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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8973:2011

Thwe pham — Xac dinh vitamin D bang sac ky 16ng hiéu niang cao -
Xac dinh cholecalciferol (D3;) hoac ergocalciferol (D,)

Foodstuffs — Determination of vitamin D by high performance liquid chromatography —

Measurement of cholecalciterol (Ds) or ergocalciferol (D)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap xac dinh vitamin D; (cholecalciferol) hodc vitamin D,
(ergocalciferol) trong thie phdm béng séc ky 16ng hiéu ning cao (HPLC).

Vitamin D c¢6 chii yéu trong thirc phdm tir nguén géc dong vat, con vitamin D, cd chi yéu tir ndm ty
nhién. Ca vitamin D; va vitamin D, c6 thé c6 mét trong cac loai thye phdm bd sung vi chét. Tiéu chuan

nay khong ap dung dé xac dinh c& ham lugng Ds 1&n vitamin D,.

Tach vitamin D5 va vitamin D, ra khéi vitamin D dang ban d&u, cac chat chuyén héa twong (ng 25-
hydroxy vitamin D va 1,25-dihydroxy vitamin D cling tham gia vao hoat tinh cta vitamin D. Tiéu chuan

nay chi xac dinh vitamin D; hodc vitamin D..

Tiéu chudn nay dung lam co s& cho cac phép phan tich. Tiéu chudn nay dwoc dung lam khung dé
nguoi phan tich xac dinh cong viéc phén tich theo quy trinh chuan.

Phuong phap nay da dugc danh gia qua phép thir lién phong thir nghiém trén cac mau cé bd sung vi
chét va khong bd sung vi chat nhu margarin, sira, b6t stra, thirc &n cong thirc danh cho tré so sinh
dang 16ng, thirc an theo cong thirc danh cho tré so sinh, dau &n va dau ca & cac muc tir 0,4 pg/100 g
dén 14 pg/100 g. Théng tin thém vé di ligu danh gia dwgc néu trong Phu lyc D.

2 Tai liéu vién dan
Cac tai liéu vién dan sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam céng bd thi 4p dung phién ban dwec néu. Bbi voi cac tai liéu vién dn khéng ghi ndm cong bé thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gém ca céc stra ddi, bd sung (néu cd).
TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), Nudc ding dé phén tich trong phdng thi nghiém — Yéu céu ky thugt
va phuong phap ther.
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3 Nguyén tac

Vitamin D3 va vitamin D, c6 trong mau thyc phdm dwoc xa phong hoéa bang dung dich kali hydroxit
trong ancol va dugc chiét bang dung méi thich hop. Viéc xac dinh vitamin D3 hodc vitamin D, trong
dung dich chiét mau thich hop duoc tién hanh bing HPLC béan didu ché ding pha thudng sau do
dwoc phan tich tiép bing HPLC pha dao.

Néu can xac dinh vitamin Dj thi vitamin D, dwoc dung lam chét ndi chudn. Néu cin xéc dinh vitamin D,
thi dung vitamin D; lam chét ndi chuan.

Vitamin D dwoc phat hién bang do phé t&r ngoai (UV) va cac pic dwgc nhan biét dya vao thei gian lwu
va séc phd néu str dung detector mang diot (DAD). Phép xac dinh duoc tién hanh bang quy trinh néi
chuén, str dung dién tich pic hodc chiéu cao pic, xem [1] dén [8].

4 Thuéc thi
4.1 Yéu cau chung

Trong qua trinh phan tich, chi st dung cac thudc thir loai tinh khiét phan tich va nudc st dung it nhét
la loai 1 cia TCVN 4851 (ISO 3696), tri¥ khi c6 quy dinh khac.

4.2 Metanol

4.3 Etanol, ¢(C;HsOH) = 100 % thé tich.
4.4 Etanol, p(C,HsOH) = 96 %.

4.5 Natri sulfat, khan.

4.6 Dung dich KOH dé xa phong héa, c6 cic néng do thich hep, vi du c6 ndng dd khéi lugng
p(KOH) = 50 g/100 ml hodc p(KOH) = 60 g/100 ml, hodc cac dung dich trong ancol, vi du 28 g KOH
trong 100 ml hén hop etanol va nudc (etanol 90 % thé tich).

4.7 Chét chéng oxi héa, nhu axit ascorbic (AA), natri ascobat, pyrogallol, natri sulfit (Na,S) hodc
hydroxytoluen da butyl hoéa (BHT).

4.8 Dung méi va dung méi chiét, nhu dietyl ete (khdng chira peroxit), diclorometan, dau nhe,
n-hexan, etylaxetat hodc cac hén hop cla chung.

4.9 Pha déng dung cho HPLC
4.9.1 Vidu vé hén hop dung méi diing cho HPLC ban didu ché ding pha thwéng.

Cac vi du ve hén hop dung méi thich hop (tinh theo thé tich) dung cho HPLC ban didu ché ding pha
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thuong, bao gém:

n-hexan va 2-propanol (98 + 2), (99 + 1) hoac (95 + 5);

n-hexan va isoamyl ancol (99 + 1);

n-hexan, 2-propanol va tetrahydrofuran (98 + 1 + 1);

iso-octan va iso-butanol (99 + 1);

n-heptan va 2-propanol (97 + 3).
4.9.2 Vi dy vé dung méi va hon hep dung méi dung cho HPLC phén tich pha dao

Céc vi dy v& dung mdi va hdn hgp dung méi (tinh theo thé tich) dung cho HPLC phén tich pha dao,
bao gém:

metanol;

metanol va nuoc (95 + 5) hoac (93 + 7);

axetonitril va metanol (80 + 20), (90 + 10) hoac (70 + 30);

axetonitril, cloroform va metanol (93 + 4 + 3).

4.10 Chét chuan
4.10.1 Chét chuin ergocalciferol (vitamin D;), M(CzH440) = 396,7 g/mol

Chét ¢hudn vitamin D, cé @6 tinh khiét cao nhéat (I¢n hon 98 % khdi lwgng) va dwec bao quan theo
hwéng dan clia nha san xuét (tranh anh sang, & nhiét d4 nhé hon 4 ).

4.10.2 Chét chuén cholecalciferol (vitamin D;), M(C,;H4,0) = 384,6 g/mol

Chét chun vitamin D, cé @6 tinh khiét cao nhét (Ion hon 98 % khéi lwgng) va phai dwoc bao quan
theo huwéng dan clia nha san xuat (trénh anh sang, & nhiét dé nhé hon 4 T).

4.11 Dung dich goc
4.11.1 Dung dich goc vitamin D,

Céan khoang 100 mg vitamin D, (4.10.1) chinh xac 3én miligam, cho vao binh dinh mirc mét vach dung
tich 100 ml, hoda tan trong etanol (4.4) va thém etanol nay dén vach. Dung dich nay chira khoang
1 mg/ml vitamin D,. Bdo quan dung dich nay & nhigt d6 nho hon 4 °C va tranh anh sang.
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Tinh ndng d6 khéi lwong clia dung dich géc va phan khéi Ivgng cla chat chudn vitamin D, béng quy

trinh mé ta trong 4.12.1.
Dung dich nay ¢ thé bén dén 6 thang khi dugc bao quan & nhiét d6 —18 C.
4.11.2 Dung dijch géc vitamin D,

Can khoang 100 mg vitamin Dj (4.10.2) chinh xac dén miligam, cho vao binh dinh mirc mét vach dung
tich 100 ml, hoa tan trong etanol (4.4) va thém etanol dén vach. Dung dich nay chira khoang 1 mg/ml
vitamin D3. Bao quan dung dich nay & nhiét dé nhdé hon 4 °C va tranh anh sang.

Tinh ndng do khéi lvgng clia dung dich géc va phan khéi lwgng cia chét chuén vitamin D; béng quy
trinh mo ta trong 4.12.2.

Dung dich nay cé thé bén dén 6 thang khi dugc bao quan & nhiét a5 —18 T.
4.12 Dung dich chuin
4.12.1 Dung dich chuan vitamin D,

Dung piet ldy 1 ml dung dich gdc vitamin D; (4.11.1) cho vao binh dinh mic mdt vach dung tich 100 ml
va pha loang dén vach bang etanol (4.4). Dung dich nay chira khoang 10 pg/ml vitamin D,. Chuan bi
dung dich nay trong ngay st dung.

CHU THICH Nbng dé khéi lwgng cla dung dich chuén cé thé dugc diéu chinh dé phu hep véi yéu cdu phan tich, néu can.

Do dé hap thy cta dung dich chuan vitamin D, trong cuvet thach anh 1 cm & bwéc séng 265 nm, dung
etanol trong cuvet ddi chirng. Tinh ndng d6 khéi lwgng cia vitamin D,, pp,, tinh bing microgam trén
mililit dung dich chuén, theo Céng thirc (1):

= Azss XMDz x1000

Por exb (1)

Trong 6
Ayxs la do hép thy clia dung dich chuan vitamin D, & bwéc séng 265 nm;
Moz  la khéi lugng phan ti cda vitamin D, (Mp, = 396.7 g/mol);

£ Ia hé sb hap thy phan t& cua vitamin D, (& day: € = 18 843 m¥mol, dwgc tinh tiv gia trj

Els, xem [9]);

b 14 chiéu dai dwong quang cla cuvet thach anh, tinh bang centimet (cm).
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4.12.2 Dung djch chuan vitamin D;

Dung piet l4y 1 ml dung dich géc vitamin Ds (4.11.2) cho vao binh dinh mirc mét vach dung tich 100 ml
va pha lodng @én vach béing etanol (4.4). Dung dich nay chtra khodng 10 pg/mi vitamin D;. Chuan bi
dung dich nay trong ngay s dung.

CHU THICH Néng d¢ khéi lvgng cua dung dich chuén co thé dwoc digu chinh dé phi hgp véi yéu cdu phan tich, néu can.

Do do hap thy cua dung dich chuan vitamin D; trong cuvet thach anh 1 cm & bwéc séng 265 nm, dung
etanol (4.4) trong cuvet di chirng. Tinh ndng dd khédi lwong cua vitamin Ds, pps, tinh béng microgam
trén mililit dung dich chuén, theo Céng thire (2):

A265 x Moa x 1000

Po3z = s (2)

Trong do
Ass |4 dd hép thy clia dung dich chudn vitamin D3 & budc song 265 nm;

Mss  1a khéi lwgng phén tk cla vitamin D; (Mps = 384,6 g/mol);

¢ la hé sé hap thu phan tir cta vitamin Ds (trong d6: £ = 18 461 m%mol, dugc tinh tir gia trj
Eicm: xem [9]);
b la chidu dai dwdng quang cta cuvet thach anh, tinh bang centimet (cm).

4.13 Dung dich ngi chuén
4.13.1 Dung dich ndi chuan vitamin D,

Ding pipet ly 10 ml dung dich chuan vitamin D, (4.12.1) cho vao binh dinh mirc mét vach dung tich
100 ml va pha lodng dén vach bang etanol (4.4). Chuén bj dung dich nay trong ngay s dyng.

4.13.2 Dung dich ndi chuan vitamin D,

Dung pipet I4y 10 ml dung dich chuan vitamin D; (4.12.2) cho vao binh dinh m&c mét vach dung tich
100 ml va pha loang dén vach bang etanol (4.4). Chuan bi dung dich nay trong ngay st dung.

CHU THICH Néu can xac dinh vitamin Dj thi dung vitamin Dz Iam chat ndi chuan. Néu can xéc dinh vitamin Dz thi ding
vitamin D3 lam chét ndi chuan.

4.14 Dung dich chuin ban diéu ché vitamin D, va vitamin D,

Dung pipet lay 5 ml dung dich chun vitamin D, (4.12.1) va 5 ml dung dich chuan vitamin D; (4.12.2)
cho vao binh ¢6 quay va can than loai bd dung mdi (& khdng qua 40 “C). Hoa lai ¢an trong 100 mil pha
86ng dung cho HPLC ban diéu ché (4.9.1).
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Nong dé ctia chat chudn ban diéu ché c6 thé dugc didu chinh @& phu hop véi hé théng HPLC sir dung
(5.4 hoac 5.5), néu can.

4.15 Dung dich chuén phan tich vitamin D; va vitamin Ds

Dung pipet ldy 5 ml dung dich chuén vitamin D; (4.12.1) va 5 ml dung dich chuén vitamin D, (4.12.2)
cho vao binh ¢b quay va cAn than loai bd dung méi (& nhiét dd khong quéa 40 °C). Hoa lai can trong
50 mi pha déng dung cho phéan tich HPLC (4.9.2).

5 Thiét b, dung cy

5.1 Yéu ciu chung

St dung céc thiét bi, dung cy clia phdng thir nghiém théng thwéng va cy thé nhu sau:
5.2 May do phé UV, c6 thé do & budc séng 265 nm.

5.3 May co6 quay, c6 ndi cach thly va bd phan hat chan khéng.

CHU THICH Nén ding nitor d& tao chan khéng.

5.4 Hé théng HPLC ban diéu ché, gbm c6 bom, by bom mau, detector UV, bd phan thu nhan phén
dich 16ng xac dinh chét riva gidi, may ghi hodc may tich phan.

5.5 Hé théng phan tich HPLC, gém cé bom, bd bom méau, detector UV, may ghi/may tich phan hoac
dung cu phan tich di¥ liéu twong ty.

5.6 CotHPLC

5.6.1 Cot pha thwong ban diéu ché, vi du cét silica hodc dugc gén cyano-amino, ¢& hat 5 um,
dwong kinh tr 4,0 mm dén 8,0 mm, dai 250 mm dén 300 mm. Xem thém théng tin trong Phuy luc A.

5.6.2 Cot phan tich pha dao, vi du pha dao Cyg, ¢& hat 5 pm, dwong kinh tir 4,0 mm dén 4,6 mm, dai
250 mm. Xem thém théng tin trong Phy lyc A.

5.6.3 Vat ligu nhoi

C6 thé st dung c& hat va kich thuéc cot khac véi quy dinh trong tiéu chudn nay, nhwng ngudi phan
tich phai dam bao rang c6t nay tach dwoc hét cac vitamin D ra khoi cac chét nhidu nén, néu thu dugce

cac két qua tvong duong.
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5.7 Dungculoc

B6 loc loai nhé va lén dé loc pha déng ding cho HPLC va céc dung dich mAu twong &ng, vi dy: ¢& 16
0,45 um hoac loai twong ty 1a thich hop.

CHU THICH Loc pha ddng ciing nhu dung dich mau thir qua mang loc tredc khi ding hogc triedc khi bom thudng lam ting
théi gian sir dung cla cot.

6 Cach tién hanh
6.1 Yéu cdu chung

Vitamin D, va vitamin D, rat nhay véi bic xa UV va céc chét oxi héa (vi dy: oxi cia khong khi). Vi vay
c4n ngan anh sang UV bang cach st dyung dyng cy thiy tinh mau hé phach, 1a nhém hoc céc vat ligu
hé&p thy UV. Céc chét chéng oxi hoa cin dugc b sung vao céc dung dich chira vitamin da chiét va théi
nito. Cac dung méi phai dwgc lam bay hoi dwéi ap suét gidm, dung may cd quay & nhiét do khéng Ién
hon 40 °C.

6.2 Chuan bj mau thir

Déng hoa mau thir. Nghién ky mau thé va déng hoa trong may nghién trén thirc phadm hodic may héa
Idng. Cha ¥, lam lanh so bd d& mAu khéng tiép xdc véi nhiét d6 cao. Sau khi chuan bi, mau thir phai
duwoc phan tich ngay. Bao vé mau tranh anh sang.

6.3 Chuan bi dung dich thur
6.3.1 Xaphong hoa

Xa phdng héa tir 10 g dén 30 g mau bing cach cho déi lwu, tét nhat la dwéi dong nito, dung céc Iwong
thich hop etanol (4.4), nwéc, chét chéng oxi hoa (4.7) nhu axit ascorbic, natri ascorbat hogc pyrogallol
va mot dung dich kali hydroxit (4.6). Thém cac chat chéng oxi héa vao mau tredc khi bd sung kali
hydroxit. C6 thé bd sung natri sulfit (4.7) d& tranh anh huéng béi lwong vét ca cac ion kim loai.

Néu can xac dinh vitamin D thi ding pipet I4y mét lwong thich hgp dung dich ngi chuén vitamin D,
(4.13.1) cho vao binh xa phong héa. Lwgng dung dich néi chuan vitamin D, dwgc bd sung phai béng
lwgng vitamin D; dwoc dy kién trong mau. Néu can xac dinh vitamin D, thi ¢an bd sung dung dich
chun vitamin D; (4.13.2) lam chat ndi chuan.

M3u khong chira chat ndi chuan phai dugc thyc hién cing qua trinh phan tich dé& dam bao khéng c6
chét gay nhidu nén cho mAu tai thdi gian Ivu cla chét néi chudn.

Cac vi du vé ty 1& phu hop cla cac thude thir dwoc néu trong Bang 1.
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Bang 1 - Cac vi dy v& ty | phu hop cua cac thuéc thir

Mau | Etanol Pyrogallol Axit ascorbic/ Kali hydroxit
1 Natri ascorbat

tr10gdén30g 100 ml 1Ww059déntig | tr1,09dén25¢ 50 ml dung dich 50 g/100 ml

Khoang thoi gian thong thudng clia qua trinh xa phong héa la tr 20 min dén 45 min c6 nhiét @6 tr
70 °C dén 100 °C. Qua trinh xa phong héa cling ¢ thé dwoc thyc hién qua dém & nhiét do phong
(khoang 16 h).

Néu sau khi xa phong héa va lam ngudi, cé chét béo hogc dau thyc vat ndi trén bé mat hdn hop xa
phéng haa thi cin bd sung kali hydroxit trong etanol va kéo dai thoi gian xa phong héa.

CHU THICH Cac diéu kién phi hgp dé xa phang héa margarin va bét sa dugc néu trong Phy lyc B.
6.3.2 Chiét

D& tranh tao nh, can bd sung mét lvong nudc vao dung dich mau da xa phong héa sao cho ty 1€ cla
ancol vé&i nwdc trong dung dich fa 1:1.

Chiét vitamin D, va D, ra khdi hdn hop xa phong hoéa da ngudi bing dung méi thich hop, hodc bang
hdn hop dung mai (4.8) va I3p lai quy trinh ny tir hai dén bén 1an, méi lan dung t& 100 mi dén 200 ml.
Rira hdn hop cia cac dich chiét duoc bing nuoc (thong thuong 5 1an, méi lan tir 50 mi dén 100 ml)
cho dén khi pH trung tinh.

CHU THICH Mot sé phuong phép quy dinh rira dén trung tinh béng Kali hydroxit 3 % hodc 5 % trong dung dich dém natri

clorua 0,8 % trong natri axetat 2,6 mol (pH = 7), hodic cac hén hop trong ty. Phy lyc B dua ra cac didu kién chiét thich hop
dbi véi margarin va sra bot.

6.3.3 Co dic

Lam bay hoi cac dich chiét mau, bing may cd quay (5.3) dwdi ap suat gidm va & nhigt d6 khong qua
40 °C. Trwéc khi lam bay hoi, nén bd sung chét chéng oxi héa (vi dy: 2 ml BHT 1 mg/ml trong n-hexan)
vao dich chiét mau.

