:0,09; AFB2:0,01; AFG1:0,08; AFG2:0,008 (ug/kg))

Trong do:

MDLtinh toan = 3 X Crmin/(S/Niv), Cmin: Nong d6 trén mau nho nhét, S/Nuw: theo tin
hiéu trén nhiéu nén dap ung tiéu chi 3 < S/N < 10 [61]. Hinh 3.6 minh hoa S/N cho
ting aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén 4 nén mau.

Chon mitc MDLtinh toan €a0 nhat cho ting AF trén 4 nén mau dé cong bd muc

gigi han phét hién chung, vai tiéu chi MDLcang bé > MDLitinh toan, 580 ho MDL cang b4

dap ang tiéu chi chap nhan muc gigi han cho phép trén 4 nén mau theo QCVN 8-
1:2011/BYT. Gidi han cong bé cho tirng AF trén 4 nén mau la MDL = 0,1 pg/kg

Bang 3.7: Gi6i han phat hién cta phuong phap trén nén mau dau phong,

bot 6t, nho kho va bap hat

. ] A ) Mag thém S/Nuw MDL’ tinh MDL cong bé
Nén mau Tén chat chuan Chin (n =6) toan (ng/ke)
(ng/kg) (ng/kg)

AFBI1 0,100 4,0 0,075 0,1
AFB2 0,025 6,6 0,011 0,1

Dau phong
AFG1 0,100 3,1 0,097 0,1
AFQG2 0,025 6,6 0,011 0,1
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. ] A ) Mag thém S/Nu MDL’ tinh MDL céng b 5
Nén mau Tén chat chuan Chnin (n =6) toan (ng/ke)
(ng/kg) (ng/kg)
AFBI1 0,100 5,0 0,060 0,1
AFB2 0,025 8,6 0,009 0,1
Bot 6t
AFGI1 0,100 33 0,091 0,1
AFG2 0,025 8,7 0,009 0,1
AFBI1 0,100 4,0 0,075 0,1
AFB2 0,025 6.9 0,011 0,1
Nho kho
AFGl1 0,100 32 0,094 0,1
AFG2 0,025 8,0 0,009 0,1
AFBI1 0,100 33 0,091 0,1
AFB2 0,025 6.8 0,011 0,1
Bip hat
AFGl1 0,100 3,8 0,079 0,1
AFG2 0,025 9.4 0,008 0,1
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v " - - ! Sample Name: BAP+0.25PPB_06; Date Acquired: 10/20/2020 9:58:12 PM ICT; Vial: 2:D,1; Injection:

Hinh 3.6: Sic ky d0 gidi han phat hién cia phuwong phép trén nén miu dau phong,
b6t 6t, nho kho va bap hat

Nhan xét: Phuong phép phén tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)
khong st dung dan xuét bang UPLC-FD nhung van dat duoc MDL thip hon hoic
tuong duong so vai cac k¥ thuat cd dan xuét trude hodc sau cot. Piéu nay c6 thé dugc

1y gidi bé1 mot s yéu to sau:

> Hé théng UPLC-FD, véi dau do huynh quang sir dung dén thay ngan-
xenon két hop v&i budng do tin hiéu huynh quang c6 thé tich dong chay
16n, gitip t6i wu hoa do nhay ma khong can dan xuat héa.

Ti wu hoa pha dong: Thanh phan pha dong duoc diéu chinh dé ting
cuong kha ning phan tach va dap ing huynh quang. Dic biét, bo sung
HCOOH (axit formic) gitip cai thién do sic nét cua pic sic ky, ting
cuong do nhay cia phuong phép.

Quy trinh xtr Iy mau hiéu qua: Dung mdi ly trich va pha lodng (PBS
hoic H20) duoc tdi wu héa nham ting kha ning hoa tan aflatoxin, tao

diéu kién thuan lgi cho qua trinh lam sach béng cOt ai luc mién dich.
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e Gidi han dinh luwgng cua phwong phap MQL

Gi6i han dinh luong (MQL) thuong dugce thiét 1ap tai mic 3 x MDL [61]dé
dam bao phuong phap phan tich c6 d6 nhay va do chinh xac can thiét dap img mirc
gi6di han cho phép theo QCVN 8-1:2011/BYT [108]. Mirc gidi han phat hién MDL
dugc xac dinh 13 0,1 pg/kg theo AFBL, lam co sé dé tinh toan ndng d6 bd sung phu
hop cho viéc xac dinh MQL. MAau trang duoc bd sung chuan AF & nong do 0,75
ng/kg, trong d6 cac thanh phan AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 c6 nong do lan luot Ia
0,3; 0,075; 0,3; 0,075 pg/kg trén moi nén mau. Mau duoc phan tich Iap lai 12 lan dé
danh gia hiéu suat thu hoi va do téi 1ap. Tiéu chi chap nhan muc gisi han dinh luong
(MQL) yéu cau d6 chum (%RSDr < 20%) va do dung (H% = 70 — 120%), theo tiéu
chi chap nhan cua tiéu chuan SANTE/12682/2019 va Phu luc F cia AOAC 2019 [14;
113]

Két qua tir Bang 3.8 cho thay giGi han dinh luong MQL ddi véi AFB1; AFG1
1a 0,3 pg/kg va AFB2; AFG2 13 0,075 pg/kg trong 4 nén mau dau phong, bot 6t, nho
kho va bap hat. Cu thé cac thong sb hiéu suat thu hoi (H%) va do tai lap (%RSDR)

cho tirng nén mau nhu sau:
Nén dau phong: H% = 94,9% - 99,4%; %RSDr: 1,21% - 2,06%
Nén bot 6t: H% = 81,6% - 94,3%; %RSDr: 2,01% - 6,90%
Nén nho kho: H% = 86,4% - 96,9%: %RSDg: 1,07% - 2,31%
Nén bip hat: H% = 71,8% - 85,7%; %RSDr: 1,91% - 6,97%

Chon mitc giGi han dinh lwong cao nhat dé cong bé MQL cho tirng AF trén 4
nén mau sao cho MQLcangbs dap tng tidu chi chap nhan muac giéi han cho phép trén
4 nén mau theo QCVN 8-1:2011/BYT.

Giéi han dinh luong cong bb cho AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 trén 4 nén mau
dau phong, bot 6t, nho khd va bap hat 1a MQL = 0,3 pg/kg.
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Béang 3.8: Hi¢u sudt thu hdi va do tai 1ap tai né)ng d6 MQL trén mau dau phong,

bot 6t, nho kho va bap hat

Nong do thém | Nong d thuc té | Hiéu suit thu Do tailap MQL,

chuin (ng/kg) | (ng/kg,n=12) | hoi (%, n=12) Ol cong bo

n=12) (ng/kg)

Nén dau phong
AFBI 0,300 0,290 97,3 1,74 0,3
AFB2 0,075 0,071 94,9 1,68 0,3
AFG1 0,300 0,290 96,7 2,06 0,3
AFG2 0,075 0,074 99,4 1,21 0,3
Nén Bot ot
AFBI 0,300 0,250 84,5 2,16 0,3
AFB2 0,075 0,070 92,9 2,06 0,3
AFG1 0,300 0,240 81,6 6,90 0,3
AFG2 0,075 0,070 94,3 2,01 0,3
Nén nho kho

AFB1 0,300 0,260 86,4 1,92 0,3
AFB2 0,075 0,073 96,9 1,07 0,3
AFGl 0,300 0,270 91,3 2,31 0,3
AFG2 0,075 0,071 95,0 1,81 0,3
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X \ . . Do tai lap MQL
Nong do thém | Nong d¢ thuc te | Hi¢u suat thu .
. . RSDr (%, cong bo
chuan (ng/kg) | (ng/kg, n=12) hoi (%, n=12)
n=12) (ng/ke)
Nén bép hat

AFB1 0,300 0,248 82,8 6,97 0,3
AFB2 0,075 0,064 85,7 4,15 0,3
AFG1 0,300 0,220 73,5 4,24 0,3
AFG2 0,075 0,054 71,8 1,91 0,3

3.3.3. Do chum (d9 lap lai RSDr va do tai lap RSDRr) va do dung cia phwong
phap

Két qua nghién ctu 6 chum (d6 lap lai % RSDy, do tai lip % RSDR) va do
dung (hiéu suat thu hoi %H) theo Bang 3.9 — 3.12, cho tiing AFB1, AFB2, AFG1,
AFG2 trén 4 nén mau dau phong, bot 6t, nho kho va bap hat dat theo phu luc F — AOAC
2019 tiéu chi chap nhan hiéu suat thu hoi %H, do 1p lai %RSDr va do tai 1ap %RSDr
cho tirng mac nong do < 100 pg/kg nhu sau:

Nén dau phong (Bang 3.9): d6 lap lai %RSD; < 4%, do tai lap %RSDr < 4%
va d6 dung (%H) dat muc cao trong khodng nong d6 0,5 - 20 pg/kg, cu thé: AFB1 (
94,9 -98,1%), AFB2 (91,7 -98,6%), AFGL1 (95,5 -99,8%), AFG2 (76,5 -96,0%).

Nén bot 6t (Bang 3.10): do lap lai %RSD; < 3%, do téi lap %RSDr < 3% va
d6 ding (%H) dat muc cao trong khodng nong d6 1,25 - 50 pg/kg, cu thé: AFB1 (
84,1-85,3%), AFB2 (83,4-85,0%), AFG1 (84,6-86,4%), AFG2 (81,8-82,9%).

Nén nho kho (Bang 3.11): do lap lai %RSD; < 3%, d¢ tai lip %RSDr < 3%
va do ding (%H) dat mac cao trong khodng nong d6 1,25 - 50 pg/kg, cu thé: AFB1
(86,4-97,3%), AFB2 (91,5-96,9%), AFG1 (86,9-97,1%), AFG2 (80,9-95,0%).
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Nén bap hat (Bang 3.12): d6 lap lai %RSDr < 2%, d6 tai lap %RSDr < 2% va
d6 ding (%H) dat mirc cao trong khoang nong d6 0,5 - 20 pg/kg, cu thé: AFB1 (81,1
-97,9% ), AFB2 (82,6 -99,6%), AFG1 (80,4 -99,2%), AFG2 (82,0 -99,9%).

Bang 3.9: B chum va do dung cua 12 mau ddu phong thém chuan trong

khoédng 5-50 pg/kg

Nong do thém chuan 5 pg/kg | Nong do thém chuan 25 pg/kg | Nong do thém chuan 50 pg/kg
AFBI1: 2, AFB2: 0,5 AFBI1: 10, AFB2: 2,5 AFBI1: 20, AFB2: 5
Tén
v AFGl: 2, AFG2: 0,5 AFGI: 10, AFG2: 2,5 AFG1: 20, AFG2: 5
chat
%RSD; | %RSDr | %H | %RSD; | %RSDr | %H | %RSD, | %RSDr | %H
(n=6) m=12) | (0=12)| (m=6) | (=12) | (n=12) | (n=6) (m=12) | (n=12)
AFB1 1,07 1,09 98,1 0,23 0,32 94,9 0,73 1,88 97,3
AFB2 0,38 0,85 98,6 0,22 0,25 91,7 0,86 3,94 92,3
AFG1 0,39 0,90 99,8 0,16 0,31 95,5 0,57 1,48 97,0
AFG2 0,16 0,18 96,0 0,11 0,45 84,6 0,58 2,98 76,5
Bang 3.10: D6 chum va do dung cua 12 mau bot 6t thém chuan trong
khoédng 12,5-125 ug/kg
Nong d6 thém chuan 12,5 Nong d6 thém chuan 62,5 Nong do thém chuan 125
ng/kg ng/kg ng/kg
Tén AFB1: 5 AFB2: 1,25 AFBI1: 25, AFB2: 6,25 AFB1: 50 , AFB2: 12,5
chat AFGI1:5,AFG2: 1,25 AFGI: 25 AFG2: 6,25 AFG1: 50 , AFG2: 12,5
%RSD; | %RSDr| %H | %RSD; | %RSDr| %H | %RSD: |%RSDx| %H
(n=6) m=12) | =12) | (m=6) | (n=12) | (=12) | (@=6) | (n=12) | (n=12)
AFBI 0,59 1,55 85,3 0,31 1,04 85,0 0,24 0,29 84,1
AFB2 0,23 0,49 84,8 0,21 0,45 85,0 0,21 0,56 83,4
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Nong d6 thém chuan 12,5 Nong d6 thém chuéan 62,5 Nong d6 thém chuédn 125
ng/kg ng/kg ng/kg
Tén AFBI: 5, AFB2: 1,25 AFBI: 25, AFB2: 6,25 AFBI: 50 , AFB2: 12,5
chét AFG1: 5, AFG2: 1,25 AFGI1: 25, AFG2: 6,25 AFGI1: 50 , AFG2: 12,5
%RSD: | %RSDr| %H | %RSD: | %RSDr| %H | %RSD: | %RSDr| %H
(n=6) (m=12) | (n=12) | (=6) | (=12) | (0=12) | (n=6) | (n=12) | (n=12)
AFGl 0,46 0,61 86,1 0,37 0,53 86,4 0,12 0,15 84,6
AFG2 0,44 0,64 82,7 0,12 0,18 82,9 0,25 0,46 81,8
Bang 3.11: Po chum va do dung cua 12 mau nho khd thém chuan trong
khoéng 12,5-125 ug/kg
Nong d6 thém chuan 12,5 Nong d6 thém chuan 62,5 Nong do thém chuan 125
ng/kg ng/kg ng/kg
Ten AFBI: 5, AFB2: 1,25 AFBI: 25, AFB2: 6,25 AFBI: 50 , AFB2: 12,5
chét AFG1: 5, AFG2: 1,25 AFG1: 25 , AFG2: 6,25 AFGI1: 50 , AFG2: 12,5
%RSD; | % RSDr | %H | %RSD: | %RSDr| %H | %RSD; | %RSDr | %H
m=6) | n=12) | 0=12) | (=6) | (n=12) | (n=12) | (n=6) | (n=12) | (n=12)
AFBI 0,33 0,46 97,3 0,31 0,50 92,8 0,23 0,61 89,3
AFB2 0,62 1,05 94,7 0,10 0,57 92,8 0,37 0,82 91,5
AFG1 0,68 0,86 97,1 0,29 0,70 90,8 0,26 0,80 86,9
AFG2 0,28 0,61 80,9 0,16 0,90 90,7 0,43 0,74 88,9
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Bang 3.12: P6 chum va d6 ding ctia 12 miu bap hat thém chuan trong

khoédng 5-50 pg/kg

Nong do thém chuan 5 pg/kg

AFBI: 2, AFB2: 0,5

Nong d6 thém chuan 25 pg/kg

AFBI: 10, AFB2: 2,5

Nong d6 thém chuan 50 pg/kg

AFBI: 20, AFB2: 5

CT;; AFGI: 2, AFG2: 0,5 AFGI: 10, AFG2: 2,5 AFGI: 20, AFG2: 5
%RSD: | % RSDr | %H | %RSD: | %RSDx | %H | %RSD; | %RSDx | %H
m=6) | (n=12) | =12) | (n=6) m=12) | @=12)| (@=6) | @=12) | (n=12)
AFB1 | 0,87 1,06 81,1 0,15 1,03 844 | 0,66 0,76 97,9
AFB2 | 0,28 0,53 82,6 0,24 1,28 88,7 | 0,32 0,54 99,6
AFGl | 1,04 1,52 82,2 0,29 0,47 80,4 | 0,36 0,59 99,2
AFG2 | 024 1,50 82,0 0,18 0,27 83,6 | 0,0 0,44 99,9

3.3.4. H¢ s6 pha loiing méu

do tai lap < 10%. Két qua nay dap wng tiéu chi chap nhan hiéu suat thu hdi va do tai
lip theo phu luc F — AOAC 2019 ¢ cac mic nong do tir 1-100 pg/kg. Nhu vay viéc

Két qua Bang 3.13 cho thay, tat ca dung dich pha lodng cua tirng nén mau dau
phong, bot 6t, nho khd va bap hat déu cho hiéu suat thu hoi dat tir 80,3 % — 104 % va

pha lo&ng mau khong anh huong dén d6 chum va do dang ciia phuong phép.

duong chuan dung dich duoc xay dung 5 diém bao phu cac mic nong do MQL, mirc

gi6i han cho phép (ML) va (2xML). Trudng hop mau vuot ngoai dudng chuan, mau

Do d6, khi x4c nhan gia tri sir dung phuong phap va phan tich mau thuyc té,

phai duoc pha lodng bang dung dich ACN/HCOOH 0,2%.
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Bang 3.13: Do ding va do tai lap cua cac mau pha lodng vai hé sb pha lodng khac nhau

