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Thwe pham chirc ning - Xac dinh ham Iwong lycopen -
Phwong phap sic ki I6ng hiéu niang cao

Dietary supplements - Determination of lycopene - High-performance

liquid chromatography method

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuin nay quy dinh phwong phéap séc ki 1dng hiéu ning cao dé xac dinh all-trans-lycopen va
lycopen tdng s trong thyrc phdm chire niing.

Gi6i han dinh lwgng d8i véi all-trans-lycopen va cac ddng phan cis trong thyc phdm chire ndng dang
vién nén, vién nang téi thidu 0,1 mg va lycoper dang nguyén liéu phan tan trong nuée hosc trong dau
khi ¢6 mat cac carotenoid khac nhw B-caroten, o-caroten va xanthophyll Ién hon 0,2 %.

2 Thuat ngir, dinh nghia
Trong tiéu chuén ndy st dung cdc thu4t ng va dinh nghta sau day:

241

Lycopen téng sé (total lycopene)
Bao gdm all-trans-lycopen va cac ddng phan cis chinh 12 5 cis-lycopen, 9 cis-lycopen, 13 cis-lycopen va
15 cis-lycopen.

3 Nguyén tic

Cé4c dang phan tén trong nwéc nhu: bdt, dang nhi héa, vién nén hodc vién nang dugc phan hay béng
protease, sau d6 dwgc chiét véi diclometan va etanol ra khdi pha nwéc khong cé dém hodc dung dich
dém phosphat kidm tinh. Céc huy&n phil trong diu dugc hda tan tryc tiép trong diclometan va etanol.
Dich chiét duoc chay séc ky trén cdt HPLC, alkylamid C16 hinh clu, c& hat 5 um, déng dong, cjt s8
tach riéng cac ddng phan hinh hoc clia lycopen va tich khéi céc carotenoid khac nhw o-caroten,
p-caroten, cryptoxanthin, lutein va zeaxanthin.



TCVN 11494:2016

4 Thudc thiy

Trong sudt qua trinh phan tich, chi st dyng cac loai thudc thir dat chét lugng phan tich va chi st dung
nwdc it nhat 12 loai 3 TCVN 4851:1999 (ISO 3696:1987) Nudc ding dé phén tich trong phong thi
nghigém — Yéu clu ky thugt va phwong phép thiy, trie khi cé quy dinh khac.

4.1 n-Hexan, do tinh khiét téi thidu 99 %, dung cho séc ky long.
4.2 Etanol (C;HsOH), d6 tinh khiét 16i thidu 99,5 %, duing cho séc ky long.
4.3 Metanol (CH;OH), d6 tinh khiét t6i thidu 99,8 %, diing cho séc ky 1dng.

‘4.4 Diclometan (CH.Cl,), @3 tinh khiét t6i thidu 99,5 %, ding cho séc ky 1dng. Dung dich bén trong
vong 1 thang.

4.5 Axetonitril, 3 tinh khiét t6i thidu 99,9 %, dung cho séc ky 1éng
4.6 N-ethyldlisopropylamin, d tinh khiét t6i thiéu 98 %.
4.7 2-Propanol, dj tinh khiét t6i thidu 98 %.

4.8 Protex 6L, ché phdm enzym protease kiém tinh ¢ ngudn gdc tir vi khuén, hda tan durgc
trong nwée.

4.9 Amoni axetat, dd tinh khiét i thiéu 98 %.

4.10 Butylat hydroxytoluen (BHT), 2,6-Di-tert-butyl-p-cresol, d6 tinh khiét t6i thiéu 99 %.
4.11 Kali dihydrophosphat (KH,PO,), d6 tinh khiét t6i thidu 99 %.

4.12 Natri hydraxit (NaOH), d5 tinh khiét t5i thiéu 98 %.

4.13 Axit dinatri ethylendiaminetetraaxetic (EDTA) ngam hal phan tr nweére, dg tinh khiét t6i thiéu
89 %.

4.14 Natri dodecyl sulfat, 5 tinh khiét t6i thidu 98 %.
4.15 Dung dich amoni axetat, 0,2 %.

Hoa tan 0,5 g amoni axetat (4.9) trong 250 ml nwedre. Dung dich b&n trong vong 1 thang khi digc bao quan
&5,

4.16 Dung dich natri hydroxit (NaOH), 4 M.

Hda tan 16 g natri hydroxit (4.12) trong 100 mi nuée.
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417 Phadéng

Hoa tan 50 mg BHT (4.10) trong 20 ml 2-propanol (4.7} dwng trong binh dinh miec 1 lit (5.10) va thém
0,2 ml A-ethyldiisopropylamin (4.8), 25 mi dung dich amoni axetat 0,2 % (4.15), 455 ml axetonitril {4.5)
va khodng 450 ml metanol {4.3). D& hén hgp ngudi dén thé tich khdng ddi. Lam dm dén nhiét do phéng
va thém metanol (4.3) dén vach. Dung dich bén trong 2 ngay.

