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SẢN PHẨM CÔNG THỨC CHO TRẺ SƠ SINH VÀ                     THỰC PHẨM BỔ SUNG DINH DƯỠNG CHO NGƯỜI LỚN –
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Infant formula and aldult/ pediatric nutritional products –
Determination of choline content by LC-MS/MS
HÀ NỘI – 2019
Lời nói đầu

TCVN …. :2019 được xây dựng trên cơ sở AOAC 2012.18 Choline in infant formula and adult/pediatric nutritional formula. UHPLC-MS/MS;
TCVN …. :2019 do Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia biên soạn, Bộ Y tế đề nghị, Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng thẩm định, Bộ Khoa học và Công nghệ công bố.
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TCVN .... :2019
Sản phẩm công thức cho trẻ sơ sinh và thực phẩm 
bổ sung dinh dưỡng cho người lớn – 
Xác định hàm lượng cholin bằng 
phương pháp sắc ký lỏng- hai lần khối phổ 
Infant formula and aldult/ pediatric nutritional products – 

Determination of choline content by LC-MS/MS
1   Phạm vi áp dụng
Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng cholin trong các sản phẩm công thức cho trẻ sơ sinh và thực phẩm bổ sung dinh dưỡng cho người lớn bằng sắc ký lỏng-hai lần khối phổ (LC-MS/MS).
2   Nguyên tắc
Mẫu thử được thủy phân bằng axit clohydric để giải phóng cholin từ dạng liên kết este. Sau khi điều chỉnh pH, mẫu được lọc và xử lý tiếp bằng phospholipase D để giải phóng tối đa dạng cholin este còn trong mẫu. Sử dụng kết hợp nội chuẩn đồng vị (cholin-1,1,2,2-d4 bromua) để phân tích mẫu thử bằng cột sắc ký lỏng tương tác ưa nước (HILIC), với thiết bị sắc ký lỏng siêu hiệu năng (UHPLC) kết nối với detector khối phổ (MS/MS) ba tứ cực ở chế độ kiểm soát phản ứng chọn lọc (SRM).
3   Thuốc thử
Tất cả thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích. Nước sử dụng phải là nước cất hai lần hoặc nước có độ tinh khiết tương đương, trừ khi có quy định khác. 
3.1 Cholin bitartrat, đã được sấy khô ở 102 °C đến khối lượng không đổi và để nguội đến nhiệt độ phòng 
).
3.2 Cholin-1,1,2,2-d4 bromua, 98 atom % D 
).
3.3 Axit clohydric (HCl) đặc, 37 %.

3.4 Axit clohydric, dung dịch khoảng 3,0 M

Đong chính xác 250 ml axit clohydric đặc (3.3) vào bình định mức 1 L (4.10) đã chứa sẵn khoảng 500 ml nước, thêm nước đến vạch và trộn đều.
3.5 Axit axetic băng.

3.6 Dung dịch natri hydroxit, 50 % (khối lượng/thể tích).
3.7 Canxi clorua, khan.

3.8 Axetonitril.
3.9 Amoni format.
3.10 Triton X-100 1).
3.11 Natri axetat, khan.
3.12 Metanol.

3.13 Phospholipase D, có nguồn gốc từ Streptomyces chromofuscus, hoạt độ ≥ 50 000 U/ml 1).
3.14 Dung dịch đệm, chứa natri axetat 0,05 M, canxi clorua 0,01 M  
Hòa tan 2,1 g natri axetat (3.11) và 550 mg canxi clorua (3.7) vào 400 ml nước. Chỉnh đến pH 5,5 bằng axit axetic (3.5), chuyển sang bình định mức 500 ml (4.10) và thêm nước đến vạch. Lọc và bảo quản ở 4 °C, dung dịch có thể bền trong 2 tháng.