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Tén chat Reco | RSDr Reco | RSDr Reco | RSDr Reco | RSDr
DT DT DT DT
(%) | (%) (%) | (%) (%) | (%) (%) | (%)
Nén dau phong
PAU+125 pg/kg F100 | 75311 | 96,4 174826 | 99,2 55201 | 97,2 162575 | 96,0
PAU+125 pg/kg F50 | 157309 | 97,6 375842 | 98,8 94377 | 96,3 299002 | 87,2
DAU+125 nug/kg F20 | 393080 | 959 | 1,90 | 992534 | 99,5 | 0,59 |213404 | 96,6 | 1,47 | 700673 | 81,1 | 7,25
PAU+125 pg/kg F10 | 823610 | 99,8 1987598 | 98,2 421154 | 98,9 1410458 | 81,4
DAU+125 pg/kg F5 | 1652460 | 99,8 4277541 | 99,6 831454 | 99,5 3148478 | 90,8
Nén Bot 6t
OT+125 pg/kg F100 72993 | 93,6 176136 | 100,0 52408 | 904 166173 | 97,6
OT+125 pg/kg F50 149643 | 93,0 | 1,29 | 374128 | 98,4 | 1,63 | 91580 | 92,9 | 1,11 | 331438 | 96,4 | 2,54
OT+125 pg/kg F20 379016 | 92,5 1016617 | 101,8 202207 | 91,1 831236 | 96,2
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AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Tén chit Reco | RSDr Reco | RSDr Reco | RSDr Reco | RSDr
DT DT DT DT
(%) | (%) (%) | (%) (%) | (%) (%) | (%)
OT+125 ng/kg F10 768037 | 93,1 2055892 | 101,5 386616 | 90,5 1645599 | 95,0
OT+125 ng/kg F5 1498012 | 90,5 4013531 | 98,4 760539 | 90,9 3167562 | 91,3
Nén nho kho
NHO+125 pg/kg F100 | 74909 | 96,0 169427 | 96,8 54563 | 95,6 167823 | 99,2
NHO+125 pg/kg F50 | 156698 | 97,3 374279 | 98,4 96106 | 98,4 282246 | 82,4
NHO+125 pg/kg F20 | 390758 | 95,3 | 1,84 | 986899 | 98,9 | 1,18 | 215883 | 97,8 1,65 | 708037 | 81,9 | 9,22
NHO+125 pg/kg F10 | 809870 | 98,2 2019968 | 99.8 420824 | 98.9 1391143 | 80,3
NHO+125 pg/kg F5 | 1652523 | 99,8 4654116 | 99,5 835341 | 100,0 3160891 | 91,1
Nén bép hat
BAP+125 ng/kg F100 | 76911 98,4 173558 | 98,4 53634 | 93,2 167236 | 98,4
: 1,17 1,16 4,25 0,94
BAP+125 pg/kg F50 160494 | 99,6 383718 | 100,4 100536 | 103,8 334868 | 97,6
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AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Tén chit Reco | RSDr Reco | RSDr Reco | RSDr Reco | RSDr
DT DT DT DT
(%) | (%) (%) | (%) (%) | (%) (%) | (%)
BAP+125 ngkg F20 | 400779 | 97,7 1001956 | 100,3 210548 | 95,2 853407 | 98,7
BAP+125 ngkg F10 | 795484 | 96,4 1982767 | 98,0 409463 | 96,1 1690968 | 97,6
BAP+125 ng/kg F5 1621662 | 98,0 4076136 | 99,9 829565 | 99,3 3463675 | 99,8

DT: Dién tich cac pic
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3.3.5. D9 khong dam bdo do

Két qua Bang 3.14 cho thay d6 khong dam bao do mé rong cua 4 nén mau dau
phong, bot 6t, nho khé, va bap hat déu dat theo tiéu chi chap nhan theo CAC/GL 54-
2004 véi d6 khong dam bao do mé rong < 44 % tai ndng do < 100 ug/kg.

Bang 3.14: D6 khong dam bao do mé rong cua aflatoxin trén nén miu dau phong,
bot 6t, nho khd va bip hat

Khoang Do khong ddm bdo do Uexp (%)
Nén méu noéng do
(ne/kg) AFBI1 AFB2 AFG1 AFG2
Dau phong 0,3 -20 7,20 13,2 6,90 28,6
Bot ot 0,3 -50 30,7 28,1 31,7 30,9
Nho khé 0,3-50 19,1 12,8 18,6 24,6
Biép hat 0,3 -20 30,8 25,6 37,8 37,4

3.3.6. Pg éon dinh méu

Do 6n dinh aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) ctia cac mau dau phong, bip hat thém
chuan & mic 2 mac nong d6 5 pg/kg va 50 pg/kg; trong khi mau bot 6t va nho khod &

2 mirc ndng d6 12,5 pg/kg va 125 pg/kg vai cach thac bao quan nhu sau:

e Bao quan 1: Mau thém chuan da xir Iy mau luu ty dong (20 °C) trong 24 gid
e Bao quan 2: Mau thém chuan da xir Iy mau luu ti lanh (4 °C) trong 24 gio
e Bao quan 3: Mau thém chuan chua xt 1y luu tu déng (-20 °C ) trong 10 ngay
e Bao quan 4: Miu thém chuan chua xt 1y luu tu déng (-20 °C) trong 21 ngay
Két qua thu dugc do sai biét D (%) va hé s6 bién thién CV (%) theo Bang 3.15
—3.16, cho tung AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 dat theo tiéu chi Chép nhan D < 20% va
CV < 15% cho it nhat 67% sé mau thuc hién mau lip theo ICH M10 guideline [61].

Nhan xét: Két qua nghién ctru theo Bang 3.15 va 3.16 cho thay mau 6n dinh

trong diéu kién nhiét do -20 °C it nhat 21 ngay. Vi thé, ddi voi mau gui kiém aflatoxin
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(B1, B2, G1 va G2), néu chua phan tich ngay 1ap tic, mau phai dugc bao quan ngin
dong & nhiét do -20 °C.
Bang 3.15: D6 6n dinh cua aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong c&c mau thém chuan

& ndng d6 5,0 va 12,5 pg/kg vai cac diéu kién bao quan khac nhau

Nin Ten | Néngdo Bédo quan 1 Béao quan 2 Béo quan 3 Béao quan 4
mu chit | (ko) %CV | %D | %CV | %D [%CV | %D | %CV | %D
(0=3) | 0=3) | (0=3) | (0=3) | (0=3) | (0=3) | (n=3) | (n=3)
AFBI 2 0,67 1,16 1,18 | 0,78 1,24 1,24 | 2,30 | 5,68
Pbau | AFB2 0,5 0,71 0,68 | 0,78 1,36 1,04 | 7,01 1,99 | 4,63
phong | AFGI 2 0,21 0,02 1,32 | 0,84 | 0,39 | 2,78 1,06 | 4,97
AFG2 0,5 0,21 1,46 | 0,37 | 3,75 | 0,65 15,6 1,04 | 5,69
AFBI 5 0,17 | 0,12 | 0,18 | 0,24 | 0,27 1,93 0,26 | 6,56
. | AFB2 1,25 0,29 | 0,79 | 0,56 | 0,28 | 2,80 | 2,26 | 0,26 | 3,68
Boter AFG1 5 0,36 | 0,04 | 0,52 1,46 | 0,19 1,63 0,22 10,9
AFG2 1,25 0,56 1,00 | 0,42 | 0,58 | 0,33 | 495 0,26 | 3,01
AFB1 5 0,17 1,58 | 0,25 | 2,04 | 040 1,11 1,09 | 3,36
Nho | AFB2 1,25 1,06 | 3,90 | 345 1,84 | 0,22 | 2,71 0,44 | 9,52
khé | AFGI1 5 0,34 1,92 | 0,74 1,86 | 0,31 0,40 | 0,65 7,66
AFG2 1,25 0,15 1,82 0,11 1,95 | 048 16,5 0,71 2,61
AFBI 2 1,39 | 0,10 | 0,56 | 0,04 | 3,87 | 9,30 1,70 | 8,83
Bip | AFB2 0,5 0,28 1,87 1,12 | 3,09 | 3,89 10,4 | 0,38 | 0,81
hat | AFG1 2 0,55 | 2,13 0,26 | 2,62 1,86 | 2,56 | 0,94 | 8,41
AFG2 0,5 0,63 1,95 0,24 | 2,44 1,16 | 3,50 | 043 1,95
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Bang 3.16: Do 6n dinh cua aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong c&c mau thém chuan

& ndng d6 50 va 125 pg/kg vai cac diéu kién bao quan khac nhau

Bédo quan 1 Béao quan 2 Béao quan 3 Béao quan 4
%CV | %D | %CV | %D | %CV | %D [ %CV| %D
0m=3) | 0=3) | 0=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3)
AFBI 20 0,26 1,91 0,53 1,71 1,06 | 0,77 1,23 1,08

Nén Tén | Nong do

mau chat | (ng/kg)

bau | AFB2 5 0,25 0,09 | 0,06 | 3,01 0,27 | 0,42 0,24 | 3,78
phong | AFGI 20 0,02 | 2,72 0,57 | 2,63 0,72 | 0,51 0,49 | 2,27
AFG2 5 0,24 | 0,20 | 0,21 490 | 0,14 | 9,53 0,10 | 21,6

AFBI1 50 0,11 0,96 | 048 1,71 0,23 4,57 0,11 6,60

AFB2 12,5 0,76 | 0,46 | 0,45 1,72 | 0,26 | 3,38 0,25 5,00
AFG1 50 0,36 | 0,69 | 0,62 | 2,20 | 0,39 5,51 0,42 10,6
AFG2 12,5 0,46 | 0,50 | 0,10 1,36 | 0,27 3,05 0,04 | 4,58
AFBI 50 0,12 0,55 0,79 | 0,56 | 0,90 1,02 0,10 | 6,99
Nho | AFB2 12,5 0,22 1,26 | 0,69 | 0,06 | 0,57 6,60 | 0,08 10,4
kho | AFGI1 50 0,35 1,42 0,23 1,31 0,36 1,98 0,16 | 5,55
AFQG2 12,5 0,12 1,25 0,27 | 0,41 0,37 | 4,28 0,34 | 9,79
AFBI1 20 0,53 0,86 | 0,53 1,13 0,66 | 5,33 0,73 9,17

Bot 6t

Bip | AFB2 5 0,18 0,21 0,27 | 0,27 1,24 8,45 0,08 19,4
hat | AFGI1 20 0,86 | 0,08 0,24 | 0,42 1,15 9,80 1,49 16,4
AFG2 5 0,10 | 0,04 | 0,25 0,03 0,18 15,0 | 0,35 19,3

3.3.7. Pdam bdo chit lwong két qud thir nghiém
3.3.7.1. Két qua so sdanh lién phong

Do tin cay cua qui trinh phan tich dugc danh gia théng qua két qua so sanh

lién phong hoac chuong trinh thtr nghiém thanh thao.

Két qua so sanh lién phong dugc trinh bay ¢ Bang 3.17 - 3.20 cho thay, ciing
maot mau thir nghiém, mac di thyuc hién phan tich trén cac phuong phép khéac nhau:
phuong phap tidu chuan DIN EN 14123:2008-03 sir dung HPLC-FD c6 dan xuét
trudc cot, phuong phap ndi bo HD.PP.04/TT.SK sir dung thiét bi LC/MS/MS, phuong
phép nghién citu UPLC -FD khong sir dung dan xuét theo qui trinh chiét mau muyc
3.2.1 va diéu kién sac ky Bang 3.2 tuy nhién két qua do tai lip RSDr thu dugc tir 3
phong thtr nghiém khac nhau tuong dbi tot, dat theo phu luc F — AOAC 2019 tiéu chi
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chap nhan d6 tai 1ap (%RSDR) gitra 3 phong thi nghiém tai mac ndng d6 < 100 pg/kg
la < 22% nhu sau:

Nén dau phong (Bang 3.17): %RSDr dat duoc ddi voi AFB1 va AFB2 lan luot
1a 5,20 % va 2,90%.

Nén bot 6t (Bang 3.18): %RSDr dat dugc dbi voi AFB1, AFB2 va AFG1 lan
luot 1a 0,95%; 5,09% va 1,45%.

Nén bap hat (Bang 3.19): %RSDr dat dugc dbi véi AFB1, AFB2, AFG1 va
AFG2 lan luot 12 11,0 %, 9,6 %, 6,3 % va 10,8 %.

Nén nho kho (Bang 3.20): %RSDr dat duoc doi véi AFB1, AFB2, AFG1 va
AFG2 lan luot 12 8,84%, 6,23 %, 5,11 %, va 10,2 %.

Bang 3.17: Két qua thi nghiém aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén nén mau dau

phong gitra cac phong thi nghiém

. Mau dau phong (ng/kg)
Dién giai Phuong phap
AFB1 |AFB2 AFG1 AFG2
Phong thi | yPLC-FD, khong din KPH, KPH,
hism 1 , 4,14 0,54
nghi¢m XuAt MDL=0,1 | MDL=0,1
Phong thi |DIN EN 14123:2008-03 KPH, KPH,
) 4,00 0,51
nghiém 2 mod MDL=0,5 | MDL=0,5
Phong thi KPH, KPH,
. HD.PP.04/TT.SK 4,43 0,53
nghiém 3 MDL=0,1 | MDL=0,1
Gi4 tri trung
4,19 0,53 - -
binh
bo tai lap
5,20 2,90 - -
RSDr (%)

KPH: Khong phat hién
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Bang 3.18: Két qua thi nghiém aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén nén mau bot ot

gitra cac phong thi nghiém

s Mau dau phong (ng/kg)
Dién giai Phuong phap
AFB1 |AFB2 | AFGl | AFG2
Phong thi KPH
hism 1 UPLC-FD, khong dan xuat
nghiem 10,3 0,54 2,26 |MDL=0,1
Phong thi DIN EN 14123:2008-03 KPH,
nghiém 2 mod 10,3 0,53 2,20 (MDL=0,5
Phong thi KPH,
HD.PP.04/TT.SK
nghiém 3 10,5 0,49 2,21 |MDL=0,1
Gia tri trung binh 10,4 0,52 2,22 -
Do tai lap RSDr
(%) 0,95 5,09 1,45 -

KPH: Khéng phét hi¢n
Bang 3.19: Két qua thir nghiém aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén nén mau bap hat

gitra cac phong thi nghiém

M4u bap hat thém chuan (pg/kg)

Dién giai Phuong phap
AFB1 |AFB2 |AFGI1|AFG2 [Total
Phong thi
A UPLC-FD, khong dan xuat 1,97 0,48 1,89 0,48 4,82
nghiém 1
Phong thi EVN-R-RD-1-TP-5060

2,12 0,58 2,131 0,59 [5,42
nghiém 2 | (Ref,DIN EN 14123:2008-03)

Phong thi
HD.PP.04/TT.SK 1,70 0,52 1,95/ 0,51 4,68
nghi¢m 3

Gia tri trung

binh

1,93 0,53 1,99 0,53 4,97

b0 tai lap
RSDr (%)

11,0 9,60 6,30/ 10,8 7,90
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Bang 3.20: Két qua thi nghiém aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén nén mau nho kho

gitra cac phong thi nghiém

Mau nho khé thém chuan (pug/kg)

Dién giai Phuong phap
AFB1 |AFB2 |AFG1|AFG2 [Total
Phong thi
A UPLC-FD, khéong dan xuat 4,74 1,31 4,68 1,13 11,9
nghiém 1
Phong thi EVN-R-RD-1-TP-5060

5,18 1,27 5,09 1,29 12,8
nghiém2 | (Ref.DIN EN 14123:2008-03)

Phong thi
HD.PP.04/TT.SK 4,34 1,16 4,65 1,06 [11,2
nghi¢m 3

Gia tri trung

4,75 1,25 4,81 1,16 12,0
binh

bo tai lap

8,84 6,23 5,11] 10,2 6,81
RSDr (%)

3.3.7.2. Chuong trinh thu nghiém thanh thao

Chuong trinh Aflatoxin/Fumonisins trong bap (CSSMY021 — M21411AF)
vao thang 12 nam 2021 do Romer Labs to chuc, véi sy tham gia caa 523 phong thi
nghiém. Két qua phong thi nghiém theo phuong phap nghién ciru phit hop vai két qua
ctia chwong trinh (- 2 < Z-score < 2) dugc xac dinh bang ma 21411AF-234, bao gom
c4c gia tri sau: Tong AF (25,8 pg/kg, Z-score = -0,9), AFB1 (20,9 pg/kg, Z-score = -
0,9), AFB2 (4,9 ng/ kg, diém Z = -0,7), AFG1 va AFG2 khong duoc phat hién [115].
3.3.7.3. Biéu do kiém sodt control chart

Biéu do control chart thu duoc tir thang 01/2021 — 05/2022 d6i véi chi tiéu
AFB1 tai mic nong d6 MQL (0,3 pg/kg) trong cac mau dau phong, bot 6t, nho khd
va bap hat duoc kiém soat qua hiéu suat thu hoi tir cac mau QC duoc trinh bay ¢ céc
Hinh 3.7 — Hinh 3.10.
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Hinh 3.7: Biéu do kiém soat hiéu suét thu hoi aflatoxin B1 trong nén dau phong
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Hinh 3.8: Biéu d6 kiém soat hiéu suat thu hdi aflatoxin B1 trong nén bot 6t
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Hinh 3.9: Biéu d6 kiém soat hiéu suét thu hoi aflatoxin B1 trong nén bip hat
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Hinh 3.10: Biéu d6 kiém soat hiéu suat thu hoi aflatoxin B1 trong nén nho kho
Két qua biéu do kiém soat hiéu suat thu hoi tir 1 dén 22 diém QC cho thay:

- Gié tri nam trong gigi han kiém soat: Tat ca cac diém dit liéu déu nam
trong giéi han canh bao (UWL va LWL), khong ¢ diém nao vuot qua
giéi han hanh dong (UAL va LAL). Piéu nay cho thiy qua trinh dang
duoc kiém soéat.

- Xu huoéng hé théng: Khong co 6 diém lién tiép tang hoac giam, va

khong c6 9 diém lién tiép nam ciing mot phia cia duong trung binh,

Két qua nay ndi 1én qua trinh kiém soat hiéu suat thu hoi 6n dinh va két qua

phén tich trong khoang thoi gian nay dugc dam bao.

o Tom tit két qua nghién ciru dat dwec

Sau qué trinh khao sat va xac nhan gia tri str dung phuong phap phan tich dong thoi
aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong 4 nén mau dau phong, bot 6t, nho khoé va bip hat
bang phuong phap khong dan xuat véi ki thuat UPLC-FD, cac két qua duoc tom tat
trong Bang 3.21.
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Bang 3.21: Tém tit két qua nghién ctiru qui trinh dong thoi

aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trén thiét bi UPLC-FD

Noi dung nghién .
ST Cfu ¢ Céc tiu chi chip nhan Ket qua dat duoc
1 Khdo sat diéu kién sac ky dé phan tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)
1.1 Téi wu hoa thanh | PO phan giai Rs > 1,5 b6 phan giai Rs: 1,9-4,5
phin pha dong H¢ s0 kéo duoi 0,8 < T¢<1,5 | H¢ s0 kéo dudi T¢: 0,9-1,5
Lya chon pha dong
0,1%HCOOH/ACN/MeOH (64/18/18)
1.2 Khiao sat d6 6n | -Thoi gian luu (% RSD <= | Pat: % RSD =0,07-0,11% (n=6)
dinh tin hiéu trén | 2%)
UPLC-FD -Dién tich pic (% RSD <= | bat: % RSD =0,18-0,59% (n=6)
2%)
-b¢ phan giai Ry> 1,5 Pat: Rs=1,98-4,98 (n=6)
-Hé s6 kéo duoi 0,8 < Tf<1,5 | Pat: Tr = 1,28-1,5 (n=6)
1.3 Khao sat khodng | Puong chuan : 0,99 <R?< Dat v6i hé s6 tuong quan duong chuan: R?
tuyén tinh  va | 1, = 10,9999, v6i khodng ndng d6 0,2 - 20,0
dudng chuin ug/L cho AFB1 va AFG1 va 0,05 - 5,0
pg/L cho AFB2 va AFG2.
o 1éch: néng do tinh toan | Pat: % d6 1&ch: 15-18%
dugc trén timg diém chuan <
15% so voi gia tri thyc (tru
noéng do tai diém MQL <
20%
2 Két qua khao sat qui trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong nén mau dau phong, bot 6t,
nho kho, va bip hat
2.1 Khao sat dung méi chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)
2.1.1 | Nén dau phong - H% chiét 12 60-115% Pat : %H = 85,7 - 99.2%

D¢ lap lai RSDr < 21%

Pat : %RSDr < 6%
Lua chon dung méi chiét ACN/H,O (6/4)
- H,O
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Noi dung nghién .
STT ’ gne a1 X A Két qua dat duoc
ctru Céc tiéu chi chap nhan
2.1.2 | Nén bot 6t - H% chiét 12 60-115% Pat : %H = 70,1 - 97.8%
-bo 1ap 1ai RSDr < 21% Pat : %RSDr < 6%
Pat, lya chon dung mobi chiét MeOH/H,0
(8/2)- PBS
2.1.3 | Nén nho kho - H% chiét 1a 60-115% Pat : %H = 72,4 — 95,4%
-bo 1ap 1ai RSDr < 21% Pat : %RSDr <3%
Pat, lya chon dung moi chiét MeOH/H,0O
(8/2) - PBS
2.1.4 | Nén bép hat - H% chiét 1a 60-115% Dat : %H = 90,3 — 99,8%
-bo lap 1lai RSDr < 21% Pat : %RSDr < 2%
Pat, lya chon dung moi chiét MeOH/H,0O
(8/2) - H,O
2.2 | Khao sat anh huéng nén mau dén qui trinh chiét aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong nén mau
dau phong, bot 6t, nho khd, va bip hat
2.2.1 | Nén dau phong Do anh huong nén mau | Pau phong: 2,81 — 8,04%
- (%ME) khong anh hudng
222 én bot o Bot 6t: 13,9 — 18,19
Nén bot 6t (%ME < 20). anh huong ot ot: 13,9 -18,1%
2.2.3 | Nén nho kho trung binh (20 < %ME= 50), | Nho kho: 5,63 — 11,4%
anh huong déang ké (%ME
2.2.4 | Nén bip hat >50). Bap hat: 6,1 — 11,3%
3 Xac nhan gia tri sir dung ctia phuong phap
3.1 Do chon loc Tai thoi gian luu cta cac chit | Pat, phuong phép ¢6 tinh chon loc
AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2
trong sic ky dd miu tring
khong xut hién nhiéu giy ra
3.2 Gidi han phat hién | MDL: Tin hiéu trén nhiéu | MDL =0,1 ug/kg cho timg AFBI1, AFB2,
MDL va dinh | nén dap ung tiéu chi 3 <S/N | AFG1, AFG2 trén 4 nén mau véi S/N =

luong MQL trén
4 nén miu dau
phdng, bdt 6t, nho
kho, va bip hat

<10

3,10-9,61

MQL: Tiéu chi chip nhén
hiéu suét thu hdi khoang 70-
120%, d6 tai lip RSDr <
20%

Dat : Nén dau phong
% H : 94,9 - 99,4%
% RSDR < 3%

Dat : Nén bot 6t
%H : 81,6 - 94,3%
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STT

No6i dung nghién

cuu

Céc tiéu chi chip nhan

Két qua dat dugc

% RSDr < 7%

Pat : Nén nho kho

% H : 86,4 —-96,9%

% RSDr <3%

Dat : Nén bép hat

%H:71,8-85,7%

% RSDr < 7%

Gidi han dinh lwvong MQL = 0,3 pg/kg cho
tung AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 trén 4
nén mau dau phong, bot 6t, nho kho, va

bép hat

33

b6 chum (d¢ lap
lai RSDr va @0 tai
lap RSDRr) va do
ding cia phuong

phap

Do chum (d¢ 1ap lai RSDr %
va d¢ tai lap RSDr %) khong
vuot qua 22%, do dung phai
nam trong khoang 60-115%
theo ti€u chi phu luc F-
AOAC 2019

Pat: Nén dau phong

% H :76,5-99,8%

% RSDr va % RSDr < 5%
Pat : Nén bot 6t
%H:81,2-87,2%

% RSDr va % RSDr <3%
Pat: Nén nho khd

% H :80,9-97,3%

% RSDr va % RSDr <2%
Pat: Nén bap hat

% H : 80,4-99,2%

% RSDr va % RSDr <2%

34

Hé s6 pha lodng

X

mau

Hiéu suat thu hoi (%H) va do
tai 13ap dat theo ti€u chi
AOAC 2019 theo tiéu chi
phu luc F-AOAC 2019

% H: 80,3 — 104%

% RSDr <10%

Pha lodng mau bing ACN/HCOOH 0,2%
v6i cac hé s6 pha lodng khac nhau khong
anh hudng dén @6 chum va do dang cua

phuong phap.

35

b9 khong dam
bao do

Do khong ddm bao do mé
rong % Uexp < 44 % tai ndng
d6 <100 ng/Kg

Dat: Nén dau phong

% Uexp : 7,2 - 28,6%
Dat: Nén bot ot

% Uexp: 28,1 -31,7%
Dat: Nén nho kho

% Uexp : 12,8 — 24,6%
Pat: Nén bép hat
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STT

No6i dung nghién

cuu

Céc tiéu chi chip nhan

Két qua dat dugc

% Uexp : 25,6 —37,8%

3.6

D6 6n dinh mau

Do sai biét % D <15%

Hé sb bién thién % CV <
20%

Dat: Nén dau phong
% D :0,02-15,6%
% CV: 0,02 -2,30%
Dat: Nén bot ot

% D :0,04-10,9%
% CV: 0,04 — 2,80%
Pat: Nén nho kho
%D:0,4-16,5%
% CV: 0,1 —3,5%
Pat: Nén bép hat

% D :0,04 —-19,4%
% CV: 0,08 —3,89%

3.7

Pam bao két qua

thtr nghiém

Két qua so sanh lién phong:
danh gia d¢ tai 1ap RSDr %
khéng vugt qua 22% cua 3
phong lab tai ndng do < 100
ng/kg

Pat: Nén dau phong
% RSDgr < 6%

Pat :Nén bot ot

% RSDRr < 6%

Pat: Nén nho kho
% RSDr < 11%
Pat: Nén bap hat

% RSDr < 12%

Toéng AF (25,8 pg/kg, Z-score = -0.9),
AFB1(20,9 pg/kg, Z-score = -0,9) AFB2
(4,9 ng/ kg, diém Z = -0,7). Pat theo tiéu

chi (- 2 < Z-score < 2)

Tham gia thir nghiém thanh
thao theo chuong trinh AF
trong bip (CSSMY021 —
M21411AF), Tiéu chi (- 2 <

Z-score < 2)

Dap (g hiéu suat thu hdi tai mic nong do

MQL theo tiéu chi AOAC 2019 va thong

Kiém soat miu QC hang
ngdy & mirc ndng d6 MQL
ddi v6i AFBI theo biéu db
Control Chart

ké dit liéu, theo ddi biéu dd control chart

T6m lai: Qui trinh phan tich déng thoi aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong nén
mau dau phong, bot 6t, nho kho va bap hat bang phuong phap khong dan xuat véi ki
thuat UPLC-FD da dat duoc cac uu diém nhu tiét kiém thoi gian phan tich, giam
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lugng dung méi, it gay 6 nhiém moi truong, bao vé sirc khoe ngudi thao tac, qui trinh

xtr ly mau don gian, it tbn dung moi.

Mot vi du dién hinh & Bang 3.22 phan tich dong thoi 10 mau bét 6t twong Gng
20 1an tiém mau bao gom 1 mau dung mdi, 5 dung dich chuan, 1 mau tring, 1 mau
kiém soat (QC), 10 mau bot 6t, 1 mau trang va 1 mau QC nham so sanh qui trinh
phan tich dinh luong dong thoi aflatoxin B1, B2, G1, G2 trong bot 6t trén hé thong
sac ky long siéu hiéu niang dau do huynh quang (UPLC-FD), khéng str dung dan xuat
véi qui trinh theo tiéu chuan TCVN 10638:2014 trén thiét bi HPLC- FD, ¢6 dung dan

XUét sau cot.

Bang 3.22: So sanh quy trinh thuc hién phén tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1,

va G2) trong bot 6t theo quy trinh nghién ctiru va tiéu chuan Viét Nam

‘ Phuong phéap nghién ctru | Phuong phap tiéu chuan TCVN
Cac muc thuc hién
UPLC - FD 10638:2014 (HPLC-FD)
Lugng dung moi MeOH: 300-340 mL MeOH: 2900-3000 mL
tiéu hao ACN: 80-120 mL ACN: 80-120 mL
Lam sach mau cot IAC Co Co
Bo dan xuét sau cot Khong Co
Hoa chat sir dung
. ) Khong Pyridini hydrobromua perbromua
dan xuat sau cot
Quy trinh xir Iy mau ft thao tac, don gian Nhiéu thao tac, phtc tap
Thoi gian phan tich 420-460 phiit Khong cu thé

Khi so sanh hai phuong phap phan tich dong thoi aflatoxin (B1, B2, G1, va
G2) trong bot 6t, phuong phap nghién ciu UPLC-FD cho thay nhiéu uu diém hon so
v6i phuong phép tiéu chuan TCVN 10638:2014 (HPLC-FD). Trudc hét, vé luong
dung méi tiéu hao, phuong phap UPLC-FD sir dyng it MeOH hon déng ké (300-340
mL so v&i 2900-3000 mL), trong khi luong ACN tiéu hao twong duong. Diéu nay

gilp giam chi phi hda chat va tac dong moi truong. Ngoai ra, quy trinh xi Iy mau cua
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UPLC-FD don gian va it thao tac hon so v6i phwong phap TCVN, gilp tiét kiem thoi
gian va giam nguy co sai sot trong qua trinh thuc hién. Bac biét, phuong phap nay
khdng yéu cau st dung bo din xuat sau cot va hoa chat pyridini hydrobromua

perbromua, gilp giam su phirc tap trong quy trinh phan tich.

3.4. Nghién ctru ham lwong aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong miu diu phong,
bot 6t, nho khd va bap hat thu thip trén thi truong

3.4.1. Ham lwong aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong méu dau phéng, bét 6t, nho

khé va bép hat

Mau dau phong, bot 6t, nho khd va bap hat dugc thu thap tir cac cho tai
TP.HCM va phan tich ddng thoi aflatoxin (B1, B2, G1, G2) bing phuong phap
UPLC-FD khéng dan xuat. Két qua chi tiét vé sé mau nhiém ting loai AF va tong
AF duoc trinh bay trong Bang 3.23 va Hinh 3.11.
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Bang 3.23: Bang tong hop chi tiét két qua khao sat ham luong aflatoxin (B,
B2, G1 va G2) trong thuc pham trén dia ban TpPHCM

Nén miu S6 mau nhiém (phan tram, %) S6miau | Sémau
Min-max (ug/kg) vuot vuot
- nguong nguong
AFBL | AFB2 | AFGL | AFG2 | Téng | oot | anoae
Al e | e
Pau 117 66 25 - 117 62 59
phong | (29,3%) | (16,5%) | (6,3%) (29,3%) | (15,5%) | (14,8%)
thova | p31- | 031- | 030- 0,31
chebien | 554 110 12,5 668
(n=
400)
Pau 107 60 23 - 107 57 54
phong | (28,9%) | (16,2%) | (6,2%) (28,9%) | (15,4%) | (14,6%)
thd 031- | 031- | 030- 0,31
(n= 554 110 12,5 668
370)
Pau 10 6  |2(67%)| - 10 5 5 (16,7%)
phong | (33,3%) | (20,0%) | g35_ (33,3%) | (16,7%)
chebién | 932 | 043- | 062 0,32 -
(n=30) | 130 24,5 155
286 152 91 1 286 132 99
Botot(n | (7L5%) | (38,0%) | (22,8%) | (0,3%) | (71,5%) | (33,0%) | (24,8%)
=400) | 0,30- | 0,30—- | 0,30- 0- 0,30 —
121 8,18 854 | 0,37 127
Biphat | 104 83 49 1 104 86 79
tring, | (26.0%) | (208%) | (12:3%) | (03%) | (26,0%) | (21,5%) | (19.8%)

vang va
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Nén miu S6 mau nhiém (phan tram, %) S6mau | Sémau
Min-max (ug/kg) vuot vuot
- nguong ngudng
AFBL | AFB2 | AFGL | AFG2 | Téng | jcoi | ooone
A e | e
bapché | 032- | 034- | 032- 0-— 0,32 —
bién 494 297 487 | 0,37 525
(n=400)
Bip hat 64 61 43 1 64 62 60
tring | (64,0%) | (61,0%) | (43,0%) | (1,0%) | (64,0%) | (62,0%) | (60,0%)
(n=100) | 038- | 034 | 032—- | 0- | 038-
494 29,7 487 | 0,37 525
Bip hat | 5(5,0%) | 2(2,0%) | 2 (2,0%) | - |5(50%) | 2(2,0%) | 2 (2,0%)
vang | 050- | 043- | 0,49 05—
(n=100) | 6,23 05 0,67 7,34
o 35 20 | 4(20%)| - 35 22 | 17 (8,5%)
Bapche | 17.5%) | (10,0%) | a4 (17.5%) | (11,0%)
bien (n= '
so0) | 0% | 037- | 12 0,32 -
46,8 4,02 50,8
Nho khé
(h=400) | . ) ) ) ' '

(-): Khang c6 mau nao nhiém aflatoxin, MDL = 0,1 ug/kg cho tat ca cac chat; Khoang Min — Max: chi cac mau dinh lugng dugc chinh
xac c6 gia tri cu thé do dugce trén mirc MQL
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m Diu
phong
W Bot ot
0.00%
Nho
56.41% m Bip

Hinh 3.11: Ti Ié mau nhiém doc t4 aflatoxin trong 4 nén dau phong, bot 6t, nho khd
va bap hat trén dia ban TpHCM

O nhidm AF trong cay trong la méi de doa toan cau anh huong dén an toan
thuc pham va thirc dn chan nudi. Cay trong cd thé bi nhiém nam trong cac giai doan
khac nhau, bao gém thu hoach, bao quan va van chuyén, dan dén san sinh doc té nam
méc [70]. Theo két qua trinh bay ¢ Bang 3.23 va Hinh 3.11, ty Ié mau nhiém AF
trong bot 6t 1a cao nhat (56,41%), tiép theo 1a dau phong (23,08%), bap hat (20,51%),
nho kho (0,0%). Trong sb cac loai AF, mirc d6 6 nhiém AFB1 la cao nhat, tiép theo
la AFB2, AFG1 va AFG2. Hon nita, néu mau khéng bi nhiém AFBL1 thi ba loai AF
con lai ciing sé khong cé mat. Khao sat nay dang vaéi tac gia da nghién ciu AFBL,
AFB2, AFG1 va AFG2, vi cac doc té nAm méc nay chu yéu duoc tao ra bai cac ching

nam san sinh doc t6, cu thé 1a Aspergillus flavus va Aspergillus parasiticus [116].

e Ham lwong aflatoxin trong mdu nho khé

Trong tong s6 400 mau nho khd bao gom céc loai nho khé den, vang, xanh
nhap khau dén tir cac nugec My, Uc, Han Quéc, Chi Lé va mot sb loai nho khé khong
nhan hiéu khac. Khéng c6 mau nao con lai duoc phat hién co chira AFB1, AFB2,
AFG1 va AFG2. Két qua thu duoc phi hop véi cac nghién ciru trude day, khong tim
thidy miu nao vuot qua mirc cho phép cua tong AF (ML = 10 ug/kg) va AFB1 (ML
=5 pg/kg), nhu sau: Tac gia [18] di khao sat 170 mau nho kho xuat khau & Pakistan,
trong d6 chi 6 5% trén tong s6 mau nhiém AF, dao dong tir 0,15-2,58 pg/kg va
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khong c6 mau nao vuot ngudng cho phép. Tac gia [136] khao sat 25 mau nho den
khong hat & Thd Nhi Ky, két qua phét hién 16/25 mau cé tdng nong d6 AF dao dong
ttr 0,02 - 2,07 pg/kg va khdng ¢6 mau nao vuot ngudng cho phép.

Nho khé 1a mét trong nhiing loai thuc pham xuat nhap khau cé gié tri cao nén
cac cdng nghé nhu siy kho, déng géi, bao quan dugc chi trong nhiam giam dang ké
viéc phat sinh doc té AF. Mot trong nhitng phuong phép xir Iy bang ozone trudc khi
say nho, duoc cho la khé thuan loi vé thoi gian sy va chat lugng san pham cudi cing,
ddng thai ¢6 hiéu qua trong viéc giam sy phat trién cua nam mébc va ndm men, dic
biét la trong qué trinh bao quan nho kho 1au dai. Mgt phuong phap khac 1a lvu huynh,
trong d6 sulfur dioxide (SO2) duoc sir dung dé ngin chin su phat trién caa vi sinh vat
va bao quan mau sic va huong vi trong thuc pham, dic biét 1a nho khé [8]. Ngoai ra,
nho khd giau carbohydrat cé thé dugc phu dé ngan nuéc xam nhap va phuong phap
bao quan kin tao ra méi trudng nghéo O3, gidu CO2. Nhitng diéu kién nhu vay khdng

thuan loi cho su phat trién va san xuat AF [95].

e Ham luong aflatoxin trong mdu didu phong

e Mikc dp nhiém trung binh djc to aflatoxin trong mdu dau phong

Str dung bo dir liéu két qua thir nghiém (n=400) véi 370 miu dau phong thd
va 30 mau dau phong ché bién theo Bang 3.24 cho két qua trung binh cia AFB1 la
18,5 pg/kg; AFB2 121,72 ug/kg; AFG1 12 0,11 pg/kg va tong AF 1a 20,3 pg/kg. Muc
d6 nhidm trung binh AFB1 cao gap hon 9 1an mirc gidi han cho phép (ML = 2 pg/kg)
va tong AF gap hon 5 1an mac gigi han cho phép (ML = 4 pg/kg).
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Bang 3.24: Bang théng k& md ta su phan b trung binh ham
lwong doc t aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong dau phong

Tén chét Ham luong trung | D6 léch chuan | S6 méu
binh (ug/kg) SD (pg/kg)
AFB1 18,5 77,1 400
AFB2 1,72 8,00 400
AFG1 0,11 0,83 400
AFG2 0,00 0,00 400
Tong AF 20,3 83,5 400

o Sw khdc biét vé ham lwong aflatoxin trong cdc loai ddu phong tho

va che bién

Két qua kiém dinh Independent-Samples T Test bang phan mém SPSS 22.0
cho thay khdng cd su khac biét trung binh c6 y nghia thong ké vé ham lugng AF d6i

v6i mau dau phong tho va dau phong da duoc ché bién (xem chi tiét phu luc 1V).

35.0% 33.3%

hiém (%

14.6%

0.0 28.9%
25.0%
20.0%
20.0% . 16.7% 16.7%
16.2% 15.4% " ’

15.0%
10.0% 6.2%6.7%

5.0%

0.0%0.0%
0.0%

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 vwot nguwdng vuot nguwdng
AFB1 tbng AF

& miun

Til

C4c loai aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) va téng AF

H D4u phéng thd M DAu phdng ché bién

Hinh 3.12: So sanh ty 1¢ (%) nhiém aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) va vuot ngudng
AFB1, tong AF trong dau phong thé va ché bién
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Két qua duoc trinh bay trong Bang 3.23 va Hinh 3.12 cho thay ty Ié phan trim
(%) mau nhiém AFB1, AFB2, AFG1, AFG2. Ty Ié¢ mau vuot qua mirc cho phép dbi
v6i AFB1 (ML = 2 pg/kg) va tong AF (ML = 4 pg/kg) gan nhu twong tu & ca dau
phong thd va ché bién. Khi so sanh ty I¢ & nhidm giita dau phong thd va ché bién, ty
1& phan traim nhu sau: AFB1 (28,9% so vai 33,3%), AFB2 (16,2% so véi 20,0%),
AFG1 (6,2% so V&i 6,7%) va AFG2 (0,0% so voi 0,0%). Ngoai ra, ty 1& mau vuot
muc cho phép dbi véi AFB1 1a 15,4% d6i voi dau phong tho va 16,7% ddi voi dau
phong di qua ché bién, trong khi d6i véi tong AF lan luot 13 14,6% va 16,7%. Nhiing
két qua nay cho thay rang ché bién khong phai 1a yéu té chinh 1am giam muc do 6

nhiém AF trong dau phong.

Téc gia Martins [90] di nghién ctiru va két luan rang chi rang 13 khong du dé
kiém soat AF trong dau phong. Ham luong AF c6 thé bi phan huy trong diéu kién
trén 160°C va trong thoi gian ché bién kéo dai, diéu nay ciing c6 thé anh huéng dén
mau sac cia dau phong. Mat khac, tac gia E Ginting [50] goi y rang viéc phan loai
dau phong lam nguyén lidu thé va sau do6 xir Iy nhiét c6 thé 1am giam ham luong AF
trong san pham cudi ciing. Cac phuong phap ché bién nhu rang, chién va niu ap suat
da duoc chirng minh 14 1am giam dang ké ndng d6 AF trong dau phong [112]. Tuy
nhién, AF thé hién tinh 6n dinh nhiét cao, ngay ca ¢ nhiét do trén 100°C, diéu nay
ngan chan sy phan huy nhiét hoan toan trong qua trinh san xuét thuc pham [102]. Mot
khi AF dugc hinh thanh trong dau phong thi khdng d& dang loai bo dugc. Nhiéu chién
lugc phong ngira va quan 1y khac nhau da duoc dé xuat ddi véi AF trong dau phong
trong giai doan trudc va sau thu hoach, bao gom phan loai, phan chia mat do, kiém
soat d6 am cua hat, chan, phan loai mau sic va sir dung bién phap kiém soét sinh hoc

trén dong ruong [99].

e Ham lwong aflatoxin trong mdu bjt 6t

e Mikc dp nhiém trung binh djc t6 AF trong mdu bét 6t

Str dung bo dit liéu két qua tha nghiém (n=400) nhu Bang 3.25 cho két qua
trung binh cia AFB1 14 7,71 pg/kg; AFB2 12 0,46 pg/kg; AFG1 130,23 pg/kg va tong
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AF 1a 8,41 pg/kg. Mirc do nhiém trung binh cia AFB1 cao hon muc giéi han cho
phép (ML =5 pg/kg), trong khi tong AF thdp hon mitc cho phép (ML = 10 pg/kg).

Bang 3.25: Bang thong k& md ta s phan b trung binh ham lwong
doc 6 aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong bot 6t

Tén chat Ham luong trung | Do léch chuan S6 mau
binh (ug/kg) SD (pg/kg)
AFB1 7,71 14,1 400
AFB2 0,46 0,92 400
AFG1 0,23 0,77 400
AFG2 0,00 0,02 400
Tong AF 8,41 15,1 400

Két qua trinh bay tai Bang 3.23 cho thay, d6i véi mau bot 6t c6 286 mau nhidm
AFB1 vdi ndng d6 dao dong tir 0,3 dén 121 pg/kg, chiém 71,5% s6 mau, c6 152 mau
c6 chira AFB2 (0,30 dén 8,18 pg/kg), chiém 38,0% s6 mau, ¢6 91 mau nhiém AFG1
(0,30 — 8,54 pg/kg), chiém 22,8% s mau. Chi c6 mot mau duogc phét hién c6 AFG2
(0,37 pg/kg). Piéu dang luu ¥ 1a ty 16 mau vuot ngudng cho phép vé AFB1 (ML =5
Hg/kg) va AF tong s6 (ML = 10 pg/kg) do Bo Y té quy dinh (QCVN 8-1:2011/ BYT),
1a 33,0% ddi voi AFB1 va 24,8% dbi véi AF.

Nhitng phéat hién nay phi hop voi mét sé nghién ctiru dugc cong bd. Tac gia
Seta va cong su [117] da khao sat 120 mau bot 6t & Thd Nhi Ky, trong d6 55 mau
(62,5%) vuot qua mixc cho phép cia AFB1 theo Uy ban Kiém tra Chau Au (ML= 5
ng/kg). Tuong tu, Rajendran va cong su [109] khao sat 42 mau 6t bot & mién Nam
An D6 va 66,7% mau bi nhiém tong s AF vuot qua ngudng cho phép do Uy ban
Kiém tra Chau Au dit ra (ML= 10 pg/kg).

Piéu kién bao quan khdng thich hop c6 thé gop phan dang ké vao su phat trién
ctia nAm maoc trong 6t va bot ot. Biéu can thiét 1a phai xem xét kha ning cac loai nim
cd thé tao ra nhiéu loai aflatoxin, cd thé gay nguy hiém nghiém trong cho stc khoe

[7].
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o Anh hwéng ciia viéc bio quin mdu trong bao bi kin va khéng kin

dén mdu nhiém aflatoxin

Két qua kiém dinh Independent-Samples T Test cho thay khéng cé su khéc
biét trung binh (c6 ¥ nghia thdng k&) vé ham luong AF dbi véi mau bot 6t han kin
(7,02 pg/kg) va khong han kin (9,80 pg/kg).

Trong tong sé 400 mau bt 6t bao gdm 200 mau bot 6t dugc bao quan bao bi
han kin va 200 mau trong bao bi khéng han kin, véi két qua Bang 3.26 va Hinh 3.13,
cho thay ty 18 nhiém AF giira bot 6t khdng han kin va han kin nhu sau: AFB1 (75,5
50 Vi 67,5%), AFB2 (44,0 50 V6i 32,0%), AFG1 (24,5 50 Véi 21,0%) va AFG2 (0,5
S0 véi 0,0%). Diéu nay cho thay ty 16 mau phat hién AF trong bot 6t khong dugc dong
kin cao hon so véi bot 6t han kin. Hon nira, ty 1é mau vuot qua giéi han cho phép doi
v6i AFB1 va tong AF & bot 6t khong han kin cao hon (lan luot 12 38,0% va 28,5%)
so véi han kin (lan luot 1a 28,0% va 21,0%). Nhitng phat hién nay chi ra rang bot 6t
dugc bao quan trong bao bi kin di lam giam mot phan nguy co phét trién cia nam
Aspergillus, do d6 ngan chan viéc san xuat aflatoxin. Viéc giam rai ro nay c6 thé Ia
do viéc han ché san pham tiép xdc véi oxy va do 4m trong khong khi, do d6 1am giam

kha ning phat trién caa nam méc [129].
Bang 3.26: Ty Ié nhiém AF va vuot nguong AFB1, tong AF trong

bot 6t han kin va khéng han kin

Nén mau S6 mau nhidm (phan tram, %) o o
S6 mau vuot S6 mau vuot
Min-max (pg/kg) ngudng AFB1, | ngudng tbng
e e
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 Téng AF tile (0) AR il (%)
Bot 6than kin | 135 (67,5%) | 64 (32,0%) | 42 (21,0%) 135 (67,5%) | 56 (28,0%) | 42 (21,0%)
(n = 200) 030-121 | 033-818 | 030854 0,30 - 127
Bot Gtkhong | 151 (755%) | 88 (44,0%) | 49 (245%) | 1(05%) | 151(755%) | 76(38,0%) | 57 (28,5%)
han kin 031-102 | 030-459 | 030-562 | 00-037 | 0,31—109
(n = 200)

(-): Khong phét hién thay véi MDL = 0,1 pg/kg
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80.0%
75.5%

70.0%  67.5%
M Bao bi han kin M Bao bi khéng han kin
60.0%
50.0%
44.0%
C 40.0% 38.0%
>
2
2 32.0%
@ 30.0% 28.0% 28.5%
= 24.5%
21.0% 21.0%
20.0%
10.0%
0.0%0.5%
0.0% —_—

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 vuot ngudng  vuot ngudng
. . . . e AFB1 tébng AF
Cac loai aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) va tong AF g

hiém (%)

m

T

Hinh 3.13: Biéu d6 so sanh ty Ié mau nhidm AF va vuot ngudng AFB1, tong AF
trong bot 6t han kin va khéng han kin

Vi vay, néu mot san pham trai qua quy trinh khép kin va duoc bao quan tét,
bat dau tir khau tim ngudn nguyén liu tho dén khau dong goi, niém phong thanh
pham tai nha may thi c6 thé giam thiéu hiéu qua kha nang hinh thanh doc t5 nAm méc
noi chung va 6 nhiém AF néi riéng. Do d6, cac san pham ché bién nay s& mang lai

mirc d6 an toan cao hon cho nguai tiéu dung.
e Ham lwong aflatoxin trong mdu bip
e Mikc dp nhiém trung binh dpc té AF trong mdu bdip
Str dung bo dir liéu két qua thir nghiém (n=400) nhu Bang 3.27 cho két qua
trung binh cia AFB1 13 7,60 pg/kg; AFB2 120,66 pg/kg; AFG1 130,12 pg/kg va tong

AF 1 8,38 pg/kg. Mirc d6 nhiém trung binh AFB1 cao gap 4 1an muac gidi han cho
phép (ML = 2 pg/kg) va téng AF cao hon gap 2 1an mic cho phép (ML = 4 pg/kg).
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Bang 3.27: Bang thong k& md ta su phan b trung binh ham lwong
doc 6 aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) trong bip

Tén chat Ham lugng trung | D6 léch chuan S6 mau
binh (ng/kg) SD (pg/kg)
AFB1 7,60 31,5 400
AFB2 0,66 2,58 400
AFG1 0,12 0,48 400
AFG2 0,00 0,02 400
Tong AF 8,38 34,1 400

o Sw khdc biét vé ham lrong aflatoxin trong cdc loai bip thé va bdp

ché bién

Két qua kiém dinh Independent-Samples T Test cho thay c6 su khac biét trung
binh vé ham lugng tong AF ddi véi bap hat thd va bip da dugc ché bién, gia tri trung
binh ham lugng tong AF bap tho 1a 14,8 pg/kg cao hon so véi bap ché bién 1a 1,96
ug/kg.

40.0%
34.5%

— 35.0% 31.5% 32.0% 31.0%
= 30.0%
E 0,
x@ 25.0% 22.5%
<
< 20.0% 7.5%
®
I 9
c 15.0% 0.0% 1.0%
. : 0,
L 10.0% 8.5%
5.0% 1
o I 2.0/0 0.50/()'0% I
0.0% - —_
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 vuot ngwéng vuot nguwdng
AFB1 tong AF

Céc loai aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) va tdng AF
W B3p hat m B3p ché bién

Hinh 3.14: So sanh ty 1¢ phan trim (%) nhiém aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) va
vuot ngudng AFB1, tong AF dbi vai bap hat va bap ché bién
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Két qua khao sat 200 bap hat bao gdm hat vang, hat tring twoi va 200 bap ché
bién bao gdm céc loai bép rang, c4c loai banh bap, snack bap, cac loai bip chién, bap
rang, cac loai bot bap va sita bap dugc trinh bay trong Bang 3.23 va Hinh 3.14 thé
hién ty 1& phin trdm (%) mAu nhidm AFB1, AFB2, AFG1 va AFG2. Theo khao sét,
ty 16 mau vuot mac cho phép AFB1 (ML = 2 pg/kg) va tong AF (ML = 4 pg/kg)
trong bap hat cao hon tir 2,0 - 11,0 1an so vai bap ché bién. Mot phan tich so sanh vé
ty Ié nhiém AF gira bap hat va bap ché bién cho két qua sau: AFB1 (34,5 so Vi
17,5%), AFB2 (31,5 50 vdi 10,0%), AFG1 (22,5 so véi 2,0%) va AFG2 (0,8 so Véi
0,0%). Hon nira, ty Ié mau vuot qua mirc cho phép ddi véi AFBI1 duoc tim thay la
32,0% trong bip hat va 11,0% trong bip ché bién, trong khi ddi véi tong AF, cac gia
tri nay lan luot 12 31,0% va 8,5%. Nhitng phat hién nay chi ra rang ca bap hat va bip
ché bién déu bi nhiém AF. Tuy nhién, bap hat dé& bi nhiém AF hon so véi bap ché
bién.

Diéu nay ciing ¢ thé ly giai do AF la mot chat doc hai duoc san xuat boi nam,
dac biét 1a Aspergillus flavus va Aspergillus parasiticus, trong cdy néng nghiép nhu
hat bap. Nhiém nam c6 thé xay ra ¢ hat bap ca trén dong ruong va trong qua trinh bao
quan. Diéu kién nhiét d6 va han han 1a mot trong nhitng yéu té phé bién nhat dan dén
san sinh AF trén dong ruong. Cac phuong phap khac nhau, bao gdm phan loai, 1am
sach, xay xat va nau chin, c6 thé gitp giam su hién dién cia AF. Ngoai ra, cac quy
dinh va quy trinh kiém tra nghiém ngat 12 rat can thiét dé loai bo cac san pham bi 6

nhiém trugc khi chling trg thanh san pham bap [70].
e Sw khdc biét vé ham lwong aflatoxin trong cdc loai bép tho

Két qua kiém dinh Independent-Samples T Test cho thay c6 su khéc biét trung
binh vé ham luong AF d6i véi cac loai bap thé, gié tri trung binh ham luong AF bap

hat tring 1a 29,4 ng/kg cao hon so voi bip hat vang 1a 0,16 ug/kg.
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m B3p hat trdng twoi  m B3p hat vang kho

Hinh 3.15: So sanh ty 18 (%) nhiém AFB1 va vuot ngudng AFB1, tong AF d6i voi
hat twoi trang va vang kho

Két qua Bang 3.23 va Hinh 3.15 cho thay 200 mau bap hat gdm 100 mau hat
trang twoi va 100 mau hat vang khd. Két qua chi ra riang cac gidng bép trang co thé
dé bi nhiém AF hon vi ching c6 ty 18 nhiém cao hon dang ké (64,0%) so véi hat bap
vang kho (5,0%). Hon nita, ty 18 mau vuot qua gigi han cho phép d6i voi AFB1 va
tong AF ¢ hat tring cao hon dang ké (lan luot 12 62,0% va 60,0%) so vai hat vang
(1an luot 12 5,0% va 2,0%). Biéu kién moi truong va su hién dién caa sau bénh cd thé
g6p phan gay nhiém nam trong hat. Do d6, diéu quan trong 1a phai thuc hién cac chién
lugc két hop cac gidng bap khang bénh véi cac bien phap canh tac néng nghiép duogc
khuyén nghi. Bang cach d6, an toan thuc pham c6 thé duoc dam bao va co thé ngin
chan sy xuat hién caa 6 nhiém AF trong cay luong thuc [70; 134].

3.4.2. So sdnh giita ty Ié virot nguwéng aflatoxin Bl va téng aflatoxin

Hinh 3.16 cho thay khi s6 mau dau phong, bot 6t, bap nhiém téng AF vuot
muc cho phép thi s6 mau nhiém AFB1 vuot mirc quy dinh it nhat ciing twong duong
vé6i s6 mau nhidm tong AF vuot mirc d6. Biéu nay c6 thé két luan rang néu mot mau

bi nhiém aflatoxin vuot ngudng tong AF thi mau dé ciing vuot ngudng AFB1.
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Hinh 3.16: Biéu db so sénh mau nhiém aflatoxin vuot ngudng cho phép gitta AFB1
va tong AF vai ca hai théng sé trong dau phong, bot ot va bap hat
3.4.3. Moi twong quan giva ham lwgng nhiém aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) véi

tong aflatoxin

AFBI thuong 12 loai AF phd bién va doc hai nhét, va su hién dién cua né cé
thé gop phan dang ké vao tong AF. Méi tuong quan gitra 6 nhiém AFB1 va tong AF
thue té s& phu thudc vao su hién dién va sb luong cua cac loai AF khac trong mau.
Mic du AFBI thuong 14 trong tAm chinh nhung diéu quan trong can luu y 1a cac AF
khac nhu AFB2, AFG1 va AFG2 ciing c6 thé cd mat va déng gop vao ham luong
tdng AF. Do d6, can phai kiém tra va phan tich toan dién dé xac dinh chinh xéc tong
ham luong AF [70].

Qua trinh danh gia mbi lién hé gitra ham luong tung AFBI1, AFB2, AFGI,
AFG2 va téng AF duoc thuc hién dua trén bd dir liéu gém két qua 400 mau phan tich
AF tir ba nén mau: dau phong, bot 6t va bap hat (xem Béng 3.23). Phuong phép phan
tich twong quan dugc 4p dung bao gdm phan tich twong quan Pearson dé danh gia

moi quan hé giira cac AF, hdi quy tuyén tinh da bién, véi kiém tra da cong tuyén
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thong qua hé s6 phong dai phuong sai VIF va kiém dinh y nghia thong ké bang gia
tri Sig (p-value) tir kiém dinh t. Tiép theo, danh gia su phi hop ciia mé hinh bang
céch phan tich ANOVA véi kiém dinh F dé danh gia mic do phu hop cia mé hinh
hoéi quy va chi sé Durbin-Watson (DW) dé kiém tra hién tugng tu tvong quan chudi
bac nhét. Cudi cung, dua ra md hinh du bao téng AF voi tung AF, cu thé mo hinh dy

bao cho ting nén mau nhu sau:

e Nén diu phing:

Phan tich twong quan Pearson cho thay cac bién doc 1ap AFB1, AFB2, AFG1,
AFG2 déu c6 su twong quan tuyén tinh véi bién phu thuoc tong AF, trong d6 AFBI,
AFB2 c6 su twong quan manh Vi hé sé trong quan Pearson 1a 0,998 va 0,747, con
AFG1 c6 su tuong quan yéu hon véi hé s6 tuong quan 1a 0,583, trong khi AFG2
khéng co su twong quan vai tong AF. Do vay, sé& thuc hién loai bién AFG2 dé phan
tich hdi quy.

Bang 3.28: Phan tich hoi quy hé s6 theo bién phu thudc tong AF nén dau phong

Hfhz(;::zzg ch?éensr?oé Théng ké da cong tuyén

Mo finh S?i t 319 | Hé sb phong dai

B SO Beta Dung sai i o

chuin phuong sai (VIF)

1 (Hang sb) |-2,274E3| 0,000 0,000 | 0,000

AFB1 1,000 0,000 0,925 (0,000 | 0,000 0,434 2,305
AFB2 1,000 0,000 0,096 | 0,000 | 0,000 0,505 1,978
AFG1 1,000| 0,000 0,010 (0,000 0,000 0,666 1,502

Két qua phan tich hdi quy theo Bang 3.28 thay hé sé phong dai phuong sai
(VIF) 1a mot chi s6 danh gia hién twong cong tuyén trong md hinh hoi quy. Hé sé VIF
cang nho, cang it kha ning xay ra da cong tuyén. Tac gia Hair va cong su [54] cho
rang, ngudng VIF tir 10 trd 18n s& xay ra da cong tuyén manh. Bang 3.28 cho thay hé
sb VIF cua cé4c bién doc 1ap (1,502 — 2,305) déu nho hon 10, do vay dit liéu khong vi
pham gia dinh da cong tuyén.
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Gia tri Sig kiém dinh t (student) cta céc bién AFB1, AFB2, AFG1 déu < 0.05
c6 nghia 1a hé sb hoi quy cua bién AFB1, AFB2, AFG1 déu khac 0 mot cach c6 y
nghia théng ké, cac bién AFB1, AFB2, AFG1 déu c6 tac dong 1én bién phu thuoc
tong AF.

Két qua phan tich hdi quy cho thay AFB1 c6 tac dong manh nhat véi tong AF
(hé s6 14 0,925), trong khi AFB2 va AFG1 c6 tac dong rat yéu vai hé s lan luot 1a
(0,096) va (0,01). Két qua thu duge phuong trinh/mé hinh hoi quy dy bao tong AF
tr AFB1, AFB2 va AFG1 nhu sau:

Téng AF (@auphang) = 0,925* AFB1 + 0,096 *AFB2 + 0,010*AFG1 (3.1)

Pdnh gid tinh phit hop ciia md hinh hai quy: Két qua phan tich ANOVA —Dau
phong bén duéi cho thay két qua kiém dinh F dé danh gia gia thuyét su phi hop cua
md hinh héi quy. Gi4 tri sig kiém dinh F bang 0.000 < 0.05, ¢6 ¥ nghia théng ké. Do
d6, mo hinh hoi quy la phu hop.

ANOVAZ? — bau phong

Model Sum of Squares [ df | Mean Square | F Sig,
1 Regression|  2770842,556| 3| 926614,185 0,000 [0,000°
Residual 0,000| 396 0,000
Total 2779842,556| 399

a, Dependent Variable: tbng AF;
b, Predictors: (Constant), AFB1, AFG1, AFB2

Két qua tdm tat md hinh tir bang Model Summary® — dau phong cho thay gia
tri R? hiéu chinh (adjusted R square) bang 1,00. Biéu nay khing dinh céc bién doc
lap (AFB1, AFB2, AFG1) giai thich dugc 100% sy bién thién cua bién phu thuoc
tong AF, khdng cé cac bién ngoai md hinh.

Ngoai ra, két qua bang Model Summary ciing dwa ra gia tri Durbin—
Watson (DW) dé danh gia hién tuong tu tuong quan chudi bac nhat. Gia tri DW =
2,084 nam trong khoang 1,5 dén 2,5 nén két qua khong vi pham gia dinh ty tuong
quan chudi bac nhit theo Yahua Qiao (2011) [106]
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Model Summary® -dau phong

Model

R

R Square

Adjusted R Square

Std, Error of the Estimate

Durbin-Watson

1

1,000°

1,000

1,000

0,00000

2,084

a, Predictors: (Constant), AFB1, AFG1, AFB2

b, Dependent Variable: téng AF
Tir cac danh gia trén cho thdy phuong trinh hoi quy (3.1) ¢6 gia tri thong ké dé du

bao téng AF tir ndng d6 cia AFB1, AFB2 va AFG1 trong mau dau phong co gia tri

thong ké tot dé du doan thuc nghiém trong ving gia tri ma thi nghiém nghién cau.

Téng AF (d@au phong) = 0,925* AFB1 + 0,096 *AFB2 + 0,010*AFG1

e Nén bjt 6t

Phan tich twong quan Pearson cho thay cac bién doc 1ap AFB1, AFB2, AFG1,

AFG2 déu c6 su twong quan tuyén tinh véi bién phu thudc tong AF, trong d6 AFBI,

AFB2 c0 su twong quan manh Véi hé s6 tuong quan Pearson 1a 0,998 va 0,807, con

AFG1, AFG2 c6 su twong quan yéu hon véi hé sé twong quan 13 0,413 va 0. Do vay,

sé str dung day du cac bién nay dé phan tich hoi quy.

Bang 3.29: Phan tich hdi quy hé sé theo bién phu thudc tong AF nén bot 6t

Heé s6 khang HC s6 Théng ké da cong
. , chuan .
chuan hoa hod tuyen
M®d hinh t Sig, He 56 o
I ¢ s0 phong
B iﬁ;?g Beta Dsl;rilg dai phuong
2 sai (VIF)
1 (Hang sb) |-2,165E% 0,000 0,000 | 0,000
AFB1 1,000 0,000/ 0,931| 0,000{0,000| 0,345 2,900
AFB2 1,000 0,000 0,061| 0,000{0,000| 0,369 2,712
AFG1 1,000 0,000 0,051| 0,000(0,000| 0,755 1,324
AFG?2 1,000 0,000/ 0,001| 0,000]/0,000] 0,848 1,179

Két qua phan tich hdi quy theo Bang 3.29 cho thay hé s6 phong dai phuwong

sai (VIF) 1a mot chi sé danh gia hién twong cong tuyén trong mé hinh hdi quy. Hé sb
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VIF cang nho, cang it kha ning xay ra da cong tuyén. Tac gia Hair va cong su [54]
cho rang, ngudng VIF tir 10 tro 18n s& xay ra da cong tuyén manh. Bang 3.29 cho
thay hé sé VIF cua cac bién doc 1ap (1,179 — 2,900) déu nhé hon 10, do vay dir liéu
khdng vi pham gia dinh da cong tuyén.

Gia tri Sig kiém dinh t (student) cua cac bién AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 déu
I6n hon 0,05 ¢ nghia 1a hé sé hdi quy cua bién AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 déu khéc
0 mot cach ¢ ¥ nghia thong ké, cac bién AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 déu c6 tc dong
I&n bién phu thugc tong AF.

Két qua phan tich hdi quy cho thay AFB1 c6 tac dong manh nhat véi tong AF
(hé s6 14 0,931), trong khi AFB2, AFG1 va AFG2 c6 tac dong rat yéu véi hé sé lan
luot 14 (0,061), (0,051) va (0,001). Két qua thu duoc phuong trinh/mé hinh hdi quy
du béo tong AF tir AFB1, AFB2, AFG1 va AFG2 nhu sau:
Téng AFpst ¢y = 0,931* AFB1 + 0,061 *AFB2 + 0,051*AFG1 + 0,001* AFG2 (3.2)

Pdnh gid tinh phir hop ciia md hinh hai quy: Két qua phan tich ANOVA — bot
6t cho thay két qua kiém dinh F dé danh gia gia thuyét sy phti hop cia mé hinh hoi
quy. Gia trj sig kiém dinh F bang 0.000 < 0,05, c6 y nghia thong ké. Do d6, mé hinh
hoi quy 1a phi hop.

ANOVA? — Bt 6t

Model Sum of Squares | df [Mean Square| F Sig,
1 Regression 91155,414| 4| 22788,853(0,000|0,000°
Residual 0,000 [ 395 0,000
Total 91155,414 (399

a, Dependent Variable: tbng AF;
b, Predictors: (Constant), AFG2, AFB1, AFG1, AFB2

Két qua tom tat md hinh tir bang Model Summary® — bot 6t cho thay gia tri R?
hiéu chinh (adjusted R square) bang 1,00. Piéu nay khang dinh cac bién doc lap
(AFB1, AFB2, AFG1, AFG?2) giai thich dugc 100% su bién thién cua bién phu thudc
téng AF, khdng cé cac bién ngoai mo hinh.

Ngoai ra, két qua bang Model Summary ciing dwa ra gia tri Durbin—

Watson (DW) dé danh gid hién tuong tu tuong quan chudi bac nhat. Gia tri DW =
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1,780 nam trong khoang 1,5 dén 2,5 nén két qua khong vi pham gia dinh ty tuong
quan chudi bac nhit theo Yahua Qiao (2011) [106].

