PHU LUC 10.22 DINH LONG VITAMIN D

PHUONG PHAP SAC KY LONG

Quy trinh sac ky Idng sau day dwoc ap dung cho dinh lweng vitamin D khi 1a dwoc chét, 1& mét thanh
phan trong thwc pham bd sung, hodc 1a mét thanh phan trong cac dang bao ché cé trong dwoc dién.
Trong qua trinh dinh lwgng vitamin D, phai bdo vé cac dung dich hodc dan xuét tlr dung dich thir, dung
dich chuén tranh khéng khi va anh sang bang cach st dung khi tro’ va thay tinh mau.

Trong cac quy trinh dwéi day, st dung vitamin D (cholecalciferol hodc ergocalciferol) lam chuén phai
phu hop vé&i dang héa hoc da néu trong cong thirc bao ché ctia san pham.

Quy trinh 1

Quy trinh 1 bao-gdm qua trinh chuan bi mau khéng can diéu chinh pH; sir dung dimethyl sulfoxid dé
hoa tan cac ta dwoc trong mau; sau d6 chiét 16ng - Idng bang hexan va s dung sac ky pha thuan voi
cot nhdi pha tinh aminopropyl-silan. S& dung quy trinh 1 dé& xac dinh vitamin D I& thanh phan don 1&
hodc két hop véi cac vitamin va khoang chéat khac trong cdng thirc bao ché.

Trwr khi €6 chi dan khac trong chuyén luan riéng, dung dich chuén, dung dich thtr va dung dich phu hop
hé théng dwoc chuan bi nhu sau:

Pha‘dbéng: n-hexan-isopropanol (99 : 1).

Dung dich chudn: Dung dich chira 2 pg/ml cholecalciferol chudn hodc ergocalciferol chuan trong n-
hexan (TT).

Dung dich pht hop hé théng: Bun ndng mot thé tich dung dich chudn & 60 °C trong 1 h d& ddng phan
héa mét phan vitamin D (cholecalciferol ho&c ergocalciferol) thanh tién chat twong (rng cla no.

Dung dijch thir véi vién nén: Nghién min it nhat 20 vién. LAy mét lwong bot vién, khéng qua 7,5 g,
twong dwong véi it nhat 0,1 mg vitamin D & dang cholecalciferol hoac ergocalciferol, vao éng ly tam cé
nap xody bang polytef. Thém khoang 2 ml dimethyl sulfoxid (TT) va khoang 3 ml n-hexan (TT) trén méi
gram bét, I&c 45 min trén may lac trong cach thiy & 60 °C (chi y: thiét 1ap may lac phai ddm bao céac
bng dwoc tron déu va manh dé dat d6 thu hdi chinh xac). Ly tam & téc dd 3000 r/min trong 10 min va
dung pipet chuyén 16p hexan vao binh dinh m&c. Thém 3 ml n-hexan (TT) trén mbi gram bét vao 16p
dimethyl sulfoxid, lac ky trong 5 min va dung pipet chuyén I&p hexan vao cing mét binh dinh mdc. Lap
lai qua trinh chiét nay 3 Ian nira. Pha loang dich chiét trong binh dinh mic bang n-hexan (TT) dén
vach. Pha loang dung dich thu dwoc, néu can, bang n-hexan (TT) dé thu dwoc dung dich c6 néng do
cholecalciferol hoac ergocalciferol la 2 pg/ml.

Dung dich thir véi nang: Chuyén toan bd thudc trong it nhat 20 nang vao binh chira thich hop, trén déu
va can. LAy mot lwong thubc trong nang, khéng qua 7,5 g, twong dwong véi it nhat 0,1 mg vitamin D &
dang cholecalciferol hoac ergocalciferol, vao éng ly tdm c6 nap xody bang polytef (Chu y: véi nang
gelatin cirng, cét vé nang, chuyén vé va thubc bén trong vao cbi va nghién thanh khdi ddng nhéat. Lay
mot phan lwong déng nhat, twong dwong véi it nhat 0,1 mg vitamin D & dang cholecalciferol hodc
ergocalciferol, vao 6ng ly tdm c6 nap xody bang polytef). Tién hanh tiép theo nhw dung dich thir véi
vién nén tir “Thém khoang 2 ml dimethyl sulfoxid (TT) ....”

Piéu kién séc ky:

Cot kich thwéc (15 cm x 4,6 mm) dwoc nhoi pha tinh aminopropyl-silan (NH2) (3 um).

Detector quang phd ttr ngoai d&t & buéc séng 265 nm.

Téc d6 dong: 1 ml/min.

Thé tich tiém: 100 pl.

Céch tién hanh:

Kiém tra tinh phu hop cta hé théng: Trén séc ky d6 ctia dung dich phu hop hé théng, d6 phan giai
gitra pic & dang vitamin D va pic tién chat twong ng ctia né khéng nhd hon 10. Bé léch chuén twong
dbi ca dién tich pic vitamin D thu dwoc tir 6 1an tiém 13p lai dung dich chuén khéng I6n hon 3,0 %.
Tinh ham Ilwong cholecalciferol (C27H440) hoédc ergocalciferol (C2sHa4O) trong mau thlr dwa vao dién
tich pic thu dwoc trén sac ky dd ctia dung dich chuan, dung dich th® va ham lwong C27H4O hodc
C2sH440 trong cholecalciferol chudn hodc ergocalciferol chuan va nhan véi 1,09 1 hé s hiéu chinh dé
tinh lwong tién vitamin D trung binh c6 trong dung dich thir.
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Quy trinh 2

Quy trinh 2 s dung natri bicarbonate & chat chdng oxy héa (cé sinh khi), lecithin la chét dién hoat,
dung dimethyl sulfoxide va tiép theo 1a dung dich acid sulfuric trong methanol lam méi trwérng phan tan
mau va dung 2,2,4-trimethylpentan @& chiét vitamin D khéi nén mau. St dung séc ky pha thuan véi cot
nhdi pha tinh polyvinylalcol (L24). Quy trinh nay ciing pht hop dé& xac dinh vitamin A va E cé trong
cong thirc (can diéu chinh lwong mau thty va buédc séng phat hién).

