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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8978:2011

Thwe pham — Xac dinh folat bang phép thir vi sinh

Foodstuffs — Determination of folate by microbiological assay

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phuong phap xac dinh ham lwgng folat tdng s trong thyc phadm béng cach do
d6 duc dé phat hién sy phat trién cla vi sinh vat Lactobacillus casei, subsp. rhamnosus (ATCC 7469).

Phuong phap nay cho phép xac dinh céc folat trong thirc phdm, gdm ca folat tir nguén géc ty nhién va
axit folic dwoc thém vao (axit pteroylglutamic).

2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. i voi céc tai ligu vién dan ghi
nam cong b thi ap dung phién ban duoc néu. BGi véi cAc tai liéu vién din khdng ghi nam cong bb thi 4p
dung phién ban mai nhét, bao gém ca cac stva dbi, bd sung (néu co).

TCVN 4851:1989 (1SO 3696:1987) Nutrc ding dé phén tich trong phong thi nghiém — Yéu cau ki thuét
va phuong phap tho

3 Nguyén téc

Mau thr sau khi tao huydn phi trong dém phosphat duwoc 1am néng dé chiét folat. C6 thé can xtr ly
protease va a-amylase dé thuy phan tiép chét nén thyc phdm. Cac folylpolyglutamat tir nguén goc ty
nhién dwoc thiy phan bang y-glutamyl hydrolase (EC 3.4.19.9) [1] thanh folylmonoglutamat hoéc
folyldiglutamat.

Folat sau khi chiét, duvoc pha loang bing méi tredng co ban co chira tat ca cac chét dinh dwdng can
thiét cho phat tridn ngoai tri» folat. Téc do phat trién clia Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
(ATCC 7469) véi cac folat da chiét duoc thé hién bdi do duc va dwoc so sanh véi tbe do phat trién
trong cac dung dich higu chuan chira ndng do da biét.
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Phuong phap nay cho phép tily chon st dung hé théng x(r ly chat Iéng ban ty déng va st dung
microplate hodc 6ng nghiém dé G vi sinh vat.

4 Thuéc thir
4.1 Yéu ciu chung

Trong qua trinh phan tich, chi sir dung cac thuéc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc st dung la nuéc
c4t hodc it nhét 14 loai 1 clia TCVN 4851 (ISO 3696), trir khi c6 quy dinh khac. Nuéc dung dé pha ché
thubce thir phai duge chung cét bang dung cy thiy tinh.

4.2 Dung méi va héa chét

4.2.1 Glycerol, w{C3Hg03) = 80 %

Trén 120 mi glycerol véi 30 ml nwée.

4.2.2 1-Octanol, CgH;sO

4.2.3 Toluen, C;H,

4.2.4 2-mercaptoethanol, ¢(C;HsOS) = 0,1 mol/l
Cho 70 pl 2-mercaptoethanol vao 10 ml nwéc.
4.2.5 Natri ascorbat, C;H;OsNa

Natri ascorbat duwgc str dung lam thuéc thtr trong mét sé dung dich quy dinh. C6 thé st» dung axit
ascorbic, nhung c6 thé can phai stva di quy trinh diéu chinh pH.

4.2.6 Axit clohydric, c(HCI) = 1 mol/l.

4.2.7 Natri hydroxit, w{NaOH) = 40 %

Héa tan 400 g natri hydroxit bang nwéc va pha loang dén 1 lit.
4.2.8 Amoni sulfat, HgN,O,S.

4.2.9 Natri dihydro phosphat, khan, NaH,PO,

Céc Iwong natri dihydro phosphat dwgc diung dé chuén bi chat dém (4.3) da dwoc tinh theo chét khan.
C6 thé sir dung héa chit ngam mét phan t& nwéc hodc hai phan tir nwéc, c6 cac quy trinh duoc didu
chinh cho phi hop.

4.2.10 Axit 2-(N-cyclohexylamino)etansulfonic (CHES), CgH,;NO;S.
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4.2.11 Axit N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N'-(2-etansulfonic) (HEPES), CgHsN204S.
4.2.12 Bét cacbon, da duoc rira bang axit.
4.2.13 Nwée muéi, vo tring

Hoa tan 9 g natri clorua trong 1000 ml nwéc. Phan phéi c4c lvong 10 ml vao cac éng nghiém 20 mm x
150 mm. Day ndp éng nghiém va Iam néng & 121 °C trong 15 min. D& ngudi va bdo quén trong td lanh.

4.2.14 Dung dich méi tredng co ban khdng chira axit folic, néng do kép

D& c6 méi 100 ml méi tredng, hoa mdt lwgng méi tredng co ban theo khuyén céo (Bacto Folic Acid
Casei Medium hodc méi treong teong duong”) trong 100 ml nwéc. Thém 0,050 g natri ascorbat
(4.2.5) va lam néng tir 1 min dén 2 min. D& ngudi dén nhiét dé phong va chinh pH dén 6,1 £ 0,1.

4.2.15 Chét chuan axit folic

C6 thé thu duoc axit folic ttr cac ngudn khac nhau cé chira dén 8 % nwéc. D tinh khiét clia chat chuén
axit folic co thé dao dong va do d6 can phai xac dinh néng d6 clia dung dich hiéu chuén bang phép do
phd hap thy UV (xem quy trinh chuan hoa trong 6.4.2).

4.3 Chat dém
4.3.1 Chat dém phosphat, pH 5,0 (¢ = 0,002 mol/l)

Hoéa tan 0,24 g natri dihydro phosphat (4.2.9) trong 800 ml nwéc. Dung natri hydroxit (4.2.7) dé chinh
pH dén 5,0 + 0,1 va pha lodng bang nwéc dén 1000 ml.