Etanol tuyét déi (4.3) hoac natri sulfat khan (4.5) can dugc bd sung vao dich chiét mau da cd déc dé
gitip loai bd cac vét nwéc (chung cat ddng sbi).

& giai doan nay trong qua trinh phan tich, ¢6 thé can 1am sach thém dich chiét mau dé loai b6 cac chét
gay nhidu tiém tang. Néu b sung quy trinh 1am sach thi quy trinh phai dugc kiém tra xac nhan day du.

CHU THICH Phuy luc E dua ra ba buéc lam sach bd sung khac nhau. Buéc 1am sach dung cbt sdc ky (E.2) va c6 s dung
SPE (E.3) cho thdy c6 lgi déi voi thyc pham, vi dy margarin va ciu &n. Buéce 1am sach biing céch dung TLC didu ché (E.1) 1a
tdt nh&t déi véi thire &n chan nudi va cac loai thyc phdm bd sung nhr vién hogs vién nang. Bi véi céac logi bd sung c6 thé
dugc két hop voi E.3, néu cén.
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6.3.4 Phalodng

Hoa lai can trong mdt lwgng nhé @4 biét clia dung médi phu hop véi hé thédng HPLC ban didu ché. Viéc
bd sung mét lugng nhé natri sulfat khan sé loai bo cac vét nwdc con sét lai.

6.4 Hiéu chuan

St dung céc dung dich chuan vitamin D, (4.12.1) va vitamin D; (4.12.2) dé hiéu chudn cac hé théng
ban diéu ché (5.6.1), cac hé théng phan tich HPLC (5.6.2) va danh gia sy phu hop.

6.5 Sy phi hop clia hé thong HPLC

Cho chay hdn hop vitamin D, va chét chudn vitamin D; ban diéu ché (4.14) trén hé théng HPLC ban
didu ché (5.6.1) cho dén khi pic cGa tirng vitamin D dwoc phan tach véi thdi gian Iwu &n dinh. Khi da
dat duoc thi thu lay phan doan cua tirng vitamin D tir dich chiét mau.

Cac diéu kién séc ky cia HPLC ban diéu ché phai dwoc diéu chinh dé tach téi vu vitamin D ra khdi cac
tocopherol va cac chat gay nhidu dén cht nén thuc phdm khac. Vi dy vé sic dd, xem Phy lyc C.

Cho chay séc ky hdn hop cda vitamin D, va dung dich chuén vitamin Dj (4.15) trén hé théng phan tich
HPLC va chinh céc diéu kién sac ky cho dén khi tach duoc it nhat 98 % vitamin D, ra khéi vitamin D
(nghia 13 hé sé phan giai phai Ién hon 1,0) va céc vitamin dugc tach ra khoi cac chét gay nhidu nén
mau thyc pham.

6.6 Xac dinh
6.6.1 HPLC ban diéu ché

Bom phan dich 16ng ciia dich chiét mAu da co dac Ién hé théng HPLC béan didu ché (5.6.1) va thu lay
phan doan vitamin D. Khoang thi gian dé thu Iy phan doan ndy phai dwoc x4c dinh tridc, dung chat
chuan vitamin D (6.5). Théi gian thu dwgc phan doan phai du dai dé thu dugc tit ca céc vitamin D,
nhung khdng qua dai dé giam kha nang Ian cac tocopherol hodc cac hgp chét gay nhiéu khac.

Sic db ban diéu ché dién hinh néu trong Phy luc C.
6.6.2 Phan tich HPLC

Lam bay hoi phan doan thu duoc tr HPLC ban diéu ché dén kho va hoa lai trong dung méi phu hop
véi pha dgng dung cho HPLC.

Bom cac phan dich 16ng cua dich chiét mau 1én hé théng phan tich HPLC va nhan biét cac pic vitamin
D, va Ds (6.6.3). Cac pic vitamin D, va D phai tach ra khdi chat gay nhiéu nén mau.

S4c db phan tich HPLC dién hinh dugc néu trong Phy lyc C.
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6.6.3 Nhan biét

Nhan biét cac vitamin D, va D; bang cach so sanh céc thdi gian luu tir c4c séc @8 cda mau thu duoc
v&i thoi gian leu clia cac chat chudn dudi cung didu kién sic ky (6.5). Viéc sir dung detector mang diot
dé thu duoc séc dd UV cla céac pic vitamin D can dwgc xac dinh k§ va can danh gia d nét cla pic.
Cho chay lai séc ky cac dich chiét mau dworc, diing cac budc séng khac nhau clia detector UV dé danh
gia dd nét cuia pic vitamin D va khang dinh viéc nhan biét pic.

6.6.4 S6 1an xac djnh
Tién hanh it nh4t hai 1an x4c dinh déc 1ap.
6.7 Quy trinh ndi chudn va hé s6 dap ng

Tinh hé sé dap (g cba vitamin D5 so véi vitamin D,, R, bing quy trinh ndi chudn, str dung chat chuan
da biét néng do (4.13), theo Cong thurc (3):

R = Astos X Pstoz @)
Asro2 X Ps1pa

Trong dé
Astos 1a dién tich pic hoac chiéu cao pic dbi véi dung dich chuén vitamin Ds;
Astn. 12 dién tich pic hodc chiéu cao pic dbi véi dung dich chuén vitamin Ds;

psroz la noéng d6 khéi lwong cua vitamin D, trong dung dich chudn, tinh bdng microgam trén

mililit (pg/ml);

pstos  la ndng do khdi lwgng cla vitamin Dj trong dung dich chudn, tinh bing microgam trén
mililit (ug/mi).

7 Tinh két qua

Tinh phén khéi lweng cla vitamin D, wos, bing microgam trén 100 g (ug/100 g), theo Céng thire (4):

W, = Asoa X1 X100 &
Aspe X By xm

Trong do
I lakhdilweng clia chét ndi chuén clia vitamin D, trong phan mAu th, tinh bang microgam (ug);

m  lakhéi lwgng clia mau lay dé xa phong héa, tinh béng gam (g);
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R xem Céng thire (3);
Asps 12 dién tich pic hoac chidu cao pic di vé&i vitamin D trong dung dich mau;

Aspz la dién tich pic hodc chiéu cao pic ddi véi vitamin D, trong dung dich mau.

8 Do chum
8.1 Tom tat thong ké

D@ liéu vé do chym cta cac phwong phap HPLC khac nhau vé xac dinh vitamin D3 dugc thiét Iap nam
1994 bdi mét nghién ciru so sanh quéc té do chuong trinh Tiéu chuan, Do lweng va Thir nghiém cua
Uy ban Chau Au thye hién trén mau margarin [vat liéu chudn da dwec chiing nhan (CRM 122)] va sira
bét (CRM 421) va cho thdng tin théng ké néu trong Phu lyc D.

