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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 9527:2012

Sira — Xac dinh dw lwgng nhom tetracycline —
Phwong phap sac ki long-ai lwc chon loc chelat kim loai

Milk — Determination of multiple tetracyciine residues —

Metal chelate affinity-liquid chromatographic method

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap séc ki 1dng-ai luc chen loc chelat kim loai dé xac dinh tetracycline
& ndng do 15 ng/ml dén 80 ng/ml; chlortetracycline va oxytetracycline & ndng do t 15 ng/ml dén

60 ng/ml trong sira bd nguyén ligu.

Tiéu chun nay ciing diing d& danh gia sang loc doi véi demeclocycline, doxycycline, methacycline va
minocycline & néng dé = 15 ng/ml.

2 Nguyén tac

Tetracycline dwoc tach ra khéi dich chiét sira bang phan rng tao phirc chelat voi cac ion dong lién két
thuan nghich v&i nhya da hoat hoa epoxy trong axit iminodiaxetic. Phan mau th dwoc loai chét béo,
axit hoa va li tam. Phan dich ndi trong suét phia trén duroc cho vao ¢dt mini chelat hoa da duoc nap

cac ion ddng. Rira cot va rira gidi tetracyclin voi chat dém cé chira EDTA.

Dich rira gidi duoc siéu loc dé loai bé hét protein con lai va dich loc dugc bom 1&n cot sac ki long.
Tetracycline duoc hap phu va lam giau bang cach str dung 100 % pha dong c6 dung dich dém, sau do

duoc riva giai bang pha axetonitril 22 % va metanol 8 %.

3 Thubc thi
Chi str dung cac thubc thir loai tinh khiét phan tich, trir khi co quy dinh khac.

CANH BAO: Tetracycline 1a chét gay di rng va cé thé gay di dang cho thai nhi. Cén phai can

than khi xw ly tetracycline chuan.

3.1 Nwérc, loai dung cho phan tich sac ki léng, da loai khoang va chiéu bang UV d@é loai bd cac vét tap

chat hitu co.
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3.2 Dung méi metanol va axetonitril, loai ding cho phan tich séc ki Iong.
3.3 Dung dich dém Mcllvaine-EDTA-NaCl

Lay 12,8 g axit xitric ngam mot phan t&r nwéc va 10,9 g dinatri hydrophosphat khan cho vao binh dinh
mirc 1 lit va pha loang bing nwéc dén vach. Bdo quan dung dich dém Mcllvaine nay trong tu lanh.

Chudn bi dung dich dém Mcllvaine-EDTA-NaCl nhw sau:

LAy 37.2 g Na,EDTA-2H,0 va 29,2 g natri clorua cho vao binh dinh mire 1 lit va pha loang béng dung
dich dém Mclivaine dén vach. Dung dich nay chira EDTA 0,1 M va natri clorua 0,5 M. Loc dung dich
qua gidy loc nylon sé 66 c& 16 0,2 um. Bdo quan dung dich & nhigt d phong khéng qua 2 tuan.

3.4 Chétchuén phan tich tetracycline

Cac chét chudn déi chirfng da dwgc cong nhan cla: oxytetracycline, mudi hydrochlorua cla
minocycline, tetracycline, demeclocycline, chlortetracycline, methacycline, va doxycycline hyclate®.

3.4.1 Dung dich chudn géc tetracycline, 100 pg/ml

L&y 10 mg médi loai tetracycline (higu chinh theo hiéu lyc va ham lwgng axit clohydric) cho vao binh
s&m mau hodc binh dinh mirc 100 ml dwgc boc bing 14 nhém. Pha loding béng metanol dén vach. Lac
hén hop d& hoa tan. Cac dung dich gbc nay cé thé bén trong 2 thang & nhiét 46 10 °C

3.4.2 Dung dich chudn 1am viéc tetracycline, 1 pg/ml

Chuy&n 0,5 ml tirng dung dich chudn géc tetracycline (3.4.1) vao tirng binh mau hé phach 50 ml hodc
binh dinh mtrc dugc boc |4 nhdm. Pha lodng bing metanol dén vach. Bdo quan dung dich nay khéng
qua 5 ngay & nhiét dd 10 °C.

3.4.3 Dung djch chuin tetracycline diing cho séc ki
Dung dich nay khdng bén, do d6 nén chuan bj dung dich trong ngay lam vigc véi cac ndng df sau:
3.4.3.1 Néng dd 150 ng/ml

Chuyén 0,750 ml dung dich chuén lam viéc tetracycline (3.4.2) va binh dinh md&c 5,0 ml. Pha loang
bing dung dich dém Mcllvaine-EDTA-NaCl (3.3) dén vach.

" Cac chét nay co ban sén tir Cong ty US. Pharmacopeia, 12601 Twinbrook Pkwy, Rockville, MD 20857, USA. Thong tin nay
dua ra tao thuan tién cho ngudi st dung tigu chudn va khong &n dinh phai st dung chung. C6 th& skt dyng cac san pham
trong ty néu cho két qua trong duong.
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3.4.3.2 Nong dé 100 ng/ml

Pha loang 4 ml dung dich nong do 150 ng/ml (3.4.3.1) bang 2 mi dung dich dém Mclivaine-EDTA-NaCl
(3.3) (ty 1€ 2 + 1).

3.4.3.3 Néng do 50 ng/ml

Pha loang 2 ml dung dich ndng dd 100 ng/ml (3.4.3.2) bang 2 ml dung dich dém Mcllvaine-EDTA-NaCl
(3.3) (ty 18 1 + 1).

3.4.3.4 Néng d@d 20 ng/ml

Pha loang 1 ml dung dich néng dd 150 ng/ml (3.4.3.1) bang 4 ml dung dich dém Mcllvaine-EDTA-NaCl
(3.3)(tylé 1 +4).

Céc dung dich chuan tetracycline dung cho séc ki ndng d 20, 50, 100 va 150 ng/ml trong (ng véi cac
ndng db 10, 25, 50 va 75 ng/ml trong mAu sia chwa pha loang.

3.5 Nhya chelat kim loai

Axit iminodiaxetic lién két cong héa trj véi epoxy hoat hba Sepharose 6B Fast Flow ? trong huyén phu
etanol 20 % . Bao quan dung dich nay trong tu lanh.

3.6 Dung djch dém natri sucxinat, néng 45 0,1 M, pH 4,0

L&y 11,8 g axit sucxinic cho vao binh dinh mic 1 lit va hda tan trong nwéc @én gén 1 Iit. Chudn d6 dén
pH = 4,0 béing natri hydroxit 10 M [ty 1&: 1 + 1 (thé tich)), sau d6 thém nwéc dén vach. Bdo quan dung
dich nay trong td lanh. Loai b sau 1 thang hodc néu xuét hién tap chét.

3.7 Ddng sulfat (CuSO,), ndng 45 10 mM.

Hoa tan va pha loang 0,5 g ddng sulfat ngdm nam phan t& nwéc béing nwéc dén 200 ml. Bdo quan &
nhiét d phong.

3.8 Etanol, 20 % (thé tich).
3.9 Pha déng, loai dung cho sic ki long.
3.9.1 Dung méi A: axit oxalic 10 mM

Hoa tan 1,26 g axit oxalic ngdm hai phan t&r nwdce trong 1 lit nuéc. Dung dich nay bén duoc 1 thang.

% gan phadm nay clia Céng ty Amersham Pharmacia Biotech, SE 75184, Uppsala, Thyy Dién, sb 17-0578-01, ho3c s 800
Centennial Ave, PO Box 1387, Piscataway, NJ 08855-1387, USA, website: www.apbiotech.com; hogc Sigma 14510. Thdng tin
nay dua ra tao thuan tién cho ngudi sl dyng tiéu chuin va khong 4n dinh phi sir dyng chung. C6 thé st dung cac san pham
trong ty néu cho két qua tvong duong.
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3.9.2 Dung moi B metanol.

3.9.3 Nwéc

3.9.4 Axetonitril.

Loc tat ca cac pha déng qua giay loc nylon 66 ¢& 16 0,2 um.

Néu ding hé théng bom hai kénh thi c6 thé thay dung moéi B tir axetonitril-metanol (ty 1&: 22 + 8 phan
thé tich) thanh axit oxalic axetonitril-metanol 10 mM [ty 1&: 70 + 22 + 8 (thé tich)] d& d4p (rng cac yéu
cau thich hop cla hé théng.

3.10 Metanol.

4 Thiét b, dung cu
Str dung cac thiét bi, dung cy cta phong thtr nghiém thong thuéng va cac thiét bi, dung cu sau:
4.1 May sic ki long (LC)

V&i may bom séc ki 16ng bén kénh c6 suc khi dung méi He ty ddng [c6 thé si dung bom LC hai kénh
& thay ddi cac pha ddng LC va gradient pha dong déi véi cac didu kién van hanh may séc ki Iong];

Detector UV dwoc cai dat & bwéc song 355 nm.

CHU THICH Cai dat trén toan kénh twong (ng véi 0,02 don vi hép thy dén 0,05 don vi hép thu. Dung dich tetracycline séc ki
nbng dd 150 ng/ml can cho dd I&ch trén toan thang do.

May bom thi céng hodc may bom mau tw dong duwgc trang bi v&i vong bom 2 ml; va b tich phan
hodc may tinh dwec hé trg b phan d& thu thap d liéu va hé théng phan tich.

4.2 Cot sic ki long
Cot PLRP-S, kich thuéc 150 mm x 4,6 mm, c& hat: 5 um, 100 A, cé cét béo vé chiva cung chét liéu nhdi”.
4.3 May li tam lanh

Thyc hién & 10 °C, cé gén roto goc cb dinh dé gir cac éng nghiém dwdng kinh 18 mm va roto gilr cac

éng li tam dung tich 15 ml dung mét 1an.

¥ San phdm co ban sin tr Phong thtr nghiém Polymer, Inc., Amherst Fields Research Park, 160 Old Farm Rd, Amherst,
MA 01002, USA, Part No. 1512-1S00. Théng tin nay dua ra tao thuan tién cho nguéi str dung tiéu chudn va khéng an dinh
phai st dung ching. C6 thé st dung cac san phdm twong ty néu cho két qua trong duong.
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4.4 Co6tmini*

Cot polypropylen. cé binh chira 10 mi, co xop & day thly tinh, duoc chia vach Gén 0.2 ml phan thap

hon 2 ml

4.5 Giado

Pé gitr cac ¢t mini (ty chon). Cé ban sén hoac duwoc lam tir gia d& 6ng thlr nghiém béng soi thép.
4.6 Binh siéu loc bang li tam

Dung tich khodng 2,5 ml. Dung d@é loai bd protein cé khéi lwgng phan t& 2 30 000 dalton ma khéng lam
giam dang ké ndng d tetracylin. Ngay triréc khi st dyng, rira binh siéu loc béng cach li tam 15 min &
gia téc 1 500g v&i 2 ml nwérc. Léc binh Iwu va binh loc dé loai bd hét nuéc.

4.7 B loc bing xyranh

B6 loc nylon sé 66 co c& 16 0,2 um. Thay cho thiét bj siéu loc bang li tam (4.6).

4.8 Thiét bj loc

Thiét bj béng thiy tinh dé loc dung méi dung cho sic ki 16ng véi bo loc Nylon sb 66 ¢& 16 0,2 pm.

4.9 Binh djnh mtrc, dung tich 1 lit, 100 ml va 5 ml, phd hgp véi loai A quy dinh trong TCVN 7153
(ISO 1042) Dung cy thi nghiém béng thdy tinh — Binh dinh muc.

4.10 Pipet tw dong, c6 thé diéu chinh dwoc, dung tich tir 10 pl d&n 200 pl va tir 0,05 ml &én 1,00 m,
c6 d6 chinh xac > 98 % va do léch chuln twong d6i (RSD) < 2 %.

4.1 Ong li tam, dung tich 15 ml, dugc lam bang polypropylen cé nip van.
412 May tron Vortex.

5 Lay mau

Mau giri dén phong thtr nghiém phai dung 1a miu dai dién va khdng bj hw hdng hodc bién ddi trong
subt qua trinh van chuyén hoic bao quan.

4}

San phdm cé ban sdn tir Céng ty Bio-Rad, 2000 Alfred Nobel Dr, Hercules, CA 94547, USA. Théng tin nay duva ra tao
thudn tign cho ngudi sir dung tidu chuin va khéng én dinh phai sir dung chiing. Cé thé str dyung cac san pham trong ty néu
cho két qua trong duong.
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6 Cach tién hanh
6.1 Sy thich hop cua hé théng

Kiém tra sy thich hop ctia hé théng séc ki 16ng véi tirng bd mau thir bing cach chay cac dung dich
chuén séc ki tetracycline st dyng gadient nhw trong 6.6.1. Hé théng séc ki 1dng phai dap (rng cAc tiéu
chi sau:

a) Khong xuét hién cac pic tetracycline trong dai chay khi khéng bom hodc chi bom chét dém.
b) Xuét hién pic (tin hiéu/nhi&u > 10) khi bom chlortetracycline ndng dé 10 ng Ién cét séc ki Iong.

c) Do phan dai dwdng nén hoc cén duwdng nén clia tat ca 7 loai tetracycline; d6 phan gidi gitra
oxytetracycline va tetracycline phai > 90 % (chidu cao clia diém I6m gilra 2 pic) va gika methacycline

va doxycycline phai > 70 %.

d) Thoi gian lwu cla dw lwgng tetracycline phai n dinh, cé thay dbi thoi gian < 0,1 min gira cac dung
dich chudn sic ki tetracycline dwgc bom riéng cho vai 1An chay séc ki.

e) CAn thu dugc dwdng chudn tuyén tinh. CAc gi4 trj tinh dwoc ddi véi cac chét hiéu chuan phai phu
hop véi cac gia tri thue trong khodng 10 %.

6.2 Chudn bj cac phép kiém chirng

Pé kiém chirng, str dung stra bd nguyén liéu nguyén chét (twoi hodic ddng lanh, khéng c6 dau hiéu bj

chua hodc bj von).
6.2.1 MAiu kiém chirng am tinh, sira khéng cb tetracycline.

6.2.2 Maiu kidm chirng dwong tinh, si¥a cé bd sung tetracycline véi cac néng dd 15 ng, 30 ng va
60 ng tetracycline/ml twong (*ng bing cach cho thém dung dich chudn lam viéc tetracycline (3.4.2)
75 ul, 150 yl va 300 pl vao cac phan dung dich 5:ml stra kiém chirng.

Phan tich c4c mAu kiém chirng am tinh va duong tinh ban dAu @& 1am quen véi phrong phap.

Phan tich cac mau kiém chirng am tinh va dwong tinh riéng ré trong ngay phan tich d& dam bdo chét

lwong cua phwong phap.
6.3 Chuén bj cét mini

Cot mini ¢6 thé dwoc chuan bj ddng thoi theo cac nhém, co thé chiét dwoc tir 10 dén 14 dung dich mau
thir trong 8 h. Chuén bj cét mini nhw sau:

10



TCVN 9527:2012
6.3.1 Khudy chai chira nhua chelat kim loai (3.5) d& thu duoc dung dich huyén phu

6.3.2 Dung pipet tw dong (4.10) c6 dau tip 1 ml dwoc cat bé mét doan & phan duéi tir 2 mm dén 3 mm
bing dao sac dé tang kich thudére 16, dé chuyén 2 phan chat idong 0.7 ml nhwa chelat kim loai (3.5) vao

cot mini (4.4).

6.3.3 M¢& dau ra & day cla cot mini va thao hét dung dich dém. Néu cén, bd sung hoac loai bé nhya
sao cho thé tich cudi cung con lai tir 1,0 ml dén 1,2 ml. R&a nhya 3 1an, méi lan dung 2 ml nwoc va
thém 2 ml dung dich ddng sulfat (3.7). R&¥a lai cét mini 2 &n, méi l&n dung 2 ml nwéc. Thé tich cudi cing
phai tir 1,0 ml @én 1,2 ml véi khodng 0,7 ml dung dich mau xanh do Cu® hép thy. Mét phan ba day cla
cdt mini ¢d mau tring. Cot mini dwgc van hanh st dung 6ng dan trong lyc. Cot nay co thé dwoc st

dung khdng qua 6 lan.
6.4 Chiét
Tién hanh theo cac bwéc sau:

6.4.1 Chuyén 5,0 + 0,1 ml mau stra th&® nghiém (sira nguyén liéu nguyén chét, twoi hosc déng lanh,
khéng c6 déu hiéu bj chua ho#c bj vén cyc) vao éng li tdm 15 ml (4.11) va li tdm 15 min véi gia téc
1500 g & 10 °C @é tach cream.

6.4.2 Chuyén Idp phia duwdi (da tach chét béo) vao ng li tam 15 ml (4.11) sach st dyng pipet pasteur
g inch. Cach khéc. trong khi van ¢on lanh diing pipet pasteur xuyén qua Iép chét béo rdn va gan sira
da tach chét béo qua 18. Loai bd chét béo. Thém 10 ml dung dich dém natri sucxinat (3.6) vao sira da
loai chét béo, day nép, trdn Iwgng chira bén trong bang cach ddo chidu éng vai 1&n va li tam 30 min voi
gia téc 1 500g & 10 °C.

6.4.3 Cho dung dich trong ndi phia trén trirc tiép vao cot mini (6.3). Néu binh thu nhan khéng da réng
thi cho phan ndi phia trén thanh 2 mé. D& cho dung dich chay qua bd loc (4.8). Tranh lam x&o trén day
cét. Sau khi khong quan sat thdy chét 16ng trén nhya thi tién hanh bwéc tiép theo. Khong dé cot mini
chay dén khé.

6.4.4 R(a cOt mini lién tiép theo thir tw: 2 ml dung dich d&m natri sucxinat (3.6), 2 ml nwéc, 2 ml
metanol (3.12) va 2 ml nwéec.

CHU THICH 2 bwéc tidp theo 12 cAn thiét d& c6 a6 thu hdi tét, chi str dyng dong trong Iyc.

6.4.5 Lay can than 0,70 + 0,05 ml dung dich dém Mcllvaine-EDTA-NaCl (3.3) cho I&én cdt mini. Nhd
dung dich dém quanh thanh cla cdt ma khéng lam x&o tron day cét. Loai bd dich trong.

6.4.6 R(ra giai tetracycline ra khoéi cét st¢ dung thém 2,5 + 0,05 ml dung dich dém Mclivaine-EDTA-
NaCl (3.3). Thu Idy dung dich rira gidi (c6 mau xanh) vao 6ng nghiém va bdo quan lanh cho dén khi

11



TCVN 9527:2012

phan tich hoac thu lay dung dich nay truc tiép vao khoang trén cla binh siéu loc béng li tam (4.6), va
tién hanh siéu loc nhuw trong 6.5. O’ thoi diém nay. ¢t mini phai cé mau tring.

6.4.7 Lam sach tiép cot mini bang 2 ml dén 3 ml dung dich dém Mclivaine-EDTA-NaCl (3.3). Rira cot
3 1an mdi lan dung 2 ml nwéc va sau dd dung 5 ml dén 10 mi etanol (3.8). Phu nap c6t mini bang
etanol 20 % va bdo quan trong ti lanh. Trwdc khi sir dung tiép, tron legng chira trong cbt trén may trén
Vortex (4.12) hoac dao chiéu cot vai lan dé trén k§ nhya chelat kim logi. Khi str dung lai cot mini, thi
mé& nap cbt va bét dau tir 6.3.3. Khdng dung lai cot da tiép xic véi sira da bj chua hodc v&i siva cd
chira lwgng tetracycline qua lon (Ion hon 5 pg).

Cét cé thé dung lai dwec it nhat 2 thang néu duoc bao quan hep ly.
6.5 Siéulgc

CHU THICH: Dich na gidi thu durgc trong 6.4.6 khdng bdn va tiép tuc két tiia c6 thé bit kin va lam hu héng cét sic ki 1ong.
Do d6, cin khir protein clia dung dich thir tneée khi phan tich biing séc ki 16ng.

Pay nép va ddo chidu binh siéu loc cht¥a dich rira gidi (6.4.6) vai 1n @& dam bao dung dich ddng nhét.
Li tam 30 min d&n 90 min & gia té¢c 5000 g trong rotor géc cb dinh. Dirng may li tam, khi dich loc & day

conlaiz1ml

CHU THICH Buéc nay cb thé bd qua néu dich chiét tir 6.4.6 thu dugc trong 8ng nghigm dugc bdo quén lanh cho dén khi
phan tich séc ki va sau d6 loc qua bd loc biing xyranh c& 18 0,2 pm (4.7) ngay trrére khi bom [&n cot sickl.

6.6 Xac dinh bing séc ki léng

Bom cac lrgng bing nhau clia 4 dung dich chudn séc ki tetracycline va cac dung dich thir nghiém da
loc 1&6n cot sic ki 16ng. Kidm tra 4o hép thy UV & budc séng 355 nm. Tién hanh nhy sau:

6.6.1 Gradient pha dgng

Cac didu kién van hanh dugc quy dinh trong Bang 1. Bom dung dich th* nghiém da loc véi pha dong
la 100 % dung mdi A & téc d6 dong 1 mi/min. Sau 1 min thay ddi tuyén tinh pha ddng trén 5 min thanh
dung méi A-metanol-axetonitril (70 + 8 + 22). Diy tri thanh ph&n nay 11 min & téc d6 dong 1 mi/min,
trurdre khi trér v& tuyén tinh trén 2 min & tbe d9 dong 1,5 ml/min d6i véi 100 % dung moi A.

12
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Bang 1 - Cac diéu kién van hanh cét séc ki l1ong dé xac dinh dw lwong tetracycline trong siva

| Gradient

| 0 min: Can bang 100 % dung mdi A & 1 ml/min. Dung mdi A can bing cham. Trong ngay phan tich can bang
ot sc ki da duoc bao quan trong dung dich acetonitrile 50 % trong khoang 1 h trwdic khi bat dau chay méu.
Tién hanh chay mau lan dau s dung dung dich dém trdng dé loai bd pic la tao thanh tir viéc chay cac dung

dich dém kéo dai qua cot sic ki 10ng. Sy can bing cét séc ki 1dng gilra cac lan chay thyc hién trong vai phut.

Tir 0 min dén 1 min: 100 % dung mdi A & 1 mlmin.

Tir 1 min d&n 6 min: dung mdi A-acetonitrile-methanol (70 + 22 +8).

Tir 6 min dén 17 min: Dung mdi A-acetonitrile-methanol (70 + 22 + 8) & 1 ml/min. Cé thé kéo dai thei gian néu
cAn rira gidi tht ca cac tetracycline.

Tir 17 min dén 19 min: 100 % dung mdi A v6i 49 tuyén tinh tir 1 mi/min dén 1,5 ml/min.

Tt 19 min @&n 20 min: 100 % dung méi A v&i dd déc tuyén tinh gidm tir 1,5 mi/min dén 1 ml/min.

Tir 20 min dén 24 min: 100% dung méi A & 1 mV/min.

Ha théng bom hai kénh

Néu dung mdi B chira axetonitril-metanol (22 + 8, thé tich) thi bit d4u & 100 % dung mdi A va tang d&n dung mdi
A I&n 70 % va dung moi B 30 % trong 5 min va duy trl trong 11 min.

Néu dung moi B chira axit oxalic-axetonitrile-metanol (70 + 22 + 8, thé tich) 10 mM thi bt ddu & 100 % dung
moi A va tang dan dung moi B I&n 100 % trong 5 min va duy trl trong 11 min.

Can bing lai cét séc ki 1dng trong khoang = 4 min (d& &n dinh thoi gian leu) & didu kién ban dau tredc
khi bom dung dich thi tiép theo.

Cac hé théng khdng ¢6 bd bom heli tw ddng thi cé thé gap phai vén dé v& khir khi, dién hinh 13 sy xuat
hién pic 1&n, rong quanh thdi gian riva gidi oxytetracycline. Néu khé khir khi trong qua trinh séc ki
gradient, thi bd sung cac lwgng nhé axetonitril (ttr 2 % dén 5 %) vao dung méi A va tang thoi gian can
bing gitra cac 14n chay mAu. Didu nay cé thé can phai chudn bj dung dich chuan lam vigc tetracycline
(3.4.2) dung nwéc thay cho metanol.

Tetracycline khéng bén trong dung dich nwéc, do d6 phai chudn bj dung dich chudn lam viéc
tetracycline (3.4.2) trong ngay phan tich.

Bao quan cdt sic ki 16ng trong dung dich axetonitril-nwéc (1 + 1). Trude va sau bao quan, thdi riva cot
sic ki va hé théng sic ki bing nuwdc dung cho séc ki (khoang 10 min dén 15 min & téc d6 dong
1 mi/min) d& ngan ngira sy két tla clia axit oxalic do néng d dung méi hiru co cao.
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6.6.2 Bom dung dich thwy

Dung véng bom dung tich 2,0 ml. lvong bom c6 thé thay ddi, tuy thudc vao do nhay cua detector ma
c6 thé bom khodng 0.5 mi dén 1,0 ml dung dich thir da loc. D& dinh lwong chinh xac méi 13n nén bom
cac thé tich nhw nhau. Dung nwéc @é trang rira b bom mau tw dong dé tranh sw két tia muédi. Cr sau
moi lan bom tir 5 mau dén 10 mau thi bom dung dich chuan séc ki tetracyclin d& kiém tra thai gian Iuu.

Trong méi ngay thtr nghiém cho chay tir 1 dén 2 gradient thir tréng tredc khi bom dung dich chuén séc
ki tetracycline (3.4.1) hodic dung dich thtr d& d3m bdo khéng c6 chit gay nhidu nén canh théi gian Iwu
cua tetracycline.

6.6.3 Nhan biét pic

Tetracycline rba giai theo thd tw sau: minocycline, oxytetracycline, tetracycline, demeclocycline,
chlortetracycline, methacycline va doxycycline.

CHU THICH Théi gian lvu c6 xu hwéng thay dbi nhe theo théi gian st dung cdt va sé [An bom.

Xac dinh rd viéc nhan biét pic, vi cc tetracycline rira gidi gin nhw ciing nhau. T4t ca céc pic dw lwgng
yéu cau cén c6 thdi gian Iwu trong khoang 0,05 min clia cac théi gian lwu quan séat dugc tlr cac chuén
ném trong khung.

Mot sé chat chuyén héa cé thé 1am nhidu phép phan tich cac hop chét gbc khéc. Thubce tetracycline
ubng cho bo c6 thé lam xuét hién ca pic clia tetracycline va cac pic tredc (vi dy: epitetracycline) ma rira
gidi rét gan oxytetracycline.

Dai khi, c6 thé xut hién pic ndi sinh gitra oxytetracycline va tetracycline. Didu nay cé thé do ndng d
clia riboflavin trong sira cao, thdi gian Iwu xuét hién sém hon khodng 0,1 min so v&i théi gian Iwu cla
tetracycline. D& gidm @6 nhidu ctia riboflavin, thi trong quy trinh chiét ding thé tich dung dich @ém natri
sucxinat (3.6) lon gap dbi @& rira cot mini (viéc nay chi hoi gidm dd thu hdi cla oxytetracycline hoéc

tetracycline).
6.6.4 On djnh djch chiét

Céc tetracycline khéng bén & nhiét dd phong trong cac méi triedrng axit [nghfa la trong dung dich dém
dém Mcllvaine-EDTA-NaCl (3.3)]. Tetracycline va chlortetracycline suy gidm chét lwgng = 50 % trong
vong 24 h. Cac san pham phan hiy cé xu hwéng riva gidi sém hon so véi hop chét gbe va thwdng dich
chuyén vé oxytetracycline. Dé tranh diéu ndy, nén tién hanh tat ¢ cac budc li tdm & 10 °C. Lam lanh
dich chiét hodc phan tich trong vong 4 h. Dung dich rira gidi c6t mini c6 thé dwoc 1am lanh khéng qua
2 ngay hodc ddng lanh khéng qua 1 tuan chi hoi 1am thay ddi néng @b tetracycline.
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7 Tinh két qua
Chuén bi dudng chudn déi vdi tirng loai tetracycline tir sac d6 chuan.
Tinh néng dé tetracycline str dung dudng hoi quy tuyén tinh sau:
y=ax+b
Trong do:
y la ndng do tetracycline cla dich chiét dwge bom, tinh bang ng/mi;
x la dién tich pic hodc chiéu cao pic cla tetracycline.
Buong chuan ctia mébi loai tetracycline phai tuyén tinh.

Tinh ndng dd tetracycline trong stra nguyén chit bing cach chia néng d6 xac dinh dwoc dbi véi dung
dich th&r dwgc bom cho 2 (hé sé pha loang dwoc dung cho c6t mini, dé gidm thé tich clia phan miu
ther t&r 5 ml xubng 2,5 ml).

Pwong nén xac dinh dwgc bing hé théng phan tich di liéu tw ddng can dwec kiém tra di véi tirng séc
db (xem Phy lyc B vé xay dwng dwdng nén thich hop).

8 Bao cao thtr nghiém

Bao cao thir nghiém phai ghi r&:

a) moi théng tin cAn thiét d& nhan biét diy @G vé mAu the;
b) phwong phap ldy m3u da sl dung, néu biét;

c) phwong phap thir da stv dung va vién din tiéu chudn nay;

d) moi thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuén nay, hodc tly chon va cac chi tiét bat thudng khac cé

anh hudng téi két qua;

e) két qua thlr nghiém thu duwoc.
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Phu luc A
(Tham khao)

Phép thir lién phong thir nghiém

Bang A 1 va Bang A 2 dua ra cac két qua clia phép thir lién phong thir nghiém vé chép nhan phuong phép.

Bang A.1 - Cac két qua cta phép thir lién phong thir nghiém vé phép xac djnh nhém dw lwgng
tetracycline trong stra c6 bd sung chudn, bing séc ki Iéng i lyc ding chelat kim loai”

Chitkhang sinh | Dothu | P9 léch Pg léch Gi¢i | Do léch D3 léch Gi6i
hditrung | chuin | chudntwong | han Ip | chuln téi | chudn twvong | han téi
binh I3p lai aéi l3p lai lai lap aéi tai lap lap
% S¢ RSD,, % r Sr RSDg, % R
Sira bd c6 bd sung & ndng dd khoang 15 ng/ml
Minocycline® 69,0 1.4 17 32 16,8 24 47
Oxytetracycline 75,2 9.41 12 26 14,4 19 40
Tetracycline 73,6 9,30 13 26 16,2 22 45
Demeclocycline 71,0 11,6 16 32 11,6 16 32
Chilortetracycline 61,7 15,6 25 44 15,6 25 44
Methacycline 58,9 10,3 18 29 10,6 18 30
Doxycycline 64,9 14,5 22 41 14,5 22 41
Stva bd c6 bd sung & ndng dd khodng 30 ng/ml
Minocycline 69,2 12,4 18 35 16,2 24 45
Oxytetracycline 775 6,32 8,2 18 121 16 34
Tetracycline 74,8 6,48 8,7 18 15,1 20 42
Demeclocycline 72,3 8,16 1 23 9,13 13 26
Chlortetracycline 64,2 472 7.4 13 8,45 13 24
Methacycline 60,3 6,36 11 18 8,53 14 24
Doxycycline 65,2 7,34 1 21 8,66 13 24
Sira bd c6 bd sung & ndng dj khoang 60 ng/ml
Minocycline 72,0 411 57 12 6,97 9,7 20
Oxytetracycline 78,2 6,75 8,6 19 9,98 13 28
Tetracycline 741 6,38 8.6 18 9,68 13 27
Demeclocycline 69,1 6,20 9.0 17 7,79 11 22
Chilortetracycline 63,5 6,25 9,8 18 11,0 17 31
Methacycline 58,6 5,84 10 16 9,48 16 26
Doxycycline 64,8 6,76 10 19 9,25 14 26

2 M3u da biét ham luong Iap lai ba 13n duoc cac phong thir nghiém tham gia chudn bj; dva trén di¥ liéu do 8 phong thir
nghiém cung cép.

® Dya trén dir liéu (r 7 phong thtr nghiém.
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Bang A.2 - Cac két qua cua phép thir lién phong thir nghiém vé phép xac dinh nhém dw lwong

tetracycline trong siva cé bd sung bang sac ki Iong ai lwe dung chelat kim loai.

Chit khang sinh

Db léch

Pé lech ] Gioi H—!

Trung- bé léch | bo léch Gioi
] binh | chuédn ldp | chuéntwong | hanldp | chudn | chuintwong | han tai
! ng/ml lai déi lap lai lai tai lap dbi tai lap lap
| i RSD,, % ; & RSDg, % a
| Minocycline 11.6 2,74 24 77 | 925 80 26
Oxytetracycline 18,6 2,50 13 7.0 3,97 21 11
Oxytetracycline 18,8 3,03 16 8,5 6,45 34 18
Oxytetracycline 30,0 4,47 15 13 10,3 34 29
Oxytetracycline (40)° 31,4 2,55 8.1 7.1 3,79 12 1
Tetracycline 231 3,73 16 10 8,62 37 24
W'Fetracycline 45,3 3,44 7.6 9,6 13,3 29 37
Tetracycline (80) 54,1 3,94 7.3 11 8,70 16 24
Demeclocycline 37,0 4,39 12 12 5,93 16 17
Chlortetracycline (25) | 14,5 1,87 13 5,2 2,94 20 8,2
Chlortetracycline 34,1 4,06 12 11 6,28 18 18
Chlortetracycline 374 3,98 11 1 6,02 16 17
Methacycline® 38,2 5,51 14 15 7,05 18 20
Doxycycline 30,1 3,60 12 10 6,25 21 18

* Mau mu I3p lai hai lAn dwgc cac phdng thir nghiém tham gia chudn bj; dya trén d( lidu do 8 phang thir nghiém cung cép.
® 86 thanh trong d4u ngoic don 13 ndng 46 sra danh dinh ddi véi dir lrong tetracycline cd bd sung, tinh bing ng/mi.
¢ Dya trén di¥ liéu tr 7 phong thir nghigm.
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CHU DAN

B§ nhay, mVv

Phu luc B
(Tham khao)

Vi du vé sic do
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Hinh B.1 - Vi du vé sic d6 clia miu thir

A Dich chiét chia sira co b sung chat kiém soat véi ndng dd 30 ng cla tirng tetracycline/mi:

1) minocycline,
2) oxytetracycline,
3) tetracycline,

4) demeclocycline

5) chlortetracycline,
6) methacycline

7) doxycycline.

B Dich chiét clia sra bo dugc xir ly béng tetracycline: 8) epitetracycline.

C Dich chiét clia sia kiém soat.

18



TCVN 9527:2012
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