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Thức ăn công thức dành cho trẻ sơ sinh và sản phẩm dinh dưỡng cho người lớn ( Xác định folat tổng số ( 

Phương pháp chiết trienzym và định lượng bằng
sắc ký lỏng siêu hiệu năng-hai lần khối phổ
Infant formula and adult nutritionals – Determination of total folates by 
trienzyme extraction and UPLC-MS/MS quantitation
1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp sắc lỏng siêu hiệu năng cao-hai lần khối phổ (UPLC-MS/MS) để xác định hàm lượng folat tổng số trong thức ăn công thức cho trẻ sơ sinh và sản phẩm dinh dưỡng cho người lớn.

2   Nguyên tắc

Cân chính xác một lượng mẫu đã đồng nhất cho vào ống ly tâm 50 ml. Thêm một lượng thích hợp chất nội chuẩn (IS) và dung dịch đệm phosphat pH 6. Mẫu được đặt trong nồi cách thủy ở nhiệt độ 50 oC, lắc để phân tán mẫu. Enzym (-amylase và protease được thêm vào để chiết folat. Enzym conjugase chiết xuất từ huyết tương chuột được sử dụng để phá vỡ dạng polyglutamat thành monoglutamat. Mẫu được ly tâm và lọc phần dịch trong qua màng lọc 0,45 µm. Dịch lọc được làm sạch qua cột trao đổi anion yếu (WAX). Các folat được rửa giải trong metanol chứa axit formic 10 % và axit ascorbic 1 % sau đó phân tích bằng thiết bị UPLC-MS/MS. Định lượng sáu vitamin folat và xác định folat tổng số theo axit folic. Sử dụng axit folic đồng vị đã ghi nhãn (13C-folic axit) làm chất nội chuẩn.
3   Thuốc thử

Tất cả thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích, dùng cho sắc ký lỏng hiệu năng cao hoặc có chất lượng tương đương. Nước sử dụng phải là nước đã khử ion hoặc nước có độ tinh khiết tương đương, trừ khi có quy định khác. 
3.1  Axit folic (C19H19N7O6).
3.2   Chất nội chuẩn 13C-axit folic (13C 5C14 H19N7 O6).
3.3  Muối canxi của axit (6R,S)-5-metyl-5,6,7,8-tetrahydrofolic (C20H 23N7O6⋅4H2O(Ca).
3.4  Axit (6S)-5,6,7,8-tetrahydrofolic (C19H23N7O6).
3.5   Muối canxi (6S)-5-formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolic axit (C20H21N7O7(Ca).
3.6   Axit 10-methylfolic (C20H21N7O6).
3.7   Axit 10-formylfolic (C20H19N7O7). 
3.8   Axit pteroyltri-γ-L-glutamic (axit folic triglutamate). 
3.9   α–Amylase, khoảng 5 000 000 đơn vị hoặc tương đương.
3.10   Enzym protease từ Baccilus sp. (hoặc pronase E).
3.11  Conjugase (từ huyết tương chuột đực với heparin lithium), ví dụ: Lampire hoặc tương đương.
3.12   Amoni hydroxit (NH4OH).
3.13   Muối dinatriphosphat (Na2HPO4).
3.14   Metanol (MeOH), loại dùng cho LC-MS/MS, độ tinh khiết 99,9 %.
3.15   Axit axetic (CH3COOH băng). băng
3.16  Natri hydroxit (NaOH).
3.17   Amoni format (NH4HCO2).
3.18   Axit formic (HCOOH), độ tinh khiết 98 %.
3.19   Amoni axetat (CH3COONH4).
3.20   2-Mercaptoethanol (C2H6OS).
3.21   Axit ascorbic (C6H8O6).
3.22  Axit phosphoric (H3PO4).
3.23   Chuẩn bị thuốc thử
3.23.1  Dung dịch chuẩn gốc folat
Pha đệm amoni axetat 100 mM (3.19) với axit ascorbic 25 % (3.21) và 2-mercaptoethanol 1 % (3.20), chỉnh pH 5,5, sử dụng máy đo pH (4.1).
Cân khoảng 1,2 g  amoni axetat (3.19) và chuyển vào cốc 1 000 ml, (sử dụng nước khử ion hóa (DI) để chuyển hết lượng amoni axetat, nếu cần).
Thêm từ từ khoảng 700 ml nước khử và khoảng 4,8 ml axit axetic băng (3.15), thực hiện trong tủ hút.
Thêm 250 g axit ascorbic (3.21) và 10 ml 2-mercaptoethanol (3.20). Dùng thanh khuấy từ để khuấy tan hoàn toàn. Thêm từng giọt dung dịch amoni hydroxit (3.12) đậm đặc để hòa tan hoàn toàn, nếu cần.
Kiểm tra pH của dung dịch và chỉnh đến pH 5,5, sử dụng dung dịch amoni hydroxit (3.12) đậm đặc hoặc axit axetic băng (3.15) để chỉnh pH, nếu cần. (Tỷ lệ amoni axetat : axit axetic băng cho pH gần 5,5 nhưng khi bổ sung axit ascorbic sẽ làm pH giảm xuống).
Chuyển dung dịch vào bình định mức 1 L và thêm nước đến vạch.
3.23.2  Dung dịch pha chuẩn trung gian folat
Pha đệm amoni axetat 10 mM (3.19) với axit ascorbic 1 % (3.21), pH 5,5
Cân khoảng 1,2 g amoni axetat (3.19) và chuyển vào cốc 1000 ml, sử dụng nước khử để hòa tan hoàn toàn, nếu cần.
Trong tủ hút, thêm khoảng 700 ml nước khử và khoảng 4,8 ml axit axetic băng (3.15). Thêm 10 g axit ascorbic (3.21) và khuấy cho đến khi hòa tan hoàn toàn.
Chỉnh đến pH 5,5 bằng amoni hydroxit (3.12) hoặc axit axetic băng (3.15), nếu cần.