Model Summary® — Bot 6t

R Adjusted R Std, Error of the Durbin-
Model] R Square Square Estimate Watson
1 1,000? 1,000 1,000 0,00000 1,780

a, Predictors: (Constant), AFG2, AFB1, AFG1, AFB2;

b, Dependent Variable: tong AF

Tir cac danh gia trén cho thdy phuong trinh hdi quy (3.2) ¢6 gia tri thong ké dé du
bao tong AF tir nong d6 caa AFB1, AFG1 va AFG2 trong mau 6t bot co gia tri thong

ké t6t dé du doan thuc nghiém trong vang gia tri ma thi nghiém nghién cuu.
Téng AF (bdt 6t) = 0,931* AFB1 + 0,061 *AFB2 + 0,051*AFG1 + 0,001* AFG2
e Nén bip

Phén tich twong quan Pearson cho thay céc bién doc l1ap AFB1, AFB2, AFG1,
AFG2 déu c6 su twong quan tuyén tinh véi bién phu thuoc tong AF, trong d6 AFBI,
AFB2 c6 sy twong quan manh Vi hé s6 twong quan Pearson 1 1,000 va 0,949, con
AFG1 c6 su tuong quan yéu hon véi hé sé twong quan 1a 0,360; trong khi AFG2 Vi
hé s twong quan 0,036 va nhung gia tri Sig. (2-tailed) = 0,468 Ién hon 0,05 khdng
c6 ¥ nghia thdng ké nén AFG2 khong c6 su twong quan véi tong AF. Do vay, sé thuc
hién loai bién AFG2 dé phan tich hoi quy.
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Bang 3.30: Phan tich hdi quy hé sé theo bién phu thudc tong AF nén bap hat

A A LA Heé sé .
H¢ so khong ¢ ‘Z’O Thong ké da cong
. chuan wvén
chuan hoa hoa Yy
M6 hinh t Sig, -
.2 Hé s6 phong
B fﬁ; Sg Beta Dsi?g dai phwong
? sai (VIF)
(Hang sé) | -0,001 | 0,001 -1,000 | 0,318
AFB1 1,000 0,000 0,924 [13542,266( 0,000 | 0,116 8,628
AFB2 0,999 0,001 0,076 1093,676 | 0,000 | 0,113 8,870
AFG1 | 1,022 | 0,002 0,014 569,658 | 0,000 | 0,857 1,167

Két qua phan tich hoi quy theo Bang 3.30 thay hé s6 phong dai phuong sai
(VIF) 1a mét chi s6 danh gia hién twong cong tuyén trong md hinh hoi quy. Hé sé VIF
cang nho, cang it kha ning xay ra da cong tuyén. Tac gia Hair va cong su [54] cho
rang, nguong VIF tir 10 tro 18n s& xay ra da cong tuyén manh. Bang 3.30 cho thay hé
s6 VIF cua cac bién doc 1ap (1,167 — 8,870) déu nho hon 10, do vay dit liéu khong vi
pham gia dinh da cong tuyén.

Gia tri Sig kiém dinh t (student) ctia cac bién AFB1, AFB2, AFG1 déu < 0.05
c6 nghia 1a hé s6 hoi quy cua bién AFB1, AFB2, AFG1 déu khac 0 mot cach c6 y
nghia thong ké, cac bién AFBI1, AFB2, AFG1 déu co tac dong lén bién phu thudc
tong AF.

Két qua phan tich hdi quy cho thay AFB1 c6 tac dong manh nhat véi tong AF
(hé s6 1a 0,924), trong khi AFB2 va AFG1 c6 tac dong rat yéu vai hé s lan luot 12
(0,076) va (0,014). Két qua thu duge phuong trinh/mé hinh hoi quy du béo téng AF
tr AFB1, AFB2 va AFG1 nhu sau:

TNg AF (bip haty = 0,924* AFBL1 + 0,076 *AFB2 + 0,014*AFG1 (3.3)

Panh gid tinh phit hop cia md hinh héai quy: Két qua phan tich ANOVA —
bap hat cho thdy két qua kiém dinh F dé danh gia gia thuyét sy phi hop caa mé hinh
hoi quy. Gia tri sig kiém dinh F bang 0,000 < 0,05, ¢ y nghia thong ké. Do d6, mo
hinh héi quy 1a phu hop.
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ANOVA? — bip hat
Model Sum of Squares | df | Mean Square F Sig,
1 Regression|  462926753| 3| 154308,918|618402809,5750,000°

Residual 0,099 | 396 0,000
Total 462926,852 | 399

a, Dependent Variable: tdng AF; b, Predictors: (Constant), AFB1, AFG1, AFB2
Két qua tdm tat mo hinh tir bang Model Summary® — bap hat cho thay gia tri

R? hiéu chinh (adjusted R square) bang 1,00. Diéu nay khang dinh céc bién doc lap
(AFB1, AFB2, AFG1) giai thich dugc 100% su bién thién caa bién phu thudc tong
AF, khong c6 céc bién ngoai mé hinh.

Ngoai ra, két qua bang Model Summary ciing dwa ra gia tri Durbin—
Watson (DW) dé danh gia hién twong tu twong quan chudi bac nhat. Gia tri DW =
1,892 nam trong khoang 1,5 dén 2,5 nén két qua khong vi pham gia dinh ty tuong
quan chudi bac nhit theo Yahua Qiao (2011) [106]

Model Summary® — bip hat

R Adjusted R Std, Error of the
Model R [ Square Square Estimate Durbin-Watson

1 1,000%| 1,000 1,000 0,01580 1,892

a, Predictors: (Constant), AFB1, AFG1, AFB2;

b, Dependent Variable: tdng AF

Tir cac danh gia trén cho thdy phuong trinh hdi quy (3.3) ¢d gia tri thong ké dé dur
bao tong AF tir ndng do cia AFB1, AFB2 va AFG1 trong mau bap hat cé gia tri thong
ké t6t dé du doan thuc nghiém trong vang gia tri ma thi nghiém nghién cuu.

Téng AF (bip hat) = 0,924* AFB1 + 0,076 *AFB2 + 0,014*AFG1
3.4.4. Moi twong quan giita ham lwong nhiém aflatoxin BI va tong aflatoxin

Tir két qua trinh bay méi tuong quan giita cac AFB1; AFB2; AFG1; AFG2
Vi tong AF, cho thiy AFB1 c6 tac dong manh nhat véi tong AF (hé s6 > 0,92) trén
ca 3 nén mau dau phong, bot 6t, bap & muc 3.4.3. Md hinh héi quy tuyén tinh logarit
duoc thuc hién theo bién y (Log(tdng AF) va x (Log(AFB1), ca 2 bién x, y déu dugc

chuyén déi bang Logarit dya trén cac gia tri ham luong AFB1 va téng AF c6 sin
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trong ba nén mau danh gia hé s twong quan R? va ngoai suy két qua giira AFB1 va
téng AF tir duong tuyén tinh [67]
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Hinh 3.17: Méi twong quan gitta ham lwong 6 nhiém AFB1 va tong so AF d6i voi

nén dau phong, bot 6t va bap

Nhu duogc md ta trong Hinh 3.17, hé s6 twong quan (R?) gitta Log(AFB1) va

Log(tong AF) cao dang ké va nhat quan trén ca ba nén mau, vai gié tri R? bang hoic
I6n hon 0,99 [135]. Cu thé, hé s6 R? cua bot 6t, dau phong va bap lan luot 12 0,9941;
0,9987 va 0,9987. Nhirng sé liéu nay cho thiy mdi quan hé chat ché gitta ham lwong

AFBI di biét trong mot mau va tong ham luong AF duoc ngoai suy (tong cia AFBI,
AFB2, AFG1, AFG2) nhu dugc biéu thi biang duong tuyén tinh trong Hinh 3.18. Biéu

nay cho thay rang cac nén mau khéc nhau c6 thé biéu thi cac muc khac nhau 6 nhiém
ting loai doc té6 (AFB1, AFB2, AFGI va AFG2) dugc tao ra boi cac chang nam

Aspergillus cu thé [9]. Muc d6 6 nhiém c6 thé bi anh hudng boi cac yéu té nhu loai

san pham, diéu kién mai truong va chung Aspergillus cu thé [9; 93]

Bang 3.31: Két qua vé nong do AFB1 va tong AF tir chuong trinh thanh thao va

ngoai suy nong do tong AF tir dudng chuan nén bap.

. ) Nong do ; . Nong do tong AF Sy khac Z-
Ma phong thi Nong d¢ tong i L Phuong

) AFBI ngoai suy tir Log bigt score )

nghiém AF (ng/kg) phap
(ng/kg) (AFBI) (ng/kg) (%D)

21411AF-234 20,9 25,8 23,0 10,7 -1,30 | HPLC-FD
21411AF-51 22,6 27,7 25,0 9,7 -1,03 | HPLC-FD
21411AF-29 25,4 31,0 28,1 9,3 -0,59 | HPLC-FD




123

o ) Nong do : ) Nong do tong AF Su khac Z-
Ma phong thi Nong d¢ tong ] L Phuong
) AFB1 ngoai suy tir Log bigt score )
nghiém AF (pg/kg) phép
(ng/kg) (AFBI) (ng/kg) (%D)
21411AF-522 26,0 314 28,8 8,3 -0,49 | HPLC-FD
21411AF-503 24,6 30,3 27,1 10,4 -0,72 | HPLC-FD
HPLC-
21411AF-24 24,5 30,0 27,1 9,7 -0,74
MS/MS
HPLC-
21411AF-33 23,0 28,0 254 9,3 -0,97
MS/MS
HPLC-
21411AF-465 25,4 29,4 28,1 4,4 -0,59
MS/MS
HPLC-
21411AF-482 31,9 37,3 354 5,0 0,44
MS/MS
Két qua
26,3 32,3 29,1 10,0 -0,45
chuong trinh

Bang 3.31 cung cap cai nhin tong quan vé mdi twong quan gitra AFB1 va tong
AF, trinh bay két qua thu dugc tir mot s6 phong thi nghiém tham gia chuong trinh thir
nghiém thanh thao (CSSMY021 — M21411AF) vao thang 12 nam 2021 [115]. M4
kiém tra ciia chuong trinh nay 1a 21411AF-234. Bang nay so sanh céac két qua trong
phong thi nghiém vé nong do tong AF dugc ngoai suy tir nong do AFB1 da biét bang
cach sir dung ham Trend cua dudng chuan duoc trinh bay trong Hinh 3.17. Mic du
sir dung cac phuong phap va k¥ thuat phan tich khac nhau nhuw HPLC-FD va HPLC-
MS/MS, két qua van phi hop, dua vao sy khéc biét phan trim (%D) gitta tong AF
dugc do trong phong thi nghiém va céc gié tri ngoai suy dua trén mdi twong quan
gitta Log (AFB1) va Log (téng AF) thu dugc tir duong tuyén tinh nén bip trong Hinh
3.18. Phén trdm sai biét dao dong tir 3,8% dén 10,7%, dap ung céc tiéu chi chap nhan
néu trong ICH - M10 cia Hoi nghi Qudc té vé Hai hoa trong hda hoc [61], trong d6
quy dinh %D khong duoc vuot qua 20%, phan trim (%D) duoc xac dinh bang cong

thirc sau:

% D = [(Gia tri ngoai suy — Gia tri thuc) x100/Gia tri thuc]
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- Gi4 tri ngoai suy: nong d6 téng AF thu duoc tir phép ngoai suy dudng chuan
khi biét ndng do AFB1 cua phong thi nghiém.

- Gi4 tri thuc: ndng d6 tong AF thu duoc tir phong thi nghiém.

Phuong phap nay dam bao két qua chinh xac trong gi¢i han chap nhan duoc,
Nhitng phét hién nay c6 gia tri dé du doan ndng d6 tong AF va AFB1 khi biét ham
lwgng AFB1 hoic tong AF.

Ngoai ra, phuong phéap sac ky long hiéu ning cao vgi phat hién huynh quang
(HPLC-FD) hoic sic ky long hiéu niang cao v6i phuong phap khdi phd (HPLC-
MS/MS), x4c dinh mdi chat, cu thé 1a AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 va tong AF. Nong
d6 cua tong AF trong Bang 3.31 dugc ngoai suy tir két qua caa duong chuan, diém
Z-score, biéu thi do léch giira két qua va do léch chuan muc tiéu (opt), sau d6 dugc
tinh toan. Tinh to4n nay rat quan trong trong viéc danh gia su ph hop cua chuong
trinh thir nghiém thanh thao. Biém Z-score dao dong tir -1,30 dén 0,44.

Diém Z-score duoc tinh bang cong thirc [34]:

Diém Z-score = (xi — xpt)/ opt

« xi thé hién két qua cua phong thi nghiém

« xpt 1a gia tri dugc gan tur chwong trinh

« opt 12 do léch chuan chuong trinh

Bang 3.32: Két qua vé nong d6 AFBL tir chuong trinh thir nghiém thanh thao va

ngoai suy nong do tong AF tir dudng chuan nén bap

M4 phong thi Nong do Nong d6 tong | Nong do tong AF ngoai suy |  Z- Phuong
nghiém AFBI1 (ug/kg) AF (ug/kg) tr Log (AFB1) (ng/kg) score phéap
21411AF-005 19,9 - 21,9 -1,46 Elisa
21411AF-010 27,3 - 30,2 -0,29 Elisa
21411AF-013 24,9 - 27,5 -0,67 Elisa
21411AF-026 28,6 - 31,7 -0,08 Elisa
21411AF-089 23,7 - 26,2 -0,86 LFD
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(-): Khong cung cép; LFD: Thiét bi dong chay bén, Chuong trinh thanh thao véi AF: Xpt = 32,28; oy = 7,12 [115]
Bang 3.33: Két qua vé ndng do6 tong AF tir chuong trinh thanh thao va ngoai suy
nong d6 AFB1 tir duong chuan nén bip

Ma phong thi | Nong do tong Nong do Nong d6 AFB1 ngoai suy tir | Z- Phuong
nghiém AF (ng/kg) AFBI1 (ng/kg) Log (tong AF) (ug/kg) score phap
21411AF-007 28,3 - 25,5 -0,13 Elisa
21411AF-008 37,8 - 33,9 1,32 Elisa
21411AF-009 33,3 - 30,0 0,64 LFD
21411AF-016 33,0 - 29,7 0,59 Elisa

(-): Khang cung cAp; LFD: Thiét bj dong chay bén, Chuong trinh thanh thao AFBL: Xy = 26,27; o = 5,78 [115]

Mot s6 két qua ciia AFB1 va tong AF thu dugc bang phuong phap thir nghiém
mién dich hap thu lién két véi enzyme (ELISA) va thiét bi dong chay bén, nhu duoc
trinh bay trong Bang 3.32 va 3.33. Cac phuong phép nay chi xac dinh nong 46 AFB1
hoic tong AF ma khong dinh lugng dong thoi AFB1 va tong AF. Sau d6, nong do
cua tong AF hodc AFB1 ¢ thé dugc ngoai suy dwa trén dudng chuan. Diém Z-score
tuong tng nam trong khoang tir -1,46 dén -0,08 (d6i vai nong do tong AF duoc tinh
toan) va tir -0,13 dén 1,32 (ddi véi nong d6 AFB1 duoc tinh toan).

Tat ca cac két qua diém Z-score déu bat ngudn tir ndng do ngoai suy va ching
dap ng tiéu chi chap nhan vé sai s6 diém Z trong khoang tir +2 dén -2 [115]. Nhiing
phat hién nay xac nhan do tin cay cua phuong trinh dugc s dung dé ngoai suy két

qua tong AF tir két qua AFB1 va nguoc lai, cang ¢b do tin cay khoa hoc cua né.

Diéu nay ciing dung cho 2 nén con lai bang cach kiém tra két qua so sanh lién
phong. Theo két qua Bang 3.18 cho thay nén bot 6t voi AFB1 (10,3 ug/kg); AFB2
(0,54 ug/kg); AFG1 (2,26 ug/kg); AFG2 (0 ug/kg), tong AF = AFB1 + AFB2 +
AFG1 + AFG2 = 13,1 pg/kg. Két qua ngoai suy tong AF tir AFB1 caa duong chuan
tuyén tinh y = 1,019X + 0,0176 ¢ Hinh 3.17 vai hé sé hdi qui R? = 0,9941 14 11,2
ug/kg, tuong tmg do sai biét %D = 14,4%.

Déi voi nén dau phong, két qua Bang 3.19 cho thay AFB1 (4,14 ug/kg); AFB2
(0,54 pg/kg); AFG1 (0 pg/kg); AFG2 (0 pg/kg), tong AF = AFB1 + AFB2 + AFG1
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+ AFG2 = 4,68 pg/kg. Két qua ngoai suy tong AF tir AFB1 caa dudng chuan tuyén
tinh y =1,0178X + 0,0256 & Hinh 3.17 véi hé sb hdi qui R? = 0,9987 14 4,50 pg/kg,
tuong tng do sai biét %D = 3,8%.

T6m lai, nghién ctru d dua ra mo hinh dy bao mdi twong quan gitta AFB1 va
tong AF trong cac nén mau dau phong, bot 6t, bap hat cé tinh tng dung cao, gilp cac
phong thi nghiém va doanh nghiép du doan ham lwgng tong AF dua trén AFB1 va

nguoc lai, hd tro cdng tac kiém soat chat lwong va an toan thuc pham.

3.4.5. Pdnh gid rii ro phoi nhiém ciia aflatoxin B1 qua viéc tiéu thu diu phéong,
bét 6t , nho khd va bdp hat

3.4.5.1. Danh gia murc tiéu thu hang ngay

Trung binh muc tiéu thu dau phong 1a 0,01493 kg/ngay/ngudi va bap hat ding
trong thuc pham 13 0,02219 kg/ngay/nguoi cao gap hon 50 1an so voéi mic tiéu thu
cua bot 6t va nho khé (0,00029 va 0,00030 kg/ngudi/ngay). Gia tri ndy cho thay hai
san pham bat 6t va nho kho chi 12 thuc pham phu trong thuc don hang ngay ciia nguoi

dan Viét Nam.
3.4.5.2. Pdnh gid rii ro gdy ung thw qua liéu phoi nhiém hang ngay EDI

Dua vao két qua ham luong doc t nAm mdc trong thuc pham va luong tiéu
thu thuc pham hang ngay, liéu luong tiép xuc doc tb nam mdc AFB1, duoc tinh toan

cho ting thé trang gay, binh thudng va thira can d6i véi nam va nit truéng thanh.

Trong nghién ciru ndy, gia tri LB trung binh duoc sir dung ddi vai cac loai mau
cO ti 1& phét hién trén LOQ, cu thé LB trung binh dau phong, bap hat, bot 6t lan luot
la 18,5; 7,60; 7,73 pg/kg va UB cho cac mau khong phat hién doc t6 AFB1 trong
mau, trong truong hop nay 1a nho khd véi UB trung binh 14 0,1 pg/kg.
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Bang 3.34: Luong phoi nhiém uéc tinh hang ngay cia AFB1 qua khau phan an ¢ nguoi nam truéng thanh theo

thé trang gay, binh thuong va thira can

AFB1 | Muc tiéu thy trung Thé trang Trong lwgng | Phoi nhiém Kha Rui ro dan s6 BMDL1o Bién do6 TD50 cua | Hésé Chi sb
th binh trung binh (EDI) nang (tinh trén 100,000 (ug/kg phoi nhiém AFB1 khéng | nguy hiém
(ug/kg) (kg/ngudi/ngay) (kg (ug/kg/ngay) | gay ung ngudi/nam) bw/ng MOE (ng/kg,bw chic HI
. gay) . .
b,m/ngudi) thu /ngay) chan
185 0,01493 Gay 48,6 0,00568 0,068 38,6 0,17 29,9 3,2 50000 103
bau !
phong 18,5 0,01493 Binh thuong 61,3 0,00450 0,068 30,6 0,17 37,8 3,2 50000 70,3
(n=400)
18,5 0,01493 Béo 91,8 0,00301 0,068 20,4 0,17 56,6 3,2 50000 47,0
7,60 0,02219 Gay 48,6 0,00347 0,068 23,6 0,17 49,0 3,2 50000 54,2
Bip
(n=400) 7,60 0,02219 Binh thuong 61,3 0,00275 0,068 18,7 0,17 61,8 3,2 50000 43,0
n=
7,60 0,02219 Béo 91,8 0,00184 0,068 12,5 0,17 92,6 3,2 50000 28,7
7,73 0,00029 Géy 48,6 0,00005 0,068 0,31 0,17 3715 3,2 50000 0,71
Bot ot
(n=400) 7,73 0,00029 Binh thuong 61,3 0,00004 0,068 0,25 0,17 4688 3,2 50000 0,57
n=
7,73 0,00029 Béo 91,8 0,00002 0,068 0,17 0,17 7021 3,2 50000 0,38
0,10 0,00030 Gay 48,6 0,00000 0,068 0,004 0,17 271777 3,2 50000 0,01
Nho kho
(n=400) 0,10 0,00030 Binh thuong 61,3 0,00000 0,068 0,003 0,17 342908 3,2 50000 0,01
n=
0,10 0,00030 Béo 91,8 0,00000 0,068 0,002 0,17 513579 3,2 50000 0,01




Bang 3.35: Luong phoi nhiém uéc tinh hang ngay cua AFB1 qua khau phan dn ¢ ngudi nit truéng thanh theo
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thé trang gay, binh thudng va thira can

AFB1th Mrc tiéu thu Thétrang | Trongluong | Phoinhidm Kha Rui ro dan s6 BMDL1o Biéndo | TD50cua | Hésb Chi sé
(no/kg) trung binh trung binh (EDI) nang (tinh trén 100,000 | (ug/kg,bw phoi AFB1 khong nguy
(kg/nguai/ngay) (kg (ng/kg/ngay) | gay ung nguoi/nam) /ngay) nhiém (na/kg,bw chic hiém HI
b,m/ngudi) thu MOE Ingay) chin
185 0,01493 Gay 42,0 0,00658 0,068 447 0,17 25,8 3,2 50000 103
bau phong
(n=400) 18,5 0,01493 Binh thuong 52,9 0,00521 0,068 35,5 0,17 32,6 3,2 50000 81,5
n=
18,5 0,01493 Béo 79,3 0,00348 0,068 23,7 0,17 48,8 3,2 50000 54,4
7,60 0,02219 Giay 42,0 0,00402 0,068 27,3 0,17 42,3 3,2 50000 62,8
Bip (n=400) 7,60 0,02219 Binh thuong 52,9 0,00319 0,068 21,7 0,17 53,4 3,2 50000 49,8
7,60 0,02219 Béo 79,3 0,00213 0,068 14,5 0,17 79,9 3,2 50000 338
7,73 0,00029 Gy 42,0 0,00005 0,068 0,36 0,17 3208 3,2 50000 0,83
Bot 6t (n=400) 7,73 0,00029 Binh thuong 52,9 0,00004 0,068 0,29 0,17 4047 3,2 50000 0,66
7,73 0,00029 Béo 79,3 0,00003 0,068 0,19 0,17 6062 3,2 50000 0,44
0,1 0,00030 Géiy 42,0 0,00000 0,068 0,005 0,17 234644 3,2 50000 0,01
Nho khé (n=400) 0,1 0,00030 Binh thuong 52,9 0,00000 0,068 0,004 0,17 296046 3,2 50000 0,01
0,1 0,00030 Béo 79,3 0,00000 0,068 0,003 0,17 443398 3,2 50000 0,01
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Két qua Bang 3.34 va 3.35 cho thay : P6i v6i ngudi nam va nit theo thé trang
gay, binh thuong va thira can, lidu phoi nhidm trung binh véi AFB1 & dau phong la
cao nhat (nir: 0,00348 — 0,00658 va nam: 0,00301 — 0,00568 pg/kg/ngay), ké dén Ia
bap hat (nir: 0,00213 — 0,00402 va nam: 0,00184 — 0,00347 pg/kg/ngay), bot 6t (nir:
0,00003 — 0,00005 va nam: 0,00002 — 0,00005 pg/kg/ngay) va nho khd véi lidu phoi
nhiém trung binh qué nho, kém thém chi s6 nguy hiém HI < 1 nén khong gay nguy

hiém cho stc khoé cong dong.

Theo két qua trinh bay & Hinh 3.11, ty 16 mau nhiém AF trong bot 6t 1a cao
nhat (56,41%), tiép theo 1a dau phong (23,08%), bap hat (20,51%). Tuy nhién, liéu
phoi nhidm trung binh bot 6t thap nhat, ké dén bap hat va dau phong, diéu nay duoc
ly giai nhu sau: So sanh bot 6t va bap hat, LB trung binh AFB1 gan bang nhau 7,73
Hg/kg ( bot 6t) va 7,60 pg/kg ( bap hat), nhung mirc tiéu thu bot 6t thap hon gan 100
lan so véi muc tidu thu bip hat nén lidu trung binh phoi nhidm bot 6t thip hon bap
hat. Con mixc tiéu thy dau phong (0,001493 kg/ngudi/ngay) khdng thap hon nhiéu so
Vi bap hat (0,002219 kg/ngudi/ngay), tuy nhién LB caa AFB1 cua dau phong (18,5
Hg/kg) cao hon gap 2 lan so vai bap hat (7,60 pg/kg). Piéu nay dan dén liéu phoi
nhiém AFB1 caa dau phong cao hon bép hat.

Nguy co ung thu cia AFB1 dbi véi ngudi nam va nit truong thanh tuy theo
thé trang theo thir ty tir cao xubng thap, cu thé nhu sau: dau phong (nit: 23,7 — 44,7
va nam: 20,4 — 38,6 truong hop ung thu trén 100,000 ngudi mdi nim), ké dén 1a bap
hat (nit: 14,4 — 27,3 va nam: 12,5 — 23,6 trudng hop ung thu trén 100,000 ngudi mbi
nam), bot 6t (nir: 0,19 — 0,36 va nam: 0,16 — 0,31 trwong hop ung thu trén 100,000
ngudi mdi ndm) tuy theo thé trang. Két qua nay cho thiy nguy co ung thu tir khau
phan in bi nhidm AFB1 ddi vi nguoi nit cao hon nam trong trudng hop phoi nhiém
cuing thé trang va dong thoi két qua cho thiy nguoi c6 thé trang gay yéu nguy co ung
thu gdy ra do nhiém AFB1 s& cao nhat, ké dén 1a nguoi binh thudng va cudi cing 1a
nguoi thira can ( Hinh 3.18).
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Hinh 3.18: Biéu d6 so sanh rui ro dan s (tinh trén 100,000 nguoi/nim) nguy co ung thur

qua khau phan an nhiém AFB1 giita nam va nit ¢ thé trang gay, binh thuong va béo phi.

Két qua nghién cau nay phl hop véi cac nghién ctiru khac tai mién Bac Viét
Nam, véi rai ro ghi nhan d6i voi ngudi truong thanh (tr 0,23 — 0,29 truong
hop/100,000 ngudi/nam ¢ Ha Noi; 0,65 dén 1,28 ca & Thanh Ho4, va rai ro tai Ha
Giang tir 14,3 — 21,0 truong hop) [39], va nghién ctru tai Indonesia vai rui ro tir 0,1
dén 35 ca 100,000 nguoi/nam [99]. Ngoai ra, két qua nay van thap hon nghién ctu
rai ro dan sé & mot s6 nuge Chau Phi (tir 0,1 — 2,4 truong hop & Gambia; 33,1 &
Tanzania; 8,7 ¢ Benin; 11 — 29,2 & Kenya; cho dén Ghana cao nhét 70,1 trudng hop)
[120]. Nhitng khéc biét nay 1am néi bat mirc d6 phoi nhiém aflatoxin va thoi quen in
udng khéc nhau giira cac khu vuc, nhdn manh nhu cau danh gia rai ro cuc bo va can

thiép c6 muc tiéu dé giam thiéu tac dong cta phoi nhiém AFB1 d6i voi suc khoé

[120].
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3.4.5.3. Pdnh gid bién dé phoi nhiém MOE va chi sé nguy hiém HI

Két qua Bang 3.34 va 3.35 cho thay cac gia tri MOE ddi v&i phoi nhiém AFB1
dbi véi nam va nir truang thanh qua khau phan an dau phong, bap, bot 6t, nho kho

duoc chia thanh 2 nhém nho theo khuyén nghi cia MOE nhu sau:

Nhom nguy co: MOE thap hon 10000 bao gdm dau phong (nit: 25,8 — 48,8
va nam: 29,9 — 56,6 tuy theo thé trang), twong tng chi s6 nguy hiém HI theo do nguy
hiém tang dan (nit: 103 — 54,4 va nam: 88,7 — 46,9 tuy theo thé trang) va bap hat (
nit: 42,3 — 79,9 va nam: 49,0 — 92,6 tuy theo thé trang), twong wng chi s6 nguy hiém
HI theo d6 nguy hiém tang dan (nir: 62,8 — 33,8 va nam: 54,2 — 28,7 tuy theo thé
trang). Nhitng két qua nay cho thdy ca dau phong va bap hat déu gay ra rui ro sac
khoé dang ké do gia tri MOE thap hon 10000 va chi s6 HI cao hon 1, tuy thugc vao
trong luong co thé. Piéu ndy nhan manh sy can thiét phai c6 céac chién lugc giam sat

va quan ly rai ro chit ché ddi véi cac mit hang thuc pham nay.

Bot 6t, mac du dugc phan loai vao nhdm rui ro cao dua trén cac gia tri MOE (
nir: 3208 — 6062 va nam: 3715 — 7021 tuy theo thé trang), twong tng chi sé nguy
hiém HI theo d6 nguy hiém ting dan (nit: 0,83 — 0,44 va nam: 0,71 — 0,38 tuy theo
thé trang). Diéu nay cho thay riang trong khi bot 6t bi nhiém AFB1 cao nhét, nhung
ty 1¢ tiéu thu thap 1am giam thiéu rai ro chung, nén bot 6t duoc xép vao nhom rii ro
thap hon mac du gia tri MOE dugi 10000. Tuy nhién, néu muc tiéu thy trung binh
cao hon 0,0038 kg/ngudi/ngdy, dic biét 1a & nhitng ngudi dudi 42 kg c6 thé ¢ nguy

co ung thu cho thay can phai ¢ cac bién phap tiéu thy co y thic.

Nhoém it nguy co: Nho kho thudc nhdm rii ro thap, véi MOE cao hon 10000 (
nit: 234645 — 443398 va nam: 271776 — 513579 tuy theo thé trang), twong ng chi s6
nguy hiém HI theo do nguy hiém cho ca nam va nit theo thé trang 1a 0,01. Biéu nay
cho thay rai ro khong déng ké ddi vai siic khoé cong dong va phi hop véi mirc phoi
nhiém AFB1 t6i thiéu lién quan dén viéc tiéu thu nho khd, phan anh tinh an toan cua

loai thyc pham nay vé mat rai ro ung thu lién quan dén AFB1,



132

KET LUAN

Qua qué trinh nghién ctu, luan 4n da hoan thanh muc tiéu dé ra va thu duoc

cac két qua nhu sau:

- D4 nghién cru va phat trién quy trinh phan tich dong thoi aflatoxin (B1, B2,
G1 va G2) trong dau phong, bot 6t, nho khd va bap hat bang thiét bi sac ky long siéu
hiéu ning dau do huynh quang (UPLC-FD), khong dan xuat. Quy trinh nay 1a mot
budc tién mai so vdi cac phuong phap trude ddy nho cac vu diém vuot troi: tiét kiem
thoi gian, giam dung mdi, than thién moi truong, bao vé sac khoe, quy trinh xur ly
mau don gian, d6 nhay cao (LOD 0,1 pg/kg, LOQ 0,3 pg/kg), dap ung quy dinh quéc

té va trong nudc, dé trién khai trong phong thi nghiém.

- Nghién ciru di xac dinh lan dau tién ty 1¢ nhiém aflatoxin trong cc mau thuc
pham tai Viét Nam va xay dung mé hinh du bao tong aflatoxin dua trén aflatoxin B1.
Két qua khao sat cho thiy bot 6t 6 ty 16 nhiém aflatoxin cao nhit (56,41%), tiép theo
la dau phong (23,08%) va bap hat (20,51%), trong khi nho kho khong phat hién nhiém
aflatoxin (0%). Dang chu y, nghién ctru di chimg minh méi tuong quan chit ché gitra
aflatoxin B1 va tong aflatoxin trong ca ba nén mau (dau phong, bot ot, bap hat), véi
cac md hinh dy bao tuyén tinh ¢ hé s twong quan R2 cao (> 0,9941), giup kiém soat

va du bao nguy co nhiém aflatoxin trong thuc pham.

- Nghién ctru da wdc tinh mirc d6 phoi nhiém aflatoxin B1 trong khau phan an
hang ngay cho ba thé trang (gay, binh thudng, thira can) cta ngudi truong thanh. Két
qua cho thdy muac do phoi nhiém aflatoxin B1 c6 méi lién hé véi nguy co ung thu,
trong d6 nhom ngudi gay véi nguy co cao nhat (38,6 ca/100.000 nam va 44,7
ca/100.000 nix). Phu nit va nguoi gay dic biét dé bi ton thuong, can cac bién phép
phong ngtra pht hop. Bau phong va bap hat c6 nguy co nhiém aflatoxin B1 cao, anh
huong dén stc khoe cong dong. Nguoc lai, bot 6t c6 nguy co nhidm nhung tac dong

nhe hon, va nho khé an toan véi nguy co nhidm thap va khdng gay hai stc khoe.
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Phu luc 1: Két qua phan tich dit liéu tir phan mém SPSS 22.0

PL-1

PHU LUC

Bang PL1.1. Bang phén tich méi twong quan (Correlation) giira cac aflatoxin (B1, B2, G1 va G2) véi tong
AF trong nén dau phong

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 Tong AF
AFB1 Pearson Correlation
' 1 0,699 0,571" b 0,098
Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 , 0,000
N 400 400 400 400 400
AFB2 Pearson Correlation — o ox
0,699 1 0,464 b 0,747
Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 , 0,000
N 400 400 400 400 400
AFG1 Pearson Correlation - . ox
0,571 0,464 1 b 0,583
Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 , 0,000
N 400 400 400 400 400
AFG2 Pearson Correlation b b b b b
Sig, (2-tailed) : : : ,
N 400 400 400 400 400
Tong AF Pearson Correlation - - -
0,998 0,747 0,583 b 1
Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 ,
N 400 400 400 400 400

** Correlation is significant at the 0,01 level (2-tailed),

b, Cannot be computed because at least one of the variables is constant

Bang PL1.2. Bang thong ké két qua ham lugng trung binh dau phong thd va ché bién

Loai N Gia tri trung binh | Do léch chuian SD | Sai s6 chuén so voi
' (na/kg) (na/kg) gid tri trung binh
AF Thd 370 21,4 86,3 4,49
Ché bién 30 6,46 28,2 5,15




PL-2

Bang PL1.3. Bang két qua kiém dinh Independent Samples T-test giira dau phong thd va ché bién

Levene's Test for
Equality of t-test for Equality of Means
Variances
Dau phong thd va ché 95% Confidence
bién
] Std, Error Interval of the
. Sig, (2- Mean ) .
F Sig, t df : , Differenc Difference
tailed) | Difference o
Lower Upper
AF  Equal variances
3,677 0,056| 0,944 398 0,346| 14,96656| 15,84714| -16,18801| 46,12113
assumed
Equal variances
2,192| 86,017 0,031| 14,96656| 6,82790 1,39318| 28,53994
not assumed

Bang PL1.4. Bang phan tich mi twong quan Correlation giita cac aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)
va tong AF trong nén bt ot

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AFs
AFB1 Pearson Correlation 1 0,786** 0,371** 0,099* 0,998**
Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,047 0,000
N 400 400 400 400 400
AFB2 Pearson Correlation 0,786** 1 0,268** 0,172** 0,807**
Sig, (2-tailed) ,000 0,000 0,001 0,000
N 400 400 400 400 400
AFG1 Pearson Correlation 0,371** 0,268** 1 0,351** 0,413**
Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 0,000
N 400 400 400 400 400
AFG2 Pearson Correlation 0,099* 0,172** 0,351** 1 0,122*
Sig, (2-tailed) 0,047 0,001 0,000 0,015
N 400 400 400 400 400
Toéng AF Pearson Correlation 0,998** 0,807** 0,413** 0,122* 1
Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 0,015
N 400 400 400 400 400

** Correlation is significant at the 0,01 level (2-tailed),

*, Correlation is significant at the 0,05 level (2-tailed),




PL-3

Bang PL1.5. Bang thong ké két qua ham luong trung binh bot 6t dong g6i han kin va khong han kin

Loi N Giatri trung binh | D6 léch chuan SD | Sai s6 chuan so véi
' (na/kg) (na/kg) gid tri trung binh
AF Han kin 200 7,02 13,5 0,96
Khéng han kin 200 9,79 16,5 1,16

Bang PL1.6. Bang két qua kiém dinh Independent Samples T-test giira bot 6t dong goi han kin
va khong han kin

Levene's Test for
Equality of T-test for Equality of Means
Variances
Bot 6t dong goi han kin .
va khong han kin 95% Confidence
. i . df Sig, (2-| Mean Std, Error Interval of the
g tailed) | Difference | Difference Difference
Lower Upper
Equal variances
3,668 | 0,056 |-1,835| 398 0,067 | -2,76575 1,50702 | -5,72847 | 0,19697
assumed
AF .
Equal variances
-1,835 | 383,646 | 0,067 | -2,76575 1,50702 | -5,72881 | 0,19731
not assumed

Bang PL1.7. Bang phan tich méi twong quan Correlation giita cac affatoxin ( B1, B2, G1 va G2)
va tong AF trong nén bap hat

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 Tong AF
Pearson Correlation 1 0,940** 0,344** 0,028 1,000**
AFB1 Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,576 0,000
N 400 400 400 400 400
Pearson Correlation 0,940** 1 0,377** 0,039 0,949**
AFB2 Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,435 0,000
N 400 400 400 400 400
Pearson Correlation | 0,344** 0,377** 1 0,500** 0,360**
AFG1 Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 0,000
N 400 400 400 400 400
Pearson Correlation 0,028 0,039 0,500** 1 0,036
AFG2 Sig, (2-tailed) 0,576 0,435 0,000 0,468
N 400 400 400 400 400
Pearson Correlation 1,000** 0,949** 0,360** 0,036 1
Tong AF Sig, (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 0,468
N 400 400 400 400 400

** Correlation is significant at the 0,01 level (2-tailed).




PL-4

Bang PL1.8. Bang thng ké két qua ham luwong trung binh bap hat vang va hat trang

Loi N Giatri trung binh | D6 léch chuan SD | Sai s6 chuan so véi
¢ (Mg/kg) (Lg/kg) gia tri trung binh
AF Hat vang 100 0,16 1,02 0,10
Hat tring | 100 29,4 63,1 6,31

Bang PL1.9. Bang két qua kiém dinh Independent Samples T-test giita bap hat vang va hat tring

Levene's Test
for Equality of T-test for Equality of Means
. . Variances
Bap hat vang va hat 95% Confidence
tring . Std,
9 tailed) | Difference | Differenc Difference
e Lower Upper
Equal 3395 i i
variances 5 0,000 |-4,637 | 198 0,000 |-29,25560 | 6,30890 4160687 | 16,81433
assumed
AF
Equal i i
variances -4,637| 99,052 | 0,000 |-29,25560 | 6,30890 4177375 | 1673745
not assumed
Bang PL1.10. Bang thong ké két qua ham lugng trung binh bap hat va bap ché bién
Loai N Gia tri trung binh | Do léch chuian SD | Sai sé chuén so voi
? (Hg/kg) (na/kg) gia tri trung binh
AF Bap hat 200 14,8 46,9 3,31
Bap ché bien | 200 1,96 6,96 0,49

Bang PL1.11. Bang két qua kiém dinh Independent Samples T-test giita bap hat va bap ché bién

Levene's Test
for Equality of T-test for Equality of Means
) ) ) Variances
Bap hatb\_/r? bap che 95% Confidence
Ien : Interval of the
. Sig, (2- Mean Std, Error ;
F Sig, t df tailed) | Difference | Difference Difference
Lower Upper
Equal
variances | 36,359 | 0,000 | 3,830 398 0,000 12,82885 | 3,34930 | 6,24432 | 19,41338
AF assumed
Equal
variances not 3,830 | 207,771 | 0,000 12,82885 | 3,34930 | 6,22588 | 19,43182
assumed
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Phu luc 2: Gia tri RSD lap lai, tai lap va do thu hdi tdi da cho phép theo AOAC

Do Iap lai

Do tai lap

Stt | Hamlwong % | Ty lé chat DPon vi RSDr (%) | RSDR (%) Do dung (%)
1 100 1 100% 1,3 2 98-102
2 10 1071 10% 1,8 3 98-102
3 1 1072 1% 2,7 4 97-103
4 0,1 1073 0,1% 3,7 6 95-105
5 0,01 1074 100 mg/kg 5,3 8 90-107
6 0,001 107 10 mg/kg 7.3 11 80-110
7 0,0001 1070 1 mg/kg 11 16 80-110
8 0,00001 10~/ 100 pg/kg 15 22 80-110
9 0,000001 1078 10 pg/kg 21 32 60-115
10 0,0000001 1070 1 pg/kg 30 45 40-120
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Phu luc 3: Mot s6 sic ky dd minh hoa phan tich cac mau thuc

40.00+
>
i w
(_o LD.
30.00H & @
- m 1
@ - o
] O] ©
20.00 = %
=
<C
10.001
0.00- 4o — — -
i i P 0 T — i T T T i i T T T i — i 7 ; ; i T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.0(
Minutes
[++]
Peak Name| RT Area Height [Amount Cal - Units
amount

=y

Afla G2 5.150 | 3178987 | 458422 | 2.000 1.995 ug/L

Afla G1 6.266 | 1090869 | 135494 | 8.000 8.041 ug/L

Afla B2 6.918 | 4023933 | 399221 | 2.000 2.004 ug/L

Al

Afla B1 8.562 | 2170123 | 164684 | 8.000 8.103 Hg/L

(Ctrly~

Hinh PL3.1. Phd séc ky cua dung dich chuan hén hop aflatoxin, ndng do 20 pg/L (hinh trén); va
bang tom tat thong so sac ky cua tung chat (hinh duéi) bao gom thoi gian luu (RT), dién tich
(Area), chicu cao (Height), ham lugng ly thuyét (Amount) va thyc té (Cal-amount), don vi (Units)

' N ' [ ' N ' [ ' ! ' [l ' ' ' | ! " ' | ! " ' | ! " '
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Minutes
e
Peak Name RT Area Height | Amount | Units
1] Afla G2 5.216
2| Afla G1 6.353
3| Afla B2 6.911| 1040460 | 80212 0.54 | pa/kg
4 [ Afla B1 8.548 | 1098661 | 72900 4.14 | pa/kg

Hinh PL3.2. Pho sic ky ctia mau dau phong thd (MM12101_02084) phat hién doc to AFB2
va AFB1, véi nong d6 tuong tng la 0,54 va 4,14 ug/kg
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Peak Name RT Area Height Amount | Units
1| Afla G2 5.216 ‘
2 | Afla G1 6.424 133525 10525 1.04 | pg/kg
3| Afla B2 6.903 65721276 | 5006426 32.35 | yg/kg
4 | Afla B1 8.549 | 139663247 | 9338245 | 516.70 | po/kg

Hinh PL3.3. Phd sic ky ciia mau dau phong thd (MM12101_02073) phét hi¢n AFG1, AFB2
va AFB1; v6i nong d6 twong ung 1a 1,04, 32,4 va 517 pg/kg

16.00]
14.00%
12.00%
10.0&2
T 8.00%
6.00%
4.00—2
2.00;
0.0 = = o
o0 =200 400  eb0  8bo 1000 1200 1400
Minutes
0
Peak Name RT Area Height | Amount | Units
1| Afla G2 5.216
2 | Afla G1 6.353
3 | Afla B2 6.970 | 977990 | 106946 25.3 | pg/kg
4 | Afla B1 8.627 | 1958570 [ 158516 1366 | pg/kg

Hinh PL3.3 - F50. Pho sic ky cia mau dau phong thd (MM12101_02073, pha lodng 50 lan)
véi nong do0 AFB2 va AFBL1 tuong tng la 25,3 va 366 pg/kg
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300.0&_
. 200.00
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[+
Peak Name RT Area Height Amount | Units
1| Afla G2 5.131 27897 2618 0.021 | ugrkg
2| Afla G1 6.834 50593 4797 0.35 | pg/kg
3| Afla B2 7.256 | 48101537 | 3677355 25.35 | ug/kg ‘
4 | Afla B1 9.035| 33852579 | 2203224 135 | pa/kg

Hinh PL3.4. Phé séc ky cia mau dau rang (MM12104_01646) phét hién doc to AFG1, AFB2,
va AFBL; vai nong do tuong tng 1a 0,35; 25,4 va 135 pg/kg

g o
40.007 8
] =]
30.00] @
] 3
<
2
w 4
20.00 ~
] [t}
o
1 ©
10.00] -
] o
&
0.00] = - -
0.00 I ‘ ‘ Z.bO I I ‘ 4.60 I I ‘ B.IOO I I ‘ S.bO I I ‘ 10‘.00 ‘ I ‘ 12‘.00‘ I I 14.00
Minutes
3
Peak Name RT Area Height | Amount | Units
1| Afla G2 5.376
2| Afla G1 6.857
3| Afla B2 7.291 | 4636356 | 453787 24.5| ug/kg
4| Afla B1 9.080 | 3251931 | 236926 130 | pg/kg

Hinh PL3.4 — F10. Pho sic ky cia mau dau rang (MM12104_01646, pha loéng 10 Ian) voi
nong d6 AFB2 va AFB1 tuong tng la 24,5 va 130 pg/kg
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20.001
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. Peak Name RT Area % Area | Height | Amount | Units
1 | Afla G2 5.153 77525 1.88 7439 0.068 | ppb
2 | Afla G1 6.273 295907 7.16 21669 2.255 | ppb
3 | Afla B2 6.924 | 1025831 24.82| 76841 0.538 | ppb
4 | Afla B1 8.575 | 2733537 66.14 | 172372 | 10.325 | ppb

Hinh PL3.5. Phé sic ky cia mau bot 6t (MM12101_02027) phét hién doc to AFG1, AFB2 va
AFBL1; véi nong do tuong tng la 2,26; 0,54 va 10,3 pg/kg

6.00- h
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Minutes
Peak Name RT Area % Area | Height | Amount | Units
1 | Afla G2 5.057 6706 0.48 1267 0.023 | ppb
2 | Afla G1 6.353
3 | Afla B2 6.902 | 559532 39.67 | 40942 0.303 | ppb
4 | Afla B1 8.550 | 844266 59.86 | 54122 3.261 | ppb

Hinh PL3.6. Pho sic ky cia mau bot 6t (MM12101_02033) phat hién doc to AFB2 va AFB1;

véi nong do twong ung la 0,30 va 3,26 pg/kg
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5001

400]

300
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1001

0001

1,004

0.00 2.00 4,00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes

Hinh PL3.7. Pho sac ky ciia mau nho khd (MM12204_00247) khong phat hién aflatoxin

400
3.00+

200+

EU

0.00+

Minutes

Hinh PL3.8. Phé sic ky cua mau bap ché bién (MM12204_00262) khong phat hién aflatoxin



PL-11

14.00-
12,001

10,004

EU

1 DAfla G2 - 5563
| J»Afla G1 - 6.855

T T T — 7 7 i 7 7 T T T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
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PeakName | RT Area | % Area| Height | Amount | Units
1| Afla G2 5.563| 34746| 0.71 2925| 0.029 |ppb

2 | Afla G1 6.855| 54632 112 4891| 0.432|ppb
3 | Afla B2 7.57111901495| 38.83|112994| 0.816 |ppb
4 | Afla B1 9.464 | 2905554 | 59.34 | 145506 | 10.676 | ppb

Hinh PL3.9. Phé séc ky cia mau bap hat tring (MM12204_01961) phat hién doc to AFGL,
AFB2 va AFB1,; vai nong do tuong tng la 0,43; 0,82 va 10,7 pg/kg

Bang PL3. Bang két qua phan tich mau thuc qua phd siac ky minh hoa

Mau Tén mau bonvi | AFB1 | AFB2 | AFG1 | AFG2

MM12101_02084 | Pau phongthd | pg/kg | 4,14 | 054 | KPH | KPH

MM12101_02073 | Pauphongthd | pglkg | 366 | 253 | 1,04 | KPH

MM12104 01646 | bau phongrang | pg/kg | 130 | 245 | 0,35 | KPH

MM12101_02027 Bot 6t ug/kg | 10,3 | 0,54 | 2,26 | KPH

MM12101_02033 Bot ot nglkg | 3,26 | 0,30 | KPH | KPH

MM12204_00247 Nho kho pg/kg | KPH | KPH | KPH | KPH

MM12204 00262 | Bipchébién | ug/kg | KPH | KPH | KPH | KPH

MM12204 01961 | Bap hattring | pg/kg | 10,7 | 0,82 | 0,43 | KPH

KPH: Khéng phét hién, MDL = 0,1 pg/kg
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Phu luc 4: Phd huynh quang khao sat budc séng kich thich dung dich

chuan aflatoxin (B1, B2, G1 va G2)

Aflatoxin G1

Cudng

hap '

thué

Aflatoxin G2

R Mix aflatoxin
(B1,B2.Glva
G2)

| Aflatoxin B2

Dung mo1 ACN

0

40 0 600

Buoc song huynh quang (nm)

FTPTrrrprrrrrl I| PP |III [TTTTPTrE e rrTT II.| nm

70 800
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Phu luc 5: Luu dd thu thap mau, phan tich, tra két qua doc t6 aflatoxin trong

cac nén mau dau phong, bot 6t, nho khé, bap hat

/- Thu thap mAu tai cac dia diém \

- Méu dugc chira trong bao bi (nhua, hop gidy, lon) han kin hoic chira trong bao
nhya cot kin.

- Péi twgng mau gém: Dau phong tho va dau phong ché bién; Bot ot; Bip hat va
\bép hat ché bién; Nho kho; /

- Ghi nhan théng tin mau vé dia diém lay mau, loai (d6i tugng) mau

- Mau duogc boc bén ngoai bang bao nhwa den cot kin dé tranh nhidm mau va anh séng
tryc tiép.

- Mau duoc van chuyén vé bo phan tiép nhan

- Luu mau nhiét do - 20°C néu chua kip phan tich

v

- Cung cép day du thong tin can thiét vao phiéu yéu cau thir nghiém.

- D&n nhan m4 hod mau va chuyén mau cho bo phan chuan bi mau, sau d6 mau dugc
ddng nhat va chuyén dén phong thi nghiém.

i

- Phong thi nghiém tién hanh phan tich mau theo qui trinh phan tich phu hop,

- Luu mau nhiét do - 20°C

- Kiém tra va ky duyét két qua
- Lam thu tuc tra két qua

- Luu hé so theo qui dinh
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Phu luc 6: M6t s6 hinh anh thiét bi phan tich va mau thuc té

TSt = “&

Can phan tich May siéu am

Hinh PL6.1. M6t s6 hinh anh céc thiét bj phan tich trong thi nghiém



Ligo

SEEDLESS.
CALIFORNIA

Nho kho

Bip hat vang, hat tring va bip ché bién

Hinh PL6.2. Mot s6 hinh anh mau thuc té



