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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 9514:2017

Thirc &n cong thirc danh cho tré so sinh va thwe pham dinh
dwdong cho ngwi I&n - Xac dinh vitamin B12 bang sac ki 1ong
hiéu nang cao pha dao (RP-HPLC)

Infant formula and adult nutritionals - Determination of vitamin B,, by reversed phase high
performance liquid chromatography 9RP-HPLC)

CANH BAO - Khi ap dung tiéu chuan nay cé thé lién quan dén cac vat liéu, thiét bj va cac thao
tac gay nguy hiém. Tiéu chuan nay khdng dwa ra dwoec tat ca cac van dé an toan fién quan dén
viéc sir dung ching. Ngwoi st dung tiéu chuan nay phai tw thiét 13p cac thao tic an toan thich
hop va xac dinh kha nang ap dung hodc cac giéi han quy dinh trwdc khi str dung tiéu chuan.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phwong phap xac dinh ham lwgng vitamin B4z trong thirc &n cdng thirc danh
cho tré so sinh va thyc pham dinh dwéng danh cho ngudi lén (dang bét, dang I6ng an lién va dang
dac) béng séc ki 1dng hiéu nang cao pha dao.

2 Thuat ngi¥ va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay st dung cac thuat ngl va dinh nghia sau:

2.1

Vitamin B4z (Vitamin B12)

Cyanocobalamin va céc corrinoid ¢chira coban khac cé hoat tinh sinh hoc nhw vitamin By, bao gém
aquocobalamin, hydroxycobalamin, metylcobalamin va adensylcobalamin dwgc chuyén héa thanh
cyanocobalamin,

2.2

Thwe pham dinh dwéng danh cho ngwdi Ién (adult nutritional)

Thyc phdm cong thire dac biét hoan chinh v mat dinh dudng. cé thé st dung nhw ngudn dinh duwdng
duy nhét, dang 1dng dwoc ché bién i sw két hop clia sta, dau nanh, gao, whey, protein thiy phéan,
tinh bét va cac axit amin, ¢6 va khdng cé protein nguyén ven.
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Thirc an cong thirc danh cho tré so sinh (infant formula)

S&n phim thay thé s¥a me dwoc ché bién dac biét dap (rng duoc cac nhu cau vé dinh dwdng clia tré
trong nhitng thang déu doi dén giai doan &n thirc an bd sung thich hop.

[Ngudn TCVN 7218:2008 (Codex Stan 72-1981)]
3 Nguyén tic

Cyanocobalamin va céc corrinoid chira coban khéc duoc chiét ra khdi mau ther bang dung dich dém
natri axetat (pH = 4,5) va sau d6 dwoc chuyén thanh cyanocobalamin st dyng kali xyanua & 105 °C.
Dich chiét dwoc tinh sach va ¢b dac bang cét chiét pha rin (SPE) C8 hodc C18, sau d6 dugc phan tich
bang séc ki ray phan tl va sic ki pha dao. Vitamin B12 dwoc xac dinh bang sic ki 16ng quan sat &
bée sbng 550 nm.

4 Thudc thir va vit liéu thiy

Chi st dung thudc thr loai tinh khiét phan tich va nwéc dugce st dung la nude cat hodic nwéce da loai
khoang hodc nwéc cé d6 tinh khiét twong dwong, trir khi co quy dinh khac.

4.1 Axit axetic bang.

4.2 Axetonitril, loai ding cho HPLC.

4.3 Chat hat 4m drierite, canxi sulfat khan, c& hat 8 mesh.

4.4 Etanol, bién tinh.

4.5 Axit formic, & tinh khiét 88 %.

4.6 Kali xyanua, d tinh khiét 97 %.

4.7 Riboflavin, df tinh khiét tr 98 % dén 102 %.

4.8 Natri axetat khan hodc natri axetat ngam ba phan tir nwéec.

4.9 Taka-diastase, clia hdng Accurate Chemical Co" hogc twong duong.

4.10 Trietylamin, loai dung cho HPLC.

" Vi dy v& san pham thich hop c6 ban sén. Thong tin ndy dua ra tao thuan tign cho ngudi si dyng tiéu chun va khdng 4n dinh
phéi sl dyng ching. C6 thé str dyng cic sdn phdm tuong ty néu cho cac két qua tvong duong.
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411 Chét chuan gbc vitamin By, (cyanocobalamin), vi du: chdt chuan USP 1152009 (xap xi
10 pg/mg), 16 hang chinh thirc™. Bao quan chét chudn nay trong binh hut &m, tranh &nh sang tréng.

4.12 Chudn bj cac dung dich va céac dung dich chuén
4.12.1 Yéu ciu chung

TAt ca cac dung dich c6 thé dwoc pha theo ty 1é tang hodc gidm tuy thude vao thyc hanh t6t clia phong
thir nghiém can tuan thi. Cac dung dich nay co thé dwec bao quan lanh hodc bdo quan & nhiét d§ moi
tredrng dwng trong vat cha tro kin khi, trir khi c6 quy dinh khac.

4.12.2 Chuaén bj cac dung dich
4.12.2.1 Pha dgng A ding cho HPLC

Pha loang 4,0 ml trietylamin v&i 1000 ml nwéc. Chinh pH tir 5 dén 7 st dung khodng 1,25 ml axit
formic dac (4.5). Dung dich nay dwec slv dung trong 1 tuén.

4.12.2.2 Pha ddng B ding cho HPLC

Trdn 4,0 ml trietylamin va 250 mi axetonitril v&i 750 ml nwéc. Chinh pH tir 5 dén 7 sir dung khodng
1,25 ml axit formic dac. Dung dich nay dwoc st dung trong 1 tudn khi dwoce bdo quan trong vat chiva
6 nép day kin.

4.12.2.3 Pha déng C diing cho HPLC

-

Trgn 4,0 ml trietylamin va 750 ml axetonitril v&i 250 ml nwée. Chinh pH dén khodng ti 5 dén 7 st dung
khodng 1,25 ml axit formic dac {4.5). Dung dich nay dwoc st dung trong 1 tudn khi dwoc bao quan
trong vat chiva ¢é ndp day kin.

4.12.2.4 Pha déng D dung cho HPLC

Pha lodng 50 ml axetonitril bang nwéc dén 2 000 ml. Dung dich nay dwoc st dyng trong 1 tudn khi
dwoc bao quan trong vét chira cd ndp day kin.

4.12.2.5 Hén hop cua axetonitril va nwéce, 10 % thé tich

Pha loang 150 ml axetonitril bng nuwéc dén 1 500 ml. Dung dich nay dugc sz dung trong 1 thang khi
dwoc bao quan trong vat chira ¢6 ndp day kin.

4.12.2.6 Hon hop clia axetonitril va nwéce, dung méi rlva giai SPE, 30 % thé tich

Pha loang 30 mi axetonitril bing nwéc dén 100 mi. Dung dich nay dwoc sl dung trong 1 thang khi
dwoc bao quan trong vat chira co nip day kin.
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4.12.2.7 H6n hop cia axetonitril va nwée, dung dich lam sach cot va bao quan cdt, 50 % thé tich

Pha loang 500 ml axetonitril bang nuwéc dén 1 000 ml trong binh dinh-mirc. Dung dich ndy dwoc st
dung trong 6 thang.

4.12.2.8 Hdn hop cuia etanol va nwére, 25 % thé tich

Pha loang 50 mi etanol béng nwéc dén 200 ml. Dung dich nay dugc st dung trong 1 ndm khi dwec
bao quan trong vat chira co nap day kin.

4.12.2.9 Dung dich kali xyanua, nbng dd khéi lwgng p= 4 g/l

Hoa tan 0,02 g kali xyanua béng dung dich dém natri axetat (4.12.2.11) (néng dd chét ¢ = 0,25 molll) va
thém dung dich nay dén 5 ml. Chuan bj dung dich ndy ngay trwéc khi st dung.

4.12.2.10 Dung dich kali xyanua, o= 10 g/l

Hoa tan 0,25 g kali xyanua trong nwéc va thém nuwde dén 25 ml. Chuan bj dung dich nay ngay triréc
khi str dung.

4.12.2.11 Dung dich dém natri axetat, ¢ = 0,25 mol/l

Hba tan 41,0 g natri axetat khan hodc 68,0 g natri axetat ngam ba phéan tl nwéc trong khoang 1 800 ml
nwoc. Chinh pH dén 4,5 bang axit axetic dac (khodng 40 ml). Pha loang bang nwéc dén 2 000 ml.
Dung dich nay dwoc stv dung trong 3 thang.