Chuyển dung dịch vào bình định mức 1 L và thêm nước đến vạch mức.
3.23.3  Dung môi dùng để rửa giải qua cột chiết pha rắn (SPE) và dung dịch chuẩn folat
Pha metanol (3.14) với axit formic 10 % (3.18) và axit ascorbic 1 % (3.21).
Chuyển 10 ml axit formic (3.18) và 1 g axit ascorbic (3.21) vào bình định mức 100 ml. Thêm khoảng         50 ml metanol (3.14).
Siêu âm trong nồi cách thủy ở nhiệt độ khoảng 25 oC cho đến khi hỗn hợp được hòa tan hoàn toàn.

Định mức đến vạch bằng metanol (3.14). Sử dụng dung dịch để rửa giải folat sau khi làm sạch qua cột  SPE, pha dung dịch chuẩn folat và làm mẫu trắng khi phân tích UPLC-MS/MS.
3.23.4  Dung dịch gốc folat,  500 μg/ml
Cân chính xác 50 mg từng chất chuẩn axit folic (FA) (3.1), chất nội chuẩn axit 13C-folic (3.2), 5,6,7,8-tetrahydrofolat (THF) (3.4), (6R,S)-5-metyl-5,6,7,8-tetrahydrofolat (5-CH3-THF) (3.3), (6S)-5-formyl- 5,6,7,8-tetrahydrofolat (5-CHO-THF) (3.5), axit 10-methylfolic (10-CH3-FA) (3.6), axit 10-formylfolic           (10-CHO-FA) (3.7) và pteroyltri-γ-glutamat (FA-glu3) (3.8) vào các bình định mức 100 ml tối màu riêng rẽ.

Thêm vào mỗi bình khoảng 75 ml dung dịch pha gốc folat (3.23.1) và siêu âm trong nồi cách thủy ở nhiệt độ 40 oC trong khoảng 20 min hoặc đến khi chuẩn được hòa tan hoàn toàn. Thêm vài giọt amoni hydroxit (3.12) để hỗ trợ quá trình hòa tan, nếu cần.

Định mức đến vạch bằng dung dịch gốc folat (3.23.1) và bảo quản trong tủ đông.
Tính toán nồng độ dung dịch chuẩn như sau:
Nồng độ dung dịch chuẩn, μg/mL = [(chuẩn, g × độ tinh khiết của chuẩn)] × (106 μg/g) ÷ (thể tích định mức cuối cùng, ml)

Các chất chuẩn axit folic, chất nội chuẩn axit 13C-folic, (6S)-5-formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolat, axit                       10-metylfolic và axit 10-formylfolic có thể ổn định đến 6 tháng khi được bảo quản ở nhiệt độ -70 oC.
Các chất chuẩn (6R,S)-5-methyl-5,6,7,8-tetrahydrofolat và 5,6,7,8-tetrahydrofolat chỉ ổn định trong vòng 3 tháng khi được bảo quản ở nhiệt độ -70 oC.

Các chuẩn pteroyltri-γ-L-glutamat (FA-glu3) ổn định đến 12 tháng khi được bảo quản ở nhiệt độ -70 oC.
Với các vitamin folat khác như 5,10-metylen-5,6,7,8-tetrahydrofolat và axit 7,8-dihydrofolic thì không ổn định và bị oxy hóa thành axit folic trong các điều kiện này.
3.23.5   Dung dịch chuẩn folat trung gian, 20 μg/ml
Chuẩn bị 100 ml dung dịch folat trung gian sao cho chứa nồng độ vitamin là 20 μg/ml. Thêm một lượng dung dịch gốc folat (3.23.4) vào bình định mức 100 ml tối màu, được xác định theo Công thức sau:

Thể tích dung dịch gốc các vitamin folat cho vào bình định mức, ml = 100 ml × (20 μg/ml ÷ nồng độ dung dịch gốc vitamin folat, μg/ml)

Thêm khoảng 50 ml dung dịch chuẩn trung gian folat (3.23.2) và siêu âm trong nồi cách thủy ở nhiệt độ 40 oC trong khoảng 10 min để trộn kỹ.
Định mức đến vạch bằng dung dịch pha chuẩn trung gian (3.23.2) và bảo quản ở nhiệt độ khoảng -20 oC. Dung dịch chuẩn trung gian có thể ổn định trong vòng 1 tháng khi được bảo quản ở điều kiện này.

3.23.6   Dung dịch nội chuẩn trung gian, 50 μg/ml
Chuẩn bị 100 ml dung dịch nội chuẩn có nồng độ 50 μg/ml. Lượng dung dịch nội chuẩn gốc  thêm vào bình định mức 100 ml tối màu được xác định theo công thức sau:

Thể tích dung dịch nội chuẩn gốc cho vào bình định mức, ml =  100 ml x (50 μg/ml ÷ nồng độ dung dịch nội chuẩn gốc, μg/ml)

Định mức đến vạch bằng dung dịch pha nội chuẩn trung gian (3.23.2) và bảo quản ở nhiệt độ -20 oC cho đến khi sử dụng. Dung dịch này có thể ổn định trong khoảng 2 tháng khi được bảo quản trong điều kiện này.

3.23.7   Dung dịch chuẩn folat làm việc, 2 μg/ml
Dùng pipet lấy 1 ml dung dịch chuẩn folat trung gian (20 μg/ml) (3.23.5) và 400 µl dung dịch nội chuẩn trung gian (3.23.6) cho vào bình định mức 10 ml.
Định mức đến vạch bằng dung môi rửa giải dùng cho SPE và chuẩn folat (3.23.3), bảo quản ngay trong tủ lạnh (4.10) cho đến khi sử dụng. Chuẩn bị dung dịch trong ngày phân tích bằng UPLC-MS/MS. 
3.23.8  Dung dịch thử huyết tương chuột conjugase, 20 μg/ml axit pteroyltri-γ-glutamic (FA-glu3)

Chuẩn bị 100 ml dung dịch thử huyết tương chuột conjugase sao cho nồng độ conjugase là 20 µg/ml. Thêm một lượng dung dịch gốc conjugase vào bình định mức 100 ml tối màu, được xác định theo Công thức sau:
Lượng dung dịch enzym conjugase gốc được thêm vào bình định mức 100 ml tối màu được xác định theo công thức sau: 

Thể tích dung dịch gốc conjugase cho vào bình định mức, ml = 100 ml x (20 μg/ml ÷ nồng độ dung dịch gốc axit pteroyltri-γ-glutamic, μg/ml)

Thêm khoảng 50 ml dung dịch chuẩn trung gian folat (3.23.2) và siêu âm trong nồi cách thủy ở nhiệt độ 40 oC trong khoảng 10 min để trộn kỹ.
Định mức đến vạch bằng dung dịch chuẩn trung gian (3.23.2) và bảo quản ở nhiệt độ -70 oC cho đến khi sử dụng. Dung dịch ổn định được trong 6 tháng khi được bảo quản trong điều kiện này.

3.23.9   Dung dịch protease, 2 mg/ml
Hòa tan 0,05 g enzym protease trong 25 ml nước. Lọc qua bông thủy tinh, nếu cần và bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ từ 4 oC đến 8 oC cho đến khi sử dụng. Chuẩn bị dung dịch mới trong ngày sử dụng. Mỗi mẫu cần sử dụng 1 ml dung dịch này.
3.23.10   Dung dịch α-amylase, 20 mg/ml
Hòa tan 0,5 g enzym α-amylase trong 25 ml nước. Bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ từ 4 oC đến 8 oC cho đến khi sử dụng. Chuẩn bị dung dịch mới trong ngày sử dụng. Mỗi mẫu cần 1 ml dung dịch này.