4.3.2 Chét dém phosphat, pH 7,0 (c = 0,1 mol/l)

Hoa tan 12,0 g natri dihydro phosphat (4.2.9) trong 900 ml nuéc. Dung natri hydroxit (4.2.7) dé chinh
pH dén 7,0 £ 0,1 va pha lodng bang nwéc dén 1000 ml.

4.3.3 Chat dém phosphat, pH 5,0 (¢ = 0,1 mol/l) véi 2-mercaptoetanol (¢ = 10 mmol/l)

Hoa tan 12.0 g natri dihydro phosphat (4.2.9) trong 900 ml nwéc. Chinh pH dén 5,0 + 0,1, thém 0,70 ml
2-mercaptoetanol (4.2.4) va pha loang béng nuéc dén 1000 ml.

" Bacto Folic Acid Casei Medium 1a tén thuong mai cia san phim do Difco cung cdp. Théng tin ndy dua ra tao thuén tién cho
ngui stz dung, tiéu chudn nay khéng 4n dinh phai st dung chiing. C6 thé sir dung c4c san phim tvong duong néu cho két
qua trong ty.
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4.3.4 Chéat dém phosphat, pH 4,5 (¢ = 0,1 mol/l) v&i ascorbat (1 %)

Hoa tan 12,0 g natri dihydro phosphat (4.2.9) va 10 g natri ascorbat (4.2.5) trong 900 ml nwéc. Dung
natri hydroxit (4.2.7) 3& chinh pH dén 4,5 + 0,1 va pha loang béng nwéc dén 1000 ml. Chuén bj dung
dich m&i trong ngay st dung.

4.3.5 Chét dém phosphat, pH 6,1 (c= 0,1 mol/l) véi ascorbat (1 %)

Hoa tan 12,0 g natri dihydro phosphat (4.2.9) va 10 g natri ascorbat (4.2.5) trong 900 ml nwéc. Dung
natri hydroxit (4.2.7) dé chinh pH @én 6,1 + 0,1 va pha lodng béng nwéc dén 1000 ml. Chuan bj dung
dich méi trong ngay st dung.

4.3.6 Chat dém phosphat, pH 7,8 (¢ = 0,1 mol/l) véi ascorbat (1 %)

Hoa tan 12,0 g natri dihydro phosphat (4.2.9) va 10 g natri ascorbat (4.2.5) trong 900 ml nwéc. Dung
natri hydroxit (4.2.7) @& chinh pH dén 7,8 + 0,1 va pha loang béng nwéc dén 1000 ml. Chuén bj dung
dich méi trong ngay s dung.

437 Chét dém CHES/HEPES, pH 7,85 (c = 0,05 mol/l) véi ascorbat va 2-mercaptoethanol (4.2.4) Gé
tham tach huyét thanh mau chudt

Hoa tan 23,8 g HEPES (4.2.11), 20,7 g CHES (4.2.10), 40 g natri ascorbat (4.2.5) va 1,4 ml
2-mercaptoethanol (4.2.4) trong 1900 ml nwéc. Ding natri hydroxit (4.2.7) d& chinh pH dén 7,85 £ 0,1
va pha lodng bang nuwédc dén 2000 ml. Thém 4 g bét cacbon da rira bang axit (4.2.12). Chuén bj dung
dich méi trong ngay str dung.

4.4 Cac enzym
4.4.1 Bé sung xir ly enzym (tiy chon)

Co thé can U bd sung voi protease va/hodc a-amylase dé tang kha nang chiét folat. Cac quy trinh bd
sung xt ly enzym duwec néu trong Phy luc A.

4.4.2 y-Glutamyl hydrolase
4.4.2.1 Yéu cau chung

Hoat tinh deconjugase c6 duoc boi y-glutamyl hydrolase (EC 3.4.19.9) t& mét sé ngudn cung cép. Vi
du vé cach chuén bj y-glutamyl hydrolase tir than lgn dwoc md ta trong (4.4.2.2). Cac quy trinh chuan
bi y-glutamyl hydrolase tir cac ngu&n thy chon dwoc dwa ra trong Phu luc A. Viéc Iywa chon cach chuén
bi enzym phai dwoc kiém tra bing phwong phap phu hop.

CHU THICH Bét ndm men, gan lon déng khé (vi dy BCR CRM 487 [2), hogic axit pteroy-triglutamic & mt giéi han nhét dinh
12 m3u thich hgp dé kiém tra viéc chuén bj enzym.
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4.4.2.2 Ngudn y-glutamyl hydrolase: than lgn [3].

Péng hoa 250 g than lgn twoi & + 2 °C trong 750 ml dém phosphat véi 2-mercaptoethanol (4.3.3). Cho
ly tdm & + 2 °C (& 18000 g, 20 min). U phn dich ndi phia trén & + 50 °C trong 2 h c6 khudy nhe va sau
do cho ly tam lai. Tach I4y ph&n ndi phia trén bang cach dung amoni sulfat dam dac (4.2.8) dé lam két
tda. Thu l4y phan két tia bao hoa véi amoni sulfat trong khodng tir 50 % dén 75 %. Hoa két tia trong
mét thé tich téi thidu ctia dém phosphat (4.3.1). Tham tach dya theo chét dém nay 2 1an mdi 1an 24 h
va cho ly tam (& 18000 g, 20 min). Chuyén céc lwgng 1 ml vao céc lo va lam déng khé.