Trtr khi c6 chi dan khac trong chuyén luan riéng, dung dich chuén, dung dich thtr va dung dich phu hop
hé théng dwoc chuan bi nhw sau:

Pha ddng: n-hexan - tert-butanol (98,75 : 1,25).

Dung dich acid sulfuric 3 N trong methanol: Thém rat can than 9 ml acid sulfuric (TT) vao 80 ml
methanol (TT) trong binh dinh mtc 100 ml. D& ngudi va thém methanol (TT) dén vach.

Dung dich natri ascorbat-pyrogallol: Chuyén 10 g natri ascorbat (TT) va 5 g pyrogallol (TT) vao binh
dinh mtrc 100 ml, thém nudéc dé hoa tan. Thém 1,7 ml acid sulfuric (TT) va pha lodng dén vach bang
nuwéc.

Dung dich lecithin: Dung dich chira 5 mg/ml lecithin (TT) trong 2,2,4-trimethylpentan (TT).

Dung dich-chuén: Dung dich chtva 1 ug/ml cholecalciferol chudn hodc ergocalciferol chuén trong 2,2,4-
trimethylpentan (TT).

Dung dich phu hop hé théng: BPun ndng mét thé tich dung dich chuan & 60 °C trong 1 h dé& dbng phan
hoa mét phan vitamin D (cholecalciferol ho&c ergocalciferol) thanh tién chat twong (rng ctia no.

Dung dich thir véi vién nén: Nghién min it nhat 20 vién nén. LAy mét lwong bét vién twong dwong véi it
nhat 0,1 mg vitamin D. Thém 0,5 g natri bicarbonat (TT), 1,5 ml dung dich lecithin va 12,5 ml 2,2,4-
trimethylpentan (TT) va tron déu trén may lac xody. Thém 6 ml dung dich natri ascorbat-pyrogallol, lac
cham, va dé khi thoat ra. Tiép tuc l&c cho dén khi ngirng sinh khi, sau d6 lac thém 12 min. Thém 6 ml
dimethyl sulfoxid (TT), tron trén may I&c xody dé tao thanh hén dich va lac trong 12 min. Thém 6 ml
dung dich acid sulfuric 3 N trong methanol, tron trén may lac xody dé tao thanh hdén dich va lac trong
12 min. Thém 12,5 ml 2,2,4-trimethylpentan (TT), trén trén may lac xoay dé tao thanh hén dich va lac
trong 10 min. Ly tdm trong 10 min dé& pha v& nhi twong va lam trong phan dich phia trén. Néu can,
pha loang chinh xac mét thé tich phan dich trong phia trén vé&i 2,2,4-trimethylpentan (TT) dé thu duoc
néng dd gan véi ndng dd cltia dung dich chuan.

Dung dich thir véi nang: Can it nhat 20 nang. Dung lw®i dao séc, can than mé& nang ma khong lam méat
vé va chuyén toan bd lwong thudc bén trong vao céc c6 md 100 ml. Rira sach phan vé bang ether va
lam khé vé nang bang lubng khéng khi khd. Can vé nang réng va tinh khéi lwong cta toan bd lvong
thubc bén trong nang. L4y mét lwong thube trong nang twong dwong véi it nhat 0,1 mg vitamin D ghi
trén nhan dwdi dang cholecalciferol hoac ergocalciferol. Tién hanh tiép theo nhw dung dich thir véi vién
nén tr “ Thém 0,5 g natri bicarbonat (TT)....)

Piéu kién séc ky:

Cét kich thwéc (25 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh polyvinylalcol (L24) (5 um).

Detector quang phd tlr ngoai d&t & bwdc séng 265 nm.

Téc dd dong: 1 ml/min.

Thé tich tiém: 40 pl.

Céch tién hanh:

Kiém tra tinh pht hop cta hé théng: Trén séc ky db cla dung dich phu hop hé théng, 6 phan giai
gitra pic & dang vitamin D va pic tién chéat twong &ng cla né khéng nhd hon 4,0. D6 1éch chuan twong
dbi ctia dién tich pic vitamin D thu dwoc tir 6 1an tiém 13p lai dung dich chuan khéng I6n hon 3,0 %.
Tinh ham Iwong cholecalciferol (C27H440) hoédc ergocalciferol (C2sHa4O) trong mau thlr dwa vao dién
tich pic thu dwoc trén sic ky dd cta dung dich chuan, dung dich thtr va ham lwong Cz7H44O trong
cholecalciferol chudn hodc ham lwong C2sHa40 trong ergocalciferol chuén.

Quy trinh 3
Quy trinh 3 phu hop véi mau thir c6 ta dwoc tan hodc phan hiy trong méi trwdng kiém. Quy trinh nay
bao gdbm qué trinh xa phong héa dung dich the, sau d6 chiét 1dng-1dng bang hexan va lam sach bang
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chiét pha rén (SPE) dung hén hop methylen clorid - isopropanol (99,8 : 0,2) dé rira giai. Dung dich
chuén va dung dich th&r dwoc tién hanh cac bwdc twong tw nhau dé& bu lwong hao hut trong qua trinh
xt ly mau. Dich rira gidi sau d6 mang di bay hoi va hoa tan cén thu dwoc trong acetonitril trwéc khi
tiém mau. Dung séc ky pha dao dé tach chéat can phan tich.

Trr khi c6 chi dan khac trong chuyén luan riéng, dung dich chuan, dung dich thr va thubc thtr duwoc
chuén bj nhv sau:

Pha dong: Acetonitril - methanol (91:9).

Acid acetic lodng: Pha loang 1 thé tich acid acetic bang (TT) thanh 10 thé tich bang nuére.

Dung dich phenolphtalein: Dung dich chira 10 mg/ml phenolphtalein (TT) trong ethanol 96 % (TT).
Dung dich kali hydroxyd: Hoa tan can than 14 g kali hydroxyd (TT) trong hén hgp gém 31 ml ethanol
(TT) va 5 ml nwéce. Dung dung dich trong ngay.

Dung méi chiét.:.Methylen clorid - isopropanol (99,8 : 0,2).

Cét chiét: Cot nhdi silica voi ty 1& khdi lwong chat hap phu trén thé tich cot 1a 500 mg/2,8 ml hoac
twong dwong. Chu y: d& can bang cot, dau tién rira cot bang 4,0 ml hén hop methylen clorid-
isopropanol (4:1) trwée, sau do riva tiép bang 5,0 ml dung mai chiét, khéng dé cot kho.

Dung dich chuén géc: Dung dich chira 0,2 mg/ml cholecalciferol chudn ho&c ergocalciferol chuan trong
ethanol (TT). Dung trong vong 4 tuan sau khi pha, bao quan trong tt da.

Dung dich chuén: Pha lodng moét thé tich dung dich chuan gbc bang ethanol (TT) dé thu dwoc ndng dod
cholecalciferol chuan hoac ergocalciferol chuan la 5 pg/ml (dung dung dich thu dwoc trong ngay).
Chuyén 2,0 ml dung dich thu dwoc vao binh nén dung tich 125 ml cé nat mai.

Thém 15,0 ml nuwée va 15,0 ml dung dich kali hydroxyd, day nut va Iac 30 min trong cach thay & 60 °C.
DPé ngudi vé nhiét d6 phong va chuyén lwong chiva trong binh nén sang binh chiét dung tich 250 ml.
Thém 15,0 ml nuwéc vao binh nén, day nut, Idc manh va chuyén toan bd lwgng nwéc nay vao binh
chiét. Trang binh nén béng 60 ml n-hexan (TT) va chuyén dich trang vao binh chiét. Day nuat binh chiét,
l&c manh trong 90 s va dé yén trong 15 min dén khi cac I&p tach ra va rat bd 16p nwéc. Thém 15,0 ml
nuéc vao |ép hexan trong binh chiét, day nut va Iac manh. D& yén trong 10 min dén khi cac I1&p tach ra
va rut bd I6p nwéc. Thém 1 giot dung dich phenolphtalein va 15,0 ml nuéc vao binh chiét. Thém trng
giot acid acetic loang, vira thém vira lac déu cho dén khi I&p nwéc thanh trung tinh. D& yén trong 10
min dén khi cac |&p tach ra va rat bd Iép nwéc. Loc Iép hexan qua natri sulfat khan (TT) vao binh cau
100 ml (dung mét miéng béng nhd hé tre). Trang phéu va natri sulfat khan bang vai mililit n-hexan
(TT), va thu dich rira vao cung binh cau. Lam bay hoi hexan trong binh cau trén thiét bj c6 cét quay &
50 °C dén kho. Thém ngay 2,0 ml dung méi chiét dé hoa tan can. Chuyén dung dich nay sang cot chiét
pha rdn méi dwoc can bang xong. Trang binh cau bang 1,0 ml dung méi chiét va chuyén vao cét. Rira
giai cot bang 2,0 ml dung moi chiét, va loai bé phan nay. Tiép tuc rira giai cot bang 7,0 ml dung méi
chiét va thu dich rira gidi vao mét binh thich hop. Dat binh vao bé nuwéc dm duoc duy tri & 42°C va
lam bay hoi dung méi bang dong khi nitrogen. Thém ngay 2,0 ml acetonitril (TT) d& hoa can va st
dung dung dich thu dwoc dé tiém sac ky.

Dung dich thir cho vién nén: Nghién min it nhat 20 vién. LAy mét lwong bot vién twong dwong véi 10
ug cholecalciferol hodc ergocalciferol vao binh nén dung tich 125 ml ¢c6 nGt mai. Tién hanh tiép theo
nhw dung dich chuén ti “Thém 15,0 ml nwéce va 15,0 ml dung dich kali hydroxyd...”.

Dung djch thir cho nang: Can it nhat 20 nang. Dung lu&i dao séc, can than m& nang ma khoéng lam
mat vé va chuyén toan bd lwong thubc bén trong vao cdc cé mé 100 ml. Rira sach phan vé bang ether
va lam khé vd bang ludng khéng khi khd. Can vd nang réng va tinh khdi lwong cla toan bd lwong
thudc bén trong nang. LAy mét lwong thudc trong nang twong dwong véi 10 pg ergocalciferol hodc
cholecalciferol vao binh nén dung tich 125 ml cé nat mai. Tién hanh tiép theo nhw dung dich chuan tir
“Thém 15,0 ml nwdce va 15,0 ml dung dich kali hydroxyd...”.

Diéu kién sac ky:

Cot kich thwée (25 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh C (5 pm).

Nhiét d6 cot: 27 °C.

Detector quang phd ttr ngoai d&t & buéc séng 265 nm.

Tbc d6 dong: 0,7 ml/min.

Thé tich tiém: 15 pl.
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Céch tién hanh:

Kiém tra tinh phu hop ctia hé théng: Do léch chuan twong ddi ctia dién tich pic chinh thu dwoc tir 6 1an
tiém I&p lai dung dich chuan khéng Ién hon 4,0 %.

Tinh ham lwong cholecalciferol (C2;H440) hoédc ergocalciferol (C2sHa4O) trong mau thlr dwa vao dién
tich pic thu dwoc trén sac ky dd cla dung dich chuan, dung dich thtr va ham lwong Cz7H44O trong
cholecalciferol chudn hodc ham Itrong C2sHa40 trong ergocalciferol chuén.

Quy trinh 4

Quy trinh 4 &p dung cho c¢ac dang bao ché 16ng. Quy trinh nay bao gdm chiét Idng - 1dng bang hexan,
sau do bay hoi hexan va hoan nguyén phan con lai trong hén hop tetrahydrofuran - acetonitril (1 : 1).
Dung sac ky pha ddo dé tach chat can phan tich.

Trr khi c6 chi dan khac trong chuyén luan riéng, dung dich chuén, dung dich thtr va dung mdi pha
lodng dwoc chuénbi nhv sau:

Pha déng: Methanol - acetonitril - n-hexan (46,5 : 46,5 : 7,0).

Dung méi pha‘loadng: Tetrahydrofuran - acetonitril (1 : 1).

Dung dich chuan: Dung dich chra 5 pg/ml cholecalciferol chudn hodc ergocalciferol chuén trong dung
mdi pha loang.

Dung dich thd: Chuyén mot thé tich chinh xac mau thtr twong dwong véi 50 pg cholecalciferol hodc
ergocalciferol vao binh chiét dung tich 500 ml chiva s8n 10 ml nuéc va 20 ml ethanol (TT). Thém 150
ml ether d&du hda 50 - 70 °C (TT), day kin va lac trong 1 min. Thém tiép 150 ml ether déu héa 50 - 70
°C (TT), day kin, l&c va dé& yén cho tach I&p. Loai bd 1&p nwéc. Rut dich chiét ether ddu héa va lam
khan qua natri sulfat khan (TT) vao binh ciu dung tich 500 ml. Lam bay hoi ether dau hda trong binh
cau trén thiét bi co6 cat quay & 65 °C dén khd. Cd cat quay binh cau trén cach thiy & 65 °C dén khé.
Thém ngay 10,0 ml dung méi pha lodng, I&c xody dé hoa tan cén va loc.

Piéu kién sc ky:

S dung 2 cét kich thuwéc (25 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh C (5 um) méc ndi tiép.

Nhiét dé cét: 40 °C.

Detector quang phd tt ngoai d&t & buéc séng 265 nm.

Tbc d6 dong: 1,5 ml/min.

Thé tich tiém: 20 pl.

Céch tién hanh:

Kiém tra tinh phu hop ctia hé théng: Do Iéch chuan twong ddi ctia dién tich pic chinh thu dwoc tiv 6 1an
tiém I&p lai dung dich chuan khéng Ién hon 5,0 %.

Tinh ham lwong cholecalciferol (C27H440) hoédc ergocalciferol (C2sH4O) trong mau thlr dwa vao dién
tich pic thu dwoc trén sic ky db cta dung dich chuan, dung dich thtr va ham lwong Cz7H44O trong
cholecalciferol chudn hodc ham lwgng CzsHa4O trong ergocalciferol chudn va nhan véi 1,09 la hé sb
hiéu chinh dé tinh lwgng tién vitamin D trung binh c6 trong dung dich thir.

Quy trinh 5

Quy trinh 5 bao gébm qua trinh hoa tan vitamin D trong toluen va tiém sic ky. Quy trinh nay &p dung
cho san phdm cé nén mau don gidn, vi du nhw vitamin nguyén chét va cac nguyén liéu, khdng can xa
phong héa va tan trong toluen. Dung sac ky pha thuan dé tach chat can phan tich.

Trwr khi c6 chi dan khac trong chuyén luan riéng, dung dich chuén, dung dich thir va dung dich phu hop
hé théng dwoc chuan bi nhw sau:

Hexan da khtr nuwéc: Chudn bi cot séc ky kich thuwée, 8 cm x 60 cm, nhéi 500 g silic dung cho sac ky
kich thwéc tir 50 um dén 250 ym, dwoc hoat hda bang cach séy khdé & 150 °C trong 4 h. Cho 500 ml
hexan (TT) di qua cot sac ky va thu dich rira gidi vao binh thiy tinh cé nat mai.

Pha déng: Pha loang 3 thé tich pentanol (TT) thanh 1000 thé tich bang hexan da khir nuére.

Dung dich phu hop hé théng: Dung dich chira 250 mg vitamin D kiém tra tinh phu hop hé théng (hén
hop clia cholecalciferol va trans-cholecalciferol trong diu lac) trong 10 ml hén hop toluen - pha déng (1
: 1). Bun héi lvu dung dich nay & 90 °C trong 45 min va dé& ngudi (Chu y: Dung dich nay chira
cholecalciferol, pre-cholecalciferol va trans-cholecalciferol.
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V6i cac dung dich gbc duéi déy, dung dung cu thdy tinh c6 hoat tinh thdp, hoa tan khéng dun néng va
chuén bj cac dung dich trong ngay).

Dung dich chuén géc: Dung dich chtra 0,6 mg/ml cholecalciferol chudn hodc ergocalciferol chuén trong
toluen (TT).

Dung dich chuén: Pha loang dung dich chuan gbc bang pha dong dé thu dwoc dung dich chra 120
ug/ml cholecalciferol chuan hodc ergocalciferol chuan.

Dung dich thir géc: Dung dich chira 0,6 mg/ml cholecalciferol hodc ergocalciferol trong toluen (TT).
Dung dich thi. Pha lodng dung dich thir gbc bang pha déng dé thu dwoc dung dich chira 120 pg/ml
cholecalciferol hoac ergocalciferol.

Piéu kién séc ky:

Cét kich thuwéc (25 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh A (5 um).

Nhiét do cot: 40-°C.

Detector quang phd tt ngoai d&t & buéc séng 254 nm.

Téc d6 dong: Diéu chinh dé& dap &ng yéu cau kiém tra tinh pht hop cta hé théng.

Thé tich tiém: 5 - 10 pl.

Céch tién hanh:

Kiém tra tinh phu hop cla hé théng: Trén séc ky dd dung dich pht hop hé théng, thoi gian lwu twong
dbi so véi cholecalciferol clia pre-cholecalciferol khodng 0,4 va cla trans-cholecalciferol khoang 0,5; do
phan gidi gitra pic pre-cholecalciferol va pic trans-cholecalciferol khéng nhé hon 1,0; d6 léch chuan
twong dbi ctia dién tich pic cholecalciferol thu dwoc tiv 6 1an tiém 13p lai khéng 16n hon 2,0 %.

Tinh ham lwong cholecalciferol (C27H140) hodc ergocalciferol (C2sH140) trong mau thér dwa vao dién
tich pic thu dwoc trén sic ky dé cla dung dich chuan, dung dich thtr va ham lwong C27H44O trong
cholecalciferol chudn hodc ham lwong C2sHa4O trong ergocalciferol chuén.

Quy trinh 6

Quy trinh 6 bao gdm qua trinh hda tan mau trong pha déng va tiém séc ky. Quy trinh nay ap dung cho
cholecalciferol va ergocalciferol da dwoc hoa tan trong dau thwc vat, polysorbate 80 hodc propylen
glycol - 1a nhitng chét khdng gay twong tac dén tién chat twong tng cda vitamin D vi vay khéng anh
hwéng dén dinh lwong. St dung séc ky pha thuan véi cot nhdi pha tinh A va yéu cau phu hop hé
thdng 1a phai tach dwoc dang trans ra khaéi tién chéat ctia vitamin D.

Trr khi ¢6 chi dan khac trong chuyén luan riéng, dung dich chuan, dung dich thtr dwoc chuan bi nhw
sau:

Pha déng: Hexan - pentanol (997 : 3).

Dung dich chuéan géc: Hoa tan cholecalciferol chuan hoac ergocalciferol chuan trong toluen (TT), va
pha lodng bang pha déng dé thu dwoc dung dich c6 ndng do 50 pg/ml (dung dung dich trong ngay).
Dung dich chuén A: Pha lodng dung dich chuan géc béng pha déng dé thu dwoc dung dich cé néng dd
5 pg/ml. Bao quan dung dich & nhiét dé khéng qua 0 °C.

Dung dich chudn B: Chuyén 5,0 ml dung dich chuén géc vao binh cau cé 13p sinh han héi lwu. Loai bd
khong khi bang khi nitrogen va dun héi lwu 1 h trong cach thdy dwéi dong khi nitrogen dé thu dwoc
dung dich chira cholecalciferol va pre-cholecalciferol (hodc pre-ergocalciferol va ergocalciferol). Dé
ngudi, ding pha ddng chuy&n dan dung dich ti binh ciu vao binh dinh mirc 50 ml va thém pha dong
dén vach.

Dung dich thir. Pha lodng mét thé tich chinh xac méau thr bang pha ddng dé thu dwoc dung dich chira
5 ug/ml cholecalciferol (hoac ergocalciferol).

Diéu kién sac ky:

Cot kich thwédc (25 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh A (5 um).

Detector quang phd ttr ngoai d&t & buéc séng 254 nm.

Tbc d6 dong: 1 - 2 ml/min.

Thé tich tiém: 10 - 20 pl.

Céch tién hanh:

Kiém tra tinh phu hop ctia hé théng: Trén sic ky dd ctia dung dich chuén B, thoi gian lwu twong dbi so
v&i cholecalciferol clia pre-cholecalciferol khodng 0,4 (thdi gian lwu twong ddi so véi ergocalciferol cla
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pre-ergocalciferol khoang 0,8); d6 phan giai gitra pic pre-cholecalciferol va pic cholecalciferol khéng
nhd hon 1,0 (hoac dé phan giai gilra pic pre-ergocalciferol va pic ergocalciferol khéng nhé hon 1,0); d6
léch chuén twong dbi cta dién tich pic cholecalciferol (hodc ergocalciferol) thu dwoc tir 6 14n tiém lap
lai khong 1&6n hon 2,0 %.
Tinh hé s dap &ng cla cholecalciferol hodc ergocalciferol (F¢) theo congthirc sau:

Fc= Cg/rs
Cs: ndng dd clia cholecalciferol chuan hodc ergocalciferol chuan trong dung dich chuan A (ug/ml).
rs: dién tich pic cholecalciferol hodc ergocalciferol trén sac ky d ctia dung dich chuan A.

Tinh hé s dap (ng cta pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol (Fpre):
Tinh néng do, C's (ug/ml), ctia cholecalciferol hodc ergocalciferol trong dung dich chuan B theo coéng
thire sau:
Cs=Fcxr's
Fc: hé sb dap wng cuia cholecalciferol hodc ergocalciferol.
r’s: dién tich pic cholecalciferol hodc ergocalciferol trén sac ky dd ctia dung dich chuan B.

Tinh néngd@d, C'se (ug/ml) clia pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol theo cong thirc sau:
'pre =Cs-C's

Cs: ndng dd cholecalciferol chuén ho&c ergocalciferol chuén trong dung dich chuan A (ug/ml).

C's: nbng dd cholecalciferol hodc ergocalciferol trong dung dich chuan B (ug/ml).

Tinh hé s dap (ng cla pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol (Fpre) theo céng thirc sau:
. Fpre = 'pre/rp
C'wre: NONg d6 clia pre-cholecalciferol hoac pre-ergocalciferol (ug/ml).
r,:dién tich pic pre-cholecalciferol hoac pre-ergocalciferol trén sac ky dé ctia dung dich chuén B.

Tinh ham lwong phan trdm cholecalciferol (C27H440) hodc ergocalciferol (C2sHa4O) trong mau thir theo
cbng thirc sau:
Ham lwong phan tram = {[(Fc % rc) + (Fpre * rore))/Cu} * 100
Fc: hé sb dap ing cuia cholecalciferol hodc ergocalciferol.
rc: dién tich pic ctia cholecalciferol hodc ergocalciferol trén sac ky dé cia dung dich thir.
Fure: hé sb dap tng clia pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol.
rore: dién tich pic ctia pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol trén s&c ky db ctia dung dich thir.
Cu: nbng do theo ly thuyét ctia cholecalciferol hodc ergocalciferol trong dung dich thir (ug/mi).

Quy trinh 7

Quy trinh 7 bao gém qua trinh xa phong héa mau thi, sau d6 chiét 16ng - 16ng bang hén hop ether -
ether dau hda, lam bay hoi ether - ether du hda va hoa tan cn trong hén hop toluen - pha dong (1 :
4). Quy trinh nay ap dung cho dung dich trong dau va vién nang chira dung dich vitamin D trong dau
(dau nay khoéng co tac dong dén tién chéat twong (ng cla vitamin D vi vay khéng anh huéng dén dinh
lwong). St dung séc ky pha thuan véi cot nhdi pha tinh A va yéu cau phu hop hé théng 1a phai tach
dwoc dang trans ra khai tién chét ctia vitamin D.