3.23.11   Huyết tương chuột conjugase
Huyết tương chuột được cung cấp ở dạng đông lạnh đựng trong các bình chứa chống đông liti/heparin. Sau đó được rã đông trong tủ hút.

Chuyển vào ống ly tâm 50 ml (không vô trùng) và ly tâm với tốc độ 5 500 r/min (7280g) trong 20 min ở nhiệt độ 4 oC.

Chuyển 4 ml dịch trong vào các ống ly tâm 15 ml để bảo quản. Đậy ngay nắp và bảo quản ở nhiệt độ (70 oC (4.11).
Trong quá trình phân tích, chỉ sử dụng một lượng nhỏ enzym conjugase đã rã đông. Tránh rã đông và tái cấp đông conjugase. 

Trong khoảng 3 tháng, kiểm tra hoạt tính của huyết tương chuột conjugase bằng cách phân tách axit folic polyglutamat thành axit folic monoglutamat. Chi tiết xem 6.2 và 7.3.
Hoạt tính của huyết tương chuột conjugase, được tính theo % chuyển hóa của 3 μg pteroyltri-γ-L-glutamate (FA-glu3) thành axit folic phải đạt ≥ 95 % khi đó huyết tương chuột mới được sử dụng.

3.24  Dung dịch đệm chiết, đệm phosphat 10 mM, axit ascorbic 1 %, pH 6,0
Cân chính xác 1,4 g Na2HPO4 (3.13) cho vào cốc 1000 ml. Thêm 10 g axit ascorbic (3.21) và khoảng 700 ml nước khử. Khuấy trên đĩa khuấy từ cho đến khi hòa tan hoàn toàn.
Chỉnh pH bằng axit phosphoric (3.22) và/hoặc bằng natri hydroxit 10 M (3.16) đến pH 6,0.
Chuyển vào bình định mức 1000 ml và thêm nước đến vạch. Chuẩn bị dung dịch mới trong ngày sử dụng.

3.25   Pha động UPLC, dung dịch đệm amoni format 10 mM, pH 2,8

Cân chính xác 70,5 mg amoni format (3.17) và chuyển vào cốc 1000 ml. Thêm khoảng 700 ml nước và khuấy trên đĩa khuấy từ để hòa tan. 
CHÚ THÍCH: Không nên pha nồng độ amoni format quá 10 mM vì có thể ảnh hưởng không tốt tới hiệu năng của khối phổ.
Chỉnh pH đến 2,8 bằng axit formic (3.18) hoặc amoni hydroxit (3.12)
Chuyển vào bình định mức 1000 ml và thêm nước đến vạch. Lọc qua màng lọc 0,22 µm vào bình chứa pha động. Tráng rửa bình chứa (không rửa bằng chất tẩy rửa) và dung dịch đã chuẩn bị này được sử dụng trong vòng 30 ngày.
4   Thiết bị, dụng cụ

Sử dụng các thiết bị, dụng cụ phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:
4.1   Máy đo pH
4.2   Hệ thống sắc ký lỏng siêu hiệu năng UPLC

4.3   Detector khối phổ

4.4   Cột UPLC, ví dụ: HSS T3, 2,1 x 150 mm, cỡ hạt 1,8 µm.
4.5   Bộ bơm chân không SPE 96 giếng
4.6   Cột chiết pha rắn, ví dụ: SPE X-AW, 60 mg, đĩa 96 giếng, polime WAX 33 µm.
4.7   Bình thu nhận SPE 96 giếng.
4.8   Lọ đựng mẫu có nắp đậy có đục lỗ.
4.9   Bình thu hồi 12 giếng. 
4.10   Tủ lạnh, có khả năng làm lạnh đến 4 oC, có bộ phận chống cháy nổ.
4.11   Tủ đông, có thể làm đông đến (70 oC, có bộ phận chống cháy nổ.
4.12   Nồi cách thủy có bộ phận lắc.
4.13   Máy ly tâm, có thể đạt được tốc độ 2 000 r/min.
4.14   Ống ly tâm, dung tích 50 ml.
4.15   Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,1 mg.
4.16   Máy Votex.
4.17   Pipet có 12 đầu tip hoặc pipet tự động.
5   Lấy mẫu
Việc lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này.

Mẫu phòng thử nghiệm nhận được phải đúng là mẫu đại diện và không thay đổi trong suốt quá trình vận chuyển hoặc bảo quản.
6   Chuẩn bị mẫu thử

Đảm bảo rằng tất cả các mẫu được đồng nhất hoàn toàn trước khi cân (tham khảo Bảng A.1 về biểu đồ mẫu thử).
Chuẩn bị huyết tương chuột conjugase như trong 3.23.11.
7   Cách tiến hành
Dùng cân (4.15) cân một lượng mẫu thích hợp đã đồng nhất (tham khảo Bảng A.1), chất chuẩn (RM), chính xác đến 0,1 mg, cho vào ống ly tâm 50 ml (4.14) và ghi lại chính xác khối lượng cân. Chuẩn bị một ống ly tâm 50 ml khác không chứa mẫu làm phép thử enzym trắng.

Thêm 100 µl dung dịch nội chuẩn trumg gian 50 μg/ml (3.23.6) (thêm 5 µg nội chuẩn axit 13C-folic (3.2) vào mẫu) vào mỗi ống ly tâm.
Thêm 10 ml dung dịch đệm chiết (đệm phosphat 10 mM, pH 6,0 chứa 1% axit ascorbic) (3.24). Lắc  trộn trên máy trộn Votex (4.16).
Lắc trong nồi cách thủy có bộ phận lắc (4.12) ở 50 oC trong 30 min sau đó làm nguội đến nhiệt độ phòng.
Để kiểm tra hiệu lực của enzym conjugase huyết tương chuột, sử dụng 150 µl dung dịch thử huyết tương chuột (pteroyltri-γ-glutamate 20 µg/ml) (3.23.8) vào ống ly tâm 50 ml có chứa mẫu đồng nhất.
Thêm 100 µl dung dịch nội chuẩn trung gian (3.23.6) (thêm 5 µg nội chuẩn axit 13C-folic (3.2) vào  mẫu). Thêm 10 ml dung dịch đệm chiết mẫu (đệm phosphat 10 mM, pH 6,0, chứa 1% axit ascorbic) (3.24). Lắc  trộn trên máy trộn Votex (4.16).

Lắc trong nồi cách thủy có bộ phận lắc (4.12) ở 50 oC trong 30 min sau đó làm nguội đến nhiệt độ phòng.
Thêm 1 ml dung dịch enzym protease (3.10) vào mỗi ống ly tâm, đậy nắp, lắc trộn đều và ủ 3 h trong nồi cách thủy (4.12) ở nhiệt độ 37 oC.

Bất hoạt enzym protease bằng cách đặt mẫu trong nồi cách thủy đun sôi (100 oC) trong khoảng 5 min và lắc. Sau khi bất hoạt enzym, làm nguội mẫu tới nhiệt độ phòng.
Thêm 1 ml dung dịch enzym α-amylase (3.9) vào mỗi ống ly tâm và ủ trong nồi cách thủy (4.12) ở             37 oC trong 2 h.

Thêm 300 µl huyết tương chuột conjugase (3.11) vào mỗi ống ly tâm, đậy nắp và ủ 22 h trong nồi cách thủy (4.12) ở nhiệt độ 37 oC.
Sau 22 h, bất hoạt enzym bằng cách đặt mẫu trong nồi cách thủy đun sôi (100 oC) trong khoảng 5 min. Làm nguội đến nhiệt độ phòng.
Ly tâm trong máy ly tâm (4.13) ít nhất 5 phút, ở nhiệt độ phòng.
Lọc dịch trong qua màng lọc 0,45 µm vào một giếng của bình thu hồi 12 giếng (4.9) (tham khảo Bảng A.1) về lượng dịch lọc thích hợp). Lặp lại với từng mẫu và chú ý lọc mẫu vào các giếng theo đúng thứ tự.
Cài đặt bộ bơm SPE gồm 96 giếng (4.5) nối với hệ thống chân không thấp. 
Để bình chứa nước thải vào đúng vị trí.
7.1   Điều kiện hấp thụ SPE
Thêm 1 ml metanol (3.14) vào mỗi giếng (sử dụng pipet có 12 đầu tip hoặc một pipet tự động (4.17), nếu có sẵn).
Bật bơm chân không thấp, để dung môi (metanol) ổn định và rửa giải với tốc độ khoảng 2 ml/min đến  5 ml/min.
Lặp lại bằng cách thêm 1 ml metanol.
Trước khi hấp thụ cột SPE khô hoàn toàn, lặp lại quy trình với nước (2 ml nước trong phần 1 ml).
Trước khi chất hấp thụ dung môi được làm khô hoàn toàn, tắt bơm chân không bằng cách mở van kiểm soát trên bộ bơm.
Thực hiện cẩn thận để tránh hấp thụ đến khô của dung môi để kéo dài trong một khoảng thời gian. Kiểm tra và đổ bình thải thường xuyên để tránh bị tràn.
7.2   Nạp mẫu vào cột hấp thụ SPE

Van của bộ bơm được mở hoàn toàn, thêm dịch chiết đã lọc vào các giếng.
Tham khảo Bảng A.1 cho lượng dịch chiết đã lọc thích hợp được thêm vào mỗi giếng. (Chia thành các phần. Dung tích của mỗi giếng là 2 ml).
Rửa giải với tốc độ khoảng 2 ml/min. Cẩn thận để tránh làm khô hoàn toàn chất hấp thụ trong một thời gian dài.
7.3   Rửa chất hấp thụ SPE
Mở van của bộ bơm ở vị trí ¾, thêm 1 ml nước vào mỗi giếng. Lặp lại hai lần mỗi lần 1 ml nước, rửa giải với tốc độ khoảng 3 ml/min đến 5 ml/min.
7.4    Rửa giải chất phân tích từ chất hấp thụ

Mở hết van của bộ bơm, đổ bình nước thải và thay bằng bình thu nhận 96 giếng (4.7). (Cần đảm bảo các bình thu nhận thẳng hàng với đĩa SPE 96 giếng).
Nạp vào mỗi giếng 2 ml dung môi rửa giải qua SPE và dung dịch chuẩn folat (metanol chứa 10 % axit formic và 1 % axit ascorbic) (3.23.3).
Trọng lượng cho phép để rửa giải chất hấp thụ vào bình thu nhận. (chân không rất thấp thuận lợi cho quá trình rửa giải nhưng tốc độ dòng chảy không được quá 1 ml/min)
Khi quá trình rửa giải kết thúc, tắt bơm bơm chân không thấp và tháo bình thu nhận 96 giếng khỏi bộ bơm.

Chuyển dung dịch rửa giải từ các giếng vào các lọ đựng mẫu (4.8) để phân tích UPLC-MS/MS.

CHÚ THÍCH: Khi chuyển mẫu vào lọ đựng mẫu cần dán nhãn cẩn thận.
Nhãn của lọ đựng “chuẩn” đổ đầy dung dịch chuẩn phân tích folat. Nhãn của lọ đựng “mẫu trắng” đổ đầy dung môi dùng để rửa giải SPE và pha chuẩn folat (metanol chứa axit formic 10 % và axit ascorbic 1 %) (3.23.3). Chuẩn bị 2 lọ đựng mẫu RM (hoặc mẫu NIST SRM 1846). Lọ đựng mẫu đầu tiên được phân tích đầu tiên và lọ đựng mẫu thứ hai được phân tích ngay sau đó.
7.5   Chuẩn bị hệ thống UPLC và detector khối phổ để phân tích
Đặt bộ lấy mẫu tự động vào bộ lấy mẫu UPLC có các lọ đựng mẫu.
Phân tích mẫu sử dụng phương pháp được cài đặt (tham khảo Bảng A.2 đến Bảng A.5). 
Kiểm tra tất cả pic được ghi nhận được và diện tích pic nội chuẩn không gây nhiễu đến các pic khác  (Diện tích pic nội chuẩn tương tự diện tích của mẫu kiểm soát RM hoặc NIST). Phân tích lại các mẫu có khối lượng nhỏ hơn nếu nghi ngờ có nhiễu.
8   Tính kết quả

8.1   Xác định hệ số đáp ứng (RF) đối với các vitamin folat so với chất nội chuẩn axit 13C-folic trên hệ thống UPLC-MS/MS. Các hệ số RF được xác định cho từng ion con (hai ion con cho một phép phân tích).
Tính hệ số RF, F, để phân tích sử dụng ion con khối phổ qui định (Tham khảo Bảng A.5), theo Công thức sau:
                                        
[image: image1.wmf]i

2

1

1

2

x

x

x

x

)

(1

H

S

W

C

A

P

C

A

P

F

-

-

=


Trong đó:    
PA1   là diện tích pic của chất nội chuẩn trong dung dịch chuẩn;
PA2   là diện tích pic của ion con phân tích trong dung dịch chuẩn;
C1    là nồng độ của chất nội chuẩn trong dung dịch chuẩn;
C2    là nồng độ của chất phân tích trong dung dịch chuẩn;
W    là hàm lượng nước đo được xác định bằng phương pháp Karl Fisher, tính bằng phần trăm, (%);
S    là phần canxi trong chuẩn muối canxi folat, tính bằng phần trăm, (%) (xem chú thích);
Hi   là hàm lượng chất khô của chất phân tích i nêu trong giấy chứng nhận phân tích (% độ tinh khiết HPLC).
CHÚ THÍCH: Chỉ áp dụng cho 5-formyltetrahydrofolat và 5-methyltetrahydrofolat. Phần trăm muối Ca là 7,84 % và 8,06 %. Phần trăm canxi = Khối lượng phân tử canxi ÷ khối lượng phân tử muối canxi folat x 100

8.2  Xác định nồng độ của vitamin folat trong mẫu, C, tính bằng microgam trên 100 g (nồng độ được tính cho từng ion con sử dụng hệ số đáp ứng tương ứng), theo Công thức sau:
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Trong đó: 
PA2   là diện tích pic của vitamin folat trên sắc ký đồ mẫu;
PA1   là diện tích pic của chất nội chuẩn trên sắc ký đồ mẫu;
W1   là khối lượng của chất nội chuẩn được thêm vào mẫu trước khi chiết, tính bằng microgam (µg);
W2   là khối lượng của mẫu, tính bằng gam (g);
F     là hệ số RF của các vitamin folat sử dụng các ion con tương ứng (tham khảo Bảng A.4);
100   là chuyển đổi nồng độ của folat thành μg/100 g.
8.3  Xác định nồng độ của vitamin folat trong mẫu thử, Cfa, tính bằng microgam trên 100 g, biểu thị theo axit folic, theo Công thức sau:
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Trong đó: 

PA1    là diện tích pic của chất nội chuẩn trên sắc ký đồ mẫu;
PA2     là diện tích pic của vitamin folat trên sắc ký đồ mẫu;
W1      là khối lượng của chất nội chuẩn được thêm vào mẫu trước khi chiết, tính bằng microgam (µg);
W2   là khối lượng mẫu, tính bằng gam (g);
F   là  hệ số RF của vitamin folat từ công thức tính trong 8.1;
100   chuyển đổi nồng độ của vitamin folat thành µg/100 g.
FW​1   là khối lượng phân tử của axit folic;

FW​2   là khối lượng phân tử của vitamin folat dạng axit tạo thành.
Muối folat chuyển đổi thành axit folic tự do = (FW của vitamin muối folat – FW của muối) + 2 = FW vitamin folat dạng axit tạo thành. Tham khảo Bảng A.6.
8.4   Nồng độ folat tổng số có mặt trong mẫu phân tích là tổng của các vitamin folat (8.2) hoặc vitamin folat tính theo axit folic (8.3), CT, khi sử dụng phép thử trắng, tính theo Công thức sau:
                    CT = [(5-CH3-THF) + (5-CHO-THF) + (THF) + (FA) + (10-CHO-FA) + (10-CH3-FA)] – B

Trong đó:
        B   là hàm lượng folat tổng có trong phép thử trắng.
8.5  Đối với các phép thử hiệu năng của enzym conjugase, tính hệ số chuyển đổi của polyglutamat thành monoglutamat theo huyết tương chuột conjugase, A, tính bằng phần trăm khối lượng, theo Công thức sau:
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Trong đó: 

PA(FA)   là diện tích pic của pic axit folic sau khi có phản ứng chuyển đổi;
PA(IS)    là diện tích pic của pic nội chuẩn sau khi có phản ứng chuyển đổi;
B     là số microgam chất nội chuẩn được thêm vào;
F    là hệ số RF cho axit folic theo 8.1;
441,3   là khối lượng phân tử của axit được dùng để chuyển đổi microgam (μg) của axit folic thu được thành micromole (μmol) để so sánh, tính bằng microgam trên micromole (μg/μmol);
0,0042882   là số micromole (μmol) của pteroyltri-γ-glutamat (FA-glu3) thu được từ việc chuyển đổi microgam (μg) của “dung dịch thử huyết tương chuột” thành micromole (μmol) để so sánh, nghĩa là 0,15 ml x 20 μg/ml/699,2 μg/μmol; trong đó: 699,2 μg/μmol là khối lượng phân tử của FA-glu3;
 100  Chuyển đổi thành phần trăm.
9   Báo cáo thử nghiệm

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

a) mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử;
b) phương pháp lấy mẫu, nếu biết;

c) phương pháp thử, viện dẫn tiêu chuẩn này;

d) mọi điều kiện thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này hoặc được xem là tùy chọn, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả;

e) kết quả thử nghiệm thu được.