4.18 Dung dich chiét beadlet tir alginat

Hoa tan 68 g kali dihydrophosphat (4.11) va 10 g dinatri EDTA (4.13) ngdm hai phan t& nwée dung
trong binh nén trong khoang 900 ml nwéc. Thém khoang 18 g natri hydroxit (4.12) va siéu am dung
dich trong 20 min cho dén khi natri hydroxit hoa tan hét. Chinh pH clia dung dich dén 8,7 + 0,3 bing
natri hydroxit 4 M (4.16) va thém nwée dén 1 lit. Thém 0,25 g natri dodecyl sulfat (4.14) va siéu &m
trong 20 min (natri dodecyl sulfat khéng hda tan hoan toan).

419 Chuén chinh (reference standard) all-trans-lycopen, dd tinh khiét > 95 %, dung cho HPLC.
Bao quan trong nito & 5 °C, noi i (trong ti lanh).

4.20 Dung dich chuén higu chuén, all-trans-lycopen.
4.20.1 Dung dich chuén goc, 60 pg/ml.

Can khodng 6 mg chuén chinh all-lrans-lycoperi (4.19), chinh xac dén 0,01 mg cho vao binh dinh mic
100 ml (5.10}. Hda tan trong 20 ml diclometan (4.4) bing cach x ly 30 min trong bé siéu am (5.3). Pha
loang dén vach bing diclometan (4.4).

4,202 Dung dich chuén lam viéc, 3 ug/ml.

Ttr dung dich chun géc (4.20.1), ding pipet lay 5 ml cho vao binh dinh miéc 100 ml (5.10). Thém
n-hexan (4.1) dén vach [dung dich chuén lam viéc all-irans-lycopen 3 pg/ml trong n-hexan-diclometan
(95:5 phan thé tich)].

Béo quan dung dich & 5 °C, noi tdi {td lanh) va sir dung trong ngay.
4.21 Dung dich kiém soat dung cho LC

Hoa tan 3 mg chuén chinh all-frans-lycopen (4.19) va 1 g BHT (4.10) trong 10 ml diclometan (4.4) dyng

trong binh cdu day tron 500 mi rdi thém 200 ml n-hexan (4.1). Cho héi lvu dung dich 1 h & 80 °C trong

ndi cach thily. Sau khi 1am ngudi dén nhiét do phong, chuyén dung dich vao binh dinh mirc 500 ml

(5.10) va thém n-hexan (4.1) dén vach. B3o quan dung dich & nhiét d phdng, noi tdi, dé qua dém va

phan phéi vao trong cac lo diing cho HPLC. Han kin lg c&n than sau khi @& gy teflon/silycon septa va
bao quan noi t6i & 5 °C.
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5 Thiét b, dung cu
Str dung céc thiét bi, dung cu thong thirdng clia phdng thir nghiém va cu thé nhw sau:

5.1 Can phan tich, c6 thd doc dén 0,01 mg, dd chinh x4c (SD) bing + 0,015 mg va cb thé doc dén
0,01 g, SD bang + 0,005 g.

5.2 May do quang phd, co thé do trén dai budc séng tir 190 nm dén 800 nm, chidu rong dai phd ¢b
dinh 1,5 nm, dd chinh xac cla chiéu dai buéc séng 1a 0,07 nm (& bwéc song 541,92 nm), d6 tai lap
cha chidu dai buwéc séng 12 0,01 nm.