3.15 Dung dịch phospholipase D 
3.15.1   Dung dịch phospholipase D gốc, 400 U/ml
Thêm chính xác 20 000 U phospholipase D (3.13) và 2 ml dung dịch đệm (3.14) vào bình định mức 50 ml (4.10). Thêm nước đến vạch. Chia nhỏ thành các phần 2 ml và khi được bảo quản ở –20 °C, dung dịch này có thể bền trong 1 năm. 
3.15.2   Dung dịch phospholipase D làm việc, 20 U/ml
Thêm chính xác 4 ml dung dịch đệm (3.14) và 1250 μl dung dịch phospholipase D gốc (3.15.1) vào bình định mức 25 ml (4.10). Hòa tan bằng nước và thêm nước đến vạch. Chuẩn bị mới cho mỗi lần phân tích.
3.16 Pha động
3.16.1   Pha động A: Axetonitril-metanol (90 : 10 phần thể tích)
Lấy chính xác 900 ml Axetonitril (3.8) vào bình định mức 1 L (4.10). Thêm metanol (3.12) đến vạch. Lắc đều.
3.16.2   Pha động B: amoni format, pH 3,0
Cân khoảng 1,58 g amoni format (3.9) vào cốc có mỏ 1 L (4.11). Thêm khoảng 800 ml nước, hòa tan, và chỉnh đến pH 3,0 bằng axit formic. Chuyển dung dịch sang bình định mức 1 L (4.10) và thêm nước đến vạch. Lọc qua màng 0,2 μm (4.8).
3.17  Dung dịch chuẩn cholin
3.17.1   Dung dịch chuẩn gốc cholin, 1000 μg/ml (tính theo cholin hydroxit)
Cân khoảng 104,6 mg cholin bitartrat (3.1), chính xác đến 0,01 mg, cho vào bình định mức 50 ml (4.10), hòa tan và thêm nước đến vạch. 
Dung dịch có thể bền trong 2 tháng khi được bảo quản ở –20 °C. Rã đông dung dịch trong ngày sử dụng, thải bỏ phần dung dịch còn dư.
3.17.2   Dung dịch chuẩn trung gian cholin, 40 μg/ml
Lấy chính xác 2 ml dung dịch chuẩn gốc cholin (3.17.1) vào bình định mức 50 ml (4.10), hòa tan và thêm nước đến vạch.

3.17.3   Dung dịch chuẩn làm việc cholin
Lấy chính xác 40, 80, 160, 320, 560 và 800 μl dung dịch chuẩn trung gian cholin (3.17.2), cho lần lượt vào 6 bình định mức 10 ml (4.10). Thêm vào 500 μl dung dịch nội chuẩn làm việc (3.18.2) và thêm nước đến vạch. 
Dung dịch này có thể bền trong 1 tháng khi được bảo quản ở –20 °C.
3.18   Dung dịch nội chuẩn (IS) cholin-1,1,2,2-d4 bromua
3.18.1   Dung dịch nội chuẩn gốc, 500 μg/ml
Cân chính xác khoảng 50 mg cholin-1,1,2,2-d4 bromua (3.2), cho vào bình định mức 100 ml (4.10), hòa tan và thêm nước đến vạch. Khi được bảo quản ở –20°C, dung dịch này có thể bền trong 2 tháng.

3.18.2   Dung dịch nội chuẩn làm việc
Lấy chính xác 2 ml dung dịch nội chuẩn gốc (3.18.1), cho vào bình định mức 25 ml (4.10), thêm nước đến vạch.

4   Thiết bị, dụng cụ

Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:

4.1 Hệ thống UHPLC-MS/MS, ví dụ: hệ thống Waters Acquity® UPLC 
), được trang bị bơm hai kênh, bơm mẫu bằng vòng 1 μl hoặc 2 μl, buồng cột và detector Waters TQD với chế độ ESI.
4.2 Cột sắc ký, UPLC BEH HILIC, chiều dài 100 mm × đường kính trong 2,1 mm, cỡ hạt 1,7 μm 3).
4.3 Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,1 mg. 
4.4 Cân kỹ thuật,  có thể cân chính xác đến 0,1 g.
4.5 Máy đo pH, có thể đo đến 0,01 đơn vị pH.