Dir liéu vé d6 chum trén mau chao dic va sa bot dugc thiét 1ap trong phép thl lién phong thir nghiém
vé phuong phap st dung cach tinh dwa trén chat chuan ngoai, phu hop véi ISO 5725:1986 *). Xem
Phuy lyc D.

Dir liéu v& dd chum trén sira, thirc an cong thirc danh cho tré so sinh dang long, dau an, margarin,
thire an cong thire danh cho tré so sinh va dau ca da dwoc thiét 1ap trong mét phép thi lién phong thiy
nghiém theo hwéng dan clia AOAC vé quy trinh nghién ctru cong tac dé danh gia cac dac tinh cua
phwong phap phan tich, xem Phy luc D.

D@ liéu thu dwege ti cac nghién clru so sanh nay cé thé khong p dung cho cac dai ndng do chét phan
tich va cac chat nén khac véi cac dai ndng do chat phan tich va cac chat nén da néu trong Phy lyc D.

8.2 B¢ lap lai

Chénh léch tuyét déi gitba cac két qua cla hai phép thir don Ié trén vat liéu thi gibng hét nhau, do mét
ngudi thue hién, st dung cung thiét bi, thire hién trong mét khoang thoi gian ngén. khong qua 5 % céac
treéng hop I16n hon giéi han 13p lai r.

Cac gia tri nay nhu sau:

Margarin: X =12,3ug/100g r=2,32u9/100 g
Sira bét: X =14,3ug/100g r=2,09ug/100g
Stra: X =0,418 ug/100g  r=0,054 pg/100 g
Thirc &n cong thirc danh cho tré so sinh dang 16ng: x =1,38 pg/100 g r=0,23 ug/100 g

*1SO 5725:1986 da dugce hiy bd. Hién nay co bd tiéu chudn TCVN 6910 (ISO 5725), B¢ chinh x4c (d¢ dung va dé chym) cia
phuong phap do vé két qua do gbm c6 6 phin.

61



TCVN 8973:2011

D&u an: X =4,61ug/100g r=0,96 ug/100 g
Margarin: X =8,39ug/100g r=1,52 ng/100 g
Thire &n cong thire danh cho tré so sinh: X =10,1pug/100g r=0,7 ug/100 g
DAu ca: X =116 ug/100 g r=0,7 ug/100 g
8.3 D¢ tai lap

Chénh léch tuyét dbi gira c4c két qua clia hai phép thir don 1&, thu dwec khi tién hanh thir trén vat lidu
giéng nhau, do hai phong thir nghiém thye hién khong qua 5 % céc trwéng hop Ién gidi han tai lap A.

Cac gia tri nay nhw sau:

Margarin: X =12,3ug/100 g R=2,66 ug/100g
Sira bot: X =143 ug/100 g R=221pg/100g
Stra: X =0,418 ug/100g R=0,106 ug/100 g

Thire an céng thire danh cho tré so sinh dang ldng: X =1,38ug/100g R =0,47 ug/100 g

DAu an: X =4,61ug/100g R=3,11ug/100 g
Margarin: X =8,39ug/100 g R=1,60ug/100g
Thire @n céng thike danh cho tré so sinh: X =10,1pg/100 g R=2,0ug/100g
DAau ca: X =11,6 ug/100 g R=58ug/100g

9 Bdo cdo thir nghiém

Bao céo thir nghiém it nhét phai bao gém céc thang tin sau day:

a) moi thdng tin can thiét dé& nhan biét diy du vé mau thiy;

b) vién dan tiéu chuén nay hodc phwong phép thi da s dyng;

c) cac két qua va cac don vi biéu thi két qua;

d) ngay va quy trinh Iy miu (néu biét);

e) ngay nhan miu;

f) ngay thkr nghiém;

g) céac diém dic biét quan sat dwoc trong khi tién hanh the nghiém;

h) moi chi tiét thao tac khong dwec quy dinh trong tiéu chudn ray hodc nhirng diéu dwoc coi la tuy
chon c6 thé anh hwdng dén két qua.
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Phuy luc A
(tham khao)

Cac vi dy vé hé théng HPLC phu hop

Bang A.1 - Cac vi dy vé hé théng HPLC ban diéu ché dwec dung dé lam sach dung dich miu
thir trong nghién ciru chipng nhan caa EU Mat trén vitamin D [8]

s(r dung chung.

‘Cot Kich thwérc, Pha déng, (V + V) Detector, A
mm
Polygosil® 60, 5 um 250x 8 iso-octan + iso-butanol (99 + 1) 265 nm
LiChrospher® Si 60, 5 um 250 x 4 n-hexan + 2-propanol (99 + 1) 265 nm
’I!:Chn:)s;::ohar“‘I Si 100, 5 ym 250x 8 n-hexan + 2-propanol (98 + 2) 265 nm
p Porasil® silica 300x3,9 | nhexan+ THF + 2propanol (98 + 1 + 1) 265 nm
Partisi® PAC, 5 um 250x 4,6 | n-hexan + isoamylalcohol (99 + 1) 265 nm
LiChrosorb® Si 60 250x4 | rhexan + 2propanol + THF (98 + 1+ 1) 265 nm
LiChrosorb® Si 60 250 x 4 nhexan + 2-propanol (95 + 5) 265 nm
-Li?.hrosorba Si 60 250 x 4 l n-hexan + 2-propanol (97 + 3) 265 nm
Tt ca cac tén thuong mai nay dwa ra tao thuan tién cho ngudi sir dyng tiéu chudn nay va tiéu chuén nay khéng 4n dinh phai

Bang A.2 - Cac vi du vé hé thong HPLC phan tich dwerc dung dé xac dinh vitamin D trong dung
dich méu thir trong nghién ciru chirng nhén cia EU MAT, xem [8]

’ Cét Kich thwéc, Pha déng, (V + V) Detector, A

| mm .

l Hypersil® ODS, 5 um 250x 4,6 | metanol 265 nm

i LiChrospher®100 RP 18, 5 pm 250 x 4 metanol + nwdc (95 + 5) 264 nm

|'_Vg,fdace’ 201TP54 250x 46 ] metanol + nwéc (93 + 7) 265 nm
Vydac® 201TP54 250 x 4.6 ] axetontil + metanol (80 + 20) 265 nm
Spherisorb@ ODS 2, 5um 250 x 4,6 . axetonitril + diclometan + metanol mang diot

l J (93+4+3)

i Nucleosi!"*. Cis, 5um 250 x 4 ! axetonitril + metanol (70 + 30) 265 nm
Zorbax® ODS 250 x 4,6 | axetonitril + metanol (95 + 5) 265 nm

s(r dyng chung.

Tét ca cac 1én thvong mai nay dwa ra tao thun tién cho nguei s dyng tidu chudn nay va tiéu chuén nay khong 4n dinh phai
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PhylucB
(tham khao)

Céc vi du vé cac didu kién chiét va xa phong héa thich hop

Cac vi dy vé cac didu kién chiét va xa phong héa thich hgp dwgc dung dé xac dinh vitamin D cla cac
thanh vién tham dy trong nghién ctru chirng nhan cia EU MAT (8]. Khdi lwong miu dugec tinh theo
gam chét béo (margarin 82 % chét béo, sira bdt 27 % chét béo).

Bang B.1 - Céc vi dy vé cic hé théng HPLC dwoc diing dé xac djnh vitamin D trong dung dich
mau thir ctia cac nwéce thanh vién tham gia trong nghién ctru chipng nhan cua EU MAT

Xa phong héa

Chiét

16 g chét béo + 150 ml etanol + 1 g pyrogallol + [75 ml
nuéc + 30 g KOHY] + théi niter; 70 °C trong 30 min

PE ® + DEE® (9 + 1) 2 x 100 ml; riva béng nwéc 5 x
100 ml

8 g chét béo + 100 ml etanol + 1 g natri ascobat +
0,04 g natri sulfit + 12 g KOH + 50 ml nuérc + théi nito;
80 C trong 30 min

n-hexan, 3 x 100 ml va 3 x 50 ml; rira bdng nuéc 4 x
100 mi

8 g chat béo + 35 ml etanol + 2 g natri ascobat + 10 g
KOH + 50 ml nwéc; 100 T trong 45 min

nhexan, 1 x 100 ml; rira bdng KOH 5 % , 1 x 100 ml;
rira béng etanol 30 % trong natri clorua 9 %, 1 x 100 ml;
rira bang natri clorua 0,9 % ; 1 x 100 ml

12 g chét béo + 30 ml etanol + 30 ml metanol + 0,1 g
axit ascorbic + 30 ml KOH 50 % + théi nito’;
100 C trong 30 min

DEE, 2 x 100 ml; rira bang nuérc, 4 x 50 ml

6 g dén 8 g chat béo + 100 ml etanol + 1 g axit ascorbic
+ 50 ml KOH 50 % + théi nio; 20 C trong 20 h

PE + DEE (1 + 1), 2 x 200 ml; réra bang nuéc, 6 x 50 ml

8 g chét béo + 1 g pyrogallol + 150 ml KOH 28 % trong
etanol va nuwdc (9 + 1) + thdi nito; déi lwu & 100 T
trong 30 min

DEE + PE (1 + 1), 2 x 500 m!; r(ra bing nwérc, 5 x 150 ml

24 g chét béo + 90 mi etanol + 0,5 g natri ascorbat +
1 30 mi KOH 60 % + théi nito: d6i luu & 100 T trong 45 min

DEE, 1 x 150 ml, 3 x 75 ml; ria, 5 x 200 ml

'{ a) KOH = Kali hydroxit

b) PE = dau nhe

c) DEE = dietyl ete
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Céc vi du vé sic phé phan tich HPLC va HPLC ban diéu ché thich hep

005 |

0.045]

0,035
003 |

0,025

TTTTTT

0,02

M

0,015 E—
001 F

0,005

T

N2

CHU DAN

X

théi gian (min)
tin hiéu {don vi tay chon)
vitamin D trong sira bot

vitamin D trong chét chuén

12

14

Hinh C.1 — Séc dé dién hinh cua HPLC ban diéu ché dung cho pha thwng cua sira bdt
(CRM 421) d3 xa phong héa, xi Iy Iéng/ Iong va chét chuan vitamin D (vitamin D va vitamin Ds)
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CHU DAN

x théigian (min)

y tin hiéu (don vi tdy chon)
1 vitamin D;

2 vitamin D

Hinh C.2 - Sic d dién hinh cua chét chiét tir siva bdt (CRM 421) phan tich bing HPLC pha dao
cta phén vitamin D c6 th&i gian tir 11,5 min dén 12,5 min trong bwéc ban diéu ché
(xem Hinh C.1)
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Céc théng s néu trong Bang D.1 trén margarin (CRM 122) va sira bt (CRM 421) da dwoc xac dinh
trong phép the lién phong thi nghiém [8], phi hop véi cac huéng dan nghién cteu chirng nhéan cla EU

MAT. Nghién c(u nay do phong thir nghiém héa hoc ciia chinh phii Anh té chive.

Cac théng sb trong Bang D.2 trén si¥a, thirc &n cong thire danh cho tré so sinh dang Iéng, dau &n,
margarin, thirc an cong thirc danh cho tré so sinh va dau ca da dwoc xac dinh trong phép thir lién
phong thir nghiém theo Huwéng din clia AOAC ddi véi quy trinh nghién clru cdng tac dé danh gia cac
déc tinh clia phwong phap phén tich [13). Nghién ctru ndy do NMKL (Uy ban vé& phén tich thyc phdm
cua Béc Au) [11] t& chirc. Phrong phap nay bao gdm viéc xa phong héa, chiét, co dac, st dung HPLC

diéu ché va HPLC phén tich.

Bang D.1 - Di¥ ligu vé d§ chum ddi véi margarin va siva bjt

Mau 1 2
Nam tién hanh phép thd lién phong thir nghiém 1994‘ 1994
S6 lvgng phong thir nghiém 1 1
Sé lvgng mau 5 5
Sé lvgng cac phong thir nghiém con lai sau khi trir ngoai 1¢ 11 11
S6 lvgng cac phéng thir nghiém ngoai 1& 0 0
S6 lrgng cac két qua dwgc chip nhan 48 47
Gia tri trung binh, X, ug/100 g 12,30 14,30
_Dé—l.éch chuan I3p lai, s, pg/100 g 0,82 0,74
E D6 lech chudn twong d6i 15p lai, RSD, % 6,7 52
| Gi6i han 1ap lai, r[r = 2,8 x s, ig/100 g 2,32 2,09
D6 léch chudn i 18p, ss, ug/100 g 0,94 0,78
D6 lech chué.n_t.;.mng ddi tai lap, RSDg, % 7.6 55
;:;;an tailap. AR =28 x sg), ug/100 g 2,66 2,21
Chi s Horat R 0,3 0.3

1 Margarin c6 bd sung vitamin D3 (CRM 122)

2 Siva bdt sy phun, sira nguyén chit (CRM 421) c6 bd sung vitamin Ds
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Bang D.2 — Div ligu vé dé chym déi vé&i sira, thire dn cong thirc danh cho
tré so sinh dang 16ng, dau &n, margarin, thirc 3n c¢éng thirc danh cho tré so sinh, diu ca

Miu 1 2 3 4 5 6

Nam tién hanh phép tht lién phong thir nghiém 1997 1997 1997 1997 1997 1997
Sé lwgng phong thir nghigém 8 8 8 8 8 8
S8 Ivong mau 2 2 2 2 2 2
Sé lwong cac phong thir nghiém con lai sau 7 8 8 7 7 8
khi trir ngoai I&
Sé lugng céac phong thir nghiém ngoai 1& 1 0 0 1 1 0

. S lwgng cac két qua duoc chap nhan 14 16 16 14 14 16

| Gi tr trung binh, X, ug/100 g 0418 | 138 | 461 8,39 10,1 11,6
D6 léch chudn 13p lai, s, ug/100 g 0,019 0,08 0,34 0,54 0,2 0.3
D6 lech chuan tvong ddi 1ap lai, RSD, % 46 5.9 7.4 6,5 24 2,2
Gi¢i han lap lai, r[r=2,8 x 5], pg/100 g 0,054 0,23 0,96 1,52 0,7 0,7
D6 léch chudn téi 1ap, sg, ug/100 g 0,038 0,17 1,11 0,57 0,7 2.1
Da léch chuan twong ddi tai lap, RSDg, % 9.1 12,1 24 1 6,8 71 17,7
Gi¢i han tai lap, R[R = 2,8 x sg], Hg/100 g 0,106 0,47 3,11 1,60 2,0 58
D6 thu hédi, % - - 102 - 93,9 92,9
Chi sd Horrat R? 0,4 0,6 1,1 0,3 03 0.8

trén nhan la 1,3 ug/100 g
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3 dau an co bd sung vitamin D3 ding cho thir nghiém cong tac

4 margarin co bd sung vitamin D3 ding cho thir nghiém céng tac

6 dau ca co bd sung vitamin D3 dung cho thir nghiém céng tac

1 sira liél trung (UHT) cé ham lwgng lactoza thip, khéng bd sung vi chét

5 thire an cong thire danh cho tré so sinh dang bét cé bd sung vitamin D3 dung cho thir nghiém cdng tac

2 thyc pham 3n lién, c6 bd sung vi chét, thirc 3n cong thirc danh cho tré so sinh dang 16ng (bét nhao), vitamin D3 ¢dng bb

a) Céc gia tri ndy khac véi cac gia tri trong tai lidu tham khao [10] vi gi4 tri Horwits dwoc dat & 22 %, dbi voi cac gia tri trung
binh nhé hon 120 ppb theo Tai liéu tham khao [12].
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Phy lyc E
(tham khao)

Bwéc lam sach bé sung dé xac dinh vitamin D
c6 str dung TLC diéu ché, sic ky cot va hodic SPE

E.1 Bwéc lam sach bé sung cé sir dung TLC didu ché
E.1.1 Yéu cdu chung

Quy trinh nay da dwoc st dung réng réi dé lam sach cac dich chiét vitamin D trwée khi dwa vao HPLC
diéu ché. Quy trinh 3 dwoc déanh gia trén céc loai thirc dn chan nudi nhw thirc an cho Ign con chira
50 pg vitamin D/kg.

Cac wu diém la:

— vung c6 chira vitamin D ¢6 thé dé dang quan sat dwgc dwdi anh sang UV. Tuy thude vao sy phan
b chét nén ma quy dinh mrc d6 nhé cla viing D,/Ds. Vi vay cac chat gay nhidu chat nén phai dwoc
giam thiéu;

— slr dyng nhiéu bwdc khai trién cac tam TLC, co thé cai thién thém sy phan biét clia vung D/D3 va

céc ving chét nén.

Nhuoc diém cla phwong phap nay la khéng thé thic hién ty dong. Thei gian ludn chuyén bj han ché.
Céc thong tin b sung vé quy trinh nay ¢é trong [11].

E.1.2 Nguyén tac

Phan dich I6ng cuia dich chiét thd sau khi xa phong héa dwec lam sach béng TLC diéu ché. Vung chira
vitamin D./D; duoc cao ra khdi tAm TLC rdi chuyén vao c6t nhé va vitamin D,/ D; dugc chiét. Thé tich
clia cac dich chiét nay can dwoc gidm trwdc khi dwa vao dé phan tich bing HPLC.

E.1.3 Thudc thie
E.1.3.1 Céc tdm TLC, vi dy silica gel 60 F 254, Merck 5715 ", ¢& hat 0,25 mm, 20 ¢m x 20 ¢m.
E.1.3.2 Hydroxytoluen da butyl héa (BHT).

E.1.3.3 n-hexan.

"' Silica gel 60 F 254, Merck 5715 1a vi dy v& san phdm pht hgp ban sdn. Thang tin nay tao thuan tién cho ngudi sir dyng
tiéu chudn va tiéu chudn nay khdng 4n dinh phai st» dyng chung.
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E.1.3.4 Metanol.
E.1.3.5 Axeton.
E.1.3.6 Dietyl ete.

E.1.3.7 Dung méi khai trién cac tdm TLC, hén hop cia 88 ml n-hexan, 2 ml metanol, 10 ml axeton
va 10 mg BHT.

E.1.3.8 Dung méi dé rira gidi ving vitamin D,/D; da dwee phéan 1dp, hén hop cla 60 ml dietyl ete

va 40 ml n-hexan.

E.1.3.9 Dung dich chuén vitamin Ds, 250 pg/ml trong metanol.

E.1.4 Thiét bj, dung cy

E.1.4.1 Hép khai trién TLC ding cho céc tdm TLC 20 cm x 20 cm.

E.1.4.2 Xyranh, kin khi, dung tich 1 mi hodc hé théng ch&m thich hep dung cho TLC.

E.1.4.3 Pén UV, 254 nm.

E.1.4.4 Cot mao quan mé, dwong kinh 1 ¢m, dai khoang 15 cm, cé ndp vin polytetrafloetylen (PTFE).
E.1.4.5 Dao nhé, lwdi sic

E.1.5 Cach tién hanh

Db ddy dung mdi (E.1.3.8) vao hdp trién khai TLC va doi khodng 2 h dé bao hoa.

Lam bay hoi phan dich Idng thich hgp cla dich chiét thd sau khi xa phong héa cho dén kho duéi ap
suét giam va ngay sau d6 hoa lai trong 2 ml n-hexan. Chdm 1 ml dung dich nay nhiéu 1&n Ién tdm TLC
(E.1.3.1) d& c6 dwgc mét ving dai 10 cm va khong rong hon 1 cm. D& xac dinh vi tri va nhan biét,
cham tr 5 pl dén 10 pl chat chuén vitamin D; (E.1.3.9) Ién ¢a céc canh clia ving nay.

Cho trién khai tdm séc ky hai 1an dén gan mép trén. D& tang kha nang tach thi nén trién khai theo nhiéu
hwéng. Trudc khi bat dau buéc tach méi, sau 1an chay cudi, thi dung méi dwgc cho bay hoi dwéi dong
nito. Cho hién hinh viing vitamin Dy/D, tach duoc dudi anh sang UV (E.1.4.3) va danh déu béng but
chi (0,5 cm dén 1,5 cm). Cao vung twong (ng bang dao (E.1.4.5) cho Ién mau gidy va chuyén sang cot
mao quan (E.1.4.4) a dé ddy 10 ml dung méi (E.1.3.8).

Vitamin D,/D3 dwegc riva gidi 5 1&n, méi 1an ding 10 ml dung méi (E.1.3.8). Lam bay hoi hén hgp cac
dich ria gidi dén kho duéi 4p suét gidm va hoa lai ngay trong 1 ml dung méi HPLC (dung dich méu).
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E.2 Bwéc lam sach bd sung bing séc ky cét
E.2.1 Nguyén tac

Phuwong phap lam sach dwoc thyc hién trén cét celit polyetylenglycol. Nhwoc diém clia phwong phap
lam sach nay |a khéng thé thyrc hién ty déng. Théi gian ludn chuyén bj han ché.

E.2.2 Thuoc thir

E.2.2.1 Ete ddu md, c6 dai sbi tir 40 T dén 60 T, da duoc chung cét.
E.2.2.2 Ete ddu mé, co dai sbi tr 60 T dén 70 T, da dwece chung cét.
E.2.2.3 Diatomit, natri cacbonat da nung chay CAS No.: 68855-54-9.
E.2.2.4 Natri sulfat

E.2.2.5 Polyetylenglycol 600

E.2.3 Thiét bj, dung cu

E.2.3.1 May c6 quay, cé ndi cach thiy duy tri & 40 .

E.2.3.2 May trén téc do cao chéng nd

E.2.3.3 Ong sic ky, dai 30 cm, dwong kinh trong 2,5 cm, ¢é nut bang polytetrafloetylen (PTFE) & day
dng. Trén dinh cot c6 gan mét bé 100 ml, dai 10 cm, dwéng kinh trong 1,4 cm, déy hep.

E.2.3.4 Deén tir ngoai, kiéu cAm tay dung cho anh sang séng dai (366 nm).
E.2.4 Cach tién hanh
E.2.4.1 Chuén bj cét

Tao huyén phu cla 25 g diatomit (E.2.2.3) va 200 ml ete ddu mé (E.2.2.2) trong may trén (E.2.3.2).
Trong khi trén, thém nhanh 15 ml polyetylenglycol (E.2.2.5) va tiép tyc tron trong khoéng 20 s.

Cach khac, tao huyén phu bing cach tao ra bdt nghién polyethylenglycol twong dwong trén chat mang.
R6t mét lwong nho ete dau mé (E.2.2.2) vao éng séc ky (E.2.3.3), nit day éng bang nit len cotton kin
khi vao va phu mdt 16p natri sulfat (E.2.2.4) day 1 cm. Rét huyén phu vao chai va nén ¢t dung pitténg
d& nén cot cho dén khi chidu dai cta cot cudi cung khodng 15 cm. Tai thoi diém nay, tat ca ete ddu mo
du thira cho chay hét. Phii lén dinh ¢t mét I&p natri sulfat day 1 cm.
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E.2.4.2 Chuan bj dung dich mau, rira giai va thu ly dich rira giai

Chuyén dich chiét tiv binh ciu day tron, ding 3 phan ete diu mé (E.2.2.2), mdi phan khoang 3 ml dé
trang binh. Chuyén tat ca sang cét. Rva gidi bang cach dung ete ddu mo (E.2.2.2). Loai bd 30 ml dich
rira giai dau tién. Thu l4y 50 ml dich rira giai tiép theo hodc cho dén khi dai bang retinol cham vao day
clia cot diatomit. Diéu nay cé thé nhin thdy dwoc béng céch dung dén tl ngoai séng dai (E.2.3.4). Lam
bay hoi dich riva giadi dén kho trong may ¢6 quay (E.2.3.1) va thém 2 ml dén 3 ml ete ddu mé (E.2.2.1)
hoéc (E.2.2.2). Tiép tyc vo&i bwéce 1am sach s dung SPE (xem E.3).

E.3 Bwéc lam sach bo sung bang SPE
E.3.1 Nguyén tac

Phan nay mé ta phuwong phap lam sach bang SPE va silica. Nhuoc diém cla phwong phép 1am sach
nay la khong thé thyc hién tw dong. Thoi gian luan chuyén bj han ché.

E.3.2 Thuéc thr

E.3.2.1 n-heptan p.a.

E.3.2.2 Dietyl ete

Loai bé cac peroxit bing cach chwng cét trén cac vién KOH mdi ngay trwde khi st dung.
E.3.2.3 Ete diu mo, dai sbi tir 40 C dén 60 C, da dwoc chwng cét.

E.3.3 Thiét bi, dung cu

E.3.3.1 Cét chiét silica pha ran, khodng 700 mg.

E.3.3.2 Binh nén 50 ml, c6 cic khép néi mai B 29

E.3.4 Cach tién hanh

Lam bay hoi dich rira gidi va hoa tan trong 10 ml heptan (E.3.2.1). Hoat héa éng (E.3.3.1) bing 10 ml
heptan. Chuan bi va ria giai 10 ml dich chiét mau. Dung 10 ml dietyl ete 6 % (E.3.2.2) trong heptan dé
trang rira va dung 20 ml dietyl ete 20 % (E.3.2.2) trong heptan dé rira giai. Thu ldy dich rira giai vao
binh nén (E.3.3.2), lam bay hoi va hoa tan phan con lai trong 1 ml dén 2 ml ete diu mé (E.3.2.3). Tiép
tuc v&i burde lam s'ach TLC hodc HPLC ban diéu ché.
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