4.5 Chuing cay

4.5.1 Sinh vat thir nghiém

Chuing cdy Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (ATCC 7469)% déng khd.
4.5.2 Mbi trwong nudi cay

Pha lodng 50 ml dung dich méi tredng nudi cdy co ban khdng chira axit folic ndng dé kép (4.2.14)
bang nuéc dén 100 ml. Thém 0,5 ml dung dich gbc axit folic 44 pha lodng (6.4.4), tron va loc dé khir
trung hodic 1am néng & nhiét do + 121 °C trong 15 min va lam ngugi nhanh dén nhiét do phong.

4.5.3 Chung cay chéng déng lanh

Béng cach vé trung, thém 1 ml méi tredng nudi cy da chudn bi (4.5.2) vao chiing cay déng khé (4.5.1)
va chuyén 0,15 ml huy&n phu thu dwgc vao méi trwéng nudi céy theo 4.5.2. U & + 37 °C trong 18 h.

Pun 150 ml glycerol (4.2.1) & +121 °C trong 15 min va d& ngudi trong bé nwéc da. Lam ngudi chiing
cy vi khudn da 0 trong bé nuéc da va thém 100 mi glycerol da khir tring va lam ngui. Khuay tron
nhe. Phan phéi cac lvgng 2 ml vao cac lo vo tring. Khi dwec bao quan & — 20 °C dung dich bén dwoc
3 thang, & - 70 °C c6 thé bén duoc 6 thang.

CHU THICH: Can phai duy tri c4c diéu kién vo tring trong sudt qua trinh thye hién.
4.5.4 Dich ciy lam viéc
4.5.4.1 Chung cdy lam viéc dung dé nudi cdy trong 6ng nghiém

Pha lodng 2 ml ching cdy chéng dong lanh (4.5.3) vao 50 ml nwéc mudi v6 tring (4.2.13). Léc bang

may tron vortex.
4.5.4.2 Chung cay lam viéc dung cho microplate (tay chon)

Cho 5 ml nuwéc mudi vb trung (4.2.13) vao 2 ml chat cdy chéng déng lanh (4.5.3). Lic bang may trén vortex.

% Cac nha cung cip gbm cé National Collection of Industrial and Marine Bacteria Ltd (Aberdeen, Anh) va Culture Callection,
University of Goteborg (Gotheburg, Thyy Dién). Théng tin nay dwa ra tao thuén tign cho ngudi st dyng, tiéu chudn nay khéng
&n dinh phai sir dung ching.
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4.5.5 Dung dich méi triréng cor ban khong chira axit folic, dung cho phép thir microplate (tuy chon)

Cho 1 pl ching cdy lam viéc (4.5.4.2) vao 1 ml dung dich méi trwéng co ban khéng chika axit folic
(4.2.14). Tron ky.

5 Thiét bi, dung cy

St dung cac thiét bj, dung cu clia phong thir nghiém théng thwéng va cac thiét bi, dung cy sau:

5.1 May ly tam lanh, dé chuan bj conjugase than lon (4.4.2.2), chay dwoc & 18000 g.

5.2 Thiét bi lam néng, ndi 4p lyc hodc twong dwong.

5.3 Tu am hodc néi cach thuy dé 0 & (+37 +0,2) °C.

5.4 May do phé/dung cu do dd duc, dé do d6 duc cua dich chiét folat sau khi t trong dng nghiém.
5.5 Gia d& éng nghiém c6 ndp day, dé git dng nghiém trong khi 1am néng va 0.

5.6 Ong thdm tach (tly chon), véi nguwdng khéi lwgng phan tir tir 12000 dén 14000, @& chuln bj
conjugase huyét twong chubt (Phu luc A).

5.7 Hé théng xtr ly chat Iong (tuy chon), & doc ty dong cac éng nghiém.
5.8 May doc microplate (tuy chon), d& do dé duc sau khi t trong dia.

5.9 Dia 96 giéng day phang, vo trung (tly chon)

6 Cach tién hanh
6.1 Yéu cdu chung

Folat rat nhay voi anh sang UV va d& bi oxi héa. Khong thuc hién cac thao tac dudi anh sang ty nhién
hoac anh dén huynh quang manh. Nén dung dung cu thiy tinh t8i mau, khi cé thé.

Thye hién phép xac dinh 18p lai 2 1an bing cac phép thi don 1€ trong hai Ian khac nhau.
6.2 Chuin bj miu thoy

Mau thir phai ddng nhét. Mau thé phai dwoc ddng héa bang may nghién hodc may trdn phu hop. Can
chd y dé mau khong tiép xGc véi nhiét do cao trong qua trinh nghién. MAu ther 3a ddng héa phai dugc
béo quan trong binh chira kin khi, tranh anh sang.
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6.3 Chuan bj dung dich méu
6.3.1 Yéu cdu chung

Tuy thudc vao loai miu, ma viéc chudn bi dung dich mau thir c6 thé phai bao gdm ca vigc xir ly
protease va/hoac a-amylase dé thiy phan protein va cacbohydrat, d& dé chiét folat. Dich chiét mau
dwoc x Iy bing y-glutamyl hydrolase nhim thiy phan folylpolyglutamat c6 ngudn géc ty nhién thanh
folylmonoglutamat hoac folyldiglutamat. Phwong phap nay sl dyng y-glutamyl hydrolase tir than lon,
nhung ciing c6 thé I4y tir cac ngudn khéc véi diéu kién bao dam du hoat do clia enzym. Céc qué trinh
bd sung xtr ly enzym va viéc st dung y-glutamyl hydrolase tir cac nguén khéc duoc néu trong Phy lyc A.

