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- Két qué tinh toan ham lugng phospho < LOQ thi béo cdo két qua la “Vét, <L.0Q”
déng thoi ghi gia tri LOQ véo phiéu két qua.

4.3 Tri két qua va heu hd so

- Tra két qua theo phlcu xet n_ghlern (ban chmh} vii ﬁﬁy dui théng tin lién quan dén
madu, ghi vao biéu miu cé lién quan. dén quy trinh va lru hd so xét nghiém. Co thé tra két
qua trén hé théng quan Iy dién tir (néu ¢6)

- Hé so xét nghiém cén luu giit bao gdm:

+ Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 ban chinh

+ Biéu mau dinh lugng phospho téng sb: 01 ban chinh
+ Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh

C6 thé luu hé so trén hé thong quéan 1y dién tix (nfu co),
5. Nhiimg sai sot va xir ly

5.1 Trwée khi thye hién ky thuit

TT Tinh hudng Xir Iy

1 | Chua cé ddy du vat tu, thiét bi chua | Khéng duge thuc hién xét nghiém dén
duoc hiéu chuin khi chudn bi ddy do vét tu, héa chét theo
quy trinh, Kiém tra va dam béao thiét bi
dugc hiéu chuin dam bao yéu cau.

2 | Phét hién miu thir ¢6 ddu hiéu bit Kjem tra nguyen nhan va yéu cau lay lai

thudmg, hong miu néu ¢ thé.
5.2 Trong khi thye hién ki thudt
TT Tinh hudng Xir Iy
1 | Thiét bj tryc tric k¥ thudt hodc mét Théng béo cho Hang cung cap may vé

dién khi dang xét nghiém mau nhung | tinh hinh thiét bi va xin y kién tur van.

chua khac phye duge. Sau khi thiét bi hoat dcmg binh thudng
tién hanh xét nghiém mau theo quy
trinh trén.

2 | Xay ra tran dé hoa chit trong qua trinh | Thuc hién theo huéng din ciia quy
xét nghiém. trinh phéng chay chira chay va chéng
tran dé hoa chét trong phong xét
nghiém
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Tién hanh lip lai phan g méu, sir
dung mét lvgng nho hon cua dung dich
da xar ly.

K&t qua miu niim ngoai khodng tuyén
tinh (cao hon ngudng trén).

5.3 Sau khi thwe hién ki thuit

TT Tinh hudng Xik Iy

I | K&t qua chay mAu khong phithop v6i | Phén tich nguyén nhén, 1am lai miu xét
yéu cAu dam béo chét luong (khoang | nghiém.

tuyén tinh/mAu kiém soat/két qua mau
lip lai khoéng dat. ..).

6. Tiéu chufn d4nh gid va kiém tra chit lugng
- Qué trinh xét nghiém mau ¢én tién hanh song song véi mu tring thube thir va mau
kiem soat.
- Mﬁg kiém soat: két qua phai nam trong khodng gia tri trung binh £+ 28D so véi gia
tri tham chiéu.

- Péi véi mau thém chudn: do thu héi phai dat yéu ciu theo huéng din cia AOAC

2016:
Ham lurong i Ak 3 4 s
TT (%) Ti lé chat Domn vi Do thu hoi (%)
1 100 1 100% 08 - 102
2 10 107! 10% 98 - 102
1 102 1% 97 -103
4 01 103 0,1% 95 -105
5 0.01 10 100 ppm 90 - 107
6 0,001 10 10 ppm 80-110
7 0,0001 106 1 ppm 80-110
8  0,00001 10? 100 ppb 80-110
9 0.000001 108 10 ppb 60-115
10 0,0000001 10 1 ppb 40- 120

- Két qua xét nghiém mau xét nghiém lap lai phai dam béo gia tri HorRat(r) < 1,3.

M
e
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- Tién hanh xét nghidm Iap lai d6i vai it nhit 20 % tong sd mau.
7. Tai ligu tham kh:o

- TCVN 9043:2012 Thyc phim — Xéc dinh ham lugng Phospho tong sé bing phuong
phap do mau.

- TCVN 5140:2008 B phan hang hoa ap dung giéi han du luong toi da va duge diung
dé phén tich

- TCVN 5276:1990 Thiy san - LAy méu va chuin bi miu

- TCVN 4833 - 1 : 2002 Thit va san phim thit - Liy mau va chuén bi miu thir

-AOAC 2016, appendix F: Guidelines for Standard Mecthod Performance
Requirements.

- Lut An toan Thye phim, s6 55/2010/QH12 ngay 17 thédng 06 nam 2010.

- Nghi dinh sf} 15/2018/ND-CP ngéay 02/02/2018 cia Chinh pha vé viée quy dinh chi

tiet thi hanh mét so diéu cua Ludt an toan thue phﬁm.

- Thong tir 43/2014/TT-BYT ngay 24 thang 11 nam 2014 vé viée quy dinh v& quan 1y
thue pham chirc nang
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Quy trinh ki thuit dich vu 56 58:

PINH LUGNG POLYSACCHARIDE TRONG THU'C PHAM BANG PHUONG
PHAP QUANG PHO HAP THU PHAN TU (UV-VIS)

i. Daicwrong
1.1 Mue dich

Quy trinh k¥ thudt nay hudong dan xét nghiém dinh lugng polysaccharide trong thuc
phém bang phwong phip quang pho hép thu phin tr (UV-VIS).

1.2 Dinh nghia

- Thl,rt: phém 14 sin phiam ma con ngudi an, ubng o dang tuoi song hodc da qua so
ché, ché b:en, bao quan. Thue phiam khong bao gbm my phim, thude 14 va cac chét sir dung
nhur duge phim

- Thue pham bao vé site khoe (Hca]lh Supplement, Dietary Supplcment) la nhitng san
pham duge ding dé bo sung thém vao ché d¢ an udng hang ngay nham duy tri, E&ng cu::mg,
cai thién cdc chitc nang ciia co thé con ngum giam nguy co méc benh. Thye phiam bao vé
sttc khée chita mét hodc nhiéu chit hodc hdn hop céc chét sau:

a) Vitamin, khodng chét, axit amin, axit béo, enzyme, probiotic va chat c6 hoat tinh
sinh hoc khac;

b) Chal cd ngu::m gbe tur nhlen bao gdm dong vat, khodng vét va thuc vat dudi dang
chiét xuft, phén ldp, cd dfic va chuyén héa;

¢) Céc ngudn tdng hop cta nhimg thanh phan dé cip tai diem a va diém b trén diy.

Thye pham bao vé sirc khoe duoe trinh bay ¢ dang ché bién nhir vién nang, vién hodn,
vién nén, ché phdm dang -::nrn, bét, long va cac dang bao ché khéc va duge phén liéu (dé si
dung) thanh cie don vi lidu nho.

- Thue phim dinh duéng y hoc edn goi 1a thyuc pham dinh duéng ding cho myc dich

y té dic biét (Food for Special Medical Purposes, Medical Food) Ja loai thue pham c6 thé

an biang dudng miéng hodc bing ong xéng, dugce chi dinh dé d1eu chinh ché d an ctia ngudi
bénh va chi dugc sir dung dudi sur gidm sat cia nhin vién y té.

- Thuc pham ding cho ché d6 an dic biét (Food for Special Dietary Uses) ding cho
nguoi an kiéng, nguoi gia va cic déi twong dic biét khéc theo quy dinh cua Uy ban tiéu
chuan thure pham quée té (CODEX) la nhﬂ‘ng thue pham dlrs;rc ché bién hodc duge phdi trén
theo cong thire dic biét nhim d:e'lp mg cac yeu cAu vé ché d6 an dic thu theo thé trang hoiic
theo tinh trang bénh Iy v céc roi loan cu thé clia nguoi sir dung Thénh phén cta thye pham
nay phai khéc biét 16 rét voi thanh phén ciia nhimg thyc phim théng thudmg cling ban chit,
néu co.

- Thudt ngit va chir viét tit:
+ UV-VIS (Ultravioliet — Visible): hé théng quang pho hép thu phén tir
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+ AOAC (Association of Official Analytical Collaboration): hiép hai cac nha phén
tich chinh théng.
+ LOD (Limit of Detection): gidi han phat hién.
+ LOQ (Limit of Quantification): gidi han dinh luong.
CRM (Certified Reference Material): mau chuan duoe chirng nhén.

+

+ RM (Reference Material): mau chuén.
+ KPH: Khéng phat hién
1.3 Nguyén Iy

Mau xét nghiém duoc chlet véi ethanol 80 % va thiy phén trong méi trudmg axit dé
xac dinh ham hrong duong tong sé trude va sau thiry phin, sau dé dua vio hé s6 chuyén
déi dé tinh dirge ham hrong polysaccharide co trong mau.

2. Chuén bi
2.1 Ngwrai thue hién

- 01 nhén vién xei nghiém: trinh d6 tir trung cip tro 1én, da duoc dio tao, danh gid
tay nghé thanh thao vé k§ thudt xét nghiém dinh lwgng polysaccharide trong thuc phim
bang phurong phép quang phd hép thu phan tir (UV-VIS).

= (01 ngudi phé duyét ke! qua: Trinh d9 tir dai hoe tro 1én, d duoe dao tao vé quan
ly phong xét nghiém, c6 it nhat 3 nim kinh nghiém.

2.2 Vit tw trye tiép

2.2.1 Sinh phéim, héa chit

- Sulfuric acid (H2804), d§ tinh khiét > 98 % 56 mL

- Phenol, dé tinh khiét > 99 % 0,66 g

- Ethanol (CHSOH), d§ tinh khiét > 99,7 % 144 mL

- Nude cat 2 lan 1 lit

2.2.2 Vit tw khic

- Cuvet thach anh 10 mm, kich thuéc 45 mm x 12,5 mm x 12.5 02 cai
mm

- Binh cdu ¢6 quay thity tinh 250 mL, ¢ nhém, dé bing 03 cai

- Binh tam gidc thuy tinh 250 mL, c6 vach chia 06 cai

- Ong ly tim nhya 50 mL 03 cai

- Binh dmh mitc thity tinh 10 mL, edp A, ¢6 mai, duong kinh trong 04 cai
ciia ¢6 9+ | mm

- Binh dmh mitc thity tinh 50 mL, cip A, ¢b mai, duong kinh trong 03 cai

ctia ¢d 13 + 1 mm
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- Binh dinh mite thily tinh 100 mL, cép A, 6 mai, dudng kinh 01 cai
trong cia cd 15,5+ 1,5 mm

- Binh dinh mire thity tinh 200 mL, cép A, ¢d mai, duéng kinh 01 cai
trong ctia cb 15,5+ 1,5 mm

- Binh dinh mirc thity tinh 1000 mL, cap A, ¢d mai, dutmg kinh 01 cai
trong cia cd 23 £ 2 mm

- Micropipet (ban tu dong), dung tich 100 - 1000 pl, d6 chinh xac 01 cai
+ 6,0 pl (tai 1000 pl)

- Pau tip ¢6 chia vach, sir dung cho micropipet (ban tw déng) dung 11 cai
tich 100 - 1000 pl

- Ong dong thiy tinh 25 mL, ¢ chia vach 01 cai

- Ong dong thity tinh 200 mL, c6 chia vach 01 cai

- Pipet thing thiiy tinh 5 mL, cap A 01 cai

- Ong nghiém thiy tinh, kich thude 15 x 180 mm, loai chiu nhiét 11 cai

- Phéu thuy tinh, dudng kinh 7 em 06 céi

- Gily loc tron, duéng kinh 11 mm 06 cai

- Béng khang thim nude 05g

- Thia ldy méu 01 bé

- Qua bép cao su 01 qua

- Binh tia nude cat 500 mL 01 cai

- Gid dung dng ly tm biing nhua (dé dugc 30 dng ly tdm 15 mL 01 cai
va 20 6ng ly tAm 50 mL)

- Gia dung éng nghiém thiy tinh bing inox (dé duge 20 dng) 01 céi

- Chuén Glucose, d6 tinh khiét > 99,5 % 0,01 g

- Trang phuc bdo hé:

+ Quan, 40, mii bao ho lao dong: 01 bé
+ Dép di trong phong thi nghiém: 01 déi
+ Ging tay y té nitrile khdng bét: 01 doi
+ Mt na phong ddc 3M 7502: 01 céi

+ Khéu trang y té: 01 céi

+ Kinh bao ho lao dong: 01 cai

2.2.3 Cong cu, dung cu:
- Dung cu xir Iy mau: dao, thét, kéo.

- VAt tr luu mau: tai zip 15 x 20 cm.

) e
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- Dung cu vé sinh: gidy vé sinh, bi thiy tinh, tdi dung réc thai, chéi, hot réc, cdy
lau san, x6 chiu, nude rira dung cu, gang tay rira dung cu, choi rira, xa phong
rua tay.,...

- Vin phong pham: glay in, muec in, 56 xét nghiém, but bi, bat ghi nhan, giay dén
nhan, thi nilong duc 18, file Tuu tai liéu, ddp ghim, gidy note,...

2.3 Thiét bj
Sir dung cac thiét bi ciia phong xét nghiém, cu thé nhu sau:

- May quang phé tir ngoai kha kién 01 hé théng
- May ¢6 quay chén khéng, c6 thé cai dat nhiét d va tde do 01 cai
vong ¢d quay
- Bép cach thay 01 cai
- Can phén tich tai trong t6i da 210 g, ¢6 dd chinh xdc + 0.1 01 cai
mg
- Bé rira siéu 4m c6 chire nang ci dit thoi gian va nhiét do 01 cai
- My ly tam, c6 thé cai dit tde d6 vong quay 5000 vong/phut. 01 cai
- My lic Vortex toc d lic t6i da 3000 vong/ phit 01 cai
- Tu hit khi déc 01 cdi
- M4y xay miu céng sudt 600 W 01 cai
- T bao quan miu dung tich 600 L, nhiét dé 2 °C dén 15 °C 01 cai
- Tu déng bao quan miu dung tich 560 L, nhiét d <-18 °C 01 cai

2.4 Chuan bi d6i twong thye hién hoje miu bénh phﬁm
- Dbivéi QTKT liy mau xét nghiém
Viéc ldy mdu xét nghiém khéng duge hudng dén trong quy trinh nay.

- Dadivéi QTKT vé thire hién xét nghiém (chuén bj mAu hodc mau bénh phim trude
khi xét nghiém)

- Lugng miu xét nghiém ti thidu cho quy trinh phan tich:

+ Mau thuc pham: 01 miu (200 g hodc 200 mL).

+ Mau thye phidm chire ning: 01 mau (01 don vi déng goi hép/chai/lo, t8i thidu 30 g
hodc 30 mL).

- Mau hru: thue hién theo quy dinh hru mau cta don vi

- Mau kiém soét: thue hién theo quy dinh dam bao chat lugng xét nghiém/xét
nghiém efa don vi

- Mau xét nghiém trude khi phan tich dugc xtr lj' sa bd theo TCVN 5140:2008,
TCVN 5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hodc cac tiéu chuan trong duwong khac.



541

2.5 Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém hodc tuong duong: ghi fjﬁy dii thong tin theo quy
dinh (tén mAu, chi tiéu xét nghiém, diéu kién bao quan, lugng méu, han tra két qui,...)

2.6 Thai gian thwe hién k¥ thudt: 6,95 giv

Sé Thoi )
Nhén | gian | Tong
pes wong . —— e
vién Nii dung céng viéc thue | thaigian
. | mhan : o4 4
tham gia vien hién (gid)
(gi®)
Xir Iy mau xét nghiém 0,5 0,5
Chuén bj thiét bj va dung cy, 1 1
pha ché diy chun, héa chét.
Chiét mAu, thyc hién phan tmg | 5 3
do mau
Nhan 1 I Ko
vidh xét Chuan bi mdy, do d§ hap thu 0.75 0.75
% quang
nghiém
- - & ¥ ” .k »
Xir ‘{y két qua, lap phieu xét 0.75 0.75
nghiem
Vé sinh dung cu xir ly mau, bat 0.75 0.75
sir, phong xét nghiém ’ ’
Cong 6,75
Pénh gid két qua xét nghiém
" méu tring, miu chudn, mau xét |
plzgg(ﬁ:ét ! nghiém, kiém soat va ky két s 9.2
két qua G e
Cong 0,2
TONG 6,95

2.7 Dia diém thire hién ky thuit: Phong xét nghiém

3. An toan

- Phai ddm béo hé thdng xir Iy khi thai hoat déng binh thudng.
- Nhan vién xét nghiém phai sir dung céc trang phuc, dung cu bao hg trong qua trinh

phén tich mau.
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- Cac thao tac xét nghiém phai thue hién trong ta hét khi doc va theo diing quy trinh
da dugc phé duyét.

- Cdc hda chit thai va mau xét nghiém sau khi phan tich phai dugc thu gom va xir 1y
theo ding quy dinh quan ly hoa chat xét nghiém.
4. Cic bwée tién hanh
4.1 Cic bwée thue hién
4.1.1 Budc 1: Chudn bi mau kiém soat
Mau kiém soét duoe chuin bi twong tur nhu mau xét nghiém
Co thé sir dung 1 trong 3 loai mau sau:
- Mau chuian (RM/CRM) c6 ban chit twong tir mAu xét nghiém
- Mau luyu d4 biét trege ham luong chit xét nghiém
- Mdu thém chuan: Thém dung dich chudn c6 ndng d§ thich hop dé dat duoc 80 —
120 % ham lugng chat xét nghiém c6 trong mau xét nghiém.
4.1.2 Bu6e 2: Chudn bi hoa chét va thude thir
- Dung djch phenol néng dé 6 %
- Can 6 g (chinh xac dén 0,1 mg) phenol chuyén vao binh dinh mirec 100 mL, thém
murdc ciat dén vach, lac deu.
- Dung dich ethanol ndng dé 80 %
- Dung 6ng dong thém 160 mL ethanol vao binh dinh mic 200 mL thém nude cét
dén vach, lic déu.
- Dung dich H2S04 ndng dé 0,005 N
_- Dung pipet ban tur drjng hit 0,4 mL dung dich H2S04 vao binh dinh mire 1000 mL
c0 san khoang 500 mL nude cat, thém nude cit dén vach, lic déu
- Dung dich chuin gée glucose ndng dé 1000 pg/mL
- Cin 0,01 g (chinh xdc dén 0,1 mg) chudn glucose vio binh dinh mitc 10 mL. thém
mrac ciat dén vach, lac déu.
- Dung dich chuin lam viée
_+ Sudung pipet bin ty djng hit dung dich chudn gdc vao binh dinh mic 10 mL theo
thé tich nhur sau:
Bing 1: Cich pha dung dich chufn lam viéc

Nbng d6 chudn (pg/mL)

Thé tich hut (mL)
10 25 10 100

Chuin 1000 pg/mL 0.1 0,25 0,5 1




543

Nude cit 2 lan Dinh mirc 10 mL

+ Céc dung dich chudn duge pha v sir dung trong ngay.
4.1.3 Budc 3: Tién hanh xét nghiém
- Pudng téng sb trwde thiyy phin

+ Cén khoang 0,5 g — 2 g (chinh xdc dén 0,1 mg) miu thir vao ng ly tim nhua 50
ml..

+ Dung dng dong thém 20 mL dung dich ethanol 80 % vao ang ly tim trén, lac déu.
Si€u am trong 20 phut, ly tam 4000 vong/phit trong 10 phit, chuyén dich chiét vao binh
cau 250 mL.

+ Tién hanh chiét lap lai 2 lan, mdi lan 20 mL dung dich ethanol 80 %, gop dich chiét
vao binh cdu trén.

+ Dich chiét duge b quay d60°C dén khi con khoang 10 mL, chuycn dich chiét vao
binh dinh mire 50 mL, thém nudc cit dén vach, lic déu. Loc qua gla}" loc dé thu duge djch

trong.
- Duédng tong sd sau thity phin
+ Cénkhoang 0,1 — 0,5 g (chinh xdc dén 0,1 mg) méu thir vao binh tam gidc 250 mL.
+ Dimg pipet hiit 5 mL dung dich H>SO4 vao binh tam gidc trén, lic nhe.

+ Dun héi hru trén bép cach thily & nhiét d$ 100 °C trong 1 gio, dé ngudi vil chuyen
dung dich vao binh dinh mire 50 mL, thém nude cAt dén vach, lie déu. Loc qua gldy loc dé
thu duge dich trong.

- Thuye hién phan img lén mau

+ Dimng pipet ban tir dong hut cac dung dich chuén, mdu xét nghiém, nudc cit, thube
thir 1én mau vao cac ong nghiém theo theé tich nhu sau:

Bing 2: Thire hién phin img lén mau

Thé tich | Ong | Ong | Ong | Ong [ Ong | Ong | Ong | Ong | Ong | Ong | Ong
hnt (mlL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11

Nude cit 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Chuén 10
pg/mL

Chudn 25
pg/mL

Chuén 50
pg/mL
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Chuan 100
pg/mL

Mau xét
nghiém xac
dinh dudng

tong sb
trude thuy

phan

Miu xét
nghiém xac
dinh dudmg - - - - - - - 1 1 - -
tong sb sau

thay phan

Mau kiém
soat

Phenol 6 % | 1 1 ] 1 1 1 | ] 1 1 1

Dung dich

H,804 5 5 5 5 2 5 5 5 5 5 5

+  Sau khi thyc hién phan img mau xong, lic déu éng nghiém, d& vén trong 20 phut
tai nhiét dé phong.
+  Chuyén cac dung dich trong timg éng 1 dén dng 11 nhu trong bang 2 vio cuvet.

+ Do dé hip thu cia timg dung dich so véi dung dich méu trang tai budc song 490
nm.

4.2 Nhin dinh két qua
Ham lugng dudng tdng s6 trude va sau khi thity phan trong mau xét nghiém duge tinh
toan theo céng thire:

CxxVxfx
A 100
(B)=

m x 1000

Ham lugng polysaccharide trong mau xét nghiém duge tinh todn theo cong thiic:
X =(B-A)x09

Trong do:

+ A: ham lugng duimg tdng s6 trude thity phan (g/100 g hode g/100 mL)
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+ B:ham luong dirdng tong si sau thiy phan (g/100 g hodc g/100 mL)
X: ham luwong polysaccharide trong méu xét nghiém (g/100 g hofic g/100 mL)

+

+ Cx: ndng dé ctia miu thir do duge, tinh theo duong chuan (pg/mL)
+ V. thé tich dinh mic cudi (mL)

+ f:hé sb pha lodng (néu c6)

+  m: khéi lugng/thé tich miu thir (g hoge mL)
+  0,9: hé s chuyén ddi.
Ham lugng polysaccharide trong méu xét nghiém dwoc tinh ton theo biéu miu
xac dmh ham lugng polysaccharide va duge ghi vio phiéu két qua xét nghiém.

- Két qua ham luong polysaccharide trong thuc phim duoc bdo cdo theo don vi
g/100 g hodc g/100 mL, chinh x4c dén 0,01 g.

- Déi véi ce miu lam 13p lai (dam bao gia tri HorRat(r) < 1,3) ldy két qua trung
binh.
Chil y:

- Két qua xét nghiém ham hrong polysaccharide nho hon LOD (gml han phat hién)
thi bao cdo “KPH” (Khong phét hién) déng thii ghi gid tri LOD vao phiéu két qua.

- Ket qua xét nghiém ham luong pnly&acch&nde < LOQ thi bdo céo ket qua la
“<1.OQ" ddng thari ghi gid trj LOQ vao pluf:u két qua.

4.3 Tri két qua va luu hd so

- Trakét qua theo phiéu xét nghiém (ban chinh) véi day dt thing tin lién quan dén
mau, ghi vao biéu mu ¢6 lién quan dén quy trinh va luu hd so xét nghiém. C6 thé tra két
qua trén hé thong quan 1y dién tr (néu ¢6).

- Hb so xét nghiém can luu giit bao gém:

+ Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 ban chinh

+ Biéu miu dinh luong polysaccharide: 01 ban chinh
+ Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh

C6 thé luu hé so trén hé thong quan Iy dién tir (néu cd).
5. Nhirng sai sot va xir ly

5.1 Truwde khi thue hién ki thudt

TT Tinh hubng Xir 1y

1 | Chua cé day di vit ur, thiét bi chua | Khéng dugc thyc hién xét nghiém dén
duge hiéu chuin khi chudn bi ddy di vat tw, héa chat
theo quy trinh. Kiém (ra va dam bao

—
' & -
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thiét bi durge hiéu chuin dam bao yéu
cdu.
2 | Phit hién mau xét nghiém c6 dau hiéu | Kiém tra nguyén nhén va yéu cdu ldy
bat thutmg, hong lai méu néu c6 thé.
5.2 Trong khi thue hién ki thuat
TT Tinh hudng Xir Iy
1 | Thiét bi truc tric k¥ thudt hodc mét Thong bao cho Hang cung cap may vé
dién khi dang phin tich mau nhumg tinh hinh thiét bi va xin ¥ kién tu van.
chua khde phuc dugc, Sau khi thiét bi hoat d?ng binh thudng
tien hanh phan tich mau theo quy trinh
trén.
2 | Xay ra trdn d6 héa chét trong qua trinh | Thue hién theo hudng din ciia quy
xét nghiém. trinh phong chéy chita chay va chéng
tran dé hoa chét trong phong xét
nghiém
3 158 b thiy. o e iy i xde Tién hanh pha loang dung dich chlet
s b : 3 mau hﬁng nudre cit dé thu duogc nong
nghiém nam ngoai khoang tuyén tinh
(cao hon ngudng trén) d¢ nam trong khoang nnng dG coa day
guong chuin va lam lai phan mg 1én mau.
5.3 Sau khi thwe hién ki thusit
TT Tinh hubdng Xirly
1 |Két qua chay miu khong phuhgp véi | Phén tich nguyén nhén, lam lai mau xét
yéu cdu ddm béo chat luong (khoang nghiém.
tuyén tinh/méu kiém soat/két qua miu
lap lai khong dat...).
6. Tiéu chuén danh gia va kiém tra chat lrgng
- Qué trinh xét nghiém mau cdn tién hanh song song véi mau triing thude thir va mau
kiém sodt.

- MAu kiém SOAt: két qua phai nam trong khoang gié trj trung binh + 28D so véi gia
tri tham chiéu ctia méau kiém sodt.

- Mau thém chuén: d6 thu hoi phai dat yéu cau theo hudng din cia AOAC 2016.

Ham
(%)

lwong

T Ti 18 chét

Don vi

Pé thu hoi (%)
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1 100 1 100% 98 - 102
2 10 107! 10% 98 - 102
3 1 102 1% 97-103
4 01 10° 0,1% 95 - 105
5 0,01 16 100 ppm 90 - 107
6 0,001 10°F 10 ppm 80-110
70,0001 106 1 ppm 80-110
8§  0,00001 107 100 ppb 80-110
9 0,000001 10 10 ppb 60-115
10 0,0000001 10° I ppb 41-120

- Két qua xét nghiém mau xét nghiém 1dp lai phai ddm bao gia tri HorRat(r) = 1,3.
- Tién hanh xét nghiém 13p lai di véi it nhdt 20 % tdng s6 mau.
T Tai liéu tham khio

- Paks.Chow and Simon M.Landhaussera (2004), “Method for routine measurements
of total sugar and starch contentin woody plant tissues”, Tree Physiology 24, P.1129-1136

- Mengmeng Lei, Mengying Xu, Zesheng Zhang, Min Zhang and Yunfeng Gao
(2014), “The Analysis of Saccharide in Black Garlic and its Antioxidant Activity”,
Advance Journal of Food Science and Technology 6(6), P.755-760.

- TCVN 5140:2008 Bd phin hang hoa ap dung gidi han du lugng t6i da va dwoc ding
dé phan tich,

- TCVN 5276:1990 Thity san - Ldy mau va chuin bi mau,

- TCVN 4833 - 1 : 2002 Thit va san pham thit - LAy mAu va chudn bi miu thi.

-AOAC 2016, appendix F: Guidelines for Standard Method Performance
Requirements

- Ludt An toan Thue pham, s6 55/2010/QH12 ngay 17 thang 06 nam 2010,

- Nghi dinh sf: 15/2018/ND-CP ngay 02/02/2018 ctia Chinh phi vé viée quy dinh chi
tiét thi hanh mot s6 dicu cua Ludt an toan thue pham.

- Théng tw 43/2014/TT-BYT ngy 24 thang 11 nim 2014 v& viéc quy dinh vé quan Iy
thue pham chite nang
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Quy trinh k¥ thuit djch vu s 59:

PINH LUQNG IODATE TRONG GIA b BANG PHUONG PHAP QUANG PHO

1.

HAP THU PHAN TU (UV-VIS)

Dai cuong

1.1.Muc dich

Quy trinh k¥ thudt nay hudng din xét nghiém dinh luong iodate trong gia vi bing
phwong phap quang phd hap thu phéan tir (UV-VIS),

1.2. Dinh nghia
Thuét ngir va chit viét tit

UV-VIS (Ultra violet — Visible): tir ngoai, kha kién
LOD (Limit of Detection): gidi han phat hi¢n

LOQ (Limit of Quantification): gi¢i han dinh lugng
RM (Reference Material): mau chuan

CRM (Certified Reference Material): mau chudn dugc chimg nhén

1.3. Nguyén ly

Mau xét nghiém duge hoa tan trong nude, iodate duge oxy héa thanh dang I3~ trong
méi trudmg ¢ KI va HsPOs. San phdm tao ra duge do do hap thy tai buée séng 288 nm.

2.

Chuén bj

2.1.Ngui thue hién

- 01 nhin vién xét nghiém: trinh ¢ tir trung ¢hp tré 1én, di duge dio tao, ddnh gid tay
ng,he thanh thao vé ky thuat dinh lugng iodate trong gia vi biing phuong phap quang phé
hap thy phén tir (UV-VIS).

- 01 ngurai phé duyét két qua: Trinh d6 tir dai hoe trdr 1én, dd duge dio tao vé quan ly
phong xét nghiém, ¢6 it nhit 3 ndm kinh nghiém.

2.2. Vit tu true tiép
2.2.1 Sinh phém, héa chit

Chuén Potassium iodate (K103) dé tinh khiét > 99,5 %

Sodium hydroxide (NaOH) d¢ tinh khiét > 97.0 %
Potassium iodide (KT) dd tinh khiét > 99,5 %
Phosphoric acid (H3PO4) d¢ tinh khiét > 85 %
Sodium chloride (NaCl) dé tinh khiét > 99 %

Nudre cat 2 lan

100 mg

02g
332¢g
115¢

1 lit
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2.2.2 Vit twr khéc

Binh dinh mite thily tinh 100 mL, c¢ip A, cd mai, duémg kinh trong
ciia ¢b 15,5+ 1.5 mm

Binh dinh mire thiy tinh 50 mL, cap A, cb mai, dutmg kinh trong
cuaco 9+ | mm

Binh dinh murc thily tinh 10 mL, cép A, cb mai, duémg kinh trong
ciacd 9+ 1 mm

Ong ly tAm nhua, dung tich 15 mL

Binh tia nudc cit nhua 500 mL

Micropipet (ban tir dong) dung tich 100-1000 pl, d6 chinh xéc + 3
pl (tai 100 pl)

Micropipet (ban tu dong) dung tich 500-5000 pl, d§ chinh xac +
12 pl (tai 500 pl)

Piéu tip ¢o chia vach, sir dung cho micropipet (bén tr déng) dung
tich 100-1000 pl

Pau tip ¢6 chia vach, sir dung cho micropipet (ban tu dong) dung
tich 500-5000 pl

Cuvet thach anh 10 mm, kich thuée 45 mm x 12,5 mm x 12,5 mm
Cée thuy tinh ¢6 md 100 mL, cé vach chia
Céc thily tinh ¢6 mé 250 mL, c6 vach chia
Pipet bau thuy tinh 1 mL, cap A

Diia thuy tinh, dai 30 em, dudng kinh 7 mm
Thia ldy miu

Qua bop

Trang phuc bao hd

Quén, 4o, mii bao hd lao dong

Dép di trong phong xét nghiém

Gang tay y té nitrile khéng c6 bot tale
Khéiu trang phong doc 3M 7502

Khéu trang y té

Kinh bdo hé lao djng

Giéng tay chiu nhiét

+ o+ o+ o+ o+ o+

03 cai

01 cdi

03 cai

10 céi
01 cai

0] cai

01 cai

20 cai

05 cai

01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 bo

01 qua

01 bé
01 doi
01 dai
01 cai
01 cai
01 céi
01 doi



550

2.2.3 Cong cu, dung cy:
- Vit tu luu miu: i zip 15 x 20 cm.

- Dung cu v¢ sinh: gidy v¢ sinh, tiii dyng rac thai, chdi, hét ric, cdy lau san, x6
chiu, nurde rira dung cy, ging tay rira dung cu, chai rira, xa phong nira tay.

- Vin phong pham: gidy in, muc in, sé kiém nghiém, bat bi, bt ghi nhin, gidy
dan nhin, i nilong duc 18, file huu t3i lidu, dip ghim, gidy note.
2.3. Thiét bj

Sir dung céc thiét bi ciia phong kiém nghiém, cu thé nhu sau:

Heé thong quang phd hép thy phan tir (UV-VIS) dai bude séng 01 hé théng

200-800 nm
- Céan phén tich tai trong tdi da 210 g ¢6 d§ chinh xdc + 0,1 mg 01 cai
- Cén k¥ thudt tai trong t6i da 610 g ¢6 do chinh xac + 0,01 g 01 cdi
- M4y lac vortex tde dé lic t5i da 3000 vong/phit 01 cdi
- Tu hat khi dic kich thude 1540 mm x 800 mm x 2200 mm 01 cai

2.4.  Chuin bi d6i twgng thyc hién hodic mAu bénh phim
2.4.1 Béi véi QTKT ldy miu xét nghiém
Viée ldy miu xét nghiém khéng duge hudng din trong quy trinh nay.

2.4.2 D6i v6i QTKT vé thie hién xét nghiém (chudn bj mau hodic miu bénh phim
trirére khi xét nghiém)

- Largng mau xét nghiém t6i thiéu cho quy trinh phén tich: 01 miu (200 g hodc 200
mL).

- Méu luu: thue hién theo quy dinh luu méu ciia don vi

- Méu kiém sodt: thue hién theo quy dinh dam bao chit hrgng xét nghiém/thir nghiém
ctia don vi

- Méu xét nghiém trude khi phin tich duge xir ly so bo theo TCVN 5140:2008, TCVN
5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hoic cdc tiéu chuan tuong dirong khdc.

2.5 Phiéu chi dinh xét nghiém (néu cé)

Kiém tra phlcu chi dinh xét nghiém hogc twong dwong: ghi day du thong tin theo
quy dinh (tén miu, chi tiéu xét nghiém. diéu kién bao quan, lugng mau, han tra két qua,...).

2.6 Thoi gian thuc higén ky thuat: 3,8 gio
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Nhin vién Sb lwong | Néi dung céng viée Théigian |  Tong
tham gia nhan vién thye hién | thoi gian
(gio) (gid)
Pha ché toan bo cac dung 15 15
dich chudn, héa chat ’ ;
1
Xir 1y thye pham thanh | o1
dang dong nhat ' ’
Cén, chiét xuat mau 1.0 1.0
Nhén vién xét i
nghiém Do méu trén UV va xir ly
| ket qua 0,5 0.5
V& sinh méy, dung cu xir
ly mau, dung cu thuy 0.5 0.5
tinh, phong thi nghiém
3,6
Pénh gia két ‘qua phin
tich miu tring, miu
Ngudi phé 1 chuin, méu thi, kiém B2 0.2
duyét két qua sodt va ky két qua ndi bd
0,2
TONG 3,8

2.7 Dia diém thue hién k§ thufit: Phong xét nghiém

3. An toan

- Phai ddm bao hé théng xir 1y khi thai hoat dong binh thuémg.

- Nhéan vién xét nghiém phai sir dung céc trang phuc, dung cu béo hd trong qua trinh

phan tich miu,

- Céc thao tic xét nghiém phai thire hién trong ti hat khi dée va theo ding quy trinh

da duoce phé duyét.

- Céc héa chit thai va mau thir sau khi phén tich phai dugc thu gom va xir Iy theo
diing quy dinh quan ly hoa chat thi nghiém.

4. Cie bude tién hanh

4.1. Cac buée thye hién
4.1.1. Buéde 1; Chudn bi méu kiém soat
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Mau kiém soat dugc chuin bi twrong tir nhu miu xét nghiém.
Cé thé sir dung 1 trong 3 loai méu sau:

- MAu chuin (RM/CRM) ¢6 ban chit twong tr miu xét nghiém.
- Méu luu da biét trude ham hrgng chét phan tich.

- Mau thém chuan: thém dung dgch chuén cé ndng dd thich hop dé dat duroc 80 — 120
% ham hugng chat phan tich ¢ trong miu xét nghi¢m.

4.1.2. Bude 2: Chuin bi dung dich chiét méu, dung dich chudn
4.1.2.1. Dung dich NaOH néng d5 0,1 M

Can 0,2 g NaOH, vio binh dinh mite 50 mL, thém khoang 30 mL nude cét (muc 4.6.6)
lic déu dén tan hoan toan, dinh mic dén vach, lic déu.

4.1.2.2. Dung dich KI ndng d6 3,32 %

Can 3,32 g Kl vao coe c6 md 250 ml, thém nuée cit, dén vach 100 mL, dung diia
thuy tinh, khudy déu dén tan hoan toan.

4.1.2.3. Dung dich HzPO4 nong do 1 M

 Cén 11,5 g H;PO4 vio binh dinh mite 100 mL, thém khoang nudc cét dén vach, lic
deu,

4.1.2.4. Dung dich NaCl ndng d6 10 %

Cén 5 g NaCl vio ¢be c6 mé 100 mL, thém cét (muc 4.6.6) dén vach 100 mL, dung
diia thuy tinh khudy déu dén tan hoan toan.

4.1.2.5. Dung dich chudn géc KIO; néng d6 1 mg/mL

- Cén 100 mg (chinh xac dén 0,1 mg) K103 vao binh dinh mirc 100 mL thém nuéc cét
2 lan téi vach, lac déu.

- Dung dich dugce pha méi cho timg ngay phén tich,
4.1.2.6. Dung dich chuin trung gian KIO; ndng dé 10 pg/mL

Dimng pipet hit 1 mL dung dich chudn géc KIOs vao binh dinh mic 100 mL thém
nude ct tdi vach, lic déu.

4.1.2.7. Dung dich chudn lam viée KIOs

Sir dung céc pipet tr dong hit dung dich chuén trung gian vao céc binh dinh mire 10
mL theo bang sau:

Bang 1: Cach pha dung dich chuén lam viéc

Nong dé chuin (pg/mL)

Thé tich hat (mL)
1 2 5 10

Chuan trung gian 10 pg/mL 1 2 5 10
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Nudc cit 2 lin Djnh mirc vira dit 10 mL

- Déy dung dich chuén 1am viéc dwoc pha méi sir dung trong ngay.
4.1.3. Buée 3: Tién hanh phén tich

- Can khoang 1 g miu xét nghi¢m (chinh xac dén 0,01 g) vio dng ly tim dung tich 15
mL hoa tan vira du véi 10 mL nirde cdt, lac dén tan hoan toan.

- Ht 14n luot méu tra“;mg, dung dich chufn, méu thir, miu kiém soat va thém cac thude
thir vao cac éng ly tAm dung tich 15 mL nhur bang 2 dudi déy:

Béing 2: Tién hanh phén tich day chuin vi mAu xét nghiém

Thé tich hat| Ong1 |Ong2|Ong3|Ong4|OngS| Ong6 |Ong7|Ong8 |bng9
(mL) (blank (blank

1) 2)
Nurdre cit 2 14n 5 4 4 4 4 4 4 4 4
Chuin 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
pe/mlL (muc)
Chuén 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0
pg/mL (myc)
Chuén 5 0 0 0 1 0 0 0 0 0
pg/mL (muc)
Chuén 10 0 0 0 0 ] 0 0 0 0
pg/mL (muc)
MAu xét 0 0 0 0 0 1 1 1 0
nghiém
Miu  kiém 0 0 0 0 0 0 0 0 1
soat
KI13,32% 0 1 1 1 1 ] I 1 1
NaCl 10% 2 2 2 ) 2 0 0 0 0
H:POs 1 M 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nude cit 2 lin Thém vira di dén vach 10 mL
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- Tién hanh do d6 hép thu cia cac dung dich trén mdy UV-VIS tai budc song 288
nm, trong do sir dung blank I {cmg ]) lam méu tring cho diy chuén va blank 2 lam miu
trang cho céc mAu xét nghiém, mau kiém soat.

4.2. Nhén dinh két qua

- Ham lugng iodate, X, co trong mau xét nghiém duge tinh theo cong thire sau:

CexV
xf

m

Trong do:
X: 1a ham lugng iodate ¢6 trong miu xét nghiém (mg/kg)
C.: la ndng d6 dung dich mau thir tinh theo duémg chudn (pg/mL)
V: la thé tich hoa tan cubi (mL)
f: 1a hé s6 pha lofing
m: 1a khéi lrgng cdn ctia mau thir (g)

- Ham lugng iodate trong méu xét nghiém durgce tinh toan theo biéu miu dinh lugng
iodate va dugc ghi vao phiéu két qua xét nghiém.

- Két qua phén tich ham luong iodate clia miu xét nghiém duge bdo cdo theo don
vi mg/kg, chinh xac dén 0,1 mg.

- Dai v&i cde miu 1am 1ap lai (ddm bao gia trj HorRat(r) < 1,3) lay két qua trung
binh.

4.3. Tra két qua va hru ho so

- Tra két qua theo phiéu xét nghlem (ban chinh) vai day da thong tin lién quan dén
mau, ghi vao biéu miu ¢é lién quan dén quy trinh va luru hé so xét nghiém. C6 thé tra két
qué trén hé théng quan Iy dién tir (néu ¢6)

- Hb so xét nghiém cén lwu giir bao gom:

+ Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 ban chinh

+ Biéu miu dinh lugng iodate: 01 ban chinh

+ Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh

C6 thé luu hé so trén hé théng quan ly dién tir (néu cé).
5. Nhirng sai sot va xir Iy

5.1. Truéc khi thwe hién ky thujt

T Tinh hudng Xir ly
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trinh kiém nghiém.

I Chuwa co diy di vat tr, Khéng duge thyc hién xét
thiét bi chua dugc hiéu nghi¢m dén khi chuan b
chuan day du vt tu, hoa chat

theo quy trinh. Kiém tra
va dam bao thiét bi duoc
higu chudn dam bao yéu
cau.

2 Phét hién méu thir c6 déu Kié‘m‘tm nguyén nhdn va
hiéu bét thudng, hong yéu cau ldy lai miu néu c6

thé.
5.2 Trong khi thye hién ki thuit
™ Tinh huong Xik Iy
Thiét bj truc tric k§ thudt hoie mat | Thang béo cho Hing cung cap may vé
dién khi dang phn tich miu nhung | tinh hinh thiét bi va xin ¥ kién tu vén,

1 | chua khac phuc dugc. Sau khi thiét bj hoat dng binh thudng
tien hanh phén tich mau theo quy trinh
trén.

1 ' Thue hién theo huéng din cua Quy

2 Xay ra tran do hoa chat trong qua trinh phcmg chdy chia chay va chéng

trin do hoa chit trong phong thi
nghiém, mi sé: NIN.G.01.LS.01,

5.3 Sau khi thye hién k¥ thuft

T Tinh hudng

Xir ly

tuyén tinh/miu kiém sodt/mau l&p
khéng dat...).

1 | Két qua chay mau khong ph hop vai
yéu cau dam bao -::hat uong (khoang

Phén tich nguyén nhén, lam lai mau xét
nghiém.

6. Tiéu chuin dinh gi4 va kiém tra chat lwgng

- K&t qua xét nghiém mau Iap lai phai dam bao gia trj HorRat(r) < 1.3.
- Tién hanh xét nghiém l3p lai d&i voi it nhit 20 % téng s6 miu.

7. Tai li¢u tham khao

Rosa Lina G.L P. Silva, A. Fernando de Oliveira va Eduardo Almeira Neves.
Spectrophotometric determination of lodate in table salt 1998, J.Braz . Chem. Soc, Vol. 9,
No. 2, 171-174, 1998, Printed in Brazil.
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Quy trinh ky thuit dich vu sd 60:

DINH LUQNG TINH BOT TRONG THU'C PHAM BANG PHUONG PHAP
QUANG PHO HAP THU PHAN TU (UV-VIS)

1. Dai cwong
1.1 Muc dich

Quy trinh ky thuat nay huéng din xét nghiém dinh lurong tinh bét trong thwe phim
hang phurong phap quang phd hép thu phén tir (UV-VIS).

1.2 Dinh nghia

- Thue phim 14 sin phim ma con ngudi an. udng & dang tuoi song hodc da qua so
ché, ché b:en, bio quan. Thyue phdm khéng bao gém m§ phim, thude 14 va céc chat sir dung
nhur duge phim

- Thire phdam béo vé sirc khae (Health Supplemenl Dietary Supplcmcnt) la nhitng san
pham durgc ding dé bo sung thém vao ché db dn uéng hang ngay nham duy tri, tang cuong,
céi thién cdc chire nang ciia co thé con nguoi, giam nguy co mac bénh. Thye pham béo vé
sirc khoe chita mdt hodic nhiéu chét hode hén hop céc chat sau:

a) Vitamin, khoang chat, axit amin, axit béo, enzyme, probiotic va chit c6 hoat tinh
sinh hoc khéc:

b) Chal ¢ ngudn gbe tur nhién, bao gdm ddng vat, khodng vit va thuc vat dudi dang
chiét xudt, phan ldp, cd dic va chuyen hoa;

¢) Céc ngudn tbng hop cta nhitng thanh phin dé cdp tai diém a va diém b trén day.

Thye pham bao v¢ strc khae duge trinh bay & dang ché bién nhur vién nang, vién hoan,
vién nén, ché pham dang cém, bét, long va céc dang bao ché khac va duge phén lidu (dé su
dung) thanh céac don vi liéu nha.

- Thyre pham dinh duéng y hoc con goi la thuc phdm dinh dudng ding cho muc dich

y té ddc bi¢t (Food for Special Medlcal Purposes, Medical Food) la loai thuc phim c6 thé

in bing dirdmg miéng hofic bing dng xéng, duge chi dinh dé dzcu chinh ché d4 an cua ngudi
bénh va chi duge sir dung dudi sir gidm st ctia nhan vién y té.

- Thyre pham diing cho ché d@ an dic biét (Food for Special Dietary Uses) dung cho
ngudi an kiéng, ngucu %m va cac doi tugng dac biét khic theo quy, dinh ciia Uy ban tiéu
chudn thue pham quéc té (CODEX) la nhl.mg thuc pham duoc ché bién hodc duge phdi trén
theo edng thirc dic biét nhim dap img cdc }'eu cAu vé ché dé an dac thu theo thé trang hodc
theo tinh trang bénh ly va cdc rdi loan cu thé clia ngudi sir dung. Thanh phan cua thure pham
na:ur ph:il khac biét r6 rét voi thanh phin cia nhitng thue pham théng thudmg ciing ban chat,

ncu CD
- Thudt ngir va chir viét tit:
+ UV-VIS (Ultravioliet — Visible): hé théng quang phd hp thu phén tir
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AOAC (Association of Official Analytical Collaboration): hiép hdi cac t6 chirc

qubc té xét nghiém héa hoc chinh théng.

-+

+

+

+

LOD (Limit of Detection): gidi han phat hién.

LOQ (Limit of Quantification): gidi han dinh hugng.

CRM (Certified Reference Material): miu chuin duge chimg nhén.
RM (Reference Material): miu chuin.

KPH: Khong phat hién

1.3 Nguyén Iy

Mau xét nghiém duge chiét voi ethanol 80 % va thiy phén trong méi trudng axit dé
xac dinh ham lurong duong tdng b trude va sau thiry phén, sau dé dya vao hé so chuyén
dbi dé tinh duoce ham lugng tinh bot ¢6 trong mau.

2. Chuén bi
2.1 Ngudi thue hién

01 nhin vién xét nghiém: trinh d6 tir trung cﬁp trer 1én, di duogce dao tao, danh gta

tay nghé thanh thao vé ky thudt xét nghiém dinh lugng tinh bt trong thue pham bang
phirong phip quang phd hép thu phin tir (UV-VIS).

- 01 nguoi phé duyét !:ei qua: trinh d tir dai hoc tré 1én, di duoc dao tao vé quan ly
phong xét nghiém, ¢6 it nhat 3 nam kinh nghiém.

2.2 Vit tur trire tiép
2.2.1 Sinh phim, h6a chét

- Chuédn Glucose, dd tinh khiét > 99,5 % 0,01 g
- Sulfuric acid (H2804), d tinh khiét > 98 % 45 mL
- Hydrochloric acid (HC1), do tinh khiét > 37 % 10 mL
- Phenol, d6 tinh khiét> 97 % 0,6g
- Ethanol (CHSOH), d tinh khiét > 99,7 % 100 mL
- Nude cit 2 1in 2L
2.2.2 Vit tu khéc

Cuvet thach anh 10 mm, kich thuéc 45 mm x 12,5 mm x 12,5 mm 02 cdi

Rinh ciu cé quay thiy tinh 250 ml, cé nhém, dé bing 02 cai

- Binh tam gide thay tinh 250 ml, ¢6 vach chia 02 cai

W/ﬂ’

o
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- Ong ly tim nhya 50 ml

- Binh dinh mirc thiy tinh 10 ml, cAp A, c6 mai, dudng kinh trong
cliacd 9+ 1 mm

- Binh dinh mite thiy tinh 50 ml, cap A, c6 mai, duong kinh trong
ciaco 13+ 1 mm

- Binh dinh mic thiy tinh 100 ml, cp A, c¢6 mai, duimg kinh trong
cliacd 15,5+ 1,5 mm

- Binh dinh mite thiy tinh 200 ml, cip A, ¢d mai, dudmg kinh trong
clach 155+ 1,5 mm

- Micropipet (ban wr dong), dung tich 100 - 1000 pl, d6 chinh xdc +
6,0 uL (tai 1000 pL)

Diu tip cé chia vach, sir dung cho micropipet dung tich 100 - 1000
pL

- Ong dong thiy tinh 25 ml, ¢6 chia vach

- Ong dong thity tinh 200 ml, ¢6 chia vach

- Pipet thiang thiiy tinh § ml, cip A

- Ong nghiém thity tinh, kich thude 18 x 180 mm, loai chiu nhiét
- Phéu thuy tinh, dudmg kinh 7 em

- Gidy loc tron, dudmg kinh 11 em

- Béng khéng thim nude

- Thia lay mau

- Qua bop cao su

- Binh tia nudc cit 500 ml

- Gia dung 6ng ly tAm bang nhya (dé duge 30 ng ly tam 15 mL va
20 ong ly tdm 50 ml)

- Gia dung ong nghiém thiy tinh bing inox (dé duge 20 éng)

- Trang phuc bao hd:

+ Quan, o, mi bao ho lao dong

02 cai

06 cai

02 cai

03 cai

01 cai

10 cai

01 céi
01 cai
01 cai
09 cai
04 cai
04 cai
05g
01 bo
01 qua
01 cai

01 cai

01 cai

01 ba
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+ Dép di trong phong xét nghiém
+ GiEng tay v té nitrile khdng bét
+ Mt na phong doc 3M 7502

+ Khiu trang y té

+ Kinh bao hé lao dong

2.2.3 Cong cu, dung cu:
- Dung cu xir ly mau: dao, thdt, kéo, tii luu méu,

01 doi
01 doi
01 cai
01 cai

01 cai

- Dung cu vé sinh: gifiy vé sinh, tiii dyng rac rh:ii,‘ chéi, hot rae, ciy lau
san, x6 chiu, nude riva dung cuy, gang tay rira dung cu, choi rira, bi thity tinh, xa

phong rira tay.

- Vin phong phim: gidy in, muc in, s6 kiém nghig¢m, bt bi, biit ghi nhan,

gifiy dan nhén, tdi nilong duc 16, file luu tai liéu, dép ghim, gidy note.

2.3 Thiét bi

Sir dung cdc thiét bi ciia phong xét nghiém, cy thé nhir sau:
- May quang phé tir ngoai kha kién

- M4y ¢6 quay chin khéng, c6 thé cai dit nhiét dé va téc d§ vong
cO quay

- Bép céch thiy
- Cén phén tich, tai trong 81 da 210 g, ¢ d6 chinh xdc + 0,1 mg
- May siéu dm, c6 chitc nang cai dit thoi gian va nhiét do

-May ly tim, c6 thé cai dat nhiét dé va toc do vong quay 5000
vong/phuat

- Mdy lic Vortex, toc db lic toi da 3000 vong/ phit

- T hit khi dée

- May xay méu, céng suit 600 W

- Tit bao quan miu, dung tich 600 L, nhiét dd 2 °C dén 15 °C
- T déng bao quan mau, dung tich 560 L, nhiét dé < -18 °C

2.4 Chufin bj d6i tweng thye hién hoic miu bénh phim

01 cai

01 car

01 cai
01 cai
01 cai

01 cai

01 cai
01 cai
01 cai
01 cai

01 cai
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- Péi véi QTKT vé thuc hién xét nghiém (chuén bi méu hodc miu bénh phim truéc
khi xét nghiém)
- Lugng mau xét nghiém t6i thiéu cho quy trinh phén tich:
+ Méu thire phdm: 01 mau (200 g hode 200 ml).

+ MAu thue phém chire ning: 01 miu (01 don vi déng g6i hop/chaillo, téi thiu 30 g
hoac 30 ml).

- Mau luu: thye hién theo quy dinh hru miu ctia don vi

- Méu kiém soat: thye hién theo quy dinh dam béo chét lrgng xét nghidm/thir nghiém
cua don vi

- Méu xét nghiém trude khi phén tich duoe xir 1y so bd theo TCVN 5140:2008, TCVN
5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hoic cac tiéu chufn tuong duong khic.

2.5 Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghi¢m hodc twong duong: ghi day du thnng tin theo quy
dinh (tén mau, chi tidu xét nghiém, diéu kién bao quan, lugng mau, han tra ket qua,...)

2.6 Thoi gian thwe hign ki thudt: 6,95 giv

A
Nhan | = Thoi gian Téng
e wong - a b i i a
vien SR NGi dung cong viéc thue hién | thoi gian
tham gia vién (gio) (gidr)
Xir Iy mau xét nghiém 0,5 0,5
Chuén bi thiét bi va dung cu, 1 1
pha ch¢ day chuan, hoa chat.
Chiét méu, thue hién phan 3 1
img do mau
Nhan 1 i A ok -
vién xét Chuinbimdy, dodybipthy | ;a5 0,75
nghiém quang
Xir ly két qua, lap phieu xeét 0,75 0.75
nghiém
Vé sinh dung cu xir ly mau,
bat sit, phong xét nghiém B8 9,75
Cong 6,75
1 Barll‘l gid két qua xét nghiém 0.2 0.2
mau tra.ng, mau chuin, miu
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o xét nghiém, kiém sodt va ky
tl:ég&r;:ét két qua ndi bd
P ,
két qua Céng 0,2
TONG 6,95

2t Dia diém thye hién k§ thuit: Phong xét nghiém
3. An toan
- Phai dam bao hé thong xir ly khi thai hoat dong binh thudmg.

- Nhén vién xét nghi¢m phai sir dung céc trang phuc, dung cu bao hj trong qua trinh
phén tich mau.

- Céc thao tdc xét nghiém phai thire hién trong ti hét khi ddc va theo ding quy trinh
da duge phé duyét.

- Céc hoa chit thai va mau xét nghi¢m sau khi phén tich phai duge thu gom va xir Iy
theo diing quy dinh quan Iy hoa chat xét nghiém.

4. C#c bude tién hanh

4.1 Cic buwde thue hién

4.1.1 Buée 1; Chudn bi mau kiém soat

MAu kiém sodt duoe chudn bi trong ty nhu mau xét nghiém

C6 thé sir dung 1 trong 3 loai méu sau:

- Mau chudn (RM/CRM) ¢6 ban chét tuong tu miu xét nghiém

- MAu lwu da biét trude ham hrong chét xét nghiém

- MAu thém chuén: Thém dung dich chuin ¢6 ndng dé thich hop dé dat duge 80 — 120
% ham luong chit xét nghiém co trong mau x¢t nghiém.

4.1.2 Buée 2: Chuén bi dung dich chudn va thude thir

- Dung dich phenol nong dé 6 %

~ Can6g (ghin!l xéc dén 0,1 mg) phenol chuyén vao binh dinh mire 100 ml, thém nuée
¢it dén vach, lac déu.

- Dung djch ethanol ndng do 80 %

Ding dng dong thém 160 mLethanol véo binh djnh mirc 200 mLthém nudc cit dén
vach, lac déu.

- Dung dich chuén gdc glucose ndng dé 1000 pg/mL

Can 0,01 g (chinh xac dén 0,1 mg) chudn glucose vio binh dinh mic 10 ml, thém
nuée cat dén vach, lac déu.

- Dung dich chuin trung gian glucose néng do 100 pg/ml
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Dung pipet ht 1 mLchuin gdc glucose vao binh dinh mire 10 ml, thém nude cat dén
vach, lac déu.
- Dung dich chuan lam viéc

+ Sir dung pipet bén tu déng hit dung dich chuin trung gian vao binh dinh mire 10
mLtheo thé tich nhu sau:

Bing 1: Cich pha dung dich chuin lam viée

Néng dé chudn (pg/ml)

Thé tich hit (ml)

10 25 50 100
Chuan 100 pg/mL 0,1 0.25 0,5 0
Nude cit 2 lin Pinh mire 10 ml

+ Céc dung dich chuin dirge pha va sir dung trong ngay.

4.1.3 Buéce 3: Tién hanh xét nghiém

- Puéng tong s6 trude thity phén

+ Cén khoang 0,5 g — 2 g (chinh xdc dén 0,1 mg) miu thir vao éng ly tdm nhua 50

ml.

+ Dung dng dong thém 20 mlethanol 80 % véo éng, ly tdm trén, lac déu. Siéu am
trong 20 phut, ly tdm 4000 vong/phit trong 10 phit, chuyén dich chiét vao binh cdu 250
ml.

+ Tién hanh chiét lap lai 2 lin, mdi lin 20 mLethanol 80 %, g6p dich chiét vao binh
cAu trén.

+ Dich chiét duge ¢6 quay & 60 °C dén khi con 10 ml, chuyén dich chiét vao binh
dinh mitc 50 ml, thém nudc cat dén vach, lic déu. Loc qua gidy loc dé thu dugc dich trong,

- Dudmg téng sb sau thiry phén
+ Cén khodng 0,5 — | g (chinh xdc dén 0,1 mg) mau thir vao binh tam giac 250 ml.
+ Thém 45 mLnuéc ct va 5 mLdung dich HCI véao binh tam gidc trén, lc nhe.

+ Thiy phén mu trong 3 gitr & 100 °C, dé ngudi va chuyén dung dich vao binh dinh
mirc 100 ml, thém nuée cat den vach, lac déu. Loc qua gidy loc dé thu duoc dich trong.

- Thyre hién phan trng 1én mau

+ Ding pipet ban tu déng hut cdc dung dich chuén, miu xét nghiém, nude cat, thude
thir [én mau vao cac dng nghiém theo thé tich nhu sau:

Bing 2: Thue hién phan éng Ién mau
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Thé tich hit
(mi)

Ong | Ong

Ong

Ong

Ong

Ong

Ong

Ong | Ong

Nudéce cit 2
lan

Chuin 10
pg/mL

Chuén 25
pg/mL

Chuin 50
pg/mL

Chuén 100
pg/mL

MAu xét
nghi¢m xac
dinh duomg

téng s6 trude
thiy phén

Miu xét
nghiém xac
dinh duong
tong s6 sau
thity phén

Phenol 6 %

Dung dich
Ha504

5 5

5

5

5

5

5

3 5

+ Sau khi thye hién phan ing miu xong, ldc déu dng nghiém, dé yén trong 20 phiit
tai nhiét d§ phong.

+ Chuyén cac dung djch trong timg ong 1 dén 6ng 10 nhu trong bang 2 vio cuvet,

+ Po d6 hip thu ciia timg dung dich so véi dung dich mau tring tai bude song 490

4.2

Nhiin dinh két qua

Ham lwong dudmg tdng sb truée vé sau khi thiy phan trong mau xét nghiém duge tinh
toan theo cong thire:
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CoxVxfx
A 100

(B)=
m x 1000
Ham lugng polysaccharide trong miu xét nghiém duge tinh todn theo cong thic:
X=(B-A)x09
Trong do:
A: ham lugng dudng téng sd trude thity phan (g/100 g hodic g/100 ml)
B: ham luong dudng téng s6 sau thiy phan (g/100 g hoidic g/100 ml)
X: ham lugng tinh bt trong mau xét nghiém (g/100 g hodic g/100 mi)
Cx: ndng do ctia mau thir do dirge, tinh theo duomg chudn (pg/ml)
V: thé tich dinh mite cudi (ml)
f : hé s6 pha lofing (néu ¢d)
m: khéi lugng/thé tich mAu thir (g hodc ml)
0,9: hé s6 chuyén doi,
- Ham luong tinh bot trong miu xét nghiém duoc tinh toan theo biéu miu xdc dinh
ham luong tinh bt va duoc ghi vao phiéu két qua xét nghiém.
- Két qua ham luong tinh bt trong thue phém dugc bio cdo theo don vi 2/100 g hodc
/100 ml, chinh xdc dén 0,01 g.
- D61 v6i cac mau 1am 13p lai (dam béo gid tri HorRat(r) < 1,3) 1y két qua trung binh.
Chu v:

- Két qua xét nghi¢m tinh bt nhé hon LOD (glm han phat hién) thi bdo cdo “KPH”
(Khéng phét hién) dong thai ghi gid tri LOD vao phiéu két qua.

- Két qua xét nghiém ham lugng tinh bét <LOQ thi bdo cdo két qua 1a “<L.OQ” dong
thoi ghi gia tri LOQ vao phiéu két qua.

4.3 Tra két qua va lwu h so

- Tra két qua lh::c:n phiéu xét nghiém (ban chinh) voi day du thong tin lién quan dén
mau, ghi vao biéu miu cé lién quan dén quy trinh va luu hd so xét nghiém. Cé thé tra két
qua trén hé thong quan Iy dién tir (néu co).

- Hb so xét nghiém cén luu gift bao gdm:

+Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 bén chinh

+Biéu mau dinh lwong tinh bot: 01 béan chinh

+Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh

C6 thé Iuu hé so trén hé thong quan 1y dién tir (néu cé).
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5. Nhimg sai sot va xir ly
5.1 Truwde khi thwe hién ki thuat

TT

Tinh hudng

Xir Iy

Chua ¢6 ddy dit vat t, thiét bi chua
duge hiéu chuén

Khong dLI'G'C thue hién xét nghiém dén
khi chudn bi ddy du vt tu, héa chat
theo quy trinh. Kiém tra va dam bao
th:et bi duoc hiéu chuin dam bao yéu
Cﬂl.l

Phét hién mau thir c6 déu hiéu bit
thudng, hong

K1.=.'m tra nguy€n nhan va yéu chu ldy
lai mau néu cé thé.

5.2 Trong khi thue hién k¥ thusit

TT

Tinh hudng

Xir Iy

Thiét bi truc trac k¥ thudt hofic mat
dién khi dang phén tich mau nhung
chura khac phuc duge.

Théng biao cho Hang cung cap may vé
tinh hinh thiét bj va xin y kién tur van.

Sau khi thiét bi hoat déng binh thudmg
tién hanh phén tich méu theo quy trinh

tren.

Xay ra tran db hoa chit trong qua trinh
xét nghiém.

Thuye hién theo hiréng dan cia quy
trinh phong ch;&y chita chay va chéng
trin d hoa chét trong phong xét
nghi¢m

Do hﬁp thu cua da.mg dich miu xét
nghiém nim ngoai khoang tuyén tinh
(cao hon ngudng trén)

Tien hanh pha lo:ang dung dich chlet
mau bang nude cat dé thu duge ndng
d¢ nam trong khoang nﬁng dé cia diy
chuén va lam lai phan @ng 1én mau.

5.3 Sau khi thuc hién ky thuft

TT

Tinh hudng

Xik Iy

1

Két qua chay mau khong phu hgp vai
yéu céu dam bao chat lugng (khoang
tuyén tinh/méu kiém soat/két qua mau
lap lai khong dat...).

Phan tich nguyén nhan, lam lai mau xét
nghiém.

6. Tiéu chuin danh gis va kiém tra chit lugng
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- Qua trinh xét nghiém méu cén tién hanh song song véi mau tring thude thir va mau
kiém soat.

- Miu kiém snét két qua phai nim trong khoang gia tri trung binh + 28D so vGi gia
tri tham chiéu ctia miu kiém sot.

- Méu thém chuan: d§ thu hoi phai dat yéu cu theo hudng din ciia AOAC 2016.

TT 3,‘:;“ Wong ry 12 chét Pon Vi Pé thu hai (%)
1100 1 100% 98 - 102
2 10 10" 10% 98 - 102
301 107 1% 97-103
4 0,1 10° 0.1% 95-105
5 001 10 100 ppm 90-107
6 0,001 10 10 ppm 80-110
70,0001 10-6 | ppm 80-110
8 0,00001 107 100 ppb 80-110
9 0,000001 10°% 10 ppb 60-115
10 0,0000001 10 1 ppb 42-120

- Két qua xét nghiém miu xét nghiém Iap lai phai dim bao gia tri HorRat(r) < 1.3,
- Tién hanh xét nghi@m 13p lai dbi véi it nhit 20 % tdng sé miu.
7. Tai liéu tham khio

- Paks.Chow and Simon M.Landhaussera (2004), “Method for routine measurements
of total sugar and starch contentin woody plant tissues”, Tree Physiology 24, P.1129-1136

- Mengmeng Lei, Mengying Xu, Zesheng Zhang, Min Zhang and Yunfeng Gao
(2014), “The Analysis of Saccharide in Black Garlic and its Antioxidant Activity”,
Advance Journal of Food Science and Technology 6(6), P.755-760.

- AOAC 2016 Guidelines for Standard Method Performance.
- Luat An toan Thye pham, sb 55/2010/QH12 ngiy 17 théang 06 nim 2010.

- Nghi dinh su ]5!201 8/ND-CP ngay 02/02/2018 cia Chinh phi vé viée quy dinh chi
tiét thi hanh mét s6 diéu cia Ludt an toan thyue phim.

- Théng tr 43/2014/TT-BYT ngdy 24 thang 11 nim 2014 vé viéc quy dinh vé quan ly
thuc phim chirc ning
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Quy trinh ki thudt dich vu s6 61:

PINH LUQGNG VITAMIN B; TRONG THU'C PHAM BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO (HPLC)

1. Pai cwong
1.1 Muc dich

_ Quy trinh k¥ thuat nay dé dinh lugng vitamin B trong thuc phdm bang phuong phép
sac ky long hiéu nang cao.

1.2 Dinh nghia va chir viét tat

- Thue pham 1 sin phém ma con nguai an uong & dang tuoi song hodc da qua so
ché, ché bién, bio quén. Thuc pham khong bao gbm m§ pham, thude 14 va cac chat sir dung
nhu duge phim

Thudt ngir va chir viét tat:

- HPLC (High Performance Liquid Chromatography): Hé thng sic ky 1ong hiéu ning
cao.

- FLD (Fluorescence detector): Detector huynh quang,

- ADAC (Association of Official Analytical Collaboration): Hiép hdi cac nha phin
tich chinh thong.

- LOD (Limit of Detection): Gigi han phat hién.

-LOQ (Limit of Quantification): Gidi han dinh luong,.

- CRM (Certified Reference Material): Mu chuan duge chimg nhén.
- RM (Reference Material): Méau chuan.

- KPH: Khéng phat hién

1.3 Nguyén ly

- Vitamin By (thiamin) trong mau xét nghlem duqm chlcl bang cach thuy phan acid,
sau d6 duge khir nhém phosphat bing enzym va dan xuat héa trude cot bang dung dich
potassium hexacyanoferrate (111) trong méi trudng kiem (oxy hoa thiamin thanh thiocrom).

- Ham luong vitamin By duge xde dinh bing sic ky léng hiéu ning cao véi detector
huynh quang & bude séng kich thich 360 nm va bude séng phat xa 435 nm.

2. Chuén bi
2.1 Ngudi thue hién
- 02 nhén vién xét nghiém: trinh dg tir trung cip trd 1én, da duge dao tao, dénh gia tay

nghé thanh thao vé ky thuét dinh lugng vitamin By trong thue phim bing phuong phép sac
ky long hiéu nang cao.

—

Yot /E’”/
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- 01 ngudi phé duyét két qua: Trinh do tir dai hoc tror 1én, dd duge dio tao vé quan 1y
phong xét nghiém, co it nhat 3 nam kinh nghiém.
2.2 Vit tir trye tiép
2.2.1. Sinh phim, héa chit

- Chuén vitamin Bl (Thiamine hydrochloride) dé tinh khiét > 99,0 % 10 mg
- Methanol dimg cho HPLC, dd tinh khiét > 99,8 % 200 mlL.
- Hydrochloric acid, d6 tinh khiét > 37,0 % 4,25 mL
- Sodium acetate trihydrate, d6 tinh khiét > 99,5 % 340 g
- Potassium chloride, d tinh khiét > 99,0 % 20 g
- Potassium ferricyanide, d tinh khiét > 99,0 % 0,1 g
- Sodium hydroxide, ¢ tinh khiét > 97,0 % 758
- Enzym clara-diastase, hoat d¢ > 54,6 U/mg lg
- Tsobutanol, dé tinh khiét > 99,0 % 70 mL
- Nudc cit 2 lan 1 it

2.2.2. Vit tu khic

- Binh dinh mirc thity tinh 500 mL, d6 chinh x4c £0,250 mL 01 céi
- Binh dinh mirc thuy tinh 200 mL, d chinh xac +0,150 mL 05 cai
- Binh dinh mirc thily tinh 100 mL, dé chinh x4c +0,100 mL 01 cai
- Binh dinh mic thily tinh 50 mL, d§ chinh xéc +0,060 mL 02 cai
- Binh dinh mirc thity tinh 10 mL, d3 chinh x4c 0,025 mL 02 cai
- Binh thiy tinh ¢é nip vin 1000 mL 02 cai
- Binh tia nuéc cit nhira 500 mL 01 céi
- Micropipet (ban fu dong), dung tich 500-5000 pL, do chinh xac + 01 cai

12 pL (tai 500 pL)

- Micropipet (ban tu dong), dung tich 100-1000 pL, dd chinh xac + 01 cai
3 pL (tai 100 pL)
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Micropipet (ban tr dong), dung tich 20-200 pL., d§ chinh xéc + 0,5
pL (tai 20 pL)

Pipet thily tinh thing 25 mL. chia vach, d3 chinh xac + 0,1 mL

Piéu tip tring ¢6 chia vach, sir dung cho micropipet (ban tir dong)
dung tich 1000 - 5000 pL

Péu tip xanh cé chia vach, st dung cho micropipet (ban tir dong)
dung tich 100 - 1000 pL

Diu tip vang c6 chia vach, sir dung cho micropipet (ban tr déng)
dung tich 20 - 200 pL

Lo dung mau thiy tinh thé tich 1,8 mL, c6 vach chia thé tich,
duomg kinh co 9 mm, nap xoay, septa x¢€ réinh

Cée thiy tinh cé6 mé 100 mL, ¢é vach chia

Ong dong 100 mL, dé chinh xac + 0,5 mL

Diia thiy tinh, dai 30 em, duémg kinh 7 mm

Cée thity tinh ¢6 md 250 mL, ¢d vach chia

Ong nghiém thiy tinh c6 niit mai, dung tich 50 mL
Ong ly tim nha, dung tich 50 mL

Gid dung éng ly tim bing nhya (dé dugc 30 ong ly tdm 15 mL va
20 éng ly tim 50 mL)

Gidy loc tron, dwong kinh 11 cm

Phéu thiy tinh, duémg kinh miéng phéu 7 cm
Thia cén céic loai

Qua bop cao su

Trang phuc bido hd:
+ Quén, 40, mil bio hd lao déng: 02 bd
+ Dép di trong phong xét nghiém: 02 déi
+ Giing tay y té nitrile khong bot tale: 02 d6i
+ KhéAu trang phong dée 3M 7502: 02 cai

01 cai

01 cai

09 ca1

15 céi

04 cai

09 cai

02 céi
01 cai
01 cai
05 cai
09 cai
05 cai

01 cai

05 t&r
05 cai
01 bd

01 qua
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+ Khiu trang v té: 02 cdi
+ Kinh bao hé lao déng; 02 cal.

2.2.3. Cong cu, dung cu
- Dung cu x@r Iy mau: dao, thét, kéo, tii luu mau.

- Dung cu vé sinh: gidy vé sinh, tii dung réc thai, -:_:héi, hdét rice, cdy lau san, x6
chdu, nuée rira dung ey, gang tay rira dung cy, choi rira, bi thity tinh, xa phong
rira tay.

- Vin phong phdm: gidy in, muc in, sb xét nghi¢m, bt bi, bat ghi nhin, gidy
dan nhan, thi nilong duc 16, file luwu tai liéu, dip ghim, gidy note.
2.3 Thiét bi
Str dung cde thiét bj cia phong xét nghiém. cu thé nhu sau:

- Heé théng sic ky long HPLC - FLD 01 hé théng
- Cén phén tich, tai trong t6i da 210 g. d6 chinh xdc + 0,1 mg 01 cai
- T sy, dai nhiét d3 30 °C — 300 °C 01 cai
- Bép cach thiy, c6 chite ning cai dit thoi gian va nhiét do 01 c4i
- May xay cam tay, téc d6 vong > 13.000 vong/phut 01 cai
- Ti bdo quin mau, dung tich 600 L, nhiét dé 2 °C dén 15 °C 01 cai
- Tu déng bao quan miu, dung tich 560 L, nhiét d6 <-18 °C 01 cai
- T hit khi dée 01 cdi

2.4 Chuiin bi di twgng thyc hién hode mAu bénh phim

- Doi véi QTKT ldy méu xét nghiém: Viéc liy miu xét nghiém khang durge huéng
din trong quy trinh nay.

- Dbivéi QTKT vé thirc hién xét nghiém (chudn bj méu hodc mAu bénh phim trude
khi xét nghiém)

- Luong miu xét nghiém tdi thiéu cho quy trinh phan tich: 01 mau (200 g hodc 200
mL).

+Mau luu: thue hién theo quy dinh lru mau ctia don vi.

+Mau kiém soat: thue hién theo quy dinh dam béo chét lugng xét nghiém/xét nghiém
cua don vi

- Miu xét nghiém trude khi phén tich duoe xir ly so bd theo TCVN 5140:2008,
TCVN 5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hodc cac tiéu chuan tuong duong khac.



571

2.5 Phiéu chi djnh xét nghiém
Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém hodic rong duong: ghi day di théng tin theo quy

dinh (tén méu, chi tiéu xét nghiém, diéu kién bao quan, lrong mau, han trd ket qua,...)
2.6 Théri gian thwe hién ky thudt: 8,1 git

e | Thei gian % ..
Cinly: | 5o lugng Ngi dung cong viée thochita | gt
tham gia | can by - o gian
(gio)
Pha ché toan bd céc dung dich +% 1
chudn, hoa chat ; :
Xir ly thue phﬁm thanh dang
dong nhit 025 .22
L' can 0,10 0,10
Chiét xuft mau 3,00 3,00
Chufin bi mdy va dung cu xét
gl 0,50 0,50
Chay may 0,75 0,75
Nhan =
vién wét Xir Iy két qua 0,75 0,75
nghiém & s ; : ;
I Vé _Asmh may, phong xét 0.25 0.25
nghiém
5 - z
D}lng cu xur ly mau, dung cu 0.50 0.50
thuy tinh
Cing 8,0
Truémg PTN: Danh gid két qua
i phin tich mau tring, mau
Nﬁgumn ] chufn, mau xét nghiém, kiém L Wl
phé duyét &t-va kv kit qud ni b
két qua 506t va ky ket qua it 0
Céng 0,1
Tfmg 8.1
2.7  Dia diém thwe hién k§ thudt: Phong xét nghiém
3. An toan

A’ ¢




SN2

- Phi dam bao hé théng xir Iy khi thi hoat déng binh thudng.

- Can bd kiém nghiém phai sir dung cic trang phue, dung cu bao hé trong qua trinh
xét nghiém.

- Cac thao tac xét nghi¢ém phai thuc hién trong th hit khi dée va theo diing quy trinh
da durgic phé duyét.

- Céc hoa chit thai va miu xét nghiém sau khi phéan tich phai dwoc thu gom vi xur ly
theo diing quy dinh quan Iy hoa chit xét nghiém.

4. Cic buée tién hanh

4.1 Cac bude thye hién

4.1.1. Budc 1: Chuin bi miu kiém so4t

Mau kiém sodt duge chuan bi tuong tir nhur mau xét nghiém.

C6 thé sir dung 1 trong 3 loai miu sau:

- Mau chuin (RM/CRM) cé ban chét trong tr mu xét nghiém.
- Mau Iuu d4 biét trude ham hrong chét phén tich.

- Mdu thém chuin: thém dung dich chuan ch mng d@ thich hop de dat duge 80 —
120 % ham lugng chét phén tich co trong miu xét nghiém.

4.1.2. Buée 2: Chuén bj dung dich pha déng, dung dich chuén, dung dich din xudt
- Dung dich hydrochloric acid (HCI) ndng d6 0,1 N

Hut 4,25 mL. HCI w‘y.:u binh dinh mirc 500 mL ¢ sin 400 mL nuéc cat 2 lin. Thém
nudc cat 2 1an i vach. Lic déu.

- Dung dich sodium acetate trihydrate (NaCH;COO.3H20). néng d6 2,5 M
+ Cén 34 g NaCH;CO0.3H;0 vao coc thity tinh c6 md 100 mL.
+ Thém khoang 60 mL nudc cat 2 lin, diing diia thily tinh khudy tan hoan toan.

+ Chu}»’en dung dich sang binh dinh mirc 100 mL, tring cde pha va dinh mire 161 vach
bang nuée cat 2 lan. Lac déu.

- Dung dich potassium ferricyanide (KiFe(CN)s), ndng d6 1 %

+ Cén 0,1 g KsFe(CN)s vao binh dinh mire 10 mL.

+ Thém khoang 8 mL nudre cat 2 lin, ddy nap. Lic tan hoan toan.

+ Thém nude cit 2 ldn 161 vach. Lic déu.

- Dung dich sodium hydroxide (NaOH), ndng dé 15 %

Cén 7,5 g NaOH viao cde thiy tinh ¢6 md 100 mL.

+ Thém khoang 40 mL nude cit 2 lin, ding diia thiy tinh khudy tan hoan toan.

+
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_ + Chuyén dung dich sang binh dinh muc 50 mL, tréng cbe pha va dinh mic (i vach
bling nurde cit 2 lan. Lac déu,
- Dung dich potassium hexacyanoferrate (IIT) trong méi tnrong kiém
+ Ht 2 mL dung dich KsFe(CN)s 1% vao binh dinh mire 50 mL.

+ Thém dung dich NaOH 15 % t&i vach. Lic déu. Dung dich dwoc sir dung trong
vong 4 gior sau khi pha.

- Dung dich chudn géc vitamin By, nong dé 1000 pg/mL

+ Cin 10 mg (chinh x4c dén 0,1 mg) chét chudn vitamin B1 vao binh dinh mire thity
tinh 10 mL.

+ Thém khoang 7 mL nuée cét 2 lan vao binh dinh muc, lic dén khi tan hoan toan va
dinh mie t6i vach bing nude cit 2 lin. Dung dich duge bao quin & -20 °C, sir dung trong
vong 1 thang.

- Dung dich chuén trung gian vitamin By, ndng d6 100 pg/mL

+ Dimng pipet it 1 mL chuén gée vitamin By vao binh dinh mirc 10 mL.

+ Dinh mirc bing mréc ct 2 lin dén vach, lic déu. Dung dich sir dung trong ngay.
4.13. Bude 3: Tién hanh chiét miu

- MAu xét nghiém: Cén 5 g (chinh xdc dén 0,1 mg) miu vao cdc c6 mé 250 mL.
Miu trfing thude thir: Hiat 10 mL nude ct 2 1an vao coe 6 mo 250 mL.

Chuén: Hit 0,5 mL dung dich chudn trung gian vio coc ¢6 mo 250 mL.

- Thém 90 mL HCI 0,1 N. Ding diia thity tinh khudy déu.

- Thiy phan trong bép céch thity & 120 °C trong 1 gidr.

- Dé ngudi. Chinh pH dén khoang 3,75 — 4,75 biing dung dich NaCH;COO.3H;0
2,5 M.

- Thém 0.2 g enzym clara-diastase, tron déu.

- Pé tir 16-17 gidr trong ti sdy & 37 °C.

- Dé ngudi. Chuyén toan b dich chiét vao binh dinh mitc 200 mL va dinh mirc vira
di 161 vach bang mrdc cat 2 lan. Lac déu.

- Loc dich qua gidy loc vao dng ly tim nhia.

- Dich loe thu durgre cua mau xét nghiém, mau tréng thude thir, dung dich chuén duge
hiit vao cac 6ng nghiém dé tién hanh dan xuét theo bang sau:

Ong 1| Ong | Ong | Ong | Ong | Ong | Ong | Ong | Ong
2 3 4 5 6 7 8 9

KCl (g) 2 2 2 2 2 2 2 2 2




574

Mau trang thude thir

() 5 0 0 0 0 0 0 0 0
¥ A
Dungdichchuan | o | 90 | o5 | 1 | 15| 2 | o | o | o
(mL)
Magusstaginem 0 0 0 0 0 0 5 5 0
(mL)
Miu kiém soat
0 0 0 0 0 0 0 0 5
(mL)
Dung dich oxy hoa 3 mL mdi dng, lie déu 1 phat
Isobutanol 7 mL m&i éng, lde déu 30 gidy

Dé yén trong béng tdi 20 phut doi tach 16p

Hut 16p dich trong bén trén vao lo dung mau HPLC,

bit lo dung mau vao may HPLC va phén tich theo chuong trinh da cai dat.
4.1.4. Budc 4: Phan tich trén hé théng HPLC

- Detector FLD dit budc song kich thich 360 nm va buéc séng phét xa 435 nm.
Thé tich bom miu: 10 pL.

Pha déng: MeOH.

Tée do dong: 0.2 mL/phiit.

Trinh tw bom méun nhu sau:

Mau tring thude thir — daly chuin — miu tring thude thir — mau xét nghiém — miu

kiém soat.

Chai v
- Néu sb mdu = 10, sau mbi 10 miu phai chay lai dudmg chudn mét lan dé hiéu

chinh.

4.2 Nhiin dinh két qua
- Ham lugng vitamin B; trong miu xét nghiém duoc tinh todn theo cong thire:

X CaxVx100xf

m x 1000
Trong do:

X: Ham lugng vitamin B, trong mau xét nghiém (mg/100 g hodc mg/100 mL).
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Cy: Ham lugng vitamin By cd trong dich do may ciia mau xét nghiém, tinh theo
duong chuan (pg/mL).
V: Thé tich chiét mau (mL),
f: Hé s8 pha lodng (néu cb).
m: Khéi lrong hodc thé tich mau xét nghiém (g, mL).

- Xem xét k&t qua mau kiém tra chit lugng (QC) néu két qua mau kiém soat,
méu lip lai dat yéu cau mdi tlen hanh tra két qua mAu thir. Néu két qua mau QC hodc miu
lap lai khong dat yéu cau, tién hanh lam lai mau.

- Ham lugng vitamin By tmng mau xét nghiém dugc tinh toan theo biéu miu xét
nghiém vitamin B trong thue pham va duge ghi chép vao phiéu két qua xét nghiém.

- Két qua xét nghi¢m vitamin Bi durgc bao céo theo don vi mg/100 g hodc mg/100
mL, chinh xac dén 0,01 mg.

- Pbi voi cic mAu lam lip lai (dam bo gia tri HorRat(r) < 1,3) ldy két qua trung
binh,

Chu y:

- Két qua xét nghiém vitamin Bi nhé hon LOD (gidi han phét hig¢n) thi bao cao
“KPH” dong thoi ghi gia trj LOD vao phiéu két qua.

- Ket,qufi xét nghiém co Phét hién peak vitamin B nhu‘ng_két qua tinh toan < LOQ
thi bdo c4o két qua 12 “<L.OQ" dong thai ghi gia tri LOQ véo phicu ket qua.

4.3 Tra két qua va lru ho so

- Trakét qua theo phicu xét nghi¢m (ban chinh) voi day di thong tin lién quan d&n
mau, ghi vao bleu mau co lién quan dén quy trinh va luu hd so xét nghiém. Co thé tra két
qua trén hé thong quéan ly du;n tir (néu c6)

- Hb so xét nghiém cin hru giir bao gom:

+ Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 ban chinh

+ Bidu mAu xdc dinh d6 am: 01 ban chinh

+ Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh

C6 thé lru hd so trén hé théng quan 1y dién tir (néu ¢6).
5. Nhirng sai sot va xar Iy

5.1 Trwde khi thyee hién ki thudt

TT Tinh hudng Xir Iy

1 | Chua cé day di vit tur, thiét bi chua Khong duoc thue hién xét nghiém dén
duge hidu chuin khi chudn bi ddy dia vat tu, héa cht
theo quy trinh. Kiém tra va ddm bao
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thiét bj duge hiéu chuan dim bao yéu
cau.
2 | Phat hién miu thir c6 dau hiéu bat chm tra nguyén nhén va yéu cau la)r
thuomg, hong lai mau néu cé thé.
5.2 Trong khi thyue hién ky thuit
TT Tinh hudng Xir Iy
1 | Thiét bj truc tric k¥ thuat hodc mét Théng bao cho Hang cung -::ap may vé
dién khi dang phan tich mau nlimg tinh hinh thiét bj va xin ¥ kién tu vén.
chua khac phuc duoc. Sau khi thiét b hoat déng binh thuimg
tién hanh phan tich miu theo quy trinh
trén.
2 | Xay ra tran d6 héa chét trong qua trinh | Thue hién theo hudng dan cla quy
xét nghiém. trinh phong cha}r chita chay vi chéng
trin d6 hoa chit trong phong xét
nghiém
3 | Két qua miu ndm ngoai khoang tuyén | Tién hanh pha lodng mau xét nghiém
tinh (cao hon nguéng trén). bang dung dich MeOH dé thu duge
néng dﬁ_nam trong khoang néng dé cia
day chudan.
5.3 Sau khi thyc hién ki thust
TT Tinh huéng Xir Iy
1 | Két qué chay mau khﬂng phit hgp véi | Phén tich nguyén nhan, 1am lai mau xét
yé u cdu dam bao chat luong (khoang | nghiém.
tuyén tinh/méu kiém soit/miu lap
khong dat...).

kiém

6. Tiéu chufin danh gii va kiém tra chit lwgng

- Qua trinh xét nghiém mAu can tién hanh song song véi méu triing thude thir va miu

soat,

- Mau tring thudc thir: phai khéng cé peak vitamin By.

- Mau kiém sodt: két qua phai nim trong khoang gid tr] trung binh &+ 28D so véi gia
tri tham chiéu.

- Mdu thém chudn: d6 thu héi phai dat yéu céu theo huéng din ciia AOAC 2016,
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T EE“ hoong 1y 12 cnke Bon vi Do thu hdi (%)
1 100 1 100% 98 - 102
2 10 10! 10% 98 - 102
L 10 1% 97 - 103
4 0,1 10 0,1% 95 - 105
5 0,01 10 100 ppm 90 - 107
6 0,001 10° 10 ppm 80-110
fi 0,0001 10°° 1 ppm 80-110
8 0,00001 107 100 ppb 80 - 110
9 0.000001 10 10 ppb 60 -115
10 0,0000001 10 1 ppb 40- 120

- Két qua xét nghiém mdu ldp lai phéi dam bao gid tri HorRat(r) < 1,3.
- Tién hanh phan tich lap lai déi véi it nhét 20 % tong s6 mau,

7. Tailiéu tham khio
- TCVN 5164:2018 (EN 14122:2014) vé Thyre phdm - Xéc dinh vitamin B1 bing sic

ky long hiéu nang cao.

-AOAC 2016, appendix F: Guidelines for Standard Method Performance

Requirements.

- Ludt An toan Thye phdm, s6 55/2010/QH12 ngay 17 thing 06 ndm 2010.
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Quy trinh k§ thuit dich vu sé 62:

DINH LUQGNG VITAMIN B; TRONG THUC PHAM BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO (HPLC)

1. Pai ewong
1.1 Muc dich

Quy trinh ky thudt nay hudng dan xét nghiém dinh Iugng vitamin B; trong thire pham
bing phuong phap sic ky long hiéu ning cao.

1.2 Dinh nghia

- Thyue phédm 13 sin phdm ma con ngudi an, ubng & dang tuoi snng heac da qua so
ché, ché bién, bio quén. Thire phdm khéng bao gdm m¥ phim, thude 14 va céc chit sir dung
nhur dirge pham.

- Thudt ngit va chir viét tit:

+HPLC (High Performance Liquid Chromatography): Hé théng sic ky léng hiéu néng
cao.

+FLD (Fluorescence detector): Detector huynh quang,

+AOAC (Association of Official Analytical Collaboration): Hiép hdi cac nha phan
tich chinh thing.

+LOD (Limit of Detection): Gigi han phét hién.
+LOQ (Limit of Quantification): Gigi han dinh lugng.
+CRM (Certified Reference Material): Mau chuan duge chimg nhan.
+RM (Reference Material): MAu chuén.
+KPH: Khong phdt hi¢n
1.3 Nguyen ly

Vitamin B (riboflavin) trong méu xét nghiém dugc chiét bﬁng cich thuy phéan axit,
sau d6 khir nhém phosphat bang enzym; duoe tach va dinh lwong bing HPLC véi detector
FLD & budc séng kich thich 450 nm va bude séng phat xa 510 nm.

2. Chudn bj
2.1. Nguwi thire hién

- 02 nhin wen xeét nghiém: trinh dd tir trung cﬁp tr¢v 1én, déd duoc dao tao, danh gia tay
nghé thanh thao vé ky thudt xét nghiém dinh lugng vitamin B, trong thye phidm bing
phuong phip sac ky long hiéu ning cao.

- 01 nguai phe du}fet két qua: Trinh dd tir dai hoc tré 1én, da duge dao tao vé quan ly
phong xét nghiém, ¢6 it nhit 3 nim kinh nghiém.

2.2. Vit tu true tlep
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2.2.1 Sinh phéim, héa chat
Chuén vitamin B2 (Riboflavin) d@ tinh khiét > 98,0 %
Methanol diing cho HPLC db tinh khiét > 99,8 %
Hydrochloric acid (HCI) d tinh khiét > 37,0 %
Sodium acetate trihydrate (NaCH3COO.3H20).dg tinh Khiét > 99,5 %
Acetonitrile dimg cho HPLC dé tinh khiét > 99,8 %
Enzym clara-diastase hoat d§ > 54.6 U/mg
Acetic acid (CH3COOH) dé tinh khiét > 99,8 %
Nude cit 2 lan
Nude siéu tinh khiét
2.2.2 Vit tu khac

Bé cét sic ky C18 gém cdt (150 mm x 4,6 mm, c& hat 5 um), ga cot va cot
bao vé

Binh dinh mirc thuy tinh 1000 mL, Giip A, co mai, durdmg kinh trong cua cd
23+ 2 mm

Binh dinh mitc thiy tinh 200 mL, cip A, ¢d mai, dudng kinh trong ciia c6
15,5+ 1.5 mm

Binh dinh mie thiy tinh 100 mL, cdp A, ¢ mai, duong kinh trong ctia ¢6
15,5+ 1.5 mm

Binh dinh mue thity tinh 10 mL, cdp A, b mai, dudmg kinh trong cia cb 9 +
1 mm

Binh thuy tinh ¢6 nip van 1000 mL
Binh tia nudc ¢t nhua 500 mL

Micropipet (bin tu déng), dung tich 500 — 5000 L, dé chinh xéc 12 pL (tai
500 pL)

Micropipet (bén tu déng), dung tich 100 — 1000 uL, d6 chinh xdc + 3 pL (tai
100 plL)

10 mg
200 mL
3,4 mL
204 ¢
100 mL

08g
0,24 mL

1 lit

60 mL

01 cdi

01 cai

04 cai

02 cai

07 cai

02 cai
01 cai

01 cai

01 cai
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Micropipet (ban ty dong), dung tich 20 — 200 L., d6 chinh xac + 0,5 uL (tai
20 uL)

Pipet thity tinh thing 25 mL, cip A

Diu tip ¢6 chia vach, sir dung cho micropipet (ban tw dong) dung tich 500 -
5000 pL

Déu tip ¢6 chia vach, s dung cho micropipet (bén tr déng) dung tich 100 -
1000 pL

Déu tip co chia vach, sir dung cho micropipet (ban tu ding) dung tich 20 - 200
e

Péu lgc miu PTFE 0,45 pm, duong kinh 15 mm

Lo dyng mau thity tinh thé tich 1,8 mL, ¢6 vach chia thé tich, dwdmg kinh cé
9 mm, nip xody xé ranh

Mang loc dung méi pha déng cenlulose acetate 0,45 pm, dudmg kinh 47 mm
B4 loc dung méi pha déng (binh himg, phéu loc, déu loc, kep kim loai)

Cbe thity tinh ¢6 mé 100 mL, ¢6 vach chia

Céc thuy tinh ¢6 mé 250 mL, ¢6 vach chia

Ong dong thiy tinh 100 mL, ¢6 vach chia

Pia thuy tinh, dai 30 em, duong kinh 7 mm

(‘)ng Iy tdm nhya, dung tich 50 mL

Gid dung 6ng ly tim bang nhua (dé duge 30 dng ly tim 15 mL va 20 éng ly
tam 50 mL)

Gidy loe tron, duomg kinh 11 ¢m
Xi lanh nhya 5 mL

Phéu thay tinh, dudmg kinh 7 cm
Thia ldy méu

(Qua bop cao su

Trang phuc bao hd:

01 cai

01 cai

02 cai

03 cai

03 cai

04 cai
09 cai

01 cai
01 bo
01 céi
04 cai
01 cai
01 cai
04 cai
01 céi

04 tor
04 cai
04 cai
01 bg

01 qua

02 b
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+ Quan, 4o, mil bio hd lao déng
+ Dép di trong phong thi nghi¢m
+ Gang tay y té nitrile khéng bot
+ Mt na phong ddc 3M 7502
+ Khiu trang y té
+ Kinh bao hé lao déng

2.2.3 Cong cu, dung cu:
Dung cu xir ly mau: dao, that, kéo.

Vit tir luu mau: tii zip 15 x 20 em.

02 déi
02 dé1
02 cai
02 cai
02 cai

Dung cu vé sinh: giﬁy vé sinh, (i dyng rac thai, chéi, hot rac, cdy lau san, x6 chdu,

nude rira dung cu, gang tay rira dung cuy, chdi nira, xa phong rira tay.

Vin phong phdm: muec in, gidy in, s xét nghi¢m, bit bi, biit ghi nhan, giiy dan nhén,

tai nilong duc 16, file luu tai liéu, ddp ghim, giay note.
2.3 Thiét bj
Sir dung céc thiét bi ciia phong xét nghiém, cy thé nhur sau:

Hg théng sic ky long HPLC - FLD

Cén phan tich tai trong tdi da 210 g, ¢6 d6 chinh xdc + 0,1 mg
Cén k¥ thudt tai trong t6i da 1100 g, cé d6 chinh xde £ 0,01 g
May lic Vortex, toc dé lac tdi da 3000 vong/phit

Tu sy, dai nhiét d6 30 °C — 300 °C

Bép cach thity, c6 chire nang cai dit nhiét do

May xay méu, cong suit 600 W

Bom chin khong

Tt bao quén mau, dung tich 600 L, nhiét d5 2 °C dén 15 °C
Tii déng bdo quan mau, dung tich 560 L, nhiét d6 <-18 °C

Tu hat khi dée, kich thirde 1540 mm x 800 mm x 2200 mm

01 hé
thong

01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai

01 ai
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2.4 Chuan bj doi tweng thue hién hodc mAu xét nghiém

- Dbi voi QTKT liy mau xét nghiém

Viée 1y méu xét nghiém khong duge hudng din trong quy trinh nay.

- Déi v&i QTKT vé thye hién xét nghiém (chun bj miu hosic miu bénh phim trude
khi xét nghiém)

- Lugng miu xét nghiém t6i thidu cho quy trinh phan tich: 01 miu (200 g hoic 200
mL).

- Lugng mdu luu: thure hién theo quy dinh luu méu cia don vi.

- Mau kiém sodt: thye hién theo quy dinh dam bao chét lugng xét nghiém/thir nghiém
cua dom vi.

- Mau xét nghiém trirée khi phin tich duoc xtr Iy sobd theo TCVN 5140:2008, TCVN
5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hodc cée tiéu chuan tirong duong khac.

2.5 Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém hodc tuong duong: ghi diy dit thong tin theo quy
dinh (tén mau, chi tiéu xét nghiém, dicu kién bao quan, lwong mau, han tra két qua,...)

2.6 Thoi gian thyce hién ky thuit: 6,8 gior

Cinbj | S6 Thoi gian Téne thoi
tham | lwong Noi dung cong viéc thue hién .ong( i
gia | cn b (gi%) gian (gl0)
Pha ché toan bd cac dung dich
g £ 1,5 1,5
chuan, hoa chat
X:r ly tﬂ}'u,rc pham thanh dang 0.25 0,25
dong nhat
L | e 0,10 0.10
Nhan Chiét xuéit miu 2,00 2,00
vién xét
hié A . - .
nghiem Chu_%n bi may va dung cu thi 0.50 0.50
nghi¢m
Chay may 0,75 0,75
|| Xirly kétqua 0,75 0.75
Vé sinh may, phong thi nghiém 0.25 0,25
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Dung cu xir Iy miu, dung cu
thiry tinh 470 G

Cong 6,6

Didnh gid két qua xét nghiém

Ngudi i méu tring, mAu chuan, mau xét b9 02
phé nghiém, kiém sodt va ky két qui : :
duyét néi b
két qua
: Cong 0,2
TONG 6,8

2.7 Pia diém thye hién ky thuidt: Phong xét nghiém
3 . An toan
- Phai dam bao hé théng xir ly khi thai hoat djng binh thudng.

- Nhan vién xét nghiém phai sir dung cae trang phyc, dung cu bao ho trong qua trinh
phan tich méu.

- Céc thao tac xét nghiém phai thyc hién trong tii hét khi dée va theo ding quy trinh
da duge phé duyét.

- Cac héa chét thai vi miu xét nghiém sau khi phén tich phai dugc thu gom va xir ly
theo ding quy dinh quan ly hoa chat xét nghiém.

4 . Cic bwée tién hanh

4.1 Cic bwée thure hign

4.1.1 Buée 1: Chuén bj mAu kiém sost
Mau kiém sodt duge chudin b twong tir nhu mau xét nghiém.
C6 thé sir dung 1 trong 3 loai miu sau;
- MAu chuan (RM/CRM) c6 ban chét twong tr mau xét nghiém.
- Miu luu di biét trude ham luong chét phan tich.

- Mau thém chudn: Thém dung dich chuédn ¢6 néng dé thich hop dé dat duge 80— 120
9% ham lwong chat phén tich co trong mau xét nghiém.

4.1.2 Bwére 2: Chuan bj héa chit va thude thir
- Dung dich HCI, nong d6 0,1 N
+Hat 8,5 mL HCI vao binh dinh mite 1000 mL ¢6 sin 800 mL nuée cét 2 lan,
+Thém nuée cdt 2 1an téi vach, e déu.
- Dung dich NaCH;COO0.3H:0, nong 4§ 2,5 M
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+Cén 34 g NaCH3;C00,3H;0 vio ede thity tinh ¢6 mé 100 mL.
+Thém khoang 60 mL nurde cat 2 lan ding diia thity tinh khudy dén tan hoan todn.

_ +Chuyén dung dich sang binh dinh mic 100 mL, tring cdc pha va dinh mic 16i vach
bang murdre cat 2 lan, lac déu

- Dung dich CH3COOH, néng d6 2,4 %

+Str dung micropipet (ban tw dng) hat 2,4 mL CH3COOH vao binh dinh mire 100
mL dd c6 san 70 mL nude cat 2 lan.

+Dinh mire bing nude cat 2 1in dén vach, lic déu.
- Dung dich chuin géc vitamin B;, néng d 1000 ng/mlL

+Can khoang 10 mg (chinh xic dén 0,1 mg) chét chudn vitamin B; vio binh dinh mirc
thuy tinh 10 mL.

+Thém khoang 7 mL. CH3COOH 2,4 % vao binh dinh miic.
+8iém am & nhiét d6 35 °C - 40 °C dén khi chudn vitamin B; tan hoan toan.

+ Dinh miic t6i vach bing CH:COOH 2.4 %. Dung dich dugc bao quéan & -20 °C, su
dung trong vong 1 thang,

- Dung dich chuéin trung gian vitamin B3, nong d¢ 10 pg/mL

+Dung micropipet (ban tir dong) hit 100 pl. chuén gde vitamin Bz vao binh dinh mire
10 mL.

+Dinh miic bing nude siéu tinh khiét dén vach, lic déu. Dung dich sir dung trong
ngay.
- Diy dung dich chudn lam viée

+Sir dung céc micropipet (ban tr déng) hit dung dich chuén trung gian vao cic binh
dinh mirc 10 mL theo bang sau:

Bang 1: Cach pha diy dung dich chuin lam viée

1 Nong do chudn (ug/mL)
Thé tich hut (mL)
0,02 | 0,1 05 | 08 1
Chuén trung gian 10 pg/mL 0,02 | 0.1 0,5 | 0,8 1
Nuée siéu tinh khiét Binh mire vira dii 10 mL

+Diy dung dich chuin 1am viée duge pha méi sir dung trong ngay.
4.1.3 Burée 3: Tién hanh chiét va din xuit

- Méu xét nghiém: Can khoang 2 g (chinh xac dén 0,1 mg) mau vao cbe c6 md 250
mlL.

Mau tring thude thir: Hit 5 mL nude cét 2 lin vao cde 6 md 250 mL.
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- Thém 100 mL HC1 0,1 N, ding diia thiy tinh khudy déu.

- Thity phén trong bép céch thity & 100 °C trong 1 gid.

- Pé ngudi. Chinh pH dén khoang 4,0 — 4.7 biing dung dich NaCH;CO0.3H0 2,5M.
- Thém 0.2 g enzym clara-diastase, trén déu.

- Pé tir 16 - 17 gie trong ti sy & 37 °C.

- D& ngudi. Chuyén toan bd dich chiét vao binh dinh mirc 200 mL va dinh mitc i
vach bing nuéc cat 2 ln, lic déu.

- Loc dich qua gidy loc vio éng ly tim nhua.

- Loc dung dich qua diu loc mdu 0,45 pm vao lo dung méu HPLC,

- Pit lo dung miu vao miy HPLC va phén tich theo chwong trinh da cai dat.

4.1.4 Buée 4: Phén tich trén hé théng HPLC

- B cot sac ky CI8, gﬁm ¢6t (150 mm x 4,6 mm, & hat 5 pm), ga cét va cot bao vé

- Nhiét d6 budng cot: 35 °C.

- Detector FLD diit budc song kich thich 450 nm va bude song phat xa 510 nm.

- Thé tich bom mau: 10 pL.

- Tée db dong: 0,7 mL/phit.

- Pha dong: MeOH — Nude si€u tinh khiét (50 — 50).

Trinh tw bom miu nhw sau:

_ Miu triing thude thir — ddy chuan — mau tring thude thir — mau xét nghiém — miu

kiém soat.

Chit : Néu sé miu > 10, sau mdi 10 mau phai chay lai duong chuén mjt lin dé hiéu
chinh.

4.2 Nhén dinh két qua
- Ham luong vitamin Bs trong mau xét nghiém durge tinh to4n theo cong thuc:

CxxVx100xT

X_ =
m x 1000
Trong do:
X: Ham lugng vitamin Bz trong mau xét nghiém (mg/100 g hodc mg/100 mL)
Cy: Néng dd ciia miu xét nghiém, tinh theo duémg chuén (ug/mL.)
V: Thé tich chiét mAu (mL)
f: Hé sb pha lodng néu c6
m: Khéi hrong/ thé tich mau xét nghiém (g, mL).
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- Ham lugng vitamin B; trong mau dugc tinh todn theo biéu mau dinh hrong vitamin
B: va dugc ghi vao phiéu két qua xét nghiém.

- Két qua xét nghi¢m vitamin Bz duge bao cao theo don vi mg/100 g hodic mg/100 mL,
chinh xac dén 0,1 mg.

- Déi véi cde miu lam 13p lai (ddm bao gid tri HorRat(r) < 1,3) ldy két qua trung binh.
Chil 2

- Két qua phan tich vitamin Bz nhd hon LOD (gidi han phat hién) thi bdo cdo “KPH™
déng thai ghi gia tri LOD vao phlcu két qua.

- Két qua phan tich ¢6 phat hi¢n peak vitamin B nhung két qua tinh toan < LOQ thi
bdo cao két qua 14 “Vét, <LOQ™ dbng thdi ghi gid tri LOQ vio phiéu két qua.

4.3 Tri Két qua va lwu hd so

- Tra két qua theo phiéu xét nghiém (ban chinh) véi day du théng tin lién quan dén
mau, ghi vao biéu mau cé lién quan dén quy trinh va hru hd so xét nghiém. C6 thé tra két
qua trén hé thong quan Iy dién tir (néu co).

- H so xét nghiém c¢in lru giit bao gbm:
+Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 ban chinh
+Biéu mau dinh lugng vitamin By: 01 ban chinh
+Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh
C6 thé hu hé so trén hé théng quéan 1y dién tir (néu cd).
5 . Nhiimg sai st va xir Iy
5.1 Trude khi thuwe hién ky thuat

TT Tinh hudng Xir Iy

1 | Chua co day du vat tu, thiét bi chua | Khéng duge thire hién xét nghiém dén
duoc hiéu chuin khi chuan bi ddy du vat tu, héa chit theo
quy trinh. Kiém tra va dam bao thiét bj
dugce hiéu chudn dam bao yéu cau.

2 | Phathién mau xét nghiém c6 déu KIEITI tra nguyen nhén va yéu ciu ldy lai
hiéu bat thudng, hong méu néu co thé.

5.2 Trong khi thwre hién ky thuat

i Tinh hudng Xir Iy
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1 | Thiét bi true triic k¥ thudt hodc mit
dién khi dang phan tich mau nhung
chua khic phue dugre.

Thong bao cho Hang cung n:rﬁp may vé
tinh hinh thiét bj va xin ¥ kién tu vn,
Sau khi thiét bj hoat dng binh thudng
tién hanh phén tich mAu theo quy trinh
trén.

2 | Xdy ra tran dé hoa chét trong qud
trinh xét nghigém.

Thuc hién theo hudng din cta quy trinh
phong chay chita chay va chong tran b
hoa chit trong phong x¢ét nghiém

Két qua mau nim ngodi khodng
tuvén tinh (cao hon ngudng trén).

Tién hinh pha lofing miu xét nghiém
biing Nude siéu tinh khiét dé thu dirge
nong d6 nam trong khoang néng dé cua
diy chuan.

5.3 Sau khi thuc hién k§ thudt

TT Tinh hudng

Xir I

1 | Két qua chay méu khéng phit hop véi
yéu cdu dam bao chét lugng (khoang
tuyén tinh/mAu kidm soat/két qua
mau lip lai khéng dat...).

Phan tich nguyén nhan, lam lai mau xét
nghiém.

6 Tiéu chudn ddnh gid va kiém tra chit hwgng

- Qué trinh xét nghiém mAu cin tién hinh song song v6i mAu tring thude thir vi miu

kiém sodt.

- MAu tring thudc thir: phai khéng c6 peak vitamin Ba.
- Miu kiém sodt: két quéa phai niim trong khodng gia tri trung binh + 28D so vai gia

N - h B = o A ¥
tri tham chiéu coa mau kiém soat.

- MAu thém chudn: do thu hdi phii dat yéu cdu theo huéng din ciia AOAC 2016.

Ham

T o IONE 1 1g chét Pon vi D6 thu hdi (%)
1 100 1 100% 98 - 102
2 10 107! 10% 98 - 102
31 102 1% 97 - 103
4 01 102 0.1% 95 - 105
5 00l 1074 100 ppm 90 - 107

ol



588

6 0,001 10 10 ppm 80-110
70,0001 10® 1 ppm 80-110
8 0,00001 107 100 ppb 80-110
9 0,000001 102 10 ppb 60-115
10 0,0000001 10° 1 ppb 41-120

- Két qué xét nghiém mAu I3p lai phai dam bao gia tri HorRat(r) < 1,3.
- Tién hémh xét nghiém 13p lai d6i vai it nhdt 20 % téng sb mau.
7 Tai liéu tham khao
- TCVN 8975:2018 (EN 14152:2014) vé Thue phﬁm - Xdc dinh vitamin B2 bﬁng sAc
ky long hiéu nang cao.

- TCVN 5140:2008 B phan hang hoa ap dung giéi han dir luong t6i da va duge ding
dé phén tich.

- TCVN 5276:1990 Thity san - Lay méu va chuén bj mau.
- TCVN 4833 - 1 : 2002 Thit va san phdm thijt - LAy mau va chudn bi mau thir.

-AOAC 2016, appendix F: Guidelines for Standard Method Performance
Requirements.

- Luat An toan Thyc phdm, s6 55/2010/QH12 ngay 17 thang 06 nim 2010,
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Quy trinh ki thuit dich va sb 63:

DINH LUUNG VITAMIN C TRONG THLIC PHAM VA THUC PHAM CHUC
NANG BANG PHUONG PHAP SAC KY LONG HIEU NANG CAO (HPLC)

1. Dai cowong
1.1. Muc dich

Quy trinh nay quy dinh ky thugt xét ng,hlf;m ham lugng vitamin C trong thyce phim va
thire pham chire niing bang phuong phap sac ky long hiéu néng cao.

1.2. Dinh nghia

- Thye phim 14 san phim ma con ngudi an, ubng & dang twoi séng hodc da qua so
ché, ehé bién. bao quan. Thye phim khéng bao gbm my pham, thude 14 va céc chit sir dung
nhur duce pham.

- Thye pham chiic nang 1a thye pham dung dé ho tro chite ning cia co Lhé con nguoi,
tao cho co thé tinh trang thodi mai, tang siic dé khang, glam bét nguy co mic bénh, bao
gdm thire phim bd sung, thyre phim béo vé sire khoé, thue phém dinh duéng y hoe.

- Thure pham béo vé site khoe (Health Supplement, Dietary Supplement) la nhirng san
pham duge ding dé bo sung them vao ché dg an udng hang ngay nham duy tri, ting cuang,
cai thién cac chire nang cua co thé con nguoi, giam nguy co mic bénh. Thuc phim béo vé
sitc khoe chira mét hodc nhiéu chét hoiic hén hop céc chét sau:

a) Vitamin, khoéng chét, axit amin, axit béo, enzyme, probiotic va chit co hoat tinh
sinh hoc khac;

b) Chit ¢6 ngu-:)n gbe tur nhién, bao gbm ddng vat, khodng vt va thuc vat dudi dang
chiét xudit, phén ldp, ¢d dic va chuyén hoa;

¢) Céc ngudn tong hop ciia nhimg thanh phin d& cép tai diém a va diém b trén day,

Thuc pham bao v¢ sire khoe duge trinh bay & dang ché bién nhu vién nang, vién hoan,
vién nén, ché pham dang cbm, bot, long v céc dang bao ché khac va duge phén lidu (dé sir
dung) thanh cac don vi liéu nho.

- Thue pham b6 sung (Supplemented Food) 13 thuc phim thong thuong duge bo sung
vi chit va cac yéu 6 cé lgi cho sttc khoe nhur vitamin, khodng chat, axit amin, axit béo,
enzym, probiolic, prebiotic va chit c6 hoat tinh sinh hoc khac.

- Thue phim dinh dudng y hoc con goi 14 thuc phim dinh dudng ding cho muc dich

y té dic biét (Food for Special Medical Purposes, Medical Foud} la loai thuc pham c6 thé

ﬁn bang dudmg miéng hoic bing Sng x&ng, duoe chi dinh dé f_hf:u chinh ché d§ an ctia ngudi
bénh va chi duoc sir dung dudi sir giam sat ciia nhén vién y té.

- Thye pham ding cho ché d§ an dic biét (Food for Special Dietary Usesj ding cho
ngudi dn kiéng, nguéﬂ %ﬁ va cac doi tugng dic biét khac theo quy, dinh ctia Uy ban tiéu

chuén thue phdm quéc & (CODEX) la nhﬁ'ng thuc pham duge ché bién hogc duqr-, phéi trn
theo cong thirc dic biét nhim d4p (ng céc yéu cAu vé ché dé dn diic thi theo thé trang hodc

t <
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theo tinh trang bénh 1y va cdc rdi loan cu thé ciia nguoi st dung. Thanh phén cua thuc pham
nay phai khac biét rd rét vai thanh phin ciia nhitng thue phdm théng thudmg ciing ban chit,
néu co

Thudt ngir va chir viét tit

+ Vitamin C dé cdp trong phuong phép thir nay la acid ascorbic véi cang thire phan
tr la CsHaOs.

+ HPLC (High Performance Liquid Chromatography): Hé théng sic ky long hiéu
nang cao.

+ PDA (Photodiode Array): mang di 6t.

+ AOAC (Association of Official Analytical Collaboration): Hiép hdi hop tic phin
tich chinh thirc quoc té.

+ LOD (Limit of Detection): gidi han phat hién.

+ LOQ (Limit of Quantification): gi¢i han dinh lwong.

+ CRM (Certified Reference Material): mdu chudn dugc chimg nhin.
+ RM (Reference Material): miu chuin.

1.3. Nguyén ly

- Vitamin C dum: chiét ra khéi mAu xét nghiém béng dung dich acid metaphosphoric.
Ding dung dich khir dé chuyén acid ascorbic L (+) da khir hydro thanh acid ascorbic L (+).

- Ham luong acid ascorbic L (+) tcmg 50 duoc xac dinh bang sic ky long hiéu ning
cao vai detector PDA & budce séng 265 nm.

2. Chuén bj
2.1. Ngwdi thue hién:

- 01 nhan vién xét nghi¢m: trinh dé tir trung cép trér 1én, da duge dao tao, danh gia tay
nghé thanh thao vé k¥ thudt xét nghi¢m xdc dinh vitamin C trong thyre pham va thuc phim
chire niing bing phuong phap sic ky léng hiéu nang cao.

- 01 ngudi phé duyét két qua: trinh do tir dai hoc tré Ién, da duoc dao tao vé quan Iy
phong xé nghiém, 6 it nhit 3 nam kinh nghiém.

2.2. Vit twtrye tiép
2.2.1.  Sinh phim, hoa chit

- Chét chufn vitamin C (acid ascorbic), d6 tinh khiét > 99,0 % 10 mg

- Acid metaphosphoric (MPA), do tinh khiét > 99,0 % Tg

- Trisodium phosphate dodecahydrate (NaiPO4.12H,0), dd tinh khiét > 10g
98 %

- Monopotassium phosphate (KH2P0y4), d6 tinh khiét = 99 % 2,72¢
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- L-eystein (C3HiNO28), db tinh khiét > 99 % 12¢g

- N-cetyl-N,N,N-trimethylamoni bromua (CisHs2BrN), d tinh khict> 0,364 g
99 %

- Methanol, HPLC (MecOH), d6 tinh khiét > 99,8 % 20 mL
- Nuée siéu tinh khiét 250 mL
- Nuéc cit 2 lin 1 lit
2.2.2. Vit tw khic

- B cot sic ky C18 gdm c6t (150 mm x 4,6 mm, c& hat 5 pm), ga cot 01 b

vi cét bao ve

- Binh dinh mire thity tinh 10 mL, cép A, ¢6 mai, duéng kinh trong ciia 01 cai
co 9+ 1 mm

- Micropipet, dung tich 100-1000 pL, d6 chinh x4c+ 3 pL (tai 100 uL) 01 cdi
- Micropipet, dung tich 20-200 pL, d chinh xdc + 0,5 pL (tai 20 pL) 01 cai

- Lo dyng mau thity tinh thé tich 2 mL, 6 vach chia the tich, duong 09 céi
kinh c6 9 mm, nap xody xé ranh

- Cdc thiy tinh ¢6 mé 500 mL, ¢é vach chia 01 cai
- Chai thity tinh ¢ néip vin 1000 mL 01 cai
- Ong dong thiy tinh 100 mL, ¢é vach chia 01 cai
- Ong dong thay tinh 500 mL, ¢6 vach chia 01 cai
- Cée thuy tinh c6 mé 1000 mL, ¢6 vach chia 01 cai

- B loc dung mai pha dong (binh himg, phéu loc, diu loc, kep kim loai) 01 bo

- Mang loc dung mdi pha dong cellulose acetate 0,45 pm, duong kinh 01 cai
47 mm

- Binh dinh mic thily tinh 100 mL, ¢dp A, ¢6 mai, dudmg kinh trong cua 01 cai
co13£1 mm

- Giay loe tron, dudmg kinh 11 em 03 cai

A o i
- Coc xay miu inox 01 cai
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Cde thiry tinh ¢6 mé 50 mL, ¢6 vach chia

Binh dinh mitc thity tinh 50 mL, cip A, cé mai, dumg kinh trong cua

co 13+ 1 mm

Bom tiém y té nhya 5 mL
Pau loec miu PTFE 0,45 um, duéng kinh 15 mm
Ong ly tam nhra, dung tich 15 mL

GiA dyng ng ly tim biing nhira (dé duce 30 ng ly tm 15 mL va 20

ong Iy tim 50 mL)

Diia thay tinh, dai 30 cm, duong kinh 7 mm
Thia ldy mau

Diu tip ¢6 chia vach, sir dung cho micropipet dung tich 100 — 1000

Déu tip c6 chia vach, sir dung cho micropipet dung tich 20 - 200 pL
Qua bop cao su

Qudn, do, mil bao h lao dong

Dép di trong phong thi nghiém

Ging tay y té nitrile khong ¢d bot

Khau trang phong dée 3M 7502

Khau trang y té

Kinh bao hé lao déng

2.2.3. Cong cu, dung cu

Dung cu xir Iy mau: dao, thét, kéo

Vit tur hru méus: tii zip kich thude 15 x 20 cm

03 cai
03 cai

03 cai
03 cai
03 cai

01 cai

01 cai
01 b6

06 cai

06 cai
Olqua
01 bo
01 doi
02 doi
01 cai

02 cai
01 ai

o = I B Bl @ o A v v - % - ~
- Dung cu v¢ sinh: gidy v€ sinh, ti dung rac thai, choi, hoét rac, cdy lau san, x6 chéu,

nude rira dung cy, ging tay rira dung cy, choi rira, xa phong rira tay, bi thiy tinh.

- Viin phong phdm: gidy in, myc in, s& A4, bat bi, bit ghi nhan, gidy dan nhan, ti
nilong duc 10, file luu ta1 liéu, ddp ghim, gidy note.

2.3. Thiét bi:
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- Hé théng sic ky long HPLC véi detector PDA 01 hé théng
- Cén phén tich, t3i trong thi da 210 g, ¢6 d6 chinh x4c + 0,1 mg, 01 cai
- Céan k¥ thudt, tii trong t6i da 2000 g, ¢ dé chinh xdc + 0,01 g 01 cai
- May lic, tie dé lic tbi da 3000 vong/phiit 01 cai
- B& rira siéu 4m, c6 chire ndng cai dit nhiét dé va thoi gian 01 cai
- May pH 01 cai
- My khudy tir, te 40 quay 100 — 1500 vong/phit 01 céi
- May ly tdm lanh, c6 thé ci dit tde d6 vong quay 3000 vong/phiit 01 cai
- My xay cim tay, ¢6ng suit 600 W 01 cai
- Bom chén khong 01 cai
- Tu bao quin méu, dung tich 600 L, nhiét d6 2 °C dén 15 °C 01 cai
- Ti déng bio quan mau, dung tich 560 L, nhigt d6 < -18 °C 01 céi
- T hitt khi dée, kich thude 1540 mm x 800 mm x 2200 mm 01 cai

2.4, Chudn bi @i twgng thye hign hodc miu bénh phim

2.4.1. Déi v6i QTKT ldy miu xét nghiém:

Viée liy miu xét nghiém khéng duge hudng din trong quy trinh nay.

2.4.2. D6i véi QTKT vé thue hién xét nghiém (chudn bi miu hoje mau bénh phim
trude khi xét nghiém)

- Lugng miu xét nghiém t5i thiéu cho quy trinh phén tich:

+ MAu thie phiam: 01 mau (200 g hoiic 200 mL).

+ Mau thuc phim chire niing: 01 miu (01 don vi déng g6i hép/chai/lo, t6i thiéu 30g
hoidc 30mL).

- Mau luu: thye hién theo quy dinh lvu mau cia don vi.

- Mau kiém soat: thuc hién theo quy dinh ddm bao chit lugng xét nghiém/thir nghiém
cua don vi.

- Mau xét nghi¢m trude khi phén tich dugc xir 1y so b theo TCVN 5140:2008, TCVN
5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hodc cac tiéu chuan twong duong khéc....

- Phiéin tich mau xét nghiém ngay sau khi dong nhat.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém:

Y /77/
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Kiém tra phiéu chi dinh xét nghlern hodc tuong duong: ghi da}r du thong tin theo quy
dinh (tén mAu, chi tiéu xét nghiém, diéu kién bao quén, luong miu, han tra két qua,...)

2.6. Thoi gian thye hién ky thuat: 5,2 gio

Cin bg | So lwong Ngi dung cong viée Thei gian thmg
tham gia ¢an b thue hién e 0
e thoi gian
(gio) =
(gi)
Chuan bj héa chit 1,0 1,0
X ly, can, chiét xudt mau, 25 25
chay may.
Téng hop tinh todn két qua 0,5 0,5
e 1
Nhén vién A A . ia -
. 3 Nhiap ket qua, ldp phiéu
xét nghiém trinh ky It qud D.25 0,25
V¢ sinh may, dung cu xir ly
mau, dung cu thuy tinh, 0,75 0,75
phong xét nghiém
Cong 5,0
an{fmg phong xét nghiém
danh gia két qua phén tich
Ngudoi Ehé 1 mau tring, méu chuén, mau 0,2 0.2
duyét ket thir, kiém sodt va ky két qua
qua ndi bd
Cong 0,2
Tong 5.2

2.7. Pia diém thwe hién k§ thuit: Phong xét nghiém

3. An toan

- Phai dam bdo hé thong xir 1y khi thai hoat dong binh thutmg.

- Can bd xét nghieém phai sir dung céac trang phuc, dung cu bao hd trong qud trinh phin
tich miu,

= Céc thao tac xét nghiém phai thue hién trong t hut khi dde va theo ding quy trinh
di duge phé duyét.

- Céc héa chat thai va méu xét nghiém sau khi phén tich phai duoc thu gom va xir ly
theo diing quy dinh quén 1y héa chdt xét nghiém.
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4. Cac burée tién hanh
4.1. Céc bude thye hién
4.1.1. Bude 1: Chuin bi miu kiém soét
MAu kiém sodt duge chuin bj twong tu nhu mau thir nghiém.
C6 thé sir dung 1 trong 3 loai mau sau:
- Mau chudn (RM/CRM) c6 ban chét tuong tir mau thir nghiém.
- MAu luu di biét trrée ham lugng chit phin tich.

- Mau thém_ chudn: Thém dung dicl'l chudn cé ndng do thich hop dé dat duge 80— 120
% ham luwong chat phén tich co trong mau thir nghiém.

4.1.2. Budec 2: Pha ché hoa chit, chit chuén
% Dung dich chuén vitamin C ning dé 1 mg/mL
- Cén chinh xac 10 mg chét chudn vitamin C cho vio binh dinh mite thity tinh 10 mL.

- Thém khodng 7 mL nuée 18 mQ vio binh dinh mirc, lic dén khi tan hoén toan va
dinh mire t&i vach. Dung dich pha trge khi sir dung,

» Dung dich chudn vitamin C nong d6 100 pg/mL

Str dung pipet Eppendorf hut 100 pL. chuan vitamin C néng dé 1 mg/mL véo lo dung
mau, thém 900 pL nuée 18 mQ, lac déu.

» Diy dung dich chuén lam viéc

Sir dung pipet Eppendorf hut thé tich chudn va nuée 18 mQ vao lo dung mau theo
ty 1& nhur bang 1 sau:
Bang 1: Cach pha dung djch chuan lam vige

Thé tich hit Nong d§ chuin (pg/mL)

2 5 10 | 20 | 50

Chuén 100 pg/mL - - | 100 | 200 | 500

Chufn 20 (ug/mL) | 100 | 250 | - . _

Nudge 18 mQ (mL) | 900 | 750 | 900 | 800 | 500

Ghi chii: Cde dung dich duge pha ngay trude khi st dung.
»  Dung dich acid metaphosphoric (MPA) 20 %
Cén 200 g acid metaphuﬁphonc vao cbe thuy tinh ¢ mo 500 mL. thém 300 mL
nude cit va ding diia thay tinh khudy tan hoan toan. Chuyén toan bd dung dich vao binh

dinh mtre 1 lit, thém nuée ct t6i vach, lic déu. Dung dich nay khi duge bio quan & 4 °C
bén trong mét thang.
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#  Dung dich acid metaphosphoric (MPA) 2 %
Ding dng dong 100 mL Ia}f 50 mL dung dich MPA 20 % cho vao binh dinh mirc
500 mL. Thém nude cat téi vach, lac déu. Chudn b dung dich nay trong ngay sir dung.
»  Dung dich Trisodium phosphate dodecahydrate (Na:PO4.12H>0) 200 g/l

Cén 200 g NaiPQa. 12H:0 vao coc thily tinh ¢6 mé 500 mL, thém 300 mL nude
cit va dimg diia thuy tinh khudy tan hoan toan. Chuyén toan bé dung dich vao binh dinh
mire | lit, thém nude cht tdi vach, lic déu.

»  Dung dich L-cystein (C;HrND;_S) 40 g/l

Can20 g CgH-,rNOzS vao cde thiy tinh ¢6 mé 500 mL, thém 300 mL nude cét
va dung daa thay tinh khuay tan hoan toan. Chuycn toan b dung dich vao binh dinh mirc
500 mL, thém nuée cdt t6i vach, lic déu. Chuin b dung dich nay trong ngay sir dung.

»  Dung dich pha déng
- Can 13,6 g KHzPO4 vio coc thity tinh ¢6 mé 1000 mL, thém 900 mL nuée cAt
va dung diia khudy tan hoan toan. Loc qua bg loc ¢ 16 0,45 pm (dung djch A).

- Can I ,82 g C19HaaBrN vio céc ¢6 md 500 mL. Ding éng dong ldy 100 mL
methanol véo cdc ¢6 mé, ding diia thity tinh khudy tan hoan toan. Loc qua bd loc c& 16 0,45
um (dung dich B).

= Trén 900 mL dung dich A va 100 mL dung dich B véo chai thiy tinh cé nip
van, lac deu, siéu am dudi khi 15 pht.

4.1.3.  Budc 3: Tién hanh phén tich

Céc dung dich chuan va dung dich miu cin duge phén tich cang s&m cang tot,
gifr & nhiét d6 dudi 25 °C trong su6t qua trinh phén tich va loai bd sau 8 gid.

»  Chuin bi mau thir

DPing héa méu thir. Nghién thd nguyen li¢u trong rnay nghmn thich hgp va tron
lai. Tién hanh phan tich ngay sau khi don;:. » hoa. Pé chuin bi méu thir déi véi rau va trai cay
nguyén liéu, can phai qua qua trinh chiét

»  D6i véi miu thire pham
Chiét miu
- Can 3-5 g (chinh xdc dén 0,01g) méu thir da déng nhit vio binh dinh mire 100 mL.

- Thém 80 mL acid metaphosphoric 2 % vao binh dung mirc chira mu thi, lic binh.
Thém acid metaphosphoric 2 % toi vach, lic va loc qua giay loc dé thu duge dich chiét
mau.

- Dbi véi rau va trai cay nguyén liéu dung dao thai nhé, wdn va cdn mot lugng mau
thich hgp, khoang tir 2—10 g mau thir cho tryre tiép vao cbe inox co chira sin 80 mL acid

metaphosphoric 2 %. Dong héa roi chuyén van binh dinh mirc 100 mL. Thém acid
metaphosphoric 2 % t&i vach, lac va loc qua gidy loc dé thu dugc dich chiét miu.

Budc khnr
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- Dung éng dong lay 20 mL dich chiét mau vao ebe ¢é md 50 mL. Thém 10 mL dung
dich L-cystein 4 %. Khudy dung dich bing que khudy tir va chinh pH dén khoéng tir 7,0
dén 7.2 bﬁng céch thém dung dich Na3P0O4.12H20 20 % va khudy ding 5 phiit. Sau do
giam pH dén khodng tir 2,5 dén 2,8 bing cach thém dung dich acid metaphosphoric 20 %.
Chuyén toan bg dung dich sang binh dmh mirc 50 mL, trang rira dién cyc, que khudy tir va
cde ¢6 mo bing nude cht. Thém nuéc cat tdi vach, lac déu.

- Hut 2 mL dich trong vao bom tiém 5 mL va lgc qua ddu loc miu 0,45 pm vao lo
dyng mau.

- Dat lp dyng mau vao may HPLC va phén tich theo chuong trinh dé cai dat.
¥ Ddivoi mau thue phim chire ning

- Cén 0,1 - 0,5 g (chinh xdc dén 0,1 mg) mAu dang rin hojc hit 0,5 - 1 mL mAu
dang long da dong nhét vao binh dinh mic 10 mL.

- Thém 8 mL dung dich acid metaphosphoric 2 %.

- Liae 15 gidy bing may lic vortex, siéu &m lanh 15 phit, va dinh mirc t&i vach bing
acid metaphosphoric 2%.

- Chuyén toan b dich chiét sang dng ly tdm 15 mL, ly tim v&i toc do 3000 vong/phut
trong thoi gian 10 phit & nhiét do 4 oC.

- Hat 2 mL dich trong vao bom tiém 5 mL va loc qua dau loc mau 0,45 pm vao lo
dung mau.

- Dat lo dung miu vao may HPLC va phan tich theo chwong trinh da cai dat.
4.14. Budc 4: Diéu kién chay may

B ¢6t C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 pm), kém ga va cit bao vé.
Nhiét o budng ct: 30 °C

- Detector UV dat ¢ bude séng 265 nm hojc detector PDA dat bude song trong
khoang tir 210 nm dén 400 nm

- Thé tich bom mau; 10 plL
- Pha dong: Muc 5.1.8

- Tée do dong: 0,7 mL/phit.
Trinh ty bom mAu nhw sau:

MAu tring thudc thir — day chuin — méu tréing thude thir — miu thir — méu kiém
sodt.
4.2.Nhin dinh két qua
Ham lugng vitamin C trong 100 g hodc 100 mL mau xét nghiém duge tinh theo cong
thirc sau:

X= CixVx100xf
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m x 1000

Trong do:

X: ham lwong vitamin C trong mau xét nghiém (mg/100g hodc mg/100mL)

Cx: la ndng d§ vitamin C trong dich do ctia miu thir tinh theo duéng chudn (pg/mL).
V : Ia thé tich cudi ctia dich chiét (mL).

m : la lrgng mau can (g) hodc hit (mL).

f: 13 d6 pha lodng (néu o).

- Ham lhrong vitamin C trtmg mau xét nghu;':m durgc tinh toan theo biéu mau xic dinh

vitamin C va duge ghi chép vao phiéu két qua xét nghiém.

- Két qua xét nghiém vitamin C ctia mau duge bao cdo theo don vi mg/100g, chinh

xic dén 0,1 mg.

x
mati,

- D6i v6i cae mAu lam 13p lai (dim bao gia tri HorRat(r) < 1,3) ldy két qué trung binh.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so

- Tra két qua theo phiéu xét nghiém (ban chinh) véi ddy dii théng tin lién quan dén
ghi vao biéu mau 6 lién quan dén quy trinh va lru hd so xét nghiém. C6 thé tra két

qua trén hé thong quan ly dién tir (néu ¢b)

- Hé so xét nghiém cén hru gitt bao gbm:

+ Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 ban chinh

+ Biéu miu x4c dinh vitamin C: 01 ban chinh

+ Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh

+ C6 thé luu ho so trén hé thdng quan Iy dién tir (nfu co).

- Két qua phan tich vitamin C nhé hon LOD (gi&i han phat hién) thi bao cdo “KPH”

(Khéng phit hién) dong thai ghi gid tri LOD vao phiéu két qua.

- Két qua phén tich ¢6 phat hién peak vitamin C nhung két qua tinh toan < LOQ thi

béo cdo két qua 1a “<L.OQ” dong thai ghi gia trj LOQ vao phiéu két qua.

5. Nhirng sai sot va xiw tri
5.1. Trwrde khi thwe hién ky thuat

TT

Tinh huong Xir Iy

1

Chua diy di hoa chat, vt tu, thiét bj chua | Khéng duge thue hién xét
dwoc hiéu chuin nghiém cho dén khi chuén bj ddy
di hoa chat, vat t, hoa chat theo
quy trinh. Kiém tra va ddm bao
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thiét bi duge hiéu chuin dam bao
yéu ciu

2 | Phat hién miu thir ¢6 déu hiéu bat thuomg, | Kiém tra nguyén nhén va yéu cau
hong 14y lai mAu néu cd thé
5.2. Trong qua trinh thwe hién ky thuit

TT Tinh hudng Xir Iy

| | Két qua miu ndm ngoai khodng tuyén tinh | Ticn hinh pha lodng miu thir

(cao hon ngudng trén). nghiém bing dung dich acid
metaphosphoric (MPA) 2% thu
dugc nong do nam trong khoang
nong do cua diy chudn.

2 | Thiét bj truc tric k)r thuit hozc mat dién khi | Théng bao cho hing cung cap
dang phan tich mau nhung chua khiic phuc [ may vé tmh hinh thiét bi va xin ¥
duge trong 4 gio kién tr van,

Sau khi thiét bj hoat dong binh
thudng, tién hanh phan tich mau
theo quy trinh & trén

3 | Xay ra tran d6 héa chit trong qué trinh kiém | Thye hién theo hudng din cia
nghiém quy trinh phong chay chita chay

va chong tran do hoa chat trong
phong xét nghi¢m
5.3. Sau khi thwe hién ky thuat
TT Tinh hudng Xir ly

Két qué chay méu khéng phi hl:p vai yéu cau
dam bao chat qu’ng (khoang tuyén tinh/ mau
kiém sodt/ mau lip khong dat...)

Phan tich nguyén nhin, lam lai
mau thur

6. Tiéu chufn danh gia va kiém tra chiit lugng

- Qu4 trinh phén tich miu cén tién hinh song song v6i mAu tring thude thir va méu
kiém soat.

- MAu tréng thude thir: phai khéng c6 peak vitamin C.

- Miu _kiém sodt: két qua phai nam trong khoang gié tri trung binh + 25D so véi gia
tri tham chiéu ctia miu kiém soat.
- MAu thém chuén: dé thu hdi phai dat véu ciu theo hudng din cia AOAC 2016,
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Ham luong,

TT %) Ti 1é chét Don vi D§ thu hdi (%)
1 100 1 100% 98 - 102
2. 18 10! 10% 98 - 102
3 1 102 1% 97 -103
4 0,1 107 0,1% 95 -105
5 001 10 100 ppm 90 - 107
6 0,001 104 10 ppm 80-110
70,0001 106 1 ppm 80-110
g8 0,00001 107 100 ppb 80-110
9 0,000001 10°8 10 ppb 60-115
10 0,0000001 10 | ppb 42-120

- Két qua phan tich mAu lip lai phai dam béo gid trj HorRat(r) < 1,3.
- Tién hanh phén tich Iap lai dbi vai it nhit 20% tong sb mau.
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7. Tai li¢u tham khao
- TCVN 8977:2011. Thyc phim — Xac dinh vitamin C bang sic ky léng hiéu ning
cao (HPLC)

-AOAC 2016, appendix F: Guidelines for Standard Method Performance
Requirements.

- Luét An toan thure phim s6 55/2010/QH12 ngay 17/06/2010.
- Nghi dinh s4 15/2018/ND-CP cia Chinh phi vé viée Quy dinh chi tiét thi hanh mét
s0 dieu ctia Ludt an toan thuc pham.

_ Théng tur sé 43/2014/TT-BYT ngay 24 thang 11 niim 2014 vé viéc quy dinh vé quan
1y thue phidm chire ning
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Quy trinh ki thuit dich vu sd 64:

DINH LUONG VITAMIN B; TRONG THU'C PHAM BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO (HPLC)

1. Dai ewong
1.1 Muc dich

Quy trinh k¥ thudt nay huéng din xét nghiém dinh lugng vitamin Bg (tong cua
pyridoxine, pyridoxal, pyridoxamine) trong thuc phdm bing phuong phap sic ky long hiéu
nang cao, dugec tinh theo pyridoxine.

1.2 Dinh nghia

- Thyc phim 13 sdn phdm ma con ngudi an, udng & dang tuoi song hodc di qua so
ché, ché ble.n, bao quan. Thue phdm khéng bao gém m§ phim, thude 1a va cac chat sir dung
nhur duge phim.

- Thuat ngi¥ va chir viét tit:

+HPLC (High Performance Liquid Chromatography): Hé thng séc ky long hidu ning
cao.

+FLD (Fluorescence detector): Detector huynh quang.

+AOAC (Association of Official Analytical Collaboration): Hiép hdi cac nha phin
tich chinh thing.

+LOD (Limit of Detection): Giéi han phat hién,
+LOQ (Limit of Quantification): Gigi han dinh lugng.
+CRM (Certified Reference Material): Miu chuin duoe chimg nhén.
+RM (Reference Material): Mau chuin.
+KPH: Khéng phit hién
1.3 Nguyén ly

- Pyridoxine, pyridoxal, pyridoxamine trong_ mau xét nghiém duge chiét bing cach
thity phén acid, sau dé duge khir nhém phosphat bang enzym.

Pyrld:}xamme phan tmg véi glyoxylic acid c6 miit chét xtc tic Fe?* duge chuyén
thanh pyridoxal, chat nay sau do duge khir thanh pyridoxine do tic dung cta sodium
borohydroxide trong méi trramg kiém.

- Pyridoxine sau dé duge xéc dinh bing sic ky 1ong hiéu niing cao vai detector huynh
quang & budce song kich thich 290 nm va budc séng phét xa 395 nm.

2. Chuan bi
2.1 Nguai thire hién



603

_ =02 nhan vi€n xét nghiém: trinh d tir trung cAp tré 1én, di duge dio tao, dinh gid tay
nghé thanh thao vé k§ thuat xét ngiém dinh legng vitamin Bs trong thyc phim bing phuong
phap sac ky long hiéu ning cao.

- 01 ngudi phé duyét két qua: Trinh dé tir dai hoc trér 1én, di duge dao tao vé quan 1y
phong xét nghiém, co it nhét 3 nam kinh nghiém.
2.2 Vit twr true tiép
2.2.1 Sinh phim, héa chit

- Chuin B6 (Pyridoxine hydrochloride) dé tinh khiét > 99,0 % 10 mg
- Sodium aceiate trihydrate dé tinh khiét > 99,5 % 34.17¢g
- Glyoxylic acid, dung dich 50 % trong nude, dé tinh khiét > 47,0 % 3,7 mL
- TFerrous sulfate heptahydrate @5 tinh khiét > 99,5 % 01g
- Sodium borohydroxide d tinh khiét > 96,0 % 0,1892

g
- Acetonitrile ding cho HPLC dé tinh khiét> 99,8 % 100 mL
- Methanol diing cho HPLC d tinh khiét > 99,8 % 300 mL
- Phosphoric acid da tinh khiét > 85 % 0,228 g
- 1-Heptane sulfonic acid, sodium salt d tinh khiét> 99 % 0.1g
- Sodium hydroxide d tinh khiét> 97,0 % 08¢
- Acetic glacial acid dé tinh khiét > 99,8 % 4,5 mL
- Phosphatase acid tir khoai tiy, hoat d§ 2 U/mg 20 mg
- Hydrochloric acid dg tinh khiét> 37,0 % 1.7 mL
- Nude siéu tinh khiét 200 mL
- Nurde cat 2 lan 1 lit

2.2.2 Vit tu khac

- Binh dinh mire thuy tinh 200 mL, d{ chinh xdc £0,150 mL 02 cai
- Binh dinh mire thuy tinh 100 mL, d6 chinh xédc £0,100 mL 05 cai
- Binh dinh mire thuy tinh 50 mL. d§ chinh xéc 0,060 mL 01 cai
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- Binh dinh mirc thiy tinh 25 mL, d6 chinh xac +0,040 mL
- Binh dinh mirc thiy tinh 10 mL, d6 chinh xac +0,025 mL
- Binh thay tinh ¢ nap van 1000 mL

- Binh tia nuée cat nhyra 500 mL

- Micropipet (ban ty ddng), dung tich 500-5000 pL, d§ chinh xédc + 12 pul
(tai 500 pL)

- Micropipet (ban tur dong), dung tich 100-1000 pL, dd chinh xdc + 3 pL
(tai 100 pL)

- Micropipet (ban tr déng), dung tich 20-200 pL, d§ chinh xac + 0.5 pL
(tai 20 uL)

- Déu tip ¢6 chia vach, sir dung cho micropipet (bén tr déng) dung tich
1000 - 5000 pL.