5.3 B& siéu am, cong suét 150 W, téﬁ 6 35 kHz, dung tich 4 lit.

5.4 May do pH.

5.5 May ddng hda, cong suit 750 W.

5.6 Xyranh, diung mét Ian, dung tich 2 ml.

5.7 B§ loc, diing mdt I1an, ¢& 16 0,45 pm, dwdng kinh 25 mm, dung cho dung mdi hitu co.

5.8 Hé théng HPLC gdm cé: bd bom bbn kénh, bd khir khi, bd bom méu tw déng cb bd phan diéu
chinh nhiét, 15 ct cé bd phan diéu chinii'nhiét, detector mang diot 190 nm dén 900 nm va bd
tich phan. '

5.9 Cdt HPLC, alkylamid c& hat 5 pm, dai 250 mm, dwéng kinh trong 4,6 mm.

5.10 Binh dinh mipc, c6 cac dung tich thich hep.

6 Lay mau

M&u giri dén phong thir nghiém phai 12 m3u dai dign. Mau khéng bi hw hdng ho#c bién ddi trong subt
quaé trinh van chuy&n hoéc bao quan.

Viéc lay m&u khéng quy dinh trong tiéu chuan nay. Xem tiéu chudn cy thé c6.lién quan dén san pham.
Néu chura c6 tiéu chudin cy thé lién quan dén san phdm thi céc bén ¢b lién quan nén thoa thuan voi
nhau v& vén d& nay. '

7 Chuan bi miu thor

Vigc chuan bj mau thir phy thuge vao dang vat Iy cia mau, ham lwgng lycopen dugc cang bd va khi
lwerng mau. '
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a) Khéi lwong trung binh trén don vi méu

Can 20 vién nén hodc vién nang va tinh khdi legng trung binh, Wp. Str dung khéi lgng trung binh dé
tinh ham lwgng lycopen ¢iia méu thix, bidu thj bang miligam trén don vi mau.

b) S6 lweng vién nén hoac vién nang cho mét phép phén tich

D& danh gia c méu clia ba don vi m3u (vién nén hodic vién nang) dwgce khuyén cdo dai dién cho mau,
tién hanh déng th&i ba phép phan tich, s dung twong (ng ba don vi miu va sau don vi mau. Ghi lai
chc két qua don 1&. D& xac dinh ham lwgng lycopen tdng sé trung binh, 14y ham lwgng twong drong
ba vién nén ho#c ba vidn nang cho méi phép phan tich va thirc hién ddng thei hai phép phan tich. Ghi
lai két qua trung binh clia hai phép phan tich.

¢} Tién hanh chuin bj mau thi
Pdng héa miu dang huyn phit hoac dang nhi héa bing cach khudy, vi du béng que thiy tinh.

Nghi&n nhd vién nén thanh bt bing cach dat ching trong hai tér gidy dwoc gap lai rdi ding chay Gé
nghign. Béc vé vién nang chira bbt va chiét bdt cling véi va. Tién hanh trong ty 6i véi mdu beadlet
va vién nang chira dich Idng. Miu beadlet dwoc can ma khong khudy hodc I4c trede dé tranh b
phan tach.

8 Cach tién hanh
8.1 D4 tinh khiét
8.1.1 D& tinh khiét ciia chét chuin khi do quang phé (SP)

Do d6 hép thu ctia dung dich chudn (4.20) so v&i n-hexan & bwéc séng khodng 471 nm. SP ciia chét
chudn lycopen duweec tinh bang Céng thirc (1):

sp- Aax20000
3450 W

(1)

Trong d6
Ay 12 d0 hép thy clia dung dich chun (4.20) & bwéc séng khodng 471 nm;
20000 12 hé sb pha long;

3450 13 EX ctia all-trans-lycopen tinh khiét trong hexan;

W  1a khéi lvgng cia chudn chinh (4.19) dugc sk dung cho dung dich chuén géc, tinh bang
miligam {mg).
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8.1.2 D& tinh khiét ctia chat chudn khi do sic phé (CP)
Bom it nhét bén 1An, méi 1An 20 ul dung dich chudn (4.20.2) ngay sau khi chun bj vao hé théng HPLC.
CP caa chét chudn lycopen dwgc tinh bing Cong thire (2): ' '

cP =-§l (2)

Trong d6
Sy ladién tich cda pic all-trans-lycopen;
S latdng cac dién tich cia 14t ca cAc pic c6 lién quan.
‘Céc pic ¢6 lién quan |a tt ca céc pic trén sdc db séc ky [dng hiéu ning cao ngoai.tﬂ'r cAc pic tr dung méi.
8.1.3 D3 tinh khiét cua chét chudn

a) Tinh d6 tinh khiét tdng thé clia ham long all-trans-lycopen clia chét chudn bao gdm céac sdn phédm
phan hily khéng hap thy & viing buéc séng 471 nm [dwgc do bang phd nhin thay (Vis-spectroscopy] va
céc hep chét khéng phai all-trans-lycopen c6 thé nhin thdy dwec (qua mau sic) (dwec phét hién bng
HPLC, CP). B tinh khiét ctia chat chudn, P, tinh bing phan trim, dwoc tinh bang cong thirc (3):

P= 8P xCPx100 (3)
Trong d6

8P |a d6 tinh khiét cta chét chuén khi do quang phé (8.1.1);

CP 1adj tinh khiét ciia chét chuén khi do may séc ky (8.1.2);

100 14 hé s6 thang do dé biéu thi dd tinh khiét tinh bang phén tram.

D4 tinh khiét clia chét chudn tinh dwoc téi thidu 12 90 %.

b) Néng dd cia all-trans-lycopen trong chét chudn, Cansansieopens tinh biing miligam trén lit (mg/),
dwoc tinh bang Céng thire (4):

Call-rrans-lympen =W x % {4)

Trong 46
W 1a khéi lrong cita chét chuan, tinh bing miligam (mg);
P 14 d9 tinh khiét, tinh bing phan tram (%);

200 14 hé s6 pha loang va chuyén ai.
10
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8.2 Tinh hé sé dap ng (RF)

Hé sé dap rng cla all-trans-lycopen tir dién tich pic trung binh, AF ai.sanstycopen: tinh béng don vi hip thy
nhan lit trén miligam, dwge tinh bing Céng thirc (5):

Aall-lrans-EoEn ( 5}

all-trans-lycopen

AF, all-trans-lycopen =

Trong d6

Aatiransiyeopen 12 di€n tich pic trung binh clia pic all-trans-lycopen trong chét chuén va céc séc dd
(don vi dién tich, AU);

Caliransiyeopen 12 NONG @9 tinh dwgce cla all-trans-lycopen trong dung dich chudn, tinh bang miligam
trén it (mg/l).

8.3 D§ dap (g LC ctia dung djch kiém soat

Dung dich kiém soat [a cac dung dich all-trans-lycopen da duoc ddng phan héa bdi nhiét, bén khodng
3 thang khi dwoc bdo quan 5 °C & noi téi. Khéng can higu chuan lai hé théng HPLC néu RF da duwoc
x4c dinh trwéc cho thdy cb gia tri khi str dung céac dung dich kiém soét.

8.3.1 Sir dung dung djch kiém soat HPLC

Do ham lwong lycopen téng sé ban dau ngay sau khi chudn bj dung dich kiém sodt trong qua trinh higu
chuln hé théng HPLC. Bom dung dich kiém soat song song v6i dung dich chuén it nhét 6 13n, mai 1&n
20 pl vao hé théng HPLC. Tinh ham lwong lycopen trung binh ciia dung dich kiém soét tir séc ky @8,
str dung RF teong déi da tinh dwoc treéc dé. Sau d6 bom dung dich kiém soat ciing véi tirng day
mau. RF dwoc coi 1a khéng ddi trong thoi gian dai khi ham lwgng lycopen tong sé do dwge cla cac
dung dich kidm soat sai khac trong pham vi + 2 % so voi gia tri ban dau; ndu khéng, hé théng HPLC
cin higu chuan lai. Cac van a8 v& dung dich kiém soat cin dwoc néu rd néu mirc kiém soat ndm ngoai
pham vi, nhung RF sau khi higu chudn lai khéng thay 8éi. Can chudn bi dung dich kiém soét méi.

8.3.2 D5 tuyén tinh cia 49 dap (ng LC

Ding dudng chufn tr cac dung dich lycopen 0,05 pg/l dén 100 pgA trude dé ¢6 dong phan héa nhiét
va khong ddng phan héa nhiét. B6i v&i dung dich déng phan hoa nhiét, hda tan 10 mg all-trans-lycopen
va 100 mg BHT (4.10) vao 10 ml diclometan (4.4) ding trong binh dinh méc 100 ml (5.10). Thém
50 ml diclometan (4.4) va cho hdi lwu 2 h & 80 °C trong ndi cach thiy. Thém khoang 30 mi diclometan
(4.4), dua v& nhiét @ phong va thém diclometan (4.4) dén vach. Hoa tan 10 mg chét chudn lycