NGHIEN CUU SU DUNG THIET Bl SAC KY LONG HPLC 1200 DE PHAN TICH HAM

LUQNG AFLATOXIN TRONG MOT SO LOAI NONG SAN THYC PHAM
TONG QUAN

Péc t6 ndm (mycotoxin) l& nhém hop chét cé cdu tric da dang, c6 khéi lvgng phéan to nhd,
duoc tao ra bang trao ddi chdt th cdp cda cdc ndm méc va gdy ngd déc véi déng vét cé vo, 4,
gia cdm. Cho dén nay, trén 300 logi déc t& ndm da dugc phdt hién va nghién ctu. Trong dé, mét
loi doc 18 6 thé do nhiéu lodi ném khéc nhau sén sinh va mét lodi ndm c6 the déng thai sén sinh
nhiéu logi déc t3. Diéu déng chi y la c6 20 logi mycotoxin cé trong thuc phdm & mic dé nghiém
trong thuong lién quan dén an toan thyc phdm va dugc tao bdi ndm chi ndm: Aspergillus,
Penicillium, Furarium, Alternaria va Claviceps. Trong s8 cdc mycotoxin thi aflatoxin la déc 18 duoc
phat hién sém nhat va dugc nghién cdu déy do nhét vé moi phuong dién (Bui Xuén Béng va cs,
2009).

Van Egmond (2005) cho biét aflatoxin duoc sinh ra tr ndm Aspergillus flavus va Aspergillus
parasiticus, thudc ho ndm cic. Lodi ndm ndy khé phé bién, c6 thé tim thdy trén khdp dia cdu, déc
biét la & cdic nudce nhiét déi. Aflatoxin duoc tich luy trong co thé ngui va gia sic, la ngudn nguy
co gdy ung thu cao (nhét la ung thu gan) va tén thuong & than. Céc logi néng sén thuang bi
nhiém aflatoxin l& ngd cdc (ngd, ke, gao, 16a mi), mét vai logi hat cé chira dédu (lac, déu tvong, hat
huéng duong, hat bong)....Thic &n chén nudi va nguyén liéu ché bién thic an la nhiting déi tuong
thich hop nhét cho sy phdt trién va sén sinh déc 18 aflatoxin.

Déc tinh aflatoxin cao géip 10 lén axit hydroxyanic (HCN) va gép 68 lan Arsen (As). Nhiing
nghién cGu trén déng vt cho thdy con vét cé thé chét do bi ngd déc aflatoxin chi véi lidu
0,294mg/kg (Chau Vinh Thi, 2009). Trong dé, aflatoxin B1 ld logi déc t6 déc va phd bién nhét.
Aflatoxin B1 la phéin to 4i m&, c6 trong luong phén tv thdp, dé dang dugc hdp thu sau khi én. Khi
dén rudt non, aflatoxin B1 s& dugc nhanh chéng hép thu véio méu finh mach mac treo, sy hdp thu
& rudt non va té trang la nhiéu nhét. Niém mac 8ng tiéu héa cé khé ndng chuyén dang sinh hoc
aflatoxin B1 nhe sy gén két véi protein - day la con duong chinh dé gidi doc aflatoxin B1 cho gan.
T 8ng tiéu héa, theo finh mach cba, aflatoxin duoc tép trung vao gan nhiéu nhét (chiém khodng
17% luong aflatoxin cla co thé), tiép theo la & than, co, mé m&, tuy, lach... Nhiém déc céc
aflatoxin gy mét loat céc triéu chirng cdp tinh va mén tinh. Nhiém déc cép tinh thuong biéu hién
khi cac dong vét thi nghiém chét véi céc trigu ching thuong géip la hogi to nhu mé gan, chdy méu
& gan va viém cdu than cép. Nhiém déc man tinh thuong cé bigu hién &@n kém ngon, cham lén,
gan ty mdu, chdy mdu va hogi & nhu mé. Logi man tinh tac déng téi yéu 16 di truyén tvong Gng
véi ba kiu gdy ung thu, gay qudi thai va gay dot bign.

* Tinh hinh nghién c¢u thyc trang nhiém aflatoxin trong néng sdn thyc phdm

Trong lich su da tng xdy ra rét nhiéu vy ngd déc thic &n do déc t6 néim méc gdy t vong cho
hang loat nguai va gia sic. Nhirng nghién céu vé ném méc méi chi phdt trién trong mdy chyc ném
gan day nhung nhe dé da lam cho sy hidu biét vé aflatoxin ngdy cang sdng té. Theo FAO cé
khodng 25% luong ngi céc trén th gisi cé chira déc 18 tir ném méc. O chau A, ty 18 nay con cao
hon do cdc yéu 16 vé khi hau, phuong thirc thu hoach, ché bién va bdo quén. Nhyu & Thai Lan,
nhém nghién ctu cda Shank (1997) cho bigt cdc méu lvong thuc, thyc phdm bi méc thi 50-60% s&
méu dé c6 aflatoxin. O Indonesia déu c6 1 18 nhidm aflatoxin tir 60 - 80%, ham luong aflatoxin
dao déng tir 40 - 4100ppb, trong ngd tir 5,3 - 291,11ppb (Sudjadi, 1999). Ai Cép cé 32% s6
ngl cSc va 6% s loai bét ca bi nhiém aflatoxin véi ham lugng 1 - 50ppb; 8% s6 ngt cdc va 16%



58 logi bot cé bi nhiém tir 201 - 2.000ppb (Diab, 2000). Theo EC (TS chic Y 1€ va bdo vé nguoi
tidu dung Chéu Au), tiéu chudn 18i da cho phép cia aflatoxin trong déu phéng 15 ppb (8 ppb cho
B1), trong céc logi hat khéc va qué kho dé ché bién tigp la 10 ppb (5 ppb cho B1). D3i véi ngi
c8c, qud khé va cée logi hat dung dé &n ngay cho ngudi, tiéu chudn nghiém ngét hon va quy dinh
& mic 4 ppb (2 ppb cho B1).

O Viét Nam, véi déic didm khi hau nhigt doi néng am la diéu kién thich hop cho doc 18 ndm
mdc phét trién. Hién nay nhitng céng trinh nghién cdu vé vén dé nay van chua nhiéu song ciing
dat dugc mét s6 két qua déng khich l&, nhu két qué nghién cdu cda Vién Vé sinh dich t& da nghién
c@u trén 29.381 mdu luong thyc thuc pham théy cé 30 logi ném mdc khdc nhau, trong dé ném
Aspergillus chiém i & cao nhét tir 5,2 dén 80,39%, bao gém 12 ching loai Aspergillus khac nhau,
trong s& dé c¢6 11 chdng c6 khd nang sinh déc t8. Vién Dinh dudng Quéc gia da théng béo ¢
7/55 58 méu lac nhiém aflatoxin B1, chiém ty |& 13%; 2/6 mau xi ddu nhiém, chiém ty l& 33%. B6
Y t& Viét Nam dé dua ra giéi han t8i da cho phép ham lugng aflatoxin trong lvong thyc, thyc
pham nhdm d&m bdo stc khde cho vét nusi va con nguoi nhu sau: Aflatoxin B1 trong thyc pham
néi chung giéi han cho phép t5i da 5ppb; aflatoxin B2, G1, G2 la 15 ppb.

MUC TIEU

Nghién ctu Gng dung thiét bi HPLC 1200 dé dinh lvong aflatoxin trong néng sén thyc pham gép
phdn vdo céng téc kiém sodt chét lvong va vé sinh an toan thyc pham.

NOI DUNG
1. Nghién ctu xdy dyng quy trinh phéan tich ham lugng aflatoxin trén thiét bi séc ky léng HPLC
1200 tqi Vién Khoa hoc sy sng - Dai hoc Thai Nguyén
2. Dénh gid hé s6 thu hdi cla quy trinh dat céc tidu chudn theo TCYN 6910 -1: 2001
3. So sénh thi nghiém tham chigu qua kiém tra lién phong
4. Ung dung quy trinh d& phan tich ham luong aflatoxin trong néng san thyc pham
PHUONG PHAP NGHIEN CUU
Cdc phuong phdp phan tich ham luong aflatoxin trong néng sén thyc pham:

- Phuong phép séc ki 16p mdng (Thin layer chromato graphi-TLC): Phuong phép nay duoc su
dung léan ddu tién vao nhiing ném 1960. Nguei ta s dung céc bdn mdng duoc tréng béi silica
gel d& xdc dinh aflatoxin. Dung méi st dyng cho dung dich chay bdn méng la chloroform:
methanol va choloroform: aceton. Viéc thém nuéc vao hé théng dung méi s& lam tang khé nang
hoa tan aflatoxin. Nhuoc diém cda phuong phép la phy thuéc vao nguai phan tich. Khi so sanh
gitra mau thyc va mdu chudn cé thé cé su sai léch két qud tir 20 - 30%.

- Phuong phép do mét dé huynh quang trén méy Fluorodensitometer: Cé nhiéu tién b hon, chinh
xdc hon so véi nhin baing mét thuong. Tuy nhién, cé nhiéu phong thi nghiém hién dai van s dung
phuong phdp nhin dé so sénh tryc tiép cdc vét trén ban mdng vi dé hon nhiéu khi st dung qua
mdy Densitometer. H6i Héa hoc phan tich (O.A.O.C) da lvu y t6i phuong phép phén tich dinh
lugng st dung TLC. Phuong phép ndy duoc mé rong thanh chuong trinh phan tich mdu cta T8
chéc nghién cou ung thu thé gisi (Internetional Agency for Reseach on Cancer). Cac két qué cia
chuong trinh phén tich trén da chimg nhan sy chinh xéc cia phuong phdp phan tich bang TLC.

- Séc ky l6p mdng hiéu suét cao (High ferformane thin layer chromatography - HPTLC): Do nhing
khiém khuyét trong phuong phdp sdc ki l6p méng don thuén & céc khédu nhu chiét tach méu phén
tich, chay mdu trong dung méi, phuong phap HPTLC c6 tinh thuyét phyuc cao hon & 3 khia canh
sau: duva mdu lén ban méng mét cach ty déng, cdi thién duoc sy déng nhét cé lép hdp phu, chay
bdn mdng trong dung méi cé kiém sodt. Qud trinh dua mdu vao bén mdng duoc ty déng héa, do



dé cdc vét duoc dinh ding vi tri va do lvong d6 huynh quang cia vét ciing bdang maéy
densitometers.

- Phuong phdp séc ki cét (Column chromatography methods):: Nhdm xdc dinh nhanh ham luong
aflatoxin. Phuong phép nay don gidn, it t8n kém nhung chi xéc dinh dinh tinh. Ki thuat nhéi cot
mini & cét sdc ki bdng thdy tinh hay chdt déo 6 kich thuéc khodng 3 - émm chiéu réng va 20cm
chiéu dai. Dung dich chiét tach duoc lam sach bang dung méi, dung méi va hoa tan trong mot
lugng nhé benzen hay chloroform. Cét duoc nhéi silicagel nhu mét chét hap thy va quan sat dudi
énh sdng t ngoai (UV) d& xéc dinh mau huynh quang xanh chi ra sy ¢6 mét cla aflatoxin.

- Phuong phdp héa sinh hoc (Immunochemical methods): Phuong phdp ndy mang tinh déic hiéu
cao, dya trén nguyén ly két hop gitra khdng nguyén va khdng thé déc hiéu. Hai phuong phép hién
dung la: Aflatoxin danh déu phéng xa (radio - labeled aflatoxin) va aflatoxin gén men. Do sy tién
b cla ky thuat mién dich trong nhiing ndm qua, da phét trién nhiéu hé thdng ELISA khac nhau dé
xdc dinh aflatoxin va khang thé don - da dong. Phuong phdp ELISA gém ELISA tryc tiép va ELISA
gién tiép. ELISA tryc ti€p: Dya trén nguyén ly khéng thé ddc higu duoc phd trén céc dia chuan db.
Dung dich tach tr m&u hay aflatoxin chuén duoc  cung nhau hay tach thanh hai buéc. Sau dé
ria bang dung dich thich hop. Lvong men gén vao dia duoc xdc dinh bang dung dich dac biét.
Phdn ¢ng mau duoc do bdng quang phd hodic so sénh bang mét thuong véi cac dia tigu chudn.
ELISA gidn tiép: Trong phuong phdp ndy aflatoxin gén vao protein duoc phi céc dia chudn do
(microtiter). Mu téch hay aflatoxin chudn duoc dua vao dia, tiép theo la khéng thé thi cdp.
Luong khéng thé gén vao dia duoc xdc dinh do thém IgG khdng thé gén véi photphataza kiém va
phdn ¢ng mau xdy ra véi P-nitrophenyl photphat. Lvong doc t6 duoc xdc dinh bdng cdch so sanh
véi duong doc 16 chuan. Toan bo qué trinh chiém khodng 5 gio. So sénh véi phuong phép ELISA
tryc tiép, phuong phép ELISA gidn tiép trdi qua nhiéu budc hon va can mét khang thé thi cdp, vi
vay khd néng sai s& cao hon va chiém nhiéu thai gian.

- Phuong sdc ky 1dng HPLC (High performance liquid chromatography): Séc ky 1dng la mét trong
nhirng linh vyc quan trong va hién dai cda hod hoc. N6 duoc ing dung rét réng réi trong hau hét
céc nganh khoa hoc va céng nghiép lién quan 16i hod hoc: Phan tich dinh tinh va dinh lvong, diéu
ché cdc chét tinh khiét, xéc dinh hang s6 hod ly, nghién cdu cdc qud trinh déng hoc va xic téc;
Trong luyén kim, dia chdt, dién, than, ddu md, y dvoc, néng nghiép, thyc phém, bdo vé méi
trudng.... Chinh vithé, hién nay hang nam trén thé gii cong bé 16i vai ba nghin céng trinh lién
quan t6i séc ky. D8i véi nuédc ta, phuong phdp séc ky da xam nhép hang chyc ném nay va duoc
&p dung khd réng rdi. Phuong phdp nay st dyng hai pha la pha déng va pha finh, dya trén sy
hép thy tia tim (UV) va xéc dinh cvong dé huynh quang. Cac chét cé ban chét khéc nhau sé& bi
téch theo thoi gian khdc nhau trong cét tach. M&u phan tich duoc téch bdng Chloroform va nuée,
ly tam chét téch va lam sach qua silicagel, pha finh thuong st dung cét nhéi silicagel 5 micromet
va pha déng s dung bezen: Acetonitril: axitformic. Sau dé aflatoxin duoc phét hién nhe déu do
huynh quang, giéi han phét hién cda phuong phép la 0,3 ppb cho méi aflatoxin.

HIEU QUA KTXH
- Hiéu qué gido duc va ddo tao: Dai hoc Thai Nguyén cé sé luong sinh vién ding thi ba trong cd
nuéc vé quy mo ddo tao. M&i ndm da ddo tao hang ngan sinh vién ra truong phyc vy phdt trign
kinh & cda cdc tinh trung du mién ndi néi riéng va cd nudce néi chung. DE tai nghién ciu duoc
trién khai s& gép phén ddo tao céc ddi ngd tri thic tré gén ly thuyét véi thyc nghiém. Céc nha
nghién ctu khoa hoc, céc gidng vién va sinh vién c6 méi truong t6t dé dp dyng nhiing tién b ky
thudt vaio thyc tign sdn xuét, ndng cao kinh nghiém thyc t& qua dé néng cao chdt lvong dao tao



cUa Nha trudng néi riéng va toan Dai hoc néi chung.

- Hiéu qud kinh t& - xa hai: V& sinh an toan thyc pham déng vai trd quan trong trong chién
luoc béo vé stc khoé con nguoi. Chuong trinh vé sinh an toan thyc pham Quéc gia duoc tign
hanh théng qua hogt déng cla cdc phong thi nghiém, kiém tra chét luong vé sinh an toan thyc
phdm. Dé tai duoc trién khai s& gép phén thyc hién chuvong trinh Quéc gia dé. Déng thoi két qué
nghién ctu cda dé tai thong béo kip thoi céic thyc phdm cé nguy co 6 nhiém déc t6 ném méc cao
dé c6 bign phdp can thigp dé phong ngéd déc thyc phdm va bdo vé stc khoé cong déng.

PON V| SU DUNG

- Cdc trang trai chan nudi, céc Cong ty sdn xuét va kinh doanh thic &n chén nuéi.