Trr khi c6 chi dan khéac trong chuyén luan riéng, dung dich chuan, dung dich thr va thubc thir dwoc
chuén bi nhw sau:

Hexan da khir nuwéc: Chudn bi cot séc ky kich thuwée, 8 cm x 60 cm, nhéi 500 g silic dung cho sac ky
kich thwéc tir 50 um dén 250 ym, dwoc hoat hda bang cach séy khdé & 150 °C trong 4 h. Cho 500 ml
hexan (TT) di qua cot séc ky va thu dich rira gidi vao binh thiy tinh cé nat mai.

Pha déng: Pha loang 3 thé tich pentanol (TT) thanh 1000 thé tich bang hexan da khir nuée(TT).

Dung djch butyl hydroxytoluen: Dung dich chira 10 mg/ml butyl hydroxytoluen (TT) trong hexan dung
cho séc ky (TT).

Dung dich kali hydroxyd trong nwéc: Dung dich chira 1 g/ml kali hydroxyd (TT) trong nwéc méi dun soi
(str dung dung dich trong ngay).
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Dung dich kali hydroxyd trong ethanol: Hoa tan 3 g kali hydroxyd (TT) trong 50 ml nwéc méi dun séi.
Thém 10 ml ethanol 96 % (TT) va pha lodng thanh 100 ml bang nuéc méi dun séi (st dung dung dich
trong ngay).

Dung dich natri ascorbat: Dung dich chira 175 mg/ml acid ascorbic (TT) trong dung dich natri hydroxyd
1 M (TT) (str dung dung dich trong ngay).

Dung dich natri sulfid: Hda tan 12 g natri sulfid (TT) trong 20 ml nwéc va pha lodng thanh 100 ml bang
glycerin (TT).

Dung dich chuén géc: Dung dich chira 0,5 mg/ml ergocalciferol chuin hodc cholecalciferol chuén trong
toluen (TT) (st dung dung dich trong ngay).

Dung dich chuén A:'Pha loang dung dich chuan gbc bang pha déng dé thu dwoc dung dich cé néng dd
20 uyg/ml (Bao quan dung dich & nhiét dé khéng qua 0°C).

Dung dich chuén B: Chuyén 4 ml dung dich chuén géc vao binh cau cé lap sinh han héi lwu va thém 2
hoéc 3 tinh thé butyl hydroxytoluen (TT). Loai bd khéng khi bang khi nitrogen va dun héi lwu trong céach
thdy & 90 °C trong 45 min dwdi anh sang diu va khi nitrogen dé thu dwoc dung dich chtra vitamin D va
tién chat cla vitamin D. P& ngudi, diung pha dong chuyén dan dung dich t&¥ binh ciu vao binh dinh
mtrc 100 ml va thém pha déng dén vach.

Dung.dich phu hop hé théng: Can chinh xac 100 mg vitamin D kiém tra tinh pht hop hé théng (hén
hop'cta cholecalciferol va trans-cholecalciferol trong dau lac) vao binh dinh mirc 10 ml. Thém hén hop
toluen - pha déng (1 : 4) dén vach va trén déu. Bun héi lwu mét phan dung dich nay & 90 °C trong 45
min va dé& nguoi.

Dung dich thd~: LAy it nhat 10 nang, thém hén hop gém 10 ml dung dich natri ascorbat va 2 giot dung
dich natri sufid va dun héi lwu trén cach thay trong 10 min. Sau d6 nghién nat bat ky chéat rdn nao con
lai béng dia thay tinh va tiép tuc dun trong 5 min. D& ngudi va thém 25 ml ethanol 96 % (TT) va 3 ml
dung dich kali hydroxyd trong nwé&c. Bun héi lwu hén hop trén cach thdy trong 30 min. Lam ngudi
nhanh dui voi nwéc chdy va chuyén hdn hop da xa phong héa sang binh chiét hinh nén. Trang binh
xa phong héa 2 lan, méi lan v&i 15 ml nude, sau do trang tiép bang 10 ml ethanol 96 % (TT) va cubi
cung 1a 2 1an, méi lan vé&i 50 ml ether (TT) (St dung ether trong vong 24 h sau khi mé& nép). Chuyén
toan bo dich trang binh vao binh chiét va lac manh trong 30 s, d& yén cho dén khi ca hai I&p trong
(binh chiét 1).

Chuyén pha nwdc sang binh chiét thi hai (binh chiét 2), thém hén hop gbm 10 ml ethanol 96 % (TT)
va 50 ml ether dau héa 50 - 70 °C (TT) va l&c manh. D& yén cho tach I&p, chuyén pha nwéc sang binh
chiét mai (binh chiét 3) va chuyén pha ether dau héa sang binh chiét 1. Trang binh chiét 2 hai lan, méi
lan v&i 10 ml ether déu héa 50 - 70 °C (TT) va chuyén toan bd dich trang ether dau héa nay vao binh
chiét 1. Lac pha nwéc trong binh chiét 3 véi 50 ml ether ddu hda 50 - 70 °C (TT) va chuyén pha ether
dau hda vao binh chiét 1.

Rlra phan dich chiét ether - ether dau hda trong binh chiét 1 ba 1an, méi lan bang cach lac manh véi 50
ml dung dich kali hydroxyd trong ethanol va sau dé rira tiép v&i 50 ml nuée bang cach l1ac manh cho
dén khi nwéce riva cudi cung trung tinh véi phenolptalein.

Dé loai hét nhirng giot nwdc con lai trong dich chiét ether - ether dau héa, thém 2 dai gidy loc dai 9 cm
vao binh chiét 1 va I&c. Chuyén dich chiét ether - ether dau hda da rira sach vao binh cau, trang binh
chiét 1 va gidy bang ether ddu héa 50 - 70 °C (TT). Chuyén dich trang ether dau hda, vao cting binh
cau, thém 100 pl dung dich butyl hydroxytoluen va trén déu. C6 quay trong chan khéng, trong ndi cach
thdy & nhiét dd khéng quéa 40 °C dén khd. Lam ngudi binh cau dwai voi nwédc chay va dua nitrogen vao
dé phuc héi ap suét. Ngay lap tirc, hoa tan can trong mot thé tich chinh xac hén hop toluen - pha dong
(1 : 4) @& thu dwoc ndng do vitamin D khoang 25 pg/ml.

Piéu kién sac ky:

Cot kich thwée (25 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh A (5 um).

Detector quang phé t&r ngoai dét & bwéc séng 254 nm.

Téc d6 dong: 1 - 2 ml/min.

Thé tich tiém: 10 - 20 pl.

Céch tién hanh:

Tién hanh séc ky dung dich phu hop hé théng, dung dich chudn A, B va dung dich thir.
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Kiém tra tinh phi hop cta hé thdng: Trén sic ky db cta dung dich phu hop hé théng, thoi gian lwu
twong dbi so v&i cholecalciferol ctia pre-cholecalciferol khoang 0,4 va cla trans-cholecalciferol khodng
0,5; d6 phan giai gitra pic pre-cholecalciferol va pic trans-cholecalciferol khong nhé hon 1,0; dé léch
chuén twong dbi ctia dién tich pic cholecalciferol khéng 1&n hon 2,0 %.
Tinh hé s dap &ng cla cholecalciferol hodc ergocalciferol (Fp) theo congthirc sau:

Fp= Cg/rs
Cs: ndng dd clia cholecalciferol chuan hodc ergocalciferol chuan trong dung dich chuan A (ug/ml).
rs: dién tich pic cholecalciferol hodc ergocalciferol trén sac ky d ctia dung dich chuan A.

Tinh hé s dap (ng cta pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol (Fpre):
Tinh néng d6 cla cholecalciferol hodc ergocalciferol, C's (ug/ml), trong dung dich chuan B theo cong
thire sau:
Cs=Fpxr's
Fp: hé sb dap &ng cuia cholecalciferol hodc ergocalciferol.
r’s: dién tich pic cholecalciferol hodc ergocalciferol trén sac ky dd ctia dung dich chuan B.

Tinh néng-dd cuia pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol, C'ye (ug/ml), theo congthirc sau:
'pre =Cs-C's

Cs: ndng dd cholecalciferol chuén ho&c ergocalciferol chuén trong dung dich chuan A (ug/ml).

C's: nbng dd cholecalciferol hodc ergocalciferol trong dung dich chuan B (ug/ml).

Tinh hé s dap (ng cla pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol (Fpre) theo cdngthirc sau:
. Fpre = 'pre/rp
C'wre: NONg d6 clia pre-cholecalciferol hoac pre-ergocalciferol (ug/ml).
rp: dién tich pic pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol trén sc ky dé ctia dung dich chuén B.

Tinh ham lwong phan trdm cholecalciferol (C27H440) hodc ergocalciferol (C2sHa4O) trong mau thir theo
cbng thirc sau:
Ham lwong phan tram = {[(Fp % rc) + (Fpre * rore))/Cu} * 100
Fp: hé sb dap &ng cuia cholecalciferol hodc ergocalciferol.
rc: dién tich pic ctia cholecalciferol hodc ergocalciferol trén séc ky dé cia dung dich thir.
Fure: hé sb dap tng clia pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol.
rore: dién tich pic ctia pre-cholecalciferol hodc pre-ergocalciferol trén s&c ky dd ctia dung dich thir.
Cu: nbng do theo ly thuyét clia cholecalciferol hodc ergocalciferol trong dung dich thir (ug/ml).

Quy trinh 8

Quy trinh 8 phu hop dé xac dinh cholecalciferol trong dau hoac chat nén béo. Quy trinh nay bao gém
hai hé théng sac ky, mot dé& lam sach mau va mét dé dinh lwong vitamin D. Cac dung dich chuén, dung
dich chuén néi va dung dich thtr dworc xa phong hda, sau dé chiét Idng-1dng véi hdn hop ether - hexan
(1:1). Lam bay hoi dich chiét va hoan nguyén trong dung dich butyl hydroxytoluen.

Trtr khi c6 chi dan khac trong chuyén luan riéng, dung dich chuan, dung dich thtr, dung dich chuén noi
va thuéc thtr dwoc chuén bi nhw sau:

Hexan da khir nuéce: Chuén bi cot séc ky kich thwde 8 cm x 60 cm, nhéi 500 g silic dung cho sac ky
kich thuwéc tlr 50 pym dén 250 um, dwoc hoat héa bang cach sdy khé & 150 °C trong 4 h. Cho 500 ml
hexan (TT) di qua cot sac ky va thu dich rira gidi vao binh thiy tinh cé nat mai.

Dung dich A: Pentanol - hexan da khir nwéc (3 : 997).

Dung dich B: Acetonitril - nuéc - acid phosphoric (96 : 3,8 : 0,2).

Dung dijch butyl hydroxytoluen: Dung dich chira 10 mg/ml butyl hydroxytoluen (TT) trong hexan dung
cho séc ky (TT).

Dung dich kali hydroxyd trong nwéc: Hoa tan 800 g kali hydroxyd (TT) trong 1000 ml nwéc méi dun sbi
(str dung dung dich trong ngay).
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Dung dich kali hydroxyd trong ethanol: Hoa tan 3 g kali hydroxyd (TT) trong 50 ml nwéc méi dun séi.
Thém 10 ml ethanol 96 % (TT) va pha lodng thanh 100 ml bang nuéc méi dun séi (st dung dung dich
trong ngay).
Dung dich acid ascorbic: Dung dich ch&ra 100 mg/ml acid ascorbic (TT) trong nwéc (st dung dung dich
trong ngay).
Dung dich chuén néi: Dung dich chira 5 pug/ml ergocalciferol chuan trong ethanol 96 % (TT).
Dung dich chuén géc: Dung dich chira 5 ug/ml cholecalciferol chuén trong ethanol 96 % (TT).
Dung dijch chudn: Chuyén 2,0 ml dung dich chuin géc va 2,0 ml dung dich chuan ndi vao binh cau.
Tién hanh tiép nhw mé ta & dung dich thir (1) tr “Thém 5 ml dung dich acid ascorbic,...”.
Dung dich thir (1): LAy 4,00 g dau th(r vao binh ciu. Thém 5 ml dung dich acid ascorbic, 100 ml
ethanol 96 % (TT) va 10 ml dung dich kali hydroxyd trong nwéc va tron déu. Bun héi lwu hén hop trén
cach thay trong:30 min. Thém 100 ml dung dich natri clorid (TT) 10 mg/ml. Lam ngudi nhanh dwé&i voi
nwéc chdy va chuyén hdn hop da xa phong hoa vao binh chiét 500 ml, trang binh xa phong héa bang
75 ml dung dich natri clorid (TT) 10 mg/ml, sau dé trang tiép bang 150 ml hén hop ether - hexan (1 : 1).
Gop tat ca dich trang vao binh chiét & trén, 1&c manh binh chiét trong 30 s va dé yén cho dén khi ca hai
|&p trong subt. B Iép dwdi. Rtra phan dich chiét ether - hexan bang cach lac manh véi 50 ml dung
dich kali hydroxyd trong ethanol, sau d6 rira tiép 3 1an, méi lan v&i 50 ml dung dich natri clorid (TT) 10
mg/ml.
Loc 16p dich chiét ether - hexan qua 5 g natri sulfat khan (TT) trén gidy loc nhanh vao binh cau cét
quay 250 ml. Rtra bd loc bang 10 ml hén hop ether - hexan (1: 1) va gdp dich rira vao cung binh cau.
Lam bay hoi dung méi & ap suat giam & nhiét do khéng qua 30 °C va bom day khi nitrogen vao binh
khi qua trinh bay hoi két thic hoac lam bay hoi dung méi dwéi dong khi nitrogen thdi nhe & nhiét do
khoéng qua 30°C. Hoa tan cén thu dwoc trong 1,5 ml dung dich butyl hydroxytoluen (chui y: C6 thé can
lam Am nhe trong bé siéu am dé hoa tan can, phan I&n cén trdng la cholesterol).
Dung dich thir (2): Lay 4,00 g dau thir va 2,0 ml dung dich chun néi vao binh cau. Tién hanh tiép nhw
mo ta & dung dich thr (1) tir “Thém 5 ml dung dich acid ascorbic,...”.
Tién hanh lam sach cac dung dich chuén, dung dich thir (1) va (2), st dung hé thdng séc ky thir nhét
nhw sau:
Cot kich thwéc (25 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh [a nhém nitril lién két vai silica (CN) (5 um).
Detector quang phd t& ngoai d&t & buwdc séng 265 nm.
Tbc d6 dong: 1,1 ml/min.
Thé tich tiém: 350 pl.
Pha déng: Dung dich A.
Thu riéng phan dich riva gidi thu dwoc tir trwdc va sau 2 min so véi thoi gian lwu cla cholecalciferol
vao moét 6ng thay tinh c¢é chira 1 ml dung dich butyl hydroxytoluen va day kin. Lam bay hoi tirng éng
dwéi dong khi nitrogen & nhiét d6 khéong qua 30 °C. Hoa tan cén trong 1,5 ml acetonitril (TT).
Cac dung dich thu dwoc sau khi lam sach lan lwot la dung dich chuan sau lam sach, dung dich thi (1)
sau lam sach va dung dich thr (2) sau lam sach dwoc sir dung dé tiém vao hé thdng séc ky thir hai
nhw sau:
Cot kich thwéde (15 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh C (5 pm).
Detector quang phd tlr ngoai d&t & bwdc séng 265 nm.
Téc do dong: 1,0 ml/min.
Thé tich tiém: 200 pl.
Pha dong: Dung dich B.
Céch tién hanh:
Kiém tra tinh phu hop cta hé théng: Trén séc ky db cla dung dich chuén sau lam sach, d6 phan giai
gitra pic cholecalciferol va pic ergocalciferol khéng nhé hon 1,4; d6 l1éch chuan twong dbi ca dién tich
pic cholecalciferol thu dwoc tr 6 |an tiém 13p lai khéng Ién hon 2,0 %.
Tinh ham lwgng vitamin D (ug/g) trong mau thir theo cong thire sau:

Ham lwong vitamin D (ug/g) = (Rw/Rs) x (Cs/Cu)
Rs: Ti 1& gitra dién tich pic cholecalciferol va dién tich pic chuan néi trong dung dich chuan sau lam
sach.
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Cs: néng dd cholecalciferol chuan trong dung dich chuén sau lam sach (ug/ml).
Cu: ndng do6 dau trong dung dich tht (2) sau lam sach (g/ml).
Ry: Ti 1& gitra dién tich pic cholecalciferol va dién tich pic chuan néi trong dung dich thir (2) sau lam
sach, dworc tinh nhu sau:
Ru= rio/[rise — (lis1 Xru2/ru1)]
r.2: dién tich pic cta cholecalciferol trén sac ky dé ctia dung dich thir (2) sau lam sach.
ris2: dién tich pic ctia chat chudn ndi trén sac ky dé cla dung dich thir (2) sau lam sach.
ris+: dién tich pic cia chat chudn noi trén sac ky dd cla dung dich thir (1) sau lam sach.
r.+: dién tich pic cta cholecalciferol trén sac ky dé ctia dung dich thr (1) sau lam sach.
(Néu riss = 0 do khéng cé pic tai vi tri chat chuan néi trén séc ky dé ctia dung dich thir (1) sau lam sach,
thi Ru= fuz/r/sz)
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