- DAutip c6 chia vach, sir dung cho micropipet (ban tu dong) dung tich 100
-1000 pL

- Déu tip co chia vach, sir dung cho micropipet (ban tir dong) dung tich 20
- 200 pL

- Pipet thiy tinh thing 1 mL, chia vach, dé chinh xac + 0,007 mL
- Déu loc miu PTFE 0,45 pm, duang kinh 15mm

_ - Lo dung méu thiyy tinh thé tich 1,8 mL, c6 vach chia thé tich, duang kinh
¢0 9 mm, ndp xoay xe ranh

- Mang loc dung méi pha déng cenlulose acetate 0,45 pm, dudng kinh 47
mm

Bo loc dung méi pha déng (binh himg, phéu loc, dau loc, kep kim logi)

Coc thuy tinh ¢6 moé 100 mL, ¢é vach chia, d6 chinh xac + 0.1 mL

Dia thiy tinh, dii 30 em, duong kinh 7 mm

Binh tam gide, ¢ nip day, dung tich 50 mL
Binh tam gidc, cé nidp ddy, dung tich 250 mL

Xi lanh nhya 10 mL

02 cai
10 cai
04 cai
01 cai

01 cai

01 cai

01 cai

15 cai

05 cdi

02 cii

01 cai
09 cai

09 cai

01 cai

01 bd
05 cai
01 cdi
09 cai
04 cai

09 cai
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- Gidy loe tron 04 t&
- Phéu thiy tinh 04 céi
- Ong ly tam PE, dung tich 50 mL 04 cai

Gid dung bng ly tim biang nhua (dé duge 30 bng ly tim 15 mL va 20 6ng 01 cai
Iy tdm 50 mL)

- Thia liy miu 01 bd

- Qua bép cao su 01 qua

- Trang phuc bao ho:
+ Quén, 40, mii bao hd lao ddng 02 bd
+ Dép di trong phong thi nghiém 02 déi
+ Giing tay y t& nitrile khong bét 02 doi
+ Mat na phong doc 3M 7502 02 cai
+ Khéu trang y & 02 céi
+ Kinh bao hé lao dong 02 cai

2.2.3 Cing cu, dung cu:

- Dung cu xir Iy mau: dao, thot, kéo.

- Vit tu luu méu: thi zip 15 x 20 cm.

- Dung cu v¢ sinh: giﬁy vé sinh, tii dur!g ric thai, choi, hét ric, cdy lau san, x6 chiu,
nude rira dung cu, gang tay rua dung cu, chdi rira, xa phong rira tay.

- Vin phong phim: muc in, giﬁy in, s6 kiém nghiém, but bi, but ghi nhan, gidy dan
nhén, tii nilong duc 15, file luu tai lidu, dap ghim, gidy note.

2.3 Thiét bi
Sir dung cdc thiét bi ctia phong kiém nghiém, cu thé nhu sau:
- Hé thong séc ky long HPLC - FLD 01 hé théng
- Bo cot sic ky véi cot C18 (150 mm x 4,6 mm, ¢& hat 5 pm), gé et 01 cai

va cot bao vé

- (Can phn tich tai trong t6i da 210 g, ¢d dd chinh xde + 0,1 mg 01 cai

A # M

’ __.-""-
& .

=



606

- May lac Vortex tée do lic t6i da 3000 vong/pht

- Ta say dai nhiét dd 30 °C — 300 °C

- May xay mau, cong suat 600 W

- Bom chin khéng

- Tt bao quan miu dung tich 600 I, nhiét d6 2 °C dén 15 °C

Ti déng bao quan mau hing Sanaky dung tich 560 L, nhiét d6 < -18

T hﬂﬁc tuong duong

- T hit khi déc kich thude 1540 mm x 800 mm x 2200 mm

2.4 Chuén bi @i twong thwe hién hoiic mfu xét nghiém (néu ¢6)

2.4.1

2.4.2

Péi véi QTKT lay miu xét nghiém
Viée Iy miu xét nghiém khéng duge huéng din trong quy trinh nay.

pham trude khi xét nghiém)
- Lirgng mau xét nghiém téi thiéu cho quy trinh xét nghiém: 01 mau (200 g hodc 200

mL).

- Lirong mdu luu: thue hién theo quy dinh lvu miu cia don vi,

01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 eai

01 cai

01 cai

Poi véi QTKT vé thire hién xét nghi¢m (chudn bi miu hodc miu bénh

- Miu kiém sodt: thue hién theo quy dinh dim béo chét lrgng xét nghidm/xét nghiém

ciia dom vi.

- Miu xét nghiém trude khi phén tich duac xir ly so by theo TCVN 5140:2008, TCVN
5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hodc cic tiéu chuin twong duong khac.

2.5 Phiéu chi dinh xét nghiém (néu c6)

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém hodc twomg duong: ghi ddy du thong tin theo quy
dinh (tén mau, chi tiéu xét nghiém, diéu kién bao quan, lwong mau, han tra két qua....)

2.6 Thaoi gian thye hién ky thudit: 8,2 gior

g Sé Thaot gian 2
S b? luong Ndi dung cong viée thire hién T[mg
thamegia | . ° % s thoi gian
can b (gi0)
Pha ché toan b cie dung dich| 1.9
Nhén chuin, hoa chat ’ .
vién xét 1
nghiém Xir Iy thue pham thanh dang dong 0.25 0.25
nhét : ’
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Cén 0,10 0,10
Chiét xudt miu 3,00 3,00
ChUﬁn bi may va dung cu thi 0.50 0.50
nghiém
Chay may 0,75 0,75
Xir Iy két qua 0,75 0,75
I | Ve sinh may, phong thi nghiém 0,25 0,25
_D:_mg cu xir ly mau, dung cy thiy 0,50 0.50
tinh
Cong 8,0
Danh gia két qua ﬁét nghiém mau
v trang, mau chuin, mau thr
N 4 ’
phégﬂé[ I | nghiém, kiém soét va ky két qua| 02 0.2
két qua g
Cing 0,2
TONG 8,2

2.7 Dia diém thuwe hién ky thuit: Phong xét nghiém
3. An toan
- Phai dam bao hé thiing xir Iy khi thai hoat déng binh thudng.

- Nhén vién xét nghiém phai sir dung cde trang phue, dung cu bao ho trong qua trinh
phin tich mau.

- Céc thao tac xét nghiém phai thuc hién trong ta hit khi déc va theo ding quy trinh
da duge phé duyét.

- Céc hoa chat thai va mau xét nghiém sau khi phan tich phai duge thu gom va xir ly
theo ding quy dinh quan ly hoéa chat xét nghiém.

4. Cdc bwdve tién hanh

4.1 Cde bwde thue hién

4.1.1 Buwéc 1: Chuén bi miu kiém sest
Mau kiém soat durge chudn bi twong ty nhu miu xét nghiém.
Cé thé str dung 1 trong 3 loai mau sau:
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- Miu chudn (RM/CRM) ¢6 béan chét tuong tw mau xét nghiém.
- Mau hru di biét trude ham lugng chét phan tich.

- Mau thém chuin: Thém dung dich chuéin ¢6 ndng dé thich hop dé dat duge 80— 120
% ham luong chit phan tich c6 trong miu xét nghiém.

4.1.2 Buwde 2: Chudn bi hoa chit va thube thir
- Dung dich sodium acetate trihydrate (NaCH3;COO.3H20), néng 4 2,5 M
+Cén 34 ¢ NaCH3COO0.3H:0 vio cde thiy tinh ¢6 md 100 mL.
+Thém khodng 60 mL nuéc cét 2 lan, ding diia thiy tinh khudy tan hoan toan.

+Chuy::n dung dich sang binh dinh mirc 100 mL, tréng cbe pha va dinh miec t6i vach
bang murde cit 2 lan, e déu.

- Dung dich glyoxylic acid, nong d6 1 M

+Huat 3,7 mL glyoxylic acid vao binh dinh mirc 25 mL.

+ Thém nude cit 2 1An tdi vach, lic déu.

- Dung dich ferrous sulfate heptahydrate (FeS04.7TH;0), m’ing do 1%
+Cén 0,1 g FeS04.7H20 vao binh dinh mie 10 mL.

+Thém khoang 8 mL nuéc cit 2 lan, lac téi tan hoan toan.

+Thém nude cit 2 ln t6i vach, lic déu.

- Dung dich sodium hydroxide (NaOH), noéng dd 0,2 M

+Can 0,8 g NaOH vao cée thity tinh c6 mé 100 mL.

+Thém khodng 40 mL nuére ¢t 2 1in, ding diia thay tinh khudy tan hoan toan.

+Chuyﬂn dung dich sang binh dinh mire 100 mL, trang cde pha va dinh mire t&i vach
bing nude cit 2 1an, lic déu.

- Dung dich sodium borohydroxide (NaBHy), nong 4 0,1 M
+Can 0,1892 g NaBHs vio cdc thuy tinh ¢c6 md 100 mL.

+Thém khoang 40 mL dung dich NaOH 0,2 M, diing diia thay tinh khudy tan hoan
toan,

+Chuyén dung dich sang binh dinh mitc 50 mL, trang céc pha va dinh mic t&i vach
bing NaOH 0,2 M, lic déu.

- Dung dich sodium acetate trihydrate (NaCHC00.3H,0), ni’ing do 0,05 M (pH
=4,5)

+Cén 0,17 g NaCH5C00.3H:0 vio cée thily tinh c6 md 100 mL.
+Thém khoang 15 mL mréc cit 2 Ian, ding diia thiy tinh khudy tan hodn toan,
+Chinh pH = 4,5 bang acid acetic glacial.
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+Chuycn dung dich sang binh dinh mirc 25 mL, trang coe pha va dinh mire téi vach
bang nude cit 2 1an, lac déu,

- Dung dich phosphatase acid, néng 4 20 mg/mL.

+Can 0,02 g phosphatase acid vao binh dinh mire 10 mL.

+Thém khodng 8 mL dung dich NaCH;COO.3H,0 0,05 M, Fc t&i tan hoan toin.
+Thém dung dich NaCH3CO0.3Hz0 0,05 M tGi vach, lic déu.

- Dung djch hydrochlorie acid (HCI), nong @ 0,1 N

+Ht 1,7 mL HCI vao binh dinh mire 200 mL c¢6 sin 150 mL nude cat 2 |an.
+Thém nude cat 2 Idn t&i vach, lic déu.

- Pha diong

+Pha djng A:

*Cin 0,1 g 1-heptane sulfonic acid. sodium salt vao cbe thiy tinh ¢6 mé 100 mL.
Thém khodng 50 mL nuée siéu tinh khiét, ding diia thity tinh khudy tan hoan toan.

e Can 0,228 g phosphoric acid vao cbe thuy tinh ¢6 m6 100 mL. Thém khoang 50 mL
nude siéu tinh khiét, dimg dia thay tinh khudy dong nhat.

-Chuyen 2 dung dich vira pha vao binh dinh mure 200 mL, trang r.:m, pha bﬁng khoang
50 mL nuéc siéu tinh khiét. Dinh mire t6i vach bing nude siéu tinh khiét. Lic déu.

* Loc pha djng qua mang loc dung méi pha déng 0,45 pm, siéu am duéi khi trong 30
phut.

+Pha dong B: MeOH.

- Dung dich chuén goc Bs, ndng dé 1000 pg/mL

+Cin 10 mg (chinh xic dén 0,1 mg) chit chuén vitamin B6 vao binh dinh mirc thity
tinh 10 mL.

+Thém khoang 7 mL nuée cét 2 lin vao binh dinh mirc, Fic dén khi tan hoan toan va
dinh mite t&i vach bing nude cit 2 lin. Dung dich duge bao quan ¢ -20 °C, sit dung trong
vong | thang.

- Dung dich chufin trung gian vitamin Bs, ndng d¢ 10 pg/mL

+Dung pipet tyr dong hut 100 pl. chuin gbe vitamin Bg vao binh dinh mirc 10 mL.

+Dinh mirc bing dung dich HCI 0.1 N dén vach, lic déu. Dung dich sir dung trong
ngay.

+Dé kiém tra nong dé dung dich chudn trung gian vitamin Be, tién hanh do d§ hép thu

cua dung dich nay tai buoc song 290 nm; ding dung dich HC10,1 N lam miu tring. Nong
d6 dung dich chufin trung gian vitamin Bg tinh theo céng thic:

Jw'
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Aze0 x M x 1000

E

Trong do:

C: Néng dé dung dich chudn trung gian vitamin Bs (ug/mL).

Assp: DG hilp thy cia dung dich tai bude séng 290 nm.

M: Khéi lugng phén tir coa pyridoxine hydrochloride (g/mol) (M=205,64).

&: Hé s6 hap thu phén tir ctia pyridoxine hydrochloride trong HC10,1 N & 291 nm (L
mol-1 em-1) (& = 8600).

- Dung dich chuén lam vige vitamin Bg

+Sir dung pipet tu déng hit chufn vao binh dinh mire 10 mL vé&i thé tich theo bang 1

sau:

Béng 1: Ciich pha diy dung dich chuin lam viée

; Néng dé chudn (ng/mL)
Thé tich hiat (uL)
25 50 | 250 | 500 | LOOO
Chuén 10 pg/mL 25 | 50 | 250 | 500 | 1000
Nude cat 2 lan Dinh mirc vira di1 10 mL

+Céc dung dich chuin dugc pha va sir dung trong ngay.
4.1.3 Budéc 3: Tién hanh chiét va din xuit
-Cén 5 g (chinh xac dén 0,1 mg) mau xét nghiém vao binh tam gidc 250 mL.
- Thém 50 mL. dung dich HC1 0,1 N.
- Thily phin trong bép céch thity dang sbi trong 30 phiit.
- Pé ngudi. Chinh pH dén 4,5 biang dung dich NaCH:CO0.3H;0 2,5 M.

- Thém 2.5 mL acid glyoxylic 1 M; 0,8 mL dung dich FeSO4.7H20 1 % va | mL dung
dich enzym, lac déu.

- Pé qua dém (it nhit 12 gitr) trong ta sé}’ o 37 °C.

- D& ngudi. Chuyén toan bj dich chiét vio binh dinh mirc 100 mL va dinh mirc vira
dii 16 vach bing mrde cét 2 lan, lic déu.

- Loc dich qua gidy loc vao 6ng ly tim nhua.

- Dich loe duge hiit vao céc binh tam gidc S0 mL va tién hinh phan trng theo bang
sau:
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Binh | Binh | Binhk | Binh | Binh | Binh | Bink | Binh | Binh
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Miu_ tréing
thude thir 5 0 0 0 0 0 0 0 0
(mL)
Déy dung dich
chmpast | o | w | 5 | = | 5|3 | 0| a | #
viee vilamin
Be (mL)
Méu xét
ishiEe Gul) D 0 0 0 0 0 5 5 0
MAu kiém soat
0 0 0 ] 0 () 0 0 5
(mL)
NaBH4 0,1 M 4,5 mL mdi binh, lac déu 3 phit
Aol anede 0,5 mL, m&i binh, lic ddu 1 phit
glacial

- Sau khi sti hét bot, loc dung dich qua du loc mau 0,45 pm vao lo dung mau HPLC.,
- Dit lo dung méu vao mdy HPLC va phin tich theo chuong trinh da cai dat.
4.1.4 Buwéc 4: Phin tich trén hé thing HPLC

-Bo ¢t HC-C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm), kém ga va cit bao vé, hang Agilent hodc
tuong duong.

- Nhiét dé budng cot: 35 °C.

- Detector FL.D dat bude song kich thich 290 nm va bude séng phat xa 395 nm.

- Thé tich bom mau: 10 pL.

- Tée d dong: 1 mL/phut.

- Chuong trinh pha dgng: Pang dong 74 % A — 26 % B.

Trinh ty bom miu nhir san:

Mau trang thude thir — diy chudn — miu tring thuée thir — miu xét nghiém — méu
kiém sodt,

Chii y: Néu sé miu > 10, sau méi 10 miu phai chay lai dudng chuin mét lan dé hiéu
chinh.
4.2 Nhin djnh két qua
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- Ham lugng vitamin Bs 1a mg pyridoxine hydrochloride trong 100 g mau xét nghiém
duge tinh toan theo cong thire:

CexVx100x Tt

m x 1000

Trong do:

X: Ham lugng vitamin Be trong mau xét nghiém (mg/100 g hodc mg/100 mL)
Cx: Nbng dé clia miu xét nghiém, tinh theo dudng chudn (pg/mL)

V: Thé tich chiét mau (mL)

f: Hé s6 pha lodng néu ¢

m: Khdi lugng/ thé tich mau xét nghiém (g, mL).

- Ham lugng vitamin Bg trong méu xét nghiém duge tinh to4n theo biéu miu dinh
lugng vitamin Bs trong thie pham va duge ghi vao phiéu két qua xét nghiém.

- Két qua phén tich vitamin Bs duge bido cdo theo don vi mg/100 g hodc mg/100 mL,
chinh xac dén 0,1 mg.

- D6i v6i cde miu lam I3p lai (dam bao gid tri HorRat(r) < 1,3) ldy két qua trung binh.
Chii y:
. e Két qua phén tich vitamin Bs nhé hon LOD (gi¢i han phat hién) thi béo cdo “KPH”
dong thoi ghi gia tri LOD vao phiéu két qua.
- Két qua phan tich c6 phat hi¢n peak vitamin Bs nhung két qué tinh todn < LOQ thi
bao cdo két qua 12 “Vét, < LOQ” ddng thai ghi gia tri LOQ vio phiéu két qua.
43  Trakét qua va luu hd so

- Tra két qua theu phiéu xét nghiém (ban chinh) véi day di thong tin lién quan dén
mdu, ghi vao biéu miu cé lién quan dén quy trinh va luu hd so xét nghiém. C6 thé tra két
qua trén hé théng quan Iy dién tr (néu co).

- H so xét nghiém cdn luu giit bao gom:
+Phiéu chi dinh xét nghi¢m: 01 ban chinh
+Biéu mau dinh luong vitamin Be: 01 bin chinh
+Phiéu két qua xét nghiém: 01 ban chinh
C6 thé luu ho so trén hé théng quan 1y dién tir (néu cd),
5. Nhirng sai sot va xir Iy
5.1 Trwdc khi thyce hién ki thuit
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TT Tinh hubng Xik Iy

1 | Chwa co day di vt t, thiét bj chua | Khéng duge thuc hi¢n xét nghiém dén
duoc hidu chuén khi chun bi day d vét tu, h6a chit theo
quy trinh. Kiém tra va dam bao tlnct bi
duoce hiéu chuin dam béo yéu cau.

2 | Phat hién méu xét nghiém c6 diu Kiém tra nguyén nhén va yéu cdu lay lai
hiéu bat thudng, hong mau néu cé thé,

5.2 Trong khi thyc hién ki thudit

TT Tinh huong Xir Iy
| | Thiét bi true triic ky thujt hodc mat Thong bao cho Hang cung cap may vé
dign khi dang phin tich mau nhung | tinh hinh thiét bi va xin ¥ kién tr vén.
chra khéic phuc dugec. Sau khi thiét bj hoat déng binh thuong
tien hanh phén tich mau theo quy trinh
trén.
2 | Xay ra tran dd hoa chat trong qua Thuc hién theo huéng din cla quy trinh
trinh kiém nghiém. phong chdy chira chay va chéng tran dé
héa chat trong phong xét nghiém.
) o Tién hanh pha lﬁﬁng miu xét nghi¢m
3 Ket qua mau nam ngoai khoang bang pha dong A dé thu dugc nong do
tuyén tinh (cao hon ngudmg trén). nim trong khodng néng do cia diy
chudn.
5.3 Sau khi thye hig¢n ky thuit
TT Tinh hudng Xik Iy
1 | Két qua chay mu khéng phit hop véi | Phén tich nguyén nhén, 1am lai mau
yéu cau dam bao chit lugng (khoang %€t nghiém.
tuyén tinh/méu kiém soat/ két qua méu
1ap lai khong dat...).

6. Tiéu chufn danh gi4 va kiém tra chit lwgng

- Qué trinh phén tich mau can tién hanh song song véi miu trang thube thir vd mdu
kiém soat.

- MAu triing thudc tha: phai khéng c6 peak vitamin Be.
- Mau ]ﬁem sodf: két qua phai niim trong khoang gid tri trung binh + 28D so véi gia

tri tham chiéu ciia miu kiém soat.
/H’"i’
~
/HW g /
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- Miu thém chudn: d6 thu hdi phai dat yéu cAu theo hudng din cila AOAC 2016.

TT g‘}’;’ rong 1 16 chdt B P thu hdi (%)
1 100 | 100% 98 - 102
210 10! 10% 98 - 102
3 102 1% 97-103
0,1 10° 0,1% 95 - 105
5 0,01 104 100 ppm 90 - 107
6 0,001 10 10 ppm 80-110
70,0001 106 { ppm 80- 110
8 0,00001 107 100 ppb 80- 110
9 0,000001 10° 10 ppb 60-115
10 0,0000001 107 1 ppb 43- 120

- Két qua phén tich miu xét nghiém 1ip lai phai dam bao gia trj HorRat(r) < 1,3.
- Tién hanh phén tich 1ap lai ddi voi it nhat 20 % téng sé miu.
7. Tailiéu tham khao

- TCVN 12349:2018. Thye phim — X4c dinh vitamin B6 bing séc ky long hiéu ning
cao.

- TCVN 5140:2008 B phan hang hoa ap dung gidi han du lugng t6i da va duoc ding
dé phén tich.

- TCVN 5276:1990 Thiy sin - Liy miu va chudn bi méu.
-TCVN 4833 - 1 : 2002 Thit va sin phim thit - Ldy mau va chuin bi mau thir.

-AOAC 2016, appendix F: Guidelines for Standard Method Performance
Requirements.

- Luat An toan Thyc phim, s6 55/2010/QH12 ngay 17 thang 06 nim 2010.
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Quy trinh k§ thuit djch vu s6 65:

XAC PINH HAM LUQNG ACID AMIN BANG K¥ THUAT SAC KY LONG
HIEU NANG CAO (HPLC)

1. Pai cwong
1.1 Muc dich

Quy trinh nay huéng din k¥ thugt xét nghiém x4c dinh hiam luong mét sd acid amin
trong thyre phdm béng phuong phap sac ky 1ong hiéu ning cao, st dung thubc thir tao din
xuit AccQ-Fluor.

1.2 Binh nghia

- Thuc pham 14 sdn phim ma con ngudi in, ubng & dang tm:n song hodc di qua so
ché, ché bién, bao quan. Thue phdm khéng bao gom m§ phém, thudc 14 va céc chét str dung
nhu duge phim.

- Thye pham chire nang la thue phim ding dé hé trg chire ning ciia co the con nguoi,
tao cho co thé tinh trang thoai mai, tang stc dé khéng, glém bét nguy co méc bénh, bao
gbm thue phiam bé sung, thyc phim bio vé sire khoé, thue pham dinh dudng y hc.

- Thye pham béao vé siic khoe (Health Supplement, Dietary Sugplemem] l& nhiing sin
pham duroe ding dé bd sung thém vao ché dj dn udng hang ngay nhim duy tri, ting cutng,
cai thién cde chire ning ciia co thé con ngudi, giam nguy co mic bénh. Thue phim bao vé
stic khoe chira mét hode nhidu chit hodic hdn hop céc chit sau:

a) Vitamin, khodéng chét, axit amin, axit béo, enzyme, probiotic va chat ¢ hoat tinh
sinh hoe khac;

b) Chit ¢6 nguon gnc tu nhién, bao gc:m dong vit, khoang vat va thyc vit dudi dang
chiét xudt, phan 1ap, ¢6 dic va chuyén héa;

¢) Cde ngudn téng hop ciia nhitng thanh phin dé cdp tai diém a va diém b trén diy.

- Thue pham bao vé strc khoe duge trinh bay & dang ché bién nhur vién nang, vién
hoan, vién nén, ché pham dang com, bat, long va cac dang bao ché khic va duge phén liéu
(dé str dung) thanh céc don vi liéu nho.