6.3.2 Chiét

Can chinh xac mét lwgng thich hop mAu thir (twong &ng v&i 2 g dén 2,5 g chét khd) cho vao binh dinh
mirc 100 ml. Thém 20 ml chat dém phosphat chira ascorbat pH 6,1 (4.3.5) va trén ky. Thém 30 ml
nwéc va tie 0,1 ml dén 1 ml 1-octanol (4.2.2). Bay ndp binh va Iam néng t&r 100 °C dén 121 °C trong
15 min. D& ngudi va pha lodng bang chét dém phosphat chira ascorbat pH 6,1 (4.3.5) dén 100 ml.

6.3.3 X ly y-glutamyl hydrolase (than lgn)

Hoan nguyén y-glutamyl hydrolase than lon déng khé chira trong éng nghiém bang 1,1 ml nwéc va bao
quan trong nuéc da. Tron can than trong binh dinh mire 10 ml cac thanh phan sau: 1 mi dich chiét méu
(6.3.2), 3,5 ml chat dém phosphat chira ascorbat pH 4,5 (4.3.4) va 0,5 ml y-glutamyl hydrolase hoan
nguyén. U & 37 °C trong 3 h. Kh(r hoat tinh ctia enzym béng c&ch 1am néng & 100 °C trong 3 min. Dé
ngudi, thém chét dém phosphat chira ascorbat pH 4,5 (4.3.4) vao binh cho dén vach. Cho ly tam (&
1000 g, 10 min) d& loai bé protein két tiia. Bao quan phan néi phia trén & — 18 °C dé phan tich tiép.

6.4 Hiéu chuin
6.4.1 Dung dich géc axit folic (100 pg/ml)

Can chinh xac 50 mg axit folic (4.2.15) da dugc lam kho tredc dén khéi lwgng khong déi va hoa tan
trong chat dem phosphat (4.3.2) dyng trong binh dinh mirc 500 ml. Pha loang dén vach béng chéat dém
phosphat. Phu toluen kin 1én b& mat dung dich.

6.4.2 Phép thir ndng dé cuia dung dich goc axit folic

Chuyén 10 ml dung dich géc (6.4.1) vao binh dinh mirc 100 ml va pha lodng dén vach bang chat dém
phosphat pH 7,0 (4.3.2). Bo 4% hép thy cua dung dich & bwéc séng 282 nm dung chét dém phosphat
lam mAu tréng. Tinh nbng do axit folic (o) bang gam trén lit theo Cdng thire (1):

AxM
exb

xV (1)
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trong do:
A 1a dd hap thy cua dung dich & bwdc séng 282 nm;
M la khéi legng phan tl cla axit folic, bing 441,4 g-mol™;
£ la hé sé hap thu phén ti cia axit folic [4] & bwéc séng 282 nm, béng 27600 I'mol'-cm™;
b 1a chidu dai dwong quang, bang centimet (cm);
V 13 hé sb pha loang (néu cd).
6.4.3 Dung djch chuén axit folic (1 pg/ml)

Cho 5 ml dung dich géc (6.4.1) vao 475 ml nwéc va chinh pH dén 7,5 béng natri hydroxit (4.2.7). Thém
nwée dén 500 ml. Chuén bi dung dich ngay trong ngay st dung. C6 thé cin pha loang tiép d& phu hep
véi quy md phan tich.

6.4.4 Dung dich chuan axit folic pha loang (100 ng/ml), d& dung véi chiing cay

Cho 10 ml dung dich chudn (6.4.3) vao khodng 60 ml nwéc va chinh pH dén 7,5 bang natri hydroxit
(4.2.7). Pha loang bang nwéc dén 100 ml. Chuan bi dung dich ngay trong ngay st dung.

6.5 Tién hanh xéc dinh

6.5.1 Yéu ciu chung

Xdc dinh ham lwgng axit folic trong cac ché phdm enzym dwoc str dung va didu chinh cho phit hep.
6.5.2 X ly dung dijch chuan (1 pg/ml)

XU ly 1 ml dung dich chudn (6.4.3) twong ty nhw xt ly mAu ther va tién hanh quy trinh chiét va xt Iy
enzym nhu trong 6.3. Nong dé ctia axit folic thu dwec thuwdng 1a 10 ng/ml.

6.5.3 Pha lodng dich chét va dung dich chuén da xi ly
6.5.3.1 Yéu ciu chung

Céc budéc pha loang néu trong 6.5.3.2, 6.5.3.3, 6.5.3.4 ap dung cho quy trinh tht* chuén trong éng
nghiém. Déi véi phirong thirc dung dia 96 giéng thi tién hanh dén 6.5.4.3.

Co thé diéu chinh cac buéc pha lodng @& b cho mikc ndng dd folat cao hoac thap.

140



TCVN 8978:2011
6.5.3.2 Dung dich hiéu chuén (0,3 ng/ml)

Dung pipet l&y 7,5 ml dung dich chudn da x& ly (6.5.2) cho vao binh dinh merc 250 ml. Thém 7,5 ml
dém phosphat pH 6,1 (4.3.5) va pha loang bang nwéc dén 250 ml.

6.5.3.3 Dung dich hiéu chuan thir cép (0,2 ng/ml va 0,4 ng/ml) (tay chon)

Dung pipet lay 5 ml va 10 ml dung dich chuan da x( ly (6.5.2) cho vao cac binh dinh mirc 250 ml.
Thém mét thé thich twong dwong dém phosphat pH 6,1 (4.3.5) va pha loang bang nwéc dén 250 m.

6.5.3.4 Mau thir

Déi voi mdi mau, dung pipet ldy 5 ml dung dich mau thr da x(& ly enzym (6.3.3) cho vao binh dinh mirc
250 ml. Thém 5 ml ém phosphat pH 6,1 (4.3.5) va pha loang bang nwéc dén 250 ml.

6.5.4 Phép thee
6.5.4.1 Yéu cau chung
Gia tri pH ban dau cua dung dich trong qua trinh G 4m phai ia 6,1 + 0,1.

Co thé thuc hién phép thir vi sinh trong dng nghiém hoac trong dia 96 giéng. Thé tich cla cac dung
dich hiéu chuan, cac dich chiét mau va méi truong thir cé thé thay déi tiy thudc vao phuong thive cla
phép thtr. Cac vi du dién hinh vé céc thé tich v.v... duwgc néu trong 6.5.4.2 va 6.5.4.3.

6.5.4.2 Phwong thirc dung 6ng nghiém
Viéc bd sung cac dung dich vao 6ng nghiém dugc néu trong Bang 1.

Chuén bi 21 éng nghiém (vi dy: 20 mm x 150 mm) dé& dung cho cac dung dich higéu chuan (0 ng/ml, 0 ng/ml,
0,03 ng/ml, 0,06 ng/mli, 0,09 ng/ml, 0,12 ng/ml, 0,15 ng/ml). Chia thanh 3 day, mdi day cho I&n Iwot 0 ml,
0 ml, 1 ml, 2ml, 3ml, 4 ml va 5 ml dung dich hiéu chu&n da pha loang (6.5.3.2) vao cac éng nghigm.

CHU THICH Ba day éng 0 ml s& dugc st dyng lam miu trang khdng cay.

Tuy chon: Chuén bi 15 éng nghiém (vi dy: 20 mm x 150 mm) cho méi dung dich hiéu chuén thir cap.
Chia thanh 3 day, méi day cho 1an et 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml va 5 ml dung dich hiéu chuén th( cap da
pha loang (6.5.3.3) vao cac dng nghiém.

Chuén bi 12 éng nghiém (vi dy: 20 mm x 150 mm) dé& ding cho méi mau. Chia thanh 3 day, méi day
cho lan ot 1 ml, 2 ml, 3 ml, va 4 ml dung dich m3u da pha loé@ng (6.5.3.4).

Thém nwéc vao mdi bng nghiém dé co tong thé tich 12 5 ml. Thém vao méi éng nghiém 5 ml dung dich
méi trvéng co’ ban khang chira axit folic ndng dé kép (4.2.14).

141



TCVN 8978:2011

Bang 1 - B sung cac dung dich vao cac éng nghigm theo 6.5.4.2.

sé Dung dich Dung dich | Nwéc Dung djch
lwgng | hiéu chudn | miu da pha médi treérng co ban
ldplai | (0,3 ng/ml) lodéng ndng do kép
Mau trdng khéng cly 3 - - 5ml 5ml
i' Chét hiéu chuan (0 ng/ml) - - 5ml 5mi
Chaét hidu chuan (0,03 ng/ml) 3 1 ml - 4ml 5ml
Chét hiéu chuan (0,06 ng/ml) 3 2mil - 3ml 5mil
Chét hiéu chuan (0,09 ng/mi) 3 3ml - 2ml 5mi
Chét hiéu chuan (0,12 ng/ml) 3 4 ml - iml 5mi
Chét hiéu chuan (0,15 ng/ml) 3 5ml - - 5mi
M4u 1 (dung dich pha loang 1) 3 - 1mi 4ml 5ml
M&u 1 (dung dich pha loang 2) 3 - 2ml 3ml 5ml
Méu 1 (dung dich pha loéng 3) 3 - 3ml 2ml 5mi
Mau 1 (dung dich pha loang 4) 3 - 4ml 1ml 5mi
M&u 2 (dung dich pha lodng 1) 3 - 1iml 4 ml 5mi
Ma&u 2 (dung dich pha loang 2) 3 - 2ml 3ml 5mi

V.V..

Day ndp cac éng nghiém va 1am néng & nhiét d6 tir 121 °C dén 123 °C trong 5 min. Lam ngudi that

nhanh dén duéi + 40 °C. X& ly t&t ca cac dung dich hiéu chuén va cac mAu giéng nhau.

Trong diéu kién v6 tring, dung bom tiém vo trung hodc dung cu twong ty cdy vao mdi éng nghiém

50 pl dich cay lam viéc (4.5.4), ngoai trir 1 bd gém 3 dng mAu trdng (chira 0 ml dung dich hiéu chuin

pha loang).

U & 37 °C + 0,2 °C trong thoi gian tir 15 h dén 24 h.

Trén va dat cac éng mau trng khéng cly vao may do phd cai dat budc song tir 550 nm dén 650 nm
va chinh dé dat 100 % sy truyén qua & trang thai tinh. Doc dd hép thy trén cac éng nghiém con lai &

trang thai tinh. Khoang thai gian tir khi trén dén khi do phai gibng nhau.
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6.5.4.3 Phwong thirc sir dyng dia (ty chon)
Dung pipet 12 d4u, chuyén 150 pl dém phosphat (4.3.5) vao céc giéng A1-H12 trong dia 96 giéng v triing.
Dung pipet l4y 150 pl dung dich chuan da xir ly enzym (6.5.2) cho vao céc giéng G1-G2.

Péi véi mdi dung dich mau thr da x( Iy enzym (6.3.3), ding pipet 1y 150 pl I3p lai hai l&n cho vao cac
giéng trong day G. Trdn ky.

Chuén bi tirng day cac dung dich hiéu chulin va cac dung dich miu thlr bang cach chuyén 150 pl tir
cac giéng G1-G12 sang cac giéng F1-F12, tron k§, sau do lai chuyén tir cac giéng F1-F12 sang cac
giéng E1-E12 v.v... Cubi cung, Iy ra va loai bé 150 pl ra khdi méi giéng A1-A12 sau khi trén.

Thém 150 pl dung dich méi trwéng co' ban khong chira axit folic da céy (4.5.5) vao céac giéng A1-H12.

Pat dia vao vat chira bing chét déo va 1am kin. D3t mét ndi nwéc trong vét chira d& dam bao du 6 &m
lam han ché bay hoi nwéc ra khéi giéng. U dia & 37 °C tir 15 h dén 24 h. Léy dia ra va dé& ngudi Gén
nhiét do phong.

Dung pipet 12 dau trdn hén hep chira trong méi giéng béing cach hat nha cho dén khi huyén phu vi sinh
vat déng nhéat.

Doc @ hap thy cua tat ca cac giéng trén may doc dia & budc song tr 550 dén 650 nm sir dung cac
mau trang da cay (H1-H12) lam ddi chirng.

7 Tinh két qua
7.1 BPwong chuén

V& cac diém dir liéu dé hap thy ddi véi tat ca cac mirc hidu chuan so véi khéi lwgng twong ng clia
axit folic va dng dwéng chudn.

7.2 Mau the

Xac dinh khéi lwgng folat bang nanogam ctia mdi dung dich m3u thi pha loang trong 6.5.4.2 (trung
binh cta s doc ba Ian I3p lai) bing cach ndi suy ti» dwéng chuén.

Tinh phan khéi lugng, w, cla folat bing pg/100 g déi véi mbi mau thir theo Cong thire (2):

-{m1—.':r.';:)x'l.f'1>< 100 )

w=
m,xV, 1000

Trong dé:
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m, la khéi lugng folat c6 trong méi dung dich mau thir pha loang trong 6.5.4.2 doc dugc tlr
dwong chuén, tinh bang nanogam (ng);

m, 1a khéi lgng folat c6 trong cac ché phdm enzym dwoc st dyng, tinh bing nanogam (ng);
V, laténg thé tich cudi cing cta dung dich mau thir trong 6.5.3.4, tinh bang mililit (ml);
m;  1a khéi lwong mau thir dwee ldy dé phén tich, tinh bang gam (g);
V, lathétich dung dich mau thr duoc chuyén vao éng nghiém trong 6.5.4.2, tinh bang mililit (ml);
100 14 hé sé chuyén ddi dé thu dwoc két qua trén 100 g mAu thiy;
1000 Ia hé sé chuyén dbi dé thu dwoc két qua tinh bing microgram folat.

7.3 Tiéu chi chap nhan di¥ liéu

Tiéu chi dé chap nhan céc di liéu c6 thé phy thudc vao quy md phép thir va phai do mdi phong ther
nghiém ty thiét [ap. it nhat cting phai xem xét cac théng sb sau:

dd dyc téi da clia cac mau tréng da cly;

d6 duc toi thiéu ctia dung dich hiéu chudn dam dic nhét;

sy khac nhau gitva cac d6 hap thu thu dwoc & méi mire hiéu chudn;

su khac nhau vé Ivgng folat tinh duoc gilva tat ca cac do pha loang ciia dung dich mau th;

phan tich chat chuan c6 lién quan da dwoc chirng nhan (néu cé thé);

I

Tiéu chi dé chap nhan di liéu c6 thé bao gbm viéc kiém tra cac két qua voi axit folic-5 formyltetrahydro
lam chét chuén. Céc két qua cn trong duong véi két qua thu véi axit folic 1am chét chuin.

7.4 Biéu thi két qua

Biéu thi két qua 1a phan khéi lugng folat tdng s6é c6 trong mAu thir (ug/100 g).

8 D6 chum
8.1 Yéu ciu chung

Do chum ctia phrong phap dwoc thiét 1ap bdi cac phép thir lién phdng thir nghiém phu hop voi
ISO 5725 [0]. Cac két qua thu dwgc tir cac phép thir nay duoc néu trong Phy lyc B. Cac gia tri thu
duoc tir phép thir lién phong nay cé thé khdng &p dung dugc dé phan tich cac dai ndng dd va chat nén
khéc v&i dai ndng d va chét nén néu trong Phy luc B.
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8.2 D§ Iap lai

Chénh Iéch tuyét déi gitva hai két qué thir riéng ré, thu duoc khi tién hanh trén vat ligu thir gidng hét
nhau, do mdt ngudi thyre hién st dyng cung thiét bi, trong mét khodng thoi gian ngén, khéng qua 5 %
cac treong hop vwot qua gidi han 13p lai r.

Cac gia tri nay la:

B{t mi nguyén cam (CRM 121) X =50,0 ug/100 g r=12,9 ug/100 g
Sira bot (CRM 421) X =142 g/100 g r=26pg/100g
Rau hén hop (CRM 485) x =315pg/100g r=43pug/100g
Gan lgn (CRM 487) X =1330ug/100g r=307 ug/100 g

8.3 D¢ tailap

Chénh léch tuyét déi gitra hai két qua thir riéng ré, thu dugc bdi hai phong thir nghiém khi tién hanh
trén vat liéu thir giéng hét nhau, khéng qua 5 % cac treding hp vugt qua gidi han tai lap A.