4.6 Máy đồng hóa, ví dụ: Polytron PT3000, Aggregate PT-DA3012 
).
4.7 Nồi cách thủy, có kèm bộ khuấy từ.

4.8 Màng lọc, sử dụng xyranh, cỡ lỗ lọc 0,2 μm, đường kính 13 mm, ví dụ: SPARTAN Regenerated cellulose 
).

4.9 Màng lọc pha động, cỡ lỗ lọc 0,2 μm, ví dụ: Millipore 
).
4.10 Pipet, có thể phân phối các thể tích thích hợp.

4.11 Bình định mức, dung tích 10 ml, 25 ml, 50 ml, 500 ml, 1 L.

4.12 Bình thủy tinh đáy phẳng tối màu, dung tích 250 ml.

4.13 Cốc có mỏ, dung tích 1 L.
4.14 Giấy lọc gấp nếp.
5   Lấy mẫu
Việc lấy mẫu không được quy định trong tiêu chuẩn này.

Mẫu gửi đến phòng thử nghiệm phải đúng là mẫu đại diện và không thay đổi trong suốt quá trình vận chuyển hoặc bảo quản.
6   Cách tiến hành
6.1   Chuẩn bị mẫu thử
6.1.1   Hòa tan mẫu bột 
Cân khoảng 25 g mẫu thử, chính xác đến 0,1 g, hòa tan trong 200 g nước.

6.1.2   Thủy phân bằng axit
Cân khoảng 15 g mẫu đồng nhất (xem 6.1.1), chính xác đến 0,1 g  (tương đương với 1,66 g phần mẫu thử) hoặc 20 g mẫu sản phẩm ăn liền, cho vào bình thủy tinh đáy phẳng tối màu 250 ml (4.12). Thêm vào bình 5 ml nước và 10 ml axit clohydric 3,0 M (3.4), đặt bình trong nồi cách thủy có kèm khuấy từ (3.7) gia nhiệt ở 70 °C trong 3 h.

Để nguội bình ở nhiệt độ phòng, chỉnh pH đến khoảng 3,8 đến 4,0 bằng dung dịch natri hydroxit 50 % (3.6). Thêm 0,2 ml Triton X-100 (3.10) và chuyển hỗn hợp vào bình định mức 100 ml (4.10). Thêm nước đến vạch.

Lọc lượng chứa trong bình định mức qua giấy lọc gấp nếp (4.14). Dịch lọc được bảo quản ở –20°C có thể bền trong 1 tháng.

6.1.3   Thủy phân bằng enzym
Lấy chính xác 300 μl dịch lọc mẫu sản phẩm công thức cho trẻ sơ sinh hoặc 200 μl dịch lọc mẫu thực phẩm bảo vệ sức khỏe vào bình định mức 10 ml (4.10), đã có sẵn 1 ml dung dịch phospholipase D 20 U/ml (3.15.2). Ủ mẫu trong 15 min ở 37 °C. Thêm 500 μl dung dịch nội chuẩn làm việc (3.18.2). Thêm nước đến vạch và lọc qua màng lọc 0,2 µm (4.8) sử dụng xyranh. Dịch lọc có thể bơm trực tiếp vào hệ thống UHPLC (4.1).

6.2   Xác định
6.2.1   Điều kiện vận hành sắc ký
Các điều kiện sau đây được cho là thích hợp:
Thể tích bơm: 
0,5 μl
Nhiệt độ cột: 
30 °C

Tốc độ dòng: 
0,5 ml/min

Thời gian chạy sắc ký: 
7 min
Chương trình gradient được nêu trong Bảng 1.
Bảng 1 – Chương trình gradient sắc ký

	Thời gian (min)
	Pha động A (%)
	Pha động B (%)

	0
	92
	8

	1
	92
	8

	2,9
	60
	40

	3
	10
	90

	3,6
	10
	90

	5,9
	92
	8

	7 
	92
	8


6.2.2   Điều kiện vận hành khối phổ
Các điều kiện sau đây được cho là thích hợp:
Chế độ: 


ESI (+)

Điện thế mao quản: 


1,0 kV

Điện thế lọc ion đầu vào (Cone): 
30 V

Điện thế phân tách (extractor): 
3,0 V

RF: 


0,10 V

Nhiệt độ nguồn ion hóa: 


120 °C

Nhiệt độ hóa hơi: 


350 °C

Tốc độ khí lọc đầu vào (cone gas): 
29 L/h
Tốc độ khí phun hỗ trợ hóa hơi: 
700 L/h

Hệ thống khối phổ phân tích tại chế độ SRM.