4.12.2.12 Dungdich kiém tra d phan giai

Cén khoang 0,005 g riboflavin cho 1én gidy can. Chuyén sang binh dinh mirc 100 ml va thém dung dich
axetonitril 10 % @én vach. Khudy dé héa tan. Tron cac thé tich bing nhau cla dung dich nay véi dung

dich chuan lam viéc vitamin B+ c6 ndng @6 cao nhét. Dung dich nay dwgc st dung trong 1 tudn.
4.12.213 Dung djch Taka-diastase, p=60 g/l

Hoa tan 0,6 g Taka-diastase trong 10 ml nwérc. Chudn bj dung dich méi trong ngay trwdc khi st dung.
4.12.3 Chuén bi cac dung dich chuin

4.12.3.1 Yéu ciu chung

Chuan bj t4t ca cac dung dich chudn duéi anh sang huynh quang chén UV va bdo quan trong cac binh
dinh mtre c6 ndp day kin & nhiét do tir 2 °C dén 8 °C.
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4.12.3.2 Dung dich chuan gbc vitamin B1z, p = 10 000 g/l

Can chinh xac céc lwong thich hop chét chudn vitamin Byz (4.11) d& c6 dwgc nbng do chét chuén géc
10 000 pg/l. Hoa tan va pha lodng dén 100 mi bang etanol 25 % (4.12.2.8). Dung dich nay dwoc sty
dung trong 6 thang.

Tinh lwong chét chuan vitamin Bs2 can 1y, mw, tinh bang miligam, theo Cong thire (1) sau day:
1
mw = 10000 x 0,1 x — (1)

Trong dé:
10 000 14 ndng dg can dat clia dung dich chudn géc, tinh bing microgam trén lit (ug/l);
0,1 Ia thé tich pha loang, tinh bang lit (1);

P la do tinh khiét cia chat chudn vitamin Bs2 (4.11), bidu thj theo sé microgam
cyanocobalamin trén miligam chét chuén (ug/mg).

4.12.3.3 Dung dich chuin trung gian vitamin Bz, £= 1000 pg/l

Pha lodng 10 m! dung dich chuan géc vitamin Bz (4.12.3.2) béng nwéc dén 100 ml. Dung dich nay
dwoc st dung trong 1 tudn.

4.12.3.4 Dung djch chuin hiéu chuan vitamin B1z, p = 2,5 g/l dén 25 pg/l

Cho vao c4c binh dinh mrc riéng ré cac lwgng: 0,5 ml; 1 mi; 2 mi; 3 ml; 4 m va 5 ml dung dich chuén
trung gian vitamin By, (4.12.3.3) va pha lodng béng axetonitril 10 % (4.12.2.5) dén 200 ml. Dung dich
nay dugc s dung trong 1 thang.

5 Thiét bj, dung cu
Str dung cac thiét bi, dung cu clia phang thir nghiém thdng thudng va cu thé nhw sau;
5.1 Hé théng HPLC

GOm c6 bom gradient, cét van déi chiéu va bom ddng dong, detector UV-VIS dugc trang bj dén
volfram, ¢6 thé kiém soat & buwéc song 550 nm va cé bd lay méu tw dong co thé bom tlr 900 pl dén
2000 ul miu.
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5.2 Cot HPLC, kich c& phan tich triv cot:

- C& hat 4 pm, kich thwéc 250 mm x 9,4 mm (vi du: san phdm Zorbax GF-2507, P/N 884973-901);

- C& hat 5 um, kich thweéc 300 mm x 8 mm (vi dy: san pham Shodex Protein® KW-802.5%, P/IN F6989000)
hodc twong dwong.

5.3 Cdt HPLC, cot C18 phan tich:

- C®& hat 3 pm, kich thwéc 100 mm x 4,6 mm (vi dy: san phadm Thermo Scientific Aquasil ™2
P/N 77503-104630) co cit bao vé C18 c& hat 3 pm, kich thwde 10 mm x 4,6 mm (vi dy: san pham
Thermo Scientific Aquasil ™2 P/N 77503-014001);

~ Epic Phenyl Hexyl, ¢c& hat 3 pm, 120 A, kich thudc 100 mm x 4,6 mm (san pham ES Industries
125191-EPHX)? cb cot bdo vé thich hep hodc cdt pha ddo twong dwong cé 100 % dung dich pha
dong).

5.4 Tu sy, c6 thé duy trl nhiét do & 95 °C + 5 °C va 105 °C + 5 °C.

5.5 Dung cu do pH, c6 dém hiéu chuan.

5.6 Can phan tich, co thé can chinh xac dén 0,000 01 g.

5.7 Céc thiy tinh c6 me, co cac dung tich thich hop.

5.8 B& phan phdi trén dinh cdt, c6 thé phan phéi 30 ml hoac loai twong duong.
5.9 Ong dong bing thuy tinh, d.u'qrc chia vach, ¢é cac dung tich thich hop.
5.10 Binh hat am.

5.11 éinh nén, dung tich 125 ml hoZc loai twong dwong.

512 Giéy loc, Whatman 2V? hoic loai twong duong.

5.13 Phéu loc, bang chét déo, thich hop dé st» dung cuing gidy loc.

5.14 Gang tay, diung mét lan.

5.15 Pipet, co dung tich thich hop tir 100 pt dén 1 000 pl.

2 Vi dy vé san pham thich hop ¢6 bén s&n. Thang tin ndy dura ra tao thudn tién cho ngudi st dung tiu chudn va khong 4n dinh
phai st dyng chiing. C6 thé sir dyng cac san phim twong ty néu cho céc két qua trong duong.
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5.16 TAm chin anh sang phong thir nghiém, tdm chén trong sudt hodic mau vang cé ngwdng phé it
nhét 385 nm.

5.17 Cot chiét pha ran SPE

Cat C8, 900 mg (vi dy: Alltech/Grace Davidson P/N 20966%); C18, 900 mg (vi du: Altech/Grace Davidson
P/N 209422} hoic loai twong dwong. Vi du vé cdt SPE dugc néu trong Phy luc C.

5.18 Xyranh, dung mét lan, c6 dung tich thich hgp.

5.19 Xyranh c6 diu loc, bang nylon, c& 16 0,45 pm.

5.20 B chan khéng, 24 cdng, c6 van khoa hoic loai tong duong.
5.21 Pipet dinh mirc, cé dung tich thich hgp.

5.22 Binh djnh mi¥c, co dung tich thich hop.

6 Lay miu
6.1 Yéu ciu chung

Chudn bj tit ca cac mu trong 4nh sang huynh quang chén UV. Cac miu thé d3 chudn bi néu dugc
bao quan trong binh dinh mirc day kin & nhiét do tir 2 °C dén 8 °C cd thé bén dén 14 ngay. Tt ca cac
mau thir cang dbng nhét cang tét va phai 12 m3u dai dién. Do d6, treée khi ldy mau, cin khudy tron
déu mau.

6.2 Chuan bj miu thir
6.2.1 Yéu ciu chung

Déi véi tht ca cac mau co chira tinh bot, thém 1 mi dung dich Taka-diastase (4.12.2.13). Cho Taka-diastase
phan ng v&i cac mau it nhat 30 min trwdre khi tiép tuc chiét.

6.2.1.1 Mau dang léng

Péi voi cac mau dang 1dng an lign, trdn k§ dé dam bao dong nhét va can chinh xac khoang 20,0 g mau
thye phdm dinh dwéng danh cho ngudi Ién hodc 25,0 g mau thirc an cong thirc danh cho tré so sinh
cho vao binh dinh mirc 100 ml. Tiép tuc qua trinh chiét.

6.2.1.2 Mau dang bét

Néu chua biét dwoc do ddng nhét clia mau dang bét, thi gid dinh rdng mau khong déng nhét va thye
hién d6i véi mau dang bdt khéng déng nhat/trdn khé (6.2.1.3).

1"
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6.2.1.3 MAiu dang bt dwoc tron kho

Déi véi cac méu dang bdt khdng dong nhattron kho, can chinh xac khodng 25,0 g, bd sung 200,0 g
nwéc & nhiét 43 40 °C trwac khi trdn, cho dén khi thu dugc huyén phit ddng nhét. Cé thé st dung bd
dbng héa, néu can. Can chinh xac khoang 20,0 g mau thic phdm dinh dudng danh cho ngudi I6n
hodc 25,0 g mau thirc an cdng thirc danh cho tré so sinh cho vao binh dinh mc 100 mi.

6.2.1.4 Maiu dang bot dwore trén wot

Déi voi m3u dang bot déng nhét tron wét, can chinh xac khoang 3,0 g cho vao binh dinh mirc 100 ml.
Thém 25 ml nwéc va trdn cho dén khi hoa tan hoan toan.

6.2.1.5 Mau chira cac axit amin tw do va protein khdng nguyén ven (elemental formulas)

Péi v6i cac san pham chlra cac axit amin ty do va protein khong nguyén ven, thém 0,5 g canxi
caseinat hodc sira bdt khéng béo vao 3,0 g mau dang bdt déng nhat da trén wét da duwoc pha loang
véi 25 ml nwée hodc 20 g dén 25 g mau dang Idng hodc méu dang bot khdng ddng nhét tron khé da
hoan nguyén. Tron ky dé hoa tan protein. Thém ngay 30 ml dung dich dém natri axetat (4.12.2.11) va
1 mi dung dich kali xyanua 1 %. Pha lodng bang nwéc dén vach, loc, lam sach va ¢6 dac dich loc dén
60 ml @& dwa vao cot C8 hodc C18 900 mg da dugc n dinh trwdc. Khdng gia nhiét méu trong ti sy
105 °C.

6.2.2 Chiét mau

Thém 30 ml dung dich dém natri axetat (4.12.2.11) vao mdi phan mau thlr va lic binh dé tron. Dt binh
vao tl hat, thém 1 ml dung dich kali xyanua 1 % (4.12.2.10) méi chudn bj vao méi binh va lac binh dé
tron. Gia nhiét miu trong t0 & nhiét o 105 °C it nhat 60 min va khong qua 120 min. Nhigt dé clia ti sé&
gidm khi clra tl m&. Bét d4u tinh thoi gian khi nhiét dé ta dat tré lai 105 °C.

Sau d6, Iy mau ra khéi |6 va lam ngudi ngay trong bé nudc da. Pha loang mu bing nwéc dén vach.
Tron ky. Loc méu qua gidy loc (5.12) vao binh nén 125 ml hodc dung cu thity tinh tirong ty. C6 thé thay
gidy loc, néu bj te. Néu mau da chudn bj duc va cé chira mét lgng rat nhd cac hat khéng hoa tan,
thi ly tam mau va chuyén 16p chét long sang phéu c6 16t gidy loc. Khdng gia nhiét mau da bd sung
canxi caseinat, xem 6.2.1.5.

6.2.3 Co dic miu

D& tinh sach va cb dac mau, 1ap cot SPE 900 mg (5.17) vao van khoa ciia b chan khéng va I&p xyranh
30 ml dung mét 1an vao dinh tirng cot. On dinh tirng cot véi it nhét 20 ml axetonitril (rira gidi bing trong
Iwc) va trang rira tirng cot bang it nhat 10 ml nwée. Dung pipet dinh mirc, chuyén dich loc miu vao cot
theo huéng dan trong Bang 1. Néu chua biét ndng do vitamin B1z, thi sir dung huwéng dan dbi véi cac
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san phdm RTF chira tir 1 pg/l dén 10 pg/l. Néu can, hit chan khong di & miu chay n dinh qua cét,
Tbc Ao riva gidi qua cot khong qué 120 giot/min. Loai bd chét riva gidi.

Bang 1 - Hwéng dan dwa dich loc mau 1én cét SPE

Vitamin B4, trong san phém Lwong dich loc dwoc dwa lén cot SPE, Thé tich pha loang cubi
RTF, pgfl ml cung, mi
Nhé hon 1 80 5
Tir 1dén 10 Tir 70 dén 80 10
Tir 11 Gén 20 Tir 50 gén 60 10
Tir 21 @én 50 Tir 20 @én 40 10
CHU THICH: Khéng duwra qua 60 ml mau thye phdm dinh dwéng cho ngudi I6n 1&n cbt Alitech C8 hoac C18.

Sau khi toan bd dich loc miu chdy qua cét SPE, trang tirng cot bing 5 ml nwéc va gan bd dich rira
gidi. Lam khé cac cdt bang cach hat chan khong cho dén khi khdng con thay dich rira gidi chay ra. Khoa
van.

Str dyng hwdng dén trong Bang 1, dat binh dinh mirc 5 ml hodc 10 ml phia duéi méi cot. Thém 4,4 ml
hén hgp 30 % axetonitril va nuwéc (4.12.2.6) vao cac cot SPE 900 mg. Md tirng van khoéa va riva gidi
vitamin B2 vao cac binh dinh mirc c6 hit chan khdng. Toc do rira giai qua cot khdng qua 120 giot/min.

D& chuan bj dung dich pha loang cudi cung, dbi véi dich loc mdu dyng trong binh dinh mirc 10 ml, pha
loang béng nwéc dén vach.

Déi véi dich loc miu dyng trong binh dinh m&c 5 ml, dwa binh vao td hat va thém 0,1 ml dung dich kali
xyanua 0,4 % (4.12.2.9) méi chuén bi vao tirng binh dinh mirc. Dat cac miu vira chuan bj vao ta &
nhiét d6 95 °C trong it nhét 1,5 h nhwng khéng qua 4 h. Sau dé Iy binh dung mau ra khoi ti sdy va
lam ngudi dén nhiét d6 phong. Pha lodng bing nwéc dén vach.