Céc gia tri nay la:

B6t mi nguyén cam (CRM 121) X =50,0 ng/100 g R=31,3ug/100g
Sira bot (CRM 421) x=142g/100g R=67pug/100g

Rau hén hgp (CRM 485) X =315pug/100 g R=122ug/100g
Gan lgn (CRM 487) X = 1330 ug/100 g R =637 ug/100 g

9 Bao céo thir nghiém

Bao céo thtr nghiém phai ghi ro:

a) moi thong tin can thiét dé nhan biét dy du vé méu thiv;

b) vién dan tiéu chuén nay;

¢) ngay va quy trinh ldy mau (néu biét);

d) ngay nhan mau;

e) ngay thtr nghiém;

f) cac két qua va cac don vi biéu thj két qua;

g) cac diém dac biét quan sat dwoc trong khi tién hanh thir nghiém;

h) moi chi tiét thao tac khéng dugc quy dinh trong tiéu chudn nay hoac dwec coi la tuy chon;

i) tén va chir ky cla ngudi chiu trach nhiém phan tich.
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Phu lyc A

(Tham khao)

Viéc xir ly enzym tuy chen

A.1 Yéu cau chung

Viéc x(r ly mau thir bang cach bd sung cac enzym cé thé tao thuan tién cho viéc chiét folat [5] dén [9].
Cé thé bd sung protease va a-amylase hodc hdn hop cla hai enzym nay déng thoi vao cac miu giau
protein va tinh bdt. Can phai tdi wu héa cac diéu kién (vi du: trinh tw bd sung, pH va nhiét do 0) dbi véi
loai mau can nghién clru. Cac vi dy vé quy trinh xtr Iy bb sung enzym dwoc néu trong A.2 va A.3.

C6 thé can phai loc dich chiét, nhét Ia khi c6 xt ly enzym. C6 thé loc d& dang hon biing cach chinh pH
dén 4,5 trwdre khi pha loang va chiét.

Cé thé chuén bi y-glutamyl hydrolase tir mét trong nhiéu ngudn. Phai chu ¥ bao dam du hoat tinh clia
y-glutamy! hydrolase déi v&i ché phdm enzym dwoc sir dung va t6i wu héa pH va nhiét do khi G [10),
[11). C6 thé cin dén hdn hop clia cac ché phdm enzym khac nhau. Viéc chudn bj y-glutamyl hydrolase
ttr than lon duoc mo ta trong 4.4.2.2 va cac ngudn tiy chon dwee mo ta trong A.4, A5, A.6.

CHU THICH: C6 thé st dyung bt axeton than lgn loai Il * 1am ngudn thu y-glutamyl hydrolase.

A.2 X ly protease

A.2.1 Protease

Protease vi khuan (mycolysin, EC 3.4.24.31) [12] tir Streptomyses griseus hoic twong dwong?.
A.2.2 Dung dich protease (2mg/ml)

Hoa tan 0,05 g protease vi khuan vao 25 ml nuéc. Loc qua béng thity tinh néu can va bdo quan trong
td lanh. Chuan bj dung dich méi trong ngay st dyng.

A.2.3 Cach tién hanh

Thém 1 ml dung dich protease (A.2.2) vao dich chiét méu (6.3.2) day nép va i & +37 °C trong 3 h. Khie
hoat héa cta enzym bang cach lam néng & 100 °C trong 3 min va d& ngudi. X Iy tiép bing a-amylase
(A.3) hoac béng y-glutamyl hydrolase (6.3.3. hoac A.4).

* Day 1a vi dy vé san phdm cda hang Sigma hoc Difco. Théng tin nay dwa ra tao thuén tién cho ngudi sir dung, con tiéu chun
nay khéng an dinh phai s dyng ching. C6 thé sir dung cac san pham trong duong néu ching ciing cho két qua twong ty.

146



TCVN 8978:2011
A.3 X ly a-amylase
A.3.1 a-amylase
a-amylase ndm (EC 3.2.1.1) [12), hodc twong dwong®.
A.3.2 Dung dich a-amylase (20mg/ml)
Hoa tan 0,5 g a-amylase ndm (A.3.1) trong 25 ml nwéc. Bao quan trong tu lanh. Chuén bi dung dich
mé&i trong ngay st dung.
A.3.3 Cach tién hanh

Thém 1 mi dung dich a-amylase (A.3.2) vao dich chiét mdu (6.3.2) day nap va G & +37 °C trong 2 h.
Khtr hoat tinh cGa enzym béng cach Iam néng & 100 °C trong 3 min va dé ngudi. X Iy tiép bing a-
amylase (A.3) hodc bang y-glutamyl hydrolase (6.3.3. hoic A.4).

A.4 Nguén y-glutamyl hydrolase tuy chon: tuyén tuy ga
A.4.1 Tuyén tuy ga kho®

A.4.2 Dung dich tuyén tuy ga (5mg/ml)

Hoa 0,5 ml tyy ga vao trong 100 ml dém phosphat (4.3.6). Khudy manh trong 10 min. Chuyén vao cac
dng nghiém 20 mm x 150 mm rdi cho ly tam trong 10 min & 1000 g. Gan phan ndi phia trén qua bong
thly tinh vao céc c6 mo, day nap coc va bdo quan trong ti lanh. Chuén bj dung dich méi trong ngay

str dung.