Các mảnh ion được nêu trong Bảng 2.
Bảng 2 – Các mảnh ion khi vận hành khối phổ
	Hợp chất
	Mảnh ion lựa chọn (m/z)
	Năng lượng va chạm (V)
	Thời gian chu kỳ ghi nhận tín hiệu (s)

	Cholin
	104,2 ( 60,0
	24
	0,07

	Cholin-d4
	108,2 ( 60,0
	24
	0,07


6.2.3   Sự thích hợp của hệ thống 

Ổn định hệ thống trước khi tiến hành phân tích ít nhất 0,5 h.

Trước khi bắt đầu một dãy phân tích, bơm một dung dịch chuẩn làm việc cholin (3.17.3), ví dụ dung dịch 0,64 μg/ml (tính theo cholin hydroxit) và kiểm tra thời gian lưu, hình dạng pic. 
6.2.4   Đường chuẩn

Khi bắt đầu một dãy phân tích, bơm hai lần mỗi dung dịch chuẩn làm việc cholin (3.17.3). Đường chuẩn hồi quy tuyến tính được lập dựa trên tỷ lệ diện tích pic và tỷ lệ nồng độ (của chất phân tích và của chất nội chuẩn).
7   Tính kết quả

Hàm lượng cholin hydroxit có trong mẫu thử, X, biểu thị theo miligam trên 100 g (mg/100 g) được tính theo công thức sau:
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Trong đó: 
C 
là tỷ lệ nồng độ (của chất phân tích và của chất nội chuẩn) được tính từ đường chuẩn;
MIS 
là khối lượng chất nội chuẩn được thêm vào, tính bằng microgam (ở đây MIS = 20 μg cholin-1,1,2,2-d4);
Ma 
là khối lượng phần mẫu thử, tính bằng gam (g);
V1 
là thể tích dịch chiết mẫu thu được sau khi thủy phân bằng axit, tính bằng mililit (ở đây V1 = 100 ml);
V2 
là thế tích dịch chiết mẫu được lấy ra để thủy phân enzym, tính bằng mililit (ở đây V2 = 0,3 ml);
1000  là hệ số chuyển đổi từ microgam sang miligam.
8   Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải bao gồm ít nhất các thông tin sau:

–  mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử; 

–  phương pháp lấy mẫu đã sử dụng, nếu biết;

–  phương pháp thử đã dùng, viện dẫn tiêu chuẩn này;

–  tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tuỳ ý lựa chọn cùng với các chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng đến kết quả;

–  kết quả thử nghiệm thu được.
____________________________
�)  Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA là ví dụ về nhà cung cấp sản phẩm thương mại sẵn có và thích hợp. Thông tin này nhằm tạo thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn và không ấn định phải sử dụng sản phẩm của các nhà cung cấp này. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho kết quả tương đương.


�)  Isotec, Miamisburg, OH, USA là ví dụ về nhà cung cấp sản phẩm thương mại sẵn có và thích hợp. Thông tin này nhằm tạo thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn và không ấn định phải sử dụng sản phẩm chúng. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho kết quả tương đương.


�)  Sản phẩm của Waters, Milford, MA, USA. 


�)  Sản phẩm của Kinematica, Lucerne, Thụy Sỹ. 


�)  Sản phẩm của Whatman, Dassel, Đức. 


�)  Sản phẩm của Millipore, Bedford, MA, USA. 


Đây là các ví dụ về sản phẩm thương mại sẵn có và thích hợp. Thông tin này nhằm tạo thuận tiện cho người sử dụng tiêu chuẩn và không ấn định phải sử dụng các sản phẩm nêu trên. Có thể sử dụng các sản phẩm tương tự nếu cho kết quả tương đương.
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