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L&i noi dau

TCVN 11675:2016 dwoc xay dyng trén co s& tham khao AOAC 992.26,
Vitamin Dj (cholecalciferol) in ready-to-feed milk-based infant formula.
Liquid chromatographic method,

TCVN 11675:2016 do Ban ky thuat tiéu chuén québc gia TCVN/TC/F13
Phuong phép phéan tich va ldy méu bién soan, Téng cuc Tiéu chudn
Do lwdrng Chét Iwgng thim dinh, Bd Khoa hoc va Cdng nghé cdng bd.
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Sira coéng thirc danh cho tré so sinh -
Xac dinh vitamin D, (cholecalciferol) - Phwong phap sic ky long

Milk-based infant formula - Defermination of vitamin D, (cholecalciferol) -

Liquid chromatographic method

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap séc ky 16ng dé xéac dinh ham lugng vitamin D; trong siva cong
thire danh cho tré so sinh.

2 Nguyén tic

Phin miu thi dwgc xa phong héa va dugc chiét bing ete. Bom dich chiét 1én cot séc ky I1ong (LC)
silica d& 1am sach. Djch r(ra gidi chia vitamin D; dwogc dinh lwgng bang séc ky ldng trén cét silica co
detector UV & bwéc séng 254 nm.

3 Thubc thir va vat liéu thee

Chi str dung cac thubc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc cét hodic nuédc ¢ chét lwgng twong
dwong, trr khi c6 quy dinh khac.

3.1 Dung méi

3.1.1 Thudc thir ancol, cé chira 2-propanol 5 % va etanol 95 % da bién tinh d&c biét.
3.1.2 Etyl ete khan, d tinh khiét téi thidu 98 %.

3.1.3 Ete dau md.

3.1.4 n-Pentanol, d3 tinh khiét téi thiéu 99 %.

3.1.5 n-Hexan, loai dung cho LC, dé tinh khiét tr 85 % dén 100 %.

3.1.6 Axeton, loai dung cho LC.



TCVN 11675:2016

3.2 Kali hydroxit (KOH).
3.3 Axit ascorbic.
3.4 Dung dich chudn vitamin D;

Trénh @& dung dich vitamin Ds tiép xiic v&i 4nh séng tréng, boc binh béng mang nhdm va bao quan &
nhiét d5 4 °C. Chuén bj cac dung dich méi sau 7 ngay.

3.4.1 Dung dich chuin géc

Cén c4c legng 10 mg chét chudn vitamin Ds, chinh x4c dén 0,1 mg cho véao ba binh dinh mirc 50 mi
(4.9) da duoc dén nhan. Hoa tan va pha lodng bing n-Hexan (3.1.5) dén vach. Trdn k§. Ghi nhan I
dung dich chudn géc 1, 2 va 3.

3.4.2 Dung dich chuén trung gian

Duing pipet (4.10) I4y 1,00 ml tirng dung dich chuén géc (3.4.1) cho vao ba binh dinh mirc 200 ml (4.9)
riéng ré. Pha loang bing n-Hexan (3.1.5) @én vach. Trgn k§. Ghi nhén 1a dung dich chuén trung gian 1,
2va3. .

3.4.3 Dung dich chuin lam viéc

Dung pipet (4.10) Iy 25,0 ml, 15,0 ml va 7,0 ml dung dich chuén trung gian 1, 2 va 3 (3.4.2), twong
(rng, cho vao ba binh dinh méc 100 ml (4.9) riéng ré, dwgc ghi nhan 14n lwgt 1a 1, 11 va lll, chira twong
¢ng khoang 10 IU/ml, 6 IU/ml, 3 IU/ml. Pha lodng béng n-Hexan (3.1.5) dén vach va trgn k.

3.5 Khi nito nén (Ny).
3.6 Phaddng 1, hdn hop n-Hexan + n-Pentanol (ty 1€ thé tich 99,2 + 0,8).

3.7 Pha ddng 2, hén hgp n-Hexan + n-Pentanol (ty I& thé tich 99,85 + 0,15).

4 Thiét bj, dyng cu

St dung cac thiét bi, dung cu thong thwéng clia phong thir nghiém va cy thé nhw sau:

4,1 Hé théng LC ding dé 1am sach, bao gdm:

411 Bom, cé thé tao ap lyc 20 685 kPa (3 000 psi) va duy tri téc d ddng rira gidi 2 ml/min,
4.1.2 Cdtbao v8, dai 30 mm, dudng kinh trong 4,6 mm, durgc nhdi amin.

4.1.3 Catlam sach pha thwong, dai 250 mm, dudng kinh trong 4,6 mm, dugc nhai silica.
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4.1.4 Detector UV, db nhay 0,1 don vj do d hap thu trén toan thang do (AUFS), c6 bd loc séng 254 nm.
4.1.5 Bo6 bom miu, thé tich vong bom tir 320 pl Gén 370 pl.

4.1.6 B{ ghi dir liu.

4.2 Hé théng LC dung dé dinh lwgng

4.2.1 Bom pittong kép, co thé tao 4p lyc 20 685 kPa va duy tri tbc dd rira gidi 3 mi/min.

4.2.2 Cot phan tich pha thweng, dai 150 mm, dwéng kinh trong 4,6 mm, dugc nhéi silica c& hat 3 pm.
4.2.3 Detector UV, d6 nhay khoang 0,003 AUFS, c6 bd loc buwéc song 254 nm.

4.2.4 Bom van, c6 thé tich vong bom 250 pl.

4.2.5 B§ ghi dir liéu.

4.3 Dung cu bam gi®, ding d& dém thoi gian thu c4c phan dich rra gidi tir hé théng [am sach LC.

4.4 Nbi cach thiy, c6 thé duy tri nhiét dé & 75 °C + 2 °C.

4.5 Binh Idun sdi, bing thiy tinh, day phang, dung tich 500 ml, cé khép néi thily tinh mai c& 20/40.
4.6 Phéu chiét, dung tich 500 ml, c6 nép day teflon.

4.7 B co6 quay chan khéng, dung tich téi thiéu 500 ml.

4.8 Mang loc dung mét lan, béng cellulose, c& 16 0,45 pm.

4.9 Binh dinh mirc, dung tich 50 ml, 100 ml, 200 ml.

410 Pipet.

411 May trdn Vortex.

4.12 Xyranh, bing thiy tinh, dung tich 1 ml.

4.13 Ongly tam.

4,14 May ly tam.

5 L&y miu

Viéc Iy mau khong quy dinh trong tiéu chudn nay. Nén Idy mau theo TCVN 6400 (ISO 707) I'L.
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M&u giri dén phong thir nghiém phai diing 14 mau dai dién va khéng bi hu hdng hoc thay ddi trong qué
trinh van chuyén hodc bdo quan.

6 Cach tién hanh
6.1 Xa phong héa va chiét phan mau thee

Lam néng trwéce ndi cach thiy (4.4) dén 75 °C. Can mét lwgng méu thir ¢ chira khoang 12 1U vitamin
D, chinh xac dén miligam va chuy&n phan mau thir vao éng li tam (4.13). Thém 15 mi thudc thir ancol
(3.1.1) va khodng 400 mg axit ascorbic (3.3) vao tirng éng. Day ndp éng va l4c manh 5s. Thém 7,5 g
kali hydroxit dang vién (3.2) vao tirng éng, day nép va lic manh 20 s dé hda tan. N6i Idng nép dé xa ap
va dat cac éng vao ndi cach thily. Sau 30 min Iy cc éng ra khéi ndi cach thly va lam ngudi nhanh
dén nhiét dd phdng dudi voi nudc lanh.

Chuyén legng chira trong éng vao phéu chiét 500 ml (4.6), trang éng mét 14n bing 5 ml thubc thiz
ancol va cho nwéc trang vao phéu. Thém 130 ml etyl ete (3.1.2) vao phéu, day kin va l&c manh trong
30 s. Thém 130 ml ete dAu mé (3.1.3), day kin va l&c manh trong 30 s. D& tach I6p trén 2 min. Gan va
loai bd khodng 1 ml Iép nwée mau nau. B2 lai Iop nhi trong trong phéu. Thém 50 ml nwéc vao phéy,
day kin va lac manh trong 15 s. X 4p, d& tach I6p va théo khoang 1 ml I&p nuéce, dé lai Iép nhi teong
trong phéu. Rira dich chiét ete bang 50 ml nwdc khéc va gan bd nhw trén. Thém 15 ml thudc thir ancol
va 50 mi nwére rdi I4c manh trong 15 s. Gan tt ca cac phan nuéc cling véi khoang 1 ml 16p ete. Loai
bd tAt ¢4 I6p nuéc. Chuydn |6p ete vao binh dun'sdi 500 ml (4.5) da dan nhan. Day nép ngay sau khi
tAt ca cac 16p ete da duoc gan @& tranh nwéc bam trén thanh phéu khi chuyén sang binh dun soi.

N&i binh dun s8i vao bd cb quay (4.7) va cho bay hoi lugng chira trong binh (nhiét d téi da 50 °C) dén
khd. L4y binh ra, thém 50 ml axeton (3.1.6) va cho bay hoi legng chira trong binh dén khé. L4y binh
ra, hda tan dich chiét da kho bang cach I4c v&i 10 mi etyl ete (3.1.2) va can than chuyén dich chiét da
hoan nguyén vao éng ly tam sach. Trang binh dun séi hai 14n, mé&i 14n dung 10 ml ete va cho dich trang
vao 6ng. Ngam éng ly tam trong ndi cach thily (4.4) 4m (nhiét do t6i da 50 °C) va cho bay hoi dén khé
dwéi dong khi nito (3.5). Néu vAn cdn céc giot nudc trong ong, thém vai mililit axeton (3.1.6) va cho
bay hoi tiép dén khd dwéi dong khi nitor. Day kin éng c6 chira phdn dich chiét da khé.

6.2 Kiém tra s phi hop ctia hé théng séc ky lam sach

Can bing hé théng lam sach LC (4.1) bing pha dong 1 (3.6) & téc do dong 2 mi/min cho dén khi thu
duoc dudng nén dn dinh. St dung bom (4.1.3) bom dung dich chudn trung gian (3.4.2) vao hé thdng
LC @& thu duoc thoi gian lwu dn dinh (+ 15 s) dbi véi pic vitamin Da, riva gidi ttr 14 min dén 18 min.
Dwa vao pic vitamin D, hidu qua clia cot bao vé (4.1.2) va cot 1am sach (4.1.3) thudng tir 5 000 dén
7 000 dia ly thuyét, téi thidu Ia 4 000 dia ly thuyét. Bom lai dung dich chudn trung gian (3.4.2) sau bdn
Ian bom dung dich thir d& didu chinh thi gian leu clia vitamin Ds.
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6.3 Lam sach dung dich thir bing séc ky léng

Dyra vao séc ky db ctia dung dich chuén trung gian (3.4.2), x4c dinh thei gian lwu pic vitamin D; dat dén
gi¢i han phat hién cta detector UV (4.1.4) va cai dit dung cy bam gidr (4.3) dé thu dwgc céc pic trong
khoang thei gian 30 s treée va 30 s sau khi dat dén giéi han phat hign.

Duing pipet (4.10) l4y 1,00 ml n-Hexan (3.1.5) cho vao éng chira dich chiét khé (xem 5.1), day ndp éng
vA tron déu trong 5 s trén may tron Vortex (4.11). St dung xyranh (4.12) sach, khé dé lay dung dich
n-hexan ra khéi éng, 14t ngwoc xyranh va dudi khi. Néu dung dich van duc hoic cb két tua, thi 1am
trong dung dich bang mang loc diing mét 14n (4.8).

St dung bd bom miu (4.1.5) bom mét vong day mau ther va khéi dong dung cu bam giér (4.3), thu lay
phan dung dich chira vitamin D3vao lg. Dy ngay nép lo.

Trang xyranh béng axeton (3.1.6) va lam khé hoan toan trwéc khi bom dung dich thir tiép theo. Sau khi
thu dwoc phan dung dich va trrée 1an bom tiép theo, rira gidi cac pic con lai & tée 3 dong 4 mi/min. Khi
dwdng nén &n dinh, chinh téc dd dong dén 2 ml/min va ché cho dén khi dwdng nén én dinh lai truéc khi
bom tiép.

Lam bay hoi tirng phan dung dich thu dugc dén khd dwdi dong khi nitor trén ndi cach thiy (4.4) (nhiét
dd téi da 50 °C) nhw trén. Lam bay hoi lai lwong n-Pentanol ¢dn lai trong phan dung dich cé thé dan
dén pic vitamin D; qua réng trong sudt qua trinh dinh lvong LC. P4y ngay nép lo va thie hién ngay
phép phan tich dinh luvgng. Céac I ¢ thé dugc bdo quan trong 24 h, & 4 °C, tranh anh séng tréng. Dé
ngudi lo dén nhiét dd phong trwdc khi mé.

6.4 Sy phi hop cua hé théng dinh lwong LC

Can bang hé théng dinh lwong LC (4.2) bang pha déng 2 (3.7) & téc dé dong 3 mi/min cho dén khi thu
dwoc dwdng nén dn dinh. Tin hiéu nhidu ngén phai it hon 1 % trén toan thang do. S dung bom
(4.2.1) bom dung dich chun 1am viéc | (3.4.3) vao hé théng dinh lwgng LC cho dén khi chidu cao pic
|4p lai vé&i dung sai + 2 %. Chinh thé tich bom v&/hodc dd nhay clia detector (4.2.3) cho dén khi chiéu
cao pic dung dich chuén | (3.4.3) t» 50 % dén 80 % trén toan thang do. Th&i gian lwu clia vitamin D
can trong khoang t¥ 14 min @én 18 min.

6.5 Dinh lwong bang LC

Hoan nguyén lai dich chiét da khd trong 1,00 mi n-Hexan (3.1.5) nhw mé ta trong 6.3. Bom cac dung
dich chudn 1am viéc 1, II, va Il (3.4.3) treérc mdi 13n bom tam dung dich the.

7 Tinh va biéu thi két qua

Tinh ndng d6 vitamin D, Cyq trong cac dung dich chuan 1am viée |, I, va 1l (3.4.3), dwoc biéu thi bang
don vi quéc té trén mililit (1U/ml) theo Céng thiec (1):
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Trong dé

Wag

K

Cs,,,=WHXKXD 1)

10 000

1a khéi Irong vitamin D3 64 ding cho dung dich chudn géc (3.4.1), tinh bang miligam (mg);

Ia h& sb chuydn ddi khdi lwong déi véi vitamin Ds, tinh bing don vi quéc té trén
miligam (IU/mg) (O day K = 40 000 1U/mg);

la hé sé pha lodng d8i véi dung dich chudn Iam viéc (3.4.3) (25/100 déi véi dung dich
chudn |, 15/100 @i voi dung dich chudn Il va 7/100 déi véi dung dich chuén I1);

10 000 12 hé sb pha lodng ctia hdn hop dung dich chuén gdc vitamin D khé (Waq thanh 50 ml)

va dung dich chudn trung gian (3.4.2) (1 ml thanh 200 ml).

Tinh hdi quy binh phirong nhé nhét ctia chidu cao pic so véi néng dé ddi véi cac 1an bom dung dich
chudn 1am viéc, trieéc khi bom tirng nhém dung dich thir (t6i da tdm dung dich thir) trong 6.5. Hé sb
twong quan, r, 3 phan tich hdi quy thwéng Ién hon hoc bang 0,995.

Tinh néng @6 vitamin Dy, C, trong dung dich thir tir chiéu cao pic va dudng héi quy, dwoc biéu thj bang
don vi do lwdng quéc té trén lit (1UAIt) theo Cong thire 2 nhu sau:

Trong doé

10

Can

1,00

0,97

1000

1

0,86

Ve

C,, x1,00x0,97x1 000

C= sin 2a
V, x0,86xV, (22)
C,,x1130

C= sin 2b
s e (2b)

la néng dd vitamin Dstrong dung dich thtr @& bom, tinh bang 1U trén mililit (1U/ml);

|2 tha tich dung dich thir duoc hoan nguyén trudc khi dinh lvgng bang LC, tinh bang
mililit (ml);

12 thé tich dich chiét dwgc hoan nguyén da hiéu chinh déi voi qué trinh bay hoi 50 ml
dung dich trong éng, tinh bang mililit (ml);

Ia hé s chuyé&n ddi mililit sang lit.

12 th& tich vong bom 1am sach, do bing khéi Ieong vong bom duoc lam day bing nuéc
da biét ty trong, tinh bang mililit (ml);

1a phén vitamin D3 khéng chuyén thanh ti&n vitamin D trong qua trinh xa phong héa;

14 thé tich san phdm da xa phong héa, tinh bang mililit (ml).
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8 Bao cao thir nghiém
Béo cao thir nghiém phai bao gém cac thong tin sau:
a) moi thong tin can thiét @& nhan biét day da mAu thir;
b) phwong phap Iy mau da s dung, néu biét;
c) p.hu’crng phap da st dung, vién dan tiéu chuén nay;

d) moi thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuén nay, hodc duwgc xem & thy chon, cling véi moi tinh
hubng bét thwong cé thé anh hwéng dén két qua thir nghiém;

e) két qua thtr thu dugrc.

11
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Thw muc tai liéu tham khao

[1] TCVN 6400:2010 (ISO 707:2008) Si¥a va sin phdm stra — Hwéng dén ldy méu.

[2] TCVN 8973:2011 (EN 12821:2009) Thuc phdm — Xéc dinh vitamin D bang séc ky 1dng hiéu ndng
cao — Xac djnh cholecalciferol (Ds) hodc ergocalciferol (D).
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