Phụ lục A
(Tham khảo)
Bảng A.1 ( Biểu đồ mẫu thử 

	Ước lượng hàm lượng folat tổng µg/100g
	Khối lượng mẫu sử dụng        (± 10 %) 
g
	Lượng chất nội chuẩn thêm vào 
µg
	Lượng dung dịch đệm thêm vào 
ml
	Lượng dung dịch mẫu nạp lên        cột SPE 
ml

	≥ 5, < 10
	2,0
	5
	10
	10

	từ 10 đến khoảng 20 000
	1,0
	5
	10
	5 đến 10

	> 20 000 đến                 < 20 0000
	0,1
	5
	10
	5

	> 20 0000 đến               < 20 00000
	0,1
	10
	10
	1đến 2

	Nền mẫu gây nhiễu nội chuẩn (ngũ cốc, bột mì, cám, bột xay thô)
	0,1
	5
	10
	5 đến 10


Bảng A.2 ( Cài đặt thông số phương pháp

	Thông số
	Giá trị

	Kênh A1
	Amoni format 10 mM, pH 2,80

	Kênh B1
	Metanol 100 %

	Giới hạn áp suất
	Thấp = 0 psi, cao hơn = 15000 psi

	Rửa seal
	5,0 min

	Nhiệt độ buồng cột
	40 oC

	Nhiệt độ buồng mẫu
	8 oC

	Lựa chọn vòng mẫu
	Vòng mẫu có kim tiêm mẫu, vòng ngoài  = 1,00 min

	Dung môi rửa
	Yếu = nước (600 µl), mạnh = nước : metanol (tỷ lệ 50 : 50)  (1000 µl)

	Cột phân tích
	Cột UPLC HSS T3 (150 mm x 2,1 mm, 1,8 µm)

	Thể tích bơm
	2 µl (mẫu phân tích), 5 µl (mẫu trắng)


Bảng A.3 ( Phương pháp tune MS/MS

	Thông số
	Giá trị

	Điện áp mao quản, kV
	3,00

	Điện áp cone, V
	22

	Etractor, V
	5

	Thấu kính RF, V
	0,0

	Nhiệt độ nguồn, oC
	120

	Nhiệt độ hóa hơi, oC
	300

	Tốc độ khí hóa hơi, L/h
	700

	Con, L/h
	60


Bảng A.4 ( Chương trình gradient

	Thời gian 
min
	Tốc độ dòng ml/min
	% kênh A
	% kênh B
	Đường chuẩn

	Bắt đầu
	0,200
	99,9
	0,1
	

	1,00
	0,200
	99,9
	0,1
	6

	8,00
	0,200
	0
	100
	6

	9,00
	0,200
	0
	100
	6

	9,10
	0,200
	99,9
	0,1
	6

	12,0
	0,200
	99,9
	0,1
	6


Bảng A.5 ( Sự phân mảnh của các folat
	Chất phân tích
	Mảnh ion mẹ
m/z
	Mảnh ion con
m/z
	Thế va chạm
V

	Tetrahydrofolat
	446,5
	299,3
	20

	
	
	166,1
	

	5-Methyltetrahydrofolat
	460,4
	313,3
	22

	
	
	180,1
	35

	Axit 10-formylfolic
	470,4
	295,0
	21

	
	
	323,1
	

	5-formyltetrahydrofolat
	474,3
	327,3
	20

	
	
	208,0
	

	Axit folic
	442,3
	295,3
	20

	
	
	175,9
	

	Axit 13C-folic
	447,3
	295,3
	20

	
	
	269,4
	

	Axit 10-metylfolic
	456,5
	309,2
	27

	
	
	176,2
	


Bảng A.6 ( Khối lượng phân tử của các folat
	Chất phân tích 
	Viết tắt
	FWa

	Muối canxi (6R,S)-5-metyl-5,6,7,8-tetrahydrofolic axit
	5-CH3-THF
	497,5

	Muối canxi (6S)-5-formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolic axit
	5-CHO-THF
	511,5

	Axit (6S)-5,6,7,8-tetrahydrofolic 
	THF
	445,4

	Axit folic
	FA
	441,4

	Axit 10-formylfolic 
	10-CHO-FA
	469,4

	Axit 10-metylfolic
	10-CH3-FA
	455,4

	 Axit 13C-folic 
	13C-FA (IS)
	446,4

	a   FW   khối lượng phân tử, dalton.
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