A.4.3 Cach tién hanh

Trén cén than 1 ml dich chiét mau (6.3.2), 3,5 ml dém phosphat chiva ascorbat pH 7,8 (4.3.6) va 0,6 ml
dung dich tuy ga (A.4.2). U & 37 °C trong 16 h. Khir hoat tinh enzym bang cach 1am néng & 100 °C
trong 3 min va dé nguéi. Chuyén vao binh dinh mdrc 10 ml va thém chét dém phosphat chira ascorbat
pH 6,1 (4.3.5) cho dén vach. Cho ly tdm (10 min & 1000 g) dé loai bd protein két tua. Bdo quan phén
ndi phia trén & nhiét d6 20 °C dé phan tich tiép.

A.5 Ngudn y-glutamyl hydrolase tuy chon: huyét twong mau chuét
A.5.1 Huyét twong mau chuét, twoi®

A.5.2 Huyét twong mau chudt da tham tach [13]

Chuyén 100 ml huyét twong mau chuét troi vao binh thdm tach (5.6) va thdm tach trong dém
CHES/HEPES, pH 7,85 (4.3.7) & 4 °C trong 24 h. Bao quan huyét twong méu chudt da thdm tach véi
cac lugng 0,5 ml & nhiét do -80 °C trong téi da ba thang.
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A.5.3 Cach tién hanh

Trén cén than 1 ml dich chiét m3u (6.3.2), 2,75 ml dém phosphat chira ascorbat pH 7,8 (4.3.6), 1 ml
clia 2-mercaptoethanol (4.2.4) va 0,25 ml huyét tvong méu chudt da tham tach (A.5.2). U & 37 °C trong
4 h. Khir hoat tinh ctia enzym béng cach lam néng & 100 °C trong 3 min va dé ngudi. Chinh pH dén 6,1
bang axit clohydric (4.2.6). Chuyén vao binh dinh mirc 10 ml va pha loang béng dém phosphat chira
ascorbat pH 6,1 (4.3.5) cho dén vach. Cho ly tam (10 min & 1000 g) dé& loai bd protein két tha. Bdo
quén phan ndi phia trén & nhiét do -18 °C dé phan tich tiép.

A.6 Nguon y-glutamyl hydrolase tuy chon: huyét twong mau ngwoi
A.6.1 Huyét twong mau chudt, dong kho

A.6.2 Huyét twong mau ngwéri hoan nguyén

Hoan nguyén huyét thanh nguwdi déng khd bang 5 mi nwéc va khudy nhe trong 30 min & nhiét d
phong. Bao quén trong da lanh. Chuén bj ngay trong ngay st dung.

A.6.3 Cach tién hanh

Trdn cén than 1 ml dich chiét mau (6.3.2), 2,75 ml dém phosphat chira ascorbat pH 4,5 (4.3.4), 1 ml
cla 2-mercaptoethanol (4.2.4) va 0,25 ml huyét twong mau ngudi da hoan nguyén (A.6.2). U & 37 °C
trong 3 h. Khix hoat tinh clia enzym bang cach lam néng & 100 °C trong 3 min va dé& ngudi. Chinh pH
dén 6,1 bang natri hydroxit (4.2.7). Chuyén vao binh dinh mic 10 mi va pha lodng béng dém phosphat
chia ascorbat pH 6,1 (4.3.5) dén vach. Cho ly tam (10 min & 1000 g) d& loai bd protein két tia. Bao
quan phan ndi phia trén & nhiét d6 -18 °C dé phan tich tiép.
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Phuy luc B
(Tham khao)

Két qua cuia cac phép thir lién phong thir nghiém

D% chym cua phuong phap da dugc xac 1ap bdi cac phép thr lién phong thr nghiém trong Chuwong
trinh Tiéu chuén, Do lwdng va Thir nghiém ciia EU (EU SMT) va duwgc thye hién theo I1SO 5725. Cac
két qua thir nghiém nay da duoc cong bé [2)].

CHU THICH: Sau khi thyc hién cac thir nghiém nay, ISO 5725:1986 da duoc thay thé bing ISO 5725-1, ISO 5725-2, ISO
5725-3. 1SO 5725-4 va ISO 5725-6 (c4c phén nay dugc ban hanh ndm 1994) va ISO 5725-5:1998. CAc tiéu chudn nay da
dugc chap nhan thanh bé tiéu chudn TCVN 6910 (ISO 5725).

Bang B.1 - Két qua théng ké cua cac phép thir lién phong thir nghiém
vé xac dinh ham lweng folat téng sé trong thyc phim (EU SMT)

CRM 121 CRM 421 CRM 485 CRM 487
(Botmi | (Sira bét) (Rau hén (Gan lgm)
nguyén hat) | hop)
Nam thyc hién thir nghiém 1996 1996 1996 1996
86 lwgng phang thir nghiém 9 10 8 12
S6 lvong di liéu 15 15 12 17 |
S két qua riéng 1& 73 75 61 87
S6 két qua dugc chap nhan 73 75 61 87
Trung binh cta céc bd di¥ liu, ug/100g 50,0 142 315 1330
Do léch chuan 13p lai, (s,) pg/100g 46 9 15 110
' D6 léch chuan twong dbi lap lai, (RSD) 92% 6.7 % 49% 148 %
D¢ léch chuan tai 13p, (sa) ug/100g 1,2 24 43 227
D9 léch chuan tuong ddi tai 1ap, (RSDR) 223% 16,9 % 138% 17,0%
D6 léch chuan cla trung binh cac b dir ligu, 11,0 24 44 198
Hg/100g
Nira do rong cua khoang tin cay 95 % cula 6.2 13 28 125

! trung binh céc bd dir ligu, pg/100 g J
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