- Thuc pham bo sung (Supplemented Food) 1a thyc pham théng thudong duoc bé sung
vi chil va cac yéu 10 cé lgi cho sitc khoe nhur vitamin, khodng chét, axit amin, axit béo,
enzym, probiotic, prebiotic va chét cé hoat tinh sinh hoc khic.

- Thye phim dinh dwdng y hoc con goi la thue phim dinh dudng ding cho muc dich
y té dac biét (Food for Special Medical Purposes, Medical Food) Ia loai thire pham cd thé
in bing dudmg miéng hodc biang éng xéng, duge chi dinh dé dleu chinh ché d an cla ngudi
bénh va chi duge sit dung dudi sir giam sét cua nhan vién y té.

- Thuc phim ding cho ché d6 in déc biét (Food for Special Dietary Uses) dung cho
ngudi dn kiéng, nguoi gia va cac ddi tuong dic bigt khac theo quy dinh cua Uy ban tiéu
chudn thue phim quéc té (CODEX) la nhitng thyc pham dwoc ché bién hoic dugc phéi tron
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theo cong thire dic biét nhim dap g cac yéu cdu vé ché da an dac thi theo thé trang hodc
theo tinh trang bénh Iy v céc rdi loan cy thé cia ngudi sir dung. Thanh phén ciia thire pham
nay phai khéc biét rd rét vdi thanh phén ciia nhimg thue phim théng thudmg cing ban chét,
néu co

Thuét ngit va chit viét tit:

- HPLC (High Performance Liquid Chromatography): hé thng sic ky long hiéu ning
cao.

- FLD (Fluorescent Detector): detector huynh quang.

- ADAC (Association of Official Analytical Collaboration):Hiép hi céc nha phan tich
chinh thong.

- LOD (Limit of Detection): gi&i han phat hién.
- LOQ (Limit of Quantification): gi¢i han dinh lugng.
- CRM (Certified Reference Material): mau chudn duge chirng nhén,
- RM (Reference Material): mau chuén.
1.3 Nguyéen ly

Mau xét ngh:em duge thiy phan vai hydrochloric acid. M6t phin dich chlet duge tao
ra dan xuat v&i thude thir AceQ.Fluor, sau d6 duge tach va dinh lrong bing sic ky long
hiéu nang cao vdi detector huynh quang.

2. Chuén bi
2.1 Nguoi thire hién

- 01 nhan vién xét nghi¢m: trinh dg tir trung cAp tra 1én, di duge dio tao, danh gid tay
nghé thanh thao vé k¥ thuat xét nghiém dinh lugng acid amin trong thuc phim bing phuong
phép sac ky léng hiéu nang cao.

- 01 ngudi phé duyét két qua: Trinh d§ tir dai hoe trd 1én, di duge dio tao vé quin 1y
phong xét nghiém, cé it nhat 3 nam kinh nghiém.

2.2 Vat twr true tiép
2.2.1 Sinh pham, héa chat

- Chuén dung dich hén hgp amino acid trong HC1 0,1 N ndng dé 2,5 0,2 mL
umol/mL gém Ammonia, L-Aspartic, L-Serine, L-Glutamie, Glycine, L-

Histidine, L-Arginine, L.-Threonine, L-Alanine, L-Proline, L-Tyrosine,

L-Valine, L-Methionine, L-Lysine, L-Isoleucine, L-Leucine, L-
Phenylalanine; L-Cystine (nong d 1,25 pmol/mL), dd tinh khiét > 99,0

Yo

- Acetonitrile (ACN), HPLC, dé tinh khiét=> 99,8 % 150 mL
- Methanol (MeOH), HPLC, db tinh khiét > 99,8 % 10 mL
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- Bb kit tao din xudt AceQ-Fluor Reagent Kit hing Waters (pha vira
diu 1 mL x5 lo)

- AccQ — Tag Eluent A concenirate hdng Waters

- Dung dich hydrochloric acid (HCI), d6 tinh khiét > 37 %

- Khi Nito, d6 tinh khiét > 99,9 %

- Nudec siéu tinh khiét

- Nudoc cht 2 lin

2.2.2 Vit tr khac

- B cot sic ky AccQ-Tag, gom cdt (150 mm x 3,9 mm, 4 pm), gé cit
va cdt bao vé

- Binh dinh mic thiy tinh 100 mL, cép A, ¢b mai, duémg kinh trong
ehaco 15,5+ 1,5 mm

- Chai thiy tinh ¢6 nép van 100 mL, cé vach chia
- Chai thiy tinh ¢é nap vin 1000 mL, ¢é vach chia
- Binh tia mréc ¢t nhira 500 mL

- Micropipet, dung tich 500 - 5000 pL. d¢ chinh xdc + 30 pL (tai 5000
uL)

- Micropipet, dung tich 100 - 1000 uL, d chinh xéc % 6,0 uL (tai 1000
uL)

- Micropipet, dung tich 20 - 200 pL, d6 chinh xac + 1,2 plL (tai 200
HL)

- Micropipet, dung tich 10 - 100 pL, do chinh xac + 0.8 pL (tai 100
pL)

- Micropipet, dung tich 2 - 20 pL, d6 chinh xac £ 0,2 uL (tai 20 pL)
- Micropipet, dung tich 0,5 - 10 pL, d9 chinh xic + 0,1 pL (tai 10 uL)

- Diu tip ¢6 chia vach, sir dung cho micropipet dung tich 500 - 5000
ul

01 b6

05 cai

01 cai
02 cai
01 cai

01 cai

01 cai

01 cai

01 cai

01 céi
01 cai

01 céi
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- Pdu tip cé chia vach, sir dung cho micropipet dung tich 100 - 1000
pL

- Diu tip c6 chia vach, sir dung cho micropipet dung tich 2- 20 plL; 10
- 100 pL; 20 - 200 pLL

- Déutip ¢b chia vach, sir dung cho micropipet dung tich 0,5 - 10 pl
- Pipet thing thiy tinh 10 mL, céip A
- Déu loc miu PTFE 0.45 pm, dwéng kinh 15 mm

- Lo dung miu thiy tinh thé tich 1,0 mL, kich thuée 12 mm x 32 mm,
ndp xody xeé rinh

- Lo dyng méu thity tinh thé tich 2 mL, ¢6 vach chia thé tich, duéng
kinh ¢6 9 mm, ndp xody xé rinh

- Mang loc dung méi pha dong cellulose acetate 0,45 pm, dudmg kinh
47 mm

- B loc dung méi pha déng (binh himg, phéu loe, dau loc, kep kim
loai)

- Dia thay tinh, dai 30 cm, duong kinh 7 mm
- Ong dong thiy tinh 100 mL, d chia 1 mL, d6 chinh xdc + 0,5 mL
- Ong dong thuy tinh 1000 mL, d chia 10 mL, d6 chinh x4c + 5 mL

- Ong nghiém thity tinh c6 nip den xody kin hing Schott - Pirc, kich
thude 15 x 180 mm hoéic twong dirong

- Ong ly tm nhya 15 mL

- Giﬁy loe tron

- Bomtiém y té sir dung 1 lan 5 mL

- Phéu thiy tinh, dwéng kinh 7 cm

- Gia dung 6ng nghiém thity tinh bing inox, dé duge 20 dng
- Thia ldy méu

- Qua bop

- Trang phuc bao hd

02 cai

04 cai

07 cai
01 cai
04 ca1

07 cai

03 cai

01 cai

04 cai
04 cai
04 cai
04 cai
01 cai

01 bo
01 ua
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+ Quin, 4o, mii bao hd lao déng: 02 bd

+ Dép di trong phong xét nghiem: 02 ddi

+ Giang tay y té nitrile khéng c6 bot tale: 02 dbi
+ Khéu trang phong doc 3M 7502: 02 cai

+ Khéu trang y té: 02 cdi

+ Kinh bao hé lao déng: 02 céi

+ Ging tay chju nhiét: 02 doi

2.2.3 Cong cu, dung cu:
-Dung cu xir Iy miu: dao, thét, kéo, tii luu mau.

-Dung cu vé sinh: gidy vé sinh, tii dyng ric thai, chéi, hot réc, cdy lau san, x6
chgu, mrée rira dung cuy, gang lay rira dung cu, chdi rira, bi thuy tinh, x4 phong rira

-Vin phong pham: gaay in, myc in, s6 kiém nghlem biit bi, but ghi nhén, gidy
dan nhén, tai nilong duc 18, file lwu tai lidu, ddp ghim, gidy note.

Thiét bj

Sir dung cée thiét bi clia phong kiém nghiém, cu thé nhw sau:
Hé théng sic ky long HPLC véi detector FLD

Cén phén tich tai trong t&i da 210g, d chinh xac + 0,1 mg
Can k¥ thuat tai trong tdi da 1100g, d6 chinh xéc + 001 g
May ldc Vortex, tbe dé lic thi da 3000 vong/phit

May siéu dm, c6 chire nang cai dat thoi gian

Tit sdy, dai nhiét d6 30 °C — 300 °C

May xay mau, cong suit 600 W

Bom chin khong

T lanh bio quan mAu dung tich 600 L, nhiét dé 2 °C den 15 °C
Tu déng bao quan mau dung tich 560 L, nhiét d§ <-18 °C
Tu hut khi ddc, kich thude 1540 mm x 800 mm x 2200 mm

Chufn bi @i twgng thyrc hién hojic miu bgnh phim
2.4.1 Déi véi QTKT ldy miu xét nghiém

01 hé théng
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai
01 cai

01 cai
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Viée liy miu xét nghiém khéng duge hudng dan trong quy trinh nay.

2.42  Déivéi QTKT veé thue hién xét nghiém (chuéin bi méu hodic miu bénh
phim trwdc khi xét nghiém)

- Luong miu xét nghiém t5i thidu cho quy trinh phén tich:
+ Miu thye pham: 01 miu (200 g hode 200 mL).

+ Mau thire pham chifc ning: 01 miu (01 don vi déng goi hdp/chai/lo, téi thiéu 30 g
hoidc 30 mL).

- Mau luu: thuc hién theo quy dinh luu mau ctia don vi

- Mau kiém soét: thue hién theo quy dinh dam béo chét lwgng xét nghiém/thir nghiém
cua don vi

- Mau xét nghiém trrére khi phan tich duge xir 1y so bd theo TCVN 5140:2008, TCVN
5276:1990, TCVN 4833-1:2002 hogc cac tiéu chudn tuong dirong khéc.

- Phén tich mdu xét nghiém ngay sau khi ddng nhit
2.5 Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém hodc twong duong: ghi day da th{:-ng tin theo quy
dinh (tén mau, chi tiéu xét nghiém, diéu kién bao quan, lugng miu, han tra két qud,...)

2.6 Thai gian thue hién ky thudt: 12,8 givr

Can bg - " s gian thyce | Tong thai
tham gia lwng Nl dung cdng vige hién gian
can bg .

' (gio)
Xu; ly thuc phim thanh dang dong 0.25 0.25
nhat
i Chuin bi may va dung cu xét 0.5 0.5
nghieém
Cén, pha ché toin b6 cac dung dich 2.0 20
chuén, hoa chit 3 3
Nhén vién
xét nghiém Cén méu 0.1 0.1
Chiét xudt miu 1,75 1,75
1 Chay may 3,75 3,75
Xir Iy két qua 3,25 3,25
V¢ sinh mdy, phong thi nghiém 0,25 0,25
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Vé sinh dung cu xir Iy mau, dung cu

thily tinh 7 e
Céng 12,6
Danh gia két qui phén tich méu
Ngudi pi‘jé 1 tring, mau chuén, mau xét nghiém, 0,2 0,2
duyét két kiém soat va ky két qua ndi bo
qua
Cong 0,2
TONG 12,8

2.7 Pia diém thire hién ky thuit: Phong xét nghiém

3. An toan

- Phai dam béo hé thong xir 1y khi thai hoat dong binh thuéng.

- Cén b xét nghiém phai sir dung céc trang phuc, dung cu bao ho trong qué trinh phén

tich mau.

- Céc thao tac xét nghiém phai thyc hién trong ti it khi ddc va theo ding quy trinh

da dugc phé duyét.

- Céc hoa chit thai va mau xét nghiém sau khi phén tich phai duge thu gom va xir Iy

theo diing quy dinh quan Iy héa chat xét nghiém.
4 . Csc buée tién hanh
4.1 Céc bude thue hién

4.1.1 Buwde 1: Chuén bj miu kiém seat

Mau kidm soéat duoe chudn bi trong tu nhu mau xét nghiém.,

C6 thé sir dung 1 trong 3 loai mau sau:

- Mau chuén (RM/CRM) c6 ban chét tirong t mau xét nghiém.

- MAu luwu da biét trude ham luong chét phan tich.,

- Miu thém chudn: thém dung dich chuin ¢6 ndng dé thich hop dé dat duoc 80 — 120

% ham hrong chit phén tich cé trong mau xét nghiém.

412 Bwée 2: Chuén bj dung dich thude thir, dung dich chuin va dung dich

pha dong
Dung dich HC1 0,1 %

- Sir dung pipet hit 0,24 mL, HCI ddm ddc vao binh dinh mic 100 mL di ¢6 sin

khoang 80 mL muére cat .

- Binh mirc bfmg nude cat dén vach, lac déu.

- Chuyén dung dich sang chai thily tinh ¢ ndp vin 100 mL dé st dung.
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Dung dich chuin 17 acid amin lam viéc

- Sir dung céc pipet hit dung dich hdn hop amino acid vao lo dung méu theo bing
sau:

Bing 1: Cach pha diy dung dich chuiin lam viée

Nbng d6 chudn (pmol/mL)
o o L- | 16acid | L- | 16acid | L- | 16acid
The tich hat (uL) Cystine | amin | Cystine | amin | Cystine | amin
0.025 | 0.05 0,05 0,1 025" | 05

Cl]uan amino acid ) 9 200
ghe

i . M
(ihuan amino acid 100 200
*)
.,DAu“g dich HC1 0,1 000 800 800

Chuan amino acid (*) 1a chudn trung gian L-Cystine nang do 0,25 pmol/mL va 16
acid amin ndng dé 0,5 pmol/mL, duge pha tir dung dich chudn amino acid

Chuin lam viée duoc pha mai cho tirng ngay phan tich.
Pha dong

- Pha déng A:

+Ro6t 500 mL nuée sidu tinh khiét vio dng dong 1000 mL.

+Strdung o dng dong 100 mL thém 50 mL dung dich AccQ) — Tag Eluent A concentrate
vao éng dong trén.

+Duing diia thiiy tinh khudy tan hoan toan.

+Loc qua mang loc dung méi, cho vao chai thuy tinh c6 nap vin va dem siéu dm duoi
khi 15 phut bing méy siéu 4m.

- Pha déng B: acetonitrile.
4.1.3
Tién hanh thiy phan miu

Bud'c 3: Tién hanh thiy phin miu va din xuit

- Cho miu véo dng vio dng nghiém thiy tinh ¢6 nip xody :

+ Béi véi miu dang rén, bot: cin khoing 0,1 — 1 g mAu rén (chinh x4c dén 0,1 mg)
+Ddi véi miu dang long: sir dung pipet hiit chinh x4e 0.5 - 5 mL mau

- Thém 10 mL HC, lac déu bang may lic vortex.
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- Théi khi Nito trong vong | phiit.

- Déy chiit niip v& cho vio ti siy & nhiét d6 125 °C trong 16 gi.

- Dé ngudi va chuyén dich sau thity phén sang binh dinh mire 100 mL, trang rira ng

nghiém nhiéu 1in va dinh mirc t6i vach béng nudc cit, lic déu.

~ -Locqua gidy loc va dau lgc mau 0,45 pm vao dng ly tim nhua rbi tién hanh tao din

®uét,

Tao din xuét véi thude thir AccQ.Fluor

- Hat 10 pL dich dé ly tim vao lo du'ng mau | mL. Thém 70 pl dung dich dém B trong
b6 kit tao din xuat Lac vortex trong 10 g1ay Thém 20 pl dung dich thudc thir A trong bg
kit tao dAn xudt. Lic vortex trong 10 gidy. D& yén & nhiét d6 phong trong 1 phut.

- Diin xuit tuong tu ddi véi chuan lam viée.

- Pit lo dung mau vao may HPLC va phén tich ngay theo chuong trinh da cai dat.

4.14 Buwée 4: Phin tich méu trén hé thong HPLC

- B6 cit sic ky AceQeTag gdm c6t (150 mm x 3.9 mm, 4 pm), kém gé va cft bao vé
- Nhiét dd budng cot: 35 °C.

- Detector FLD:

+Burée séng kich thich 250 nm.

+Burde song phat xa 395 nm.
- Thé tich bam mau: 10 pL.

- Tée do dong: 1 mL/phiit.

- Pha dong:

+Dung dich AccQ — Tag Eluent A concentrate

+Acefonitrile

- Ché d6 chay: gradient nhu bang 2.
Biing 2: Piéu kién gradient cho hé thong HPLC

Théi gian Téc dé dong YA %B
(phat) (mL/phut)
0,0 1 100 0
0.5 1 99 1
18.0 1 95 5
19,0 1 91 9
29,5 | 83 17

o
o
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33,0 1 40 60
36,0 1 100
50,0 1 100 0

Trinh ty bom mau nhw sau:

Mau triing thude thir — diy chuin — mau trang thude thir — mAu xét nghiém — mau
kiém sodt.

Chui y:

- Néu s6 miu > 10, sau m3i 10 mau phai chay lai duémg chuén mét lin dé hiéu chinh.

- Sur dung hdn hgp dung dich methanol/ nuée siéu tinh khiét (50/50) dé rira kim va
seal mdi lin bom miu va chudn.

- Sau khi phan tich mau, cdn nira cbt sic ky bﬁng nuée siéu tinh khiét khong it hon 30
phiit, sau d6 rira bang ACN trong it nhit 30 phat & bao quan cot.

4.2 Nhin dinh két gusd
- Ham luong timg acid amin trong mau xét nghiém duoe tinh toan theo cong thirc:

X (mg/100g hoic Cei* Ve *£* 100

mg/100mL) ) m *1000

Trong dé:

X: 12 ham lugng timg acid amin trong mAu xét nghiém

Cei: ndng d6 dung dich acid amin thit i trong dich do (pg/mL)
m: khéi lugng cia mau thir (g) hodc thé tich hit (mL)

Ve: thé tich hoa tan cudi caa dich chiét (mL)

f: hé sb pha lodng (néu c6),

- Xem xét két qué mau kiém tra chit luong (QC): néu két qua mau kicm soat, mau lap
lai dat yéu cau mai tlcn hanh tra két qua mau thir. Néu két qua mau QC hojc miu lap
lai khéng dat yéu cau tién hanh lam lai mau.

- Ham luong acid amin trong mau xét nghiém duge tinh todn theo biéu miu dinh lugng
acid amin va duge ghi vao phiéu két qua xét nghiém.

- Két qua phan tich acid amin dugc béo co theo don vi: mg/100 g, mg/100 mL, chinh
xdc dén 0,01 mg ; hodc g/100 g, g/100 mL chinh xdc dén 0,01 g.

- D& véi cac mau lam lap lai (dam bao gi4 tri HorRat(r) < 1,3) ldy két qua trung binh.

T

Chu p:
- Két qua phén tich timg acid amin nhé hon LOD (gi6i han phat hién) thi bao cdo
“KPH” (Khdong phat hién) dong thoi ghi gid tri LOD vao phiéu két qua.
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- Két qué phén tich co phat hi¢n peak moi acid amin nhung két qué tinh toan < LOQ
thi bdo cdo két qua la = < LOQ” dong thoi ghi gid tri LOQ vao phiéu két qua.

4.3 Tra két qua v luu hd so

- Tra két qua theo phiéu xét nghiém (ban chinh) véi dﬁy di théng tin lién quan dén
mau, ghi vao biéu mau cé lién quan dén quy trinh v luu hd so xét nghiém. Co thé tra két
qua trén hé théng quan 1y dién tir (néu cé)

- Hd so xét nghiém cin luu giir bao gdm:

+ Phiéu chi dinh xét nghiém: 01 ban chinh

+ Biéli mau xéc dinh d am: 01 ban chinh

+ Phiéu két qua xét nghiém: 01 bén chinh

C6 thé Iru hd so trén hé théng quén 1y dién tir (néu co).
5. Nhirng sai sot va xir Iy
5.1 Trude khi thye hién k§ thuat

TT Tinh hudng Xir Iy

1 | Chua cé diy du vét tu, thiét bi chua Khong duge thue hién xét nghigm dén
dwoc hiéu chudn khi chun bi déy du vat tur, hoa chat
theo quy trinh. Kiém tra va ddm bao
thiét bj dugc higu chudn ddm bao yéu

cau.
2 | Phat hién mAu thir ¢6 ddu hiéu bat Km.m tra nguyén nhén va yéu cdu ldy
thuong, hong lai mau néu ¢o thé.
5.2 Trong khi thue hién ky thudt
TT Tinh huéng Xir Iy

1 | Thiét bi truc tric k¥ thudt hodc mét Théng bao cho Hang cung cﬁp may vé
dién khi dang phan tich méu nhimg tinh hinh thiét bj va xin y kién tur van.
chua khac phuc duge. Sau khi thiét bi hoat déng binh thuong
tién hanh phén tich mau theo quy trinh
trén.

2 | Xay ra tran dé hoa chat trong qua trinh | Thyc hién theo hudng din cia quy
kiém nghiém. trinh phn::-ng chay chita chay va chong
tran do hoa chat trong phong thi
nghigm.

et &2 o
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yeu cau dam bao chat lugng  (khoang
tuyén tinh/méu kiém soat/mau lap
khong dat...).

3 | Két qua mau nam ngoai khoang tuyén | Tién hanh pha loﬁng mau xet nghi¢m
tinh (cao hon ngudng trén). bing nude cat va tao dn xufit lai de thu
drge nong d6 ndm trong khoang nng
dé ciia ddy chuan.
5.3 Sau khi thue hién k¥ thudt
TT Tinh huéng Xir Iy
1| Kétqua chay mau khéng phit hop v&i | Phén tich nguyén nhén, lam lai méu xét

nghiém.

6. Tiéu chuin ddnh gid va kiém tra chit lwong

- Qué trinh phén tich mau cin tién hanh song song véi miu triing thude thir va mAu
kiém sodt.

- Méu tréng thude thir: phai khéng c6 peak acid amin phén tich.

- Méu kiém soat: két qua phai nim trong khoang + 2SD so vdi gia tri tham chiéu,
Miu thém chuan: d6 thu héi phai dat yéu ciu theo hudng din ciia AOAC 2016,

TT E?’;" UOne 1y 18 chit Pon vi D6 thu hdi (%)
1 100 1 100% 98 - 102
2 10 107! 10% 98 - 102
3 1 10 1% 97-103
- 0,1 107 0,1% 95 - 105
5 0,01 104 100 ppm 90 - 107
6 0,001 1079 10 ppm 80-110
70,0001 106 1 ppm 80-110
8 0,00001 107 100 ppb 80-110
9 0,000001 10 10 ppb 60 - 115
10 00000000 107 1 ppb 44-120

- Két qua phén tich mAu xét nghiém 13p lai phai dam bao gia trj HorRat(r) < 1.3,
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- Tién hanh phan tich Lip lai doi véi it nhat 20 % tdng s6 mau.
7. Tai liéu tham khio

- Derivitization of Amino Acids Using Waters AccQ+Tag Chemistry, Water The
science of what’s possible.

- AOAC 2016 Guidelines for Standard Method Performance Requirements.
- Lufit An toan thue phdm cia Qudc hoi, s6 55/2010/QH12.
- Nghi dinh s6 15/2018/ND-CP ngay 02/02/2018 ciia Chinh phit vé viée Quy dinh chi
tiét thi hanh mot s6 diéu cia Luat an toan thye phiam.

- Théng tw 43/2014/TT-BYT ngay 24 théng 11 ndm 2014 vé viéc quy dinh v¢ quan Iy
thye phdm chirc ning.