Loc mét lwgng clia cac dung dich chudn va dung dich miu thir qua bd loc xyranh (5.19) vao lo Iy mau
ty dong.

6.3 Phan tich bang HPLC
6.3.1 C&u hinh va cai dat hé théng

CAu hinh va cai dat hé théng theo Hinh 1.
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a) Cau hinh 1

CHU DAN

1 Bom dng déng 5 Bom gradient

2 B& lay miu ty dong 6 Detector UVAVIS
3 Cot ray phan tr 7 Chétthai

4 Cotphan tich C18

b) Cau hinh 2

Hinh 1 - C4u hinh va cai dat hé thong HPLC

6.3.2 Diéu kién van hanh thiét bj
- Thdi gian chay: 30 min dén 35 min;
— Thé tich bom: 0,9 ml dén 2,0 ml;

- Céu hinh clia hé théng:  xem Bang 2.

Bang 2 — C4u hinh cta hé théng

Thei gian, Ciu hinh coa van
min (xem Hinh 1)
T 0 3én 10,5 1
Tir 10,5 dén 14,5 2

Tir 14,5 dén 30,0 dén 35,0

1

- Bom dang dong

14
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— phadéng D (4.12.2.4);

— didu chinh téc do dong sao cho dich rira gidi.vitamin B12 chay tlr cot ray phan tl trong thoi gian tir
10,5 min dén 14,5 min. Téc d§ dong dién hinh tir 1,1 m¥min dén 1,2 mi/min

Pé x4c dinh téc do dong thich hop, ndi truc tiép cot ray phan ti véi detector UV-VIS va bom dung
dich chuén di qua. Chinh téc do ddng sao cho dich rira gidi vitamin B+, trong khodng thoi gian ti
10,5 min dén 14,5 min.

— Bom gradient
~ Pha doéng A (4.12.2.1), pha djng B (4.12.2.2) va pha ding C (4.12.2.3)
— Gradient dé rira gidi vitamin B2 trong 24 min dén 30 min dwgc néu trong Bang 3.

Bing 3 - Gradient ctia cdt (xem 5.3)

Thé&i gian, min Pha ddng A, % Pha dong B, % Phaddng C, %
0,00 90 10 0
14,5 90 10 0
14,6 40 d@én 602 tlr 60 dén 402 0
27,0 @én 30,0 40 dén 602 tlr 60 dén 402 0
27,1 dén 30,1 0 10 90
29,9 @én 33,0 0 10 90
8 Cac dibu kign gradient thich hgp phai dugc thiét lap cho timg cbt dé tach dugc hét vitamin B, va riboflavin va dé rira
gidi vitamin By, trong khodng théi gian tir 24 min dén 30 min. Thiét ap cac didu kign gradient thich hop véi ¢t méi, cai
dat thanh phén gradient & 14,6 min va 27,0 min dén 30,0 min dén diém gira cla déi cho phép trong Béng nay. Bom
dung dich méu thir phan gidi (4.12.2.12) va tinh d phan gidi (R) gitra c4c pic vitamin By, va riboflavin. Chinh thanh
phén pha dgng & 14,6 min va 27,0 min dén 30,0 min cho dén khi R > 1,5. Sau khi vilamin 8, rira gidi khdi ¢t C18 hodc
cdt phenyl, trang cét bing 90 % pha déng C it nhét 2,8 min.

- Téc do dong: 1,0 mi/min.
— Cai dat detector: buéc song phat hién 550 nm va bang théng 10 nm.

Sau khi hé théng da can béng, bom cac chéat chuan hiéu chuan va day méu. Sau khi bom dung dich
mau cudi ciing, phan tich it nhat mét dung dich chét chun dé khang dinh tinh &n dinh cla hé théng.

Cac vi du vé séc ky dd duoc néu trong Phy fuc A.
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7 Tinh két qua

7.1 Yéu ciu chung

Céc nbng d6 vitamin B12 trong mau thir dwoc tinh bang cach so sanh céc dién tich pic clia cac méu da
biét khdi lwgng véi cac dién tich pic clia cac chat chun ¢ ndng do da biét.

Quan sét ky séc ky db cha tirng chat chudn véi séc ky d6 clia mdu va kiém tra chéc chan réng pic
vitamin B4z dwgre tach ra khoi tat ca cac pic khac trong séc ky do.

Céc dién tich pic dwoc do béng hé théng di¥ ligu. Trwée khi tinh ndng dd vitamin B2 clia méu, so sanh
dién tich pic vitamin Bs2 clia chat chudn véi dién tich pic vitamin By2 clia mau va kiém tra dién tich pic
vitamin B+, clia mau nim trong dai clia cac dién tich pic vitamin Bs2 clia chat chudn.

7.2 Tinh ndng d6 dung dich chuin

Tinh néng d6 khéi lwong, p,., , bing microgam trén lit, clia dung dich chuén higu chuén vitamin By2
(4.12.3.4), theo Cdng thire (2):

Pus = S xPx @)

Trong dé:
Sw 14 long chét chuén vitamin B+, d3 biét khéi legng, tinh bing miligam (mg);

P la @6 tinh khiét clia chat chudn vitamin By, (xem 4.11), tinh bdng microgam cyanocobalamin
(vitamin B 2) trén miligam chét chudn (ug/mg);

A 14 lwgng dung dich chudn trung gian vitamin Bz (4.12.3.3) da st dung, tinh béng mililit (ml) (&
day A la: 0,5 ml; 1,0 ml; 2,0 ml; 3,0 mi; 4,0 ml ho#c 5,0 ml);

200 Ia thé tich pha loang cudi ciing, tinh bang mililit (ml).
7.3 Dwng dwdng chuin

V6&i mbi nbng do chat chuan, tinh gia tri trung binh clia dién tich pic clia chat chuin dugc bom trwée
day mau véi dién tich pic ctia cht chuén dwgc bom sau méi day mu. Dyng dwdng chudn tuyén tinh
bang phuong phap binh phuong nhd nhit (hdi quy) clia ndng d6 chét chudn theo dién tich pic clia cac
dung dich chuén lam viéc.

16



TCVN 9514:2017

7.4 Tinh ndng dd vitamin B, trong céc dung dich mau
Néng 0 vitamin B12 trong m&i mu bom dwoc ngoai suy tir duémg chudn vitamin B chudn bj trong 7.3.

Tinh phan khéi lweng, w,, clia vitamin By, trong ting sén pham, bang microgam trén 100 g, theo Cong
thire (3):

V, V, my 1
W = i SVl SV LV 3
PPV, Ty, 10 ®)

Trong dé:

g 1a ndng dd khdi lvgng vitamin By, cla méu thir dwoc ngoai suy tir dudng chudn, tinh bang

microgam trén lit (pg/l);

Vi 14 thé tich cla dung dich pha loang dau tién, tinh bdng mililit (ml) (trong tredng hop nay
Vs = 100 ml);

ms 12 khéi lwong mau thd, tinh bang gam (g);

V, lathé tich dung dich pha loging thir hai (dung dich cudi cling), tinh bang mililit (mi);

Vi 14 thé tich dung dich loc dwa I8n cét, tinh bang mililit (mi);

mp: 14 tdng khéi lwgng méu thir dang bot diing dé hoan nguyén, tinh bang gam (g) (néu ap dung);
M 14 khéi lvgng mau thlr dang bét da hoan nguyén, tinh bang gam (g) (néu 4p dung).

CHU THICH: myp: va mq béing 1 di voi mau dang long va miu dang bdt duge can tngc tiép.
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Phuluc B

(Tham khao)
Dir liéu d6 chum

D@ lidu thu dwoc tiv nghién cteu lién phong thd nghiém vé két qua danh gia do chum cla phuong
phap® duwgc néu trong Bang B.1 phi hgp véi TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) va da duoc cong bd nam
2015, thyc hién theo nguyén tic hai hoa AOAC-IUPAC vé quy trinh nghién cru lién phang. Nghién
c(u nay da dwoc thyc hién theo cac yéu ciu néu trong Tai liéu tham khao .

Théng tin chi tié hon v& danh gid xac nhan phuong phép ©6 thé tham khdo tai
hitp://standards.iso.orafiso/20634.
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Bang B.1 - Di® liéu dd chum déi vé&i vitamin B12

NIST
Méu SRM 12 2v 3¢ 44 5 6’ 79 gh 9 10! 1%

1849a
Nam tién hanh thi¥ lién phong 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014
Sé Iwong phong thir nghiém 1 9 10 1 10 10 10 10 11 10 9 10
Sé lwgng phéng thir nghiém khong tham gia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Q 0
:i :gz;glephong thlr nghiém cdn lai sau khi %0 9 - - 0 - 10 N 10 g g 16
S6 phong ngoai 1é 1 0 0 0 1 1] 0 1 1 1 1 0
S6 lwong két qua chép nhan dugc 20 18 20 22 18 20 20 14 20 18 16 20
Gia trj trung binh, ¥ , H9/100 g 43,7 0,272 0,300 0,373 0,543 0,250 0,636 1,48 0,428 0,227 0,967 1,08
D6 lech chuan 1ap lai, s, pg/100 g 3,01 0,0257 | 0,0270 | 0,0200 | 0,0169 | 0,0244 | 0,0348 | 0,122 | 0,0208 | 0,0111 | 0,0289 |0,0730
Hé s6 bién thién I2p lai, Cv,, % 6,90 9,46 8,99 5,35 3,1 9,77 5,47 8,23 4,85 4,90 2,98 6,74
Gi¢i han Iap lai r [r= 2,8 x s¢], ug/100g 8,43 0,0720 | 0,0756 | 0,0560 | 0,0473 | 0,0683 | 0,0974 | 0,342 | 0,0582 | 0,0311 | 0,0809 | 0,204
D6 léch chudin tai 13p Sk, pg/100 g 3,868 0,0427 | 0,0416 | 0,0694 | 0,0603 | 0,0487 | 0,0587 | 0,171 | 0,0305 | 0,0202 | 0,0342 | 0,190
Hé sé bién thién tai lap, Cya, % 8,84 157 | 138 18,6 11,1 19,5 9,23 11,5 7,13 8,90 3,54 | 17,5
Gidi ha‘n taildp R{R =2,8 x 5-],g/100 g 10,8 0,120 0,116 0,194 0,169 0,136 0,164 0,479 | 0,0854 | 0,0566 | 0,0958 | 0,532
Tri sé HorRat, theo Tai lidgu tham khao 19 0,34 0,40 0,36 0,50 0,32 0,50 0,27 0,38 0,20 0,22 0,11 0,55

s Si¥a cong thirc RTF danh cho tré so sinh, ® Sta bot dinh dwdng danh cho ngudi 16m, © Sira danh cho tré so sinh dang bot Ga thiy phan mét phan, © thire &n dang bdt danh cho trdf
so sinh, © thirc &n cbng thire danh cho tré so sinh dang bt (¥ d3u nanh da thiy phan tirng phén, * Bat dinh dudng danh cho ngwéi Ién c6 ham lwong chit béo thép, 8 RTF dinh
dudng cé ham lwong chit béo cao danh cho ngudi lén (cac phép xac dinh riéng 1é trong 4 phong thtr nghiém vi hép dwng san pham dan nhan sai), ® bot Gau cong thirc danh cho trél
Fo' sinh, ! sCra bt ¢bng thirc danh cho tré so sinh, ! thive &n cbng thirc dang bt danh cho tré nhd, ¥ RTF dinh dudng ¢6 ham lwgng protein cao danh cho ngudi I6n, ! két qua tinh

ang pglkg bot.
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Phuluc C

(Tham khao)

Vi du vé quy trinh chuan héa cét SPE

D& thiét 1ap tinh twong duong clia cot SPE hodc dé kiém tra tinh &n dinh cla 16 ¢t méi, co thé thye
hién quy trinh sau day:

Chudn bi dung dich chira vitamin Bs2 160 pg/l trong nwérc.

Chudn bi ba mau tir mot san pham dai dién co chira lwgng protein cao nhét clia san pham bat ky ¢n
phén tich bang phwong phap ndy, st dung quy trinh chiét néu trong 6.2.1 va 6.2.2,

Gop tat ca cac dich loc mau chiét dugce. Thém 1 ml dung dich chra vitamin B12 160 pg/l trong nwéde
vao 80 mi hoac 100 mi dich loc miu (mau thém chuén) va thém 1 ml nwéc vao 80 ml hoac 100 ml dich

loc mAu (mAu khéng thém chuén).

Tiép tuc chudn bj miu thém chuin va mau khong thém chuan sl dung quy trinh ¢d diac méu va pha
loang mau cudi cung nhw trong 6.2.3.

Phan tich sic ky hai miu nay. Tinh ndng d6 vitamin B12 clia m3u thém chudn va miu khéng thém
chuén va tinh dg thu hdi thém chuan.

D& xem xét chap nhan cdt, o thu hdi thém chuan phai bang hosc ién hon 90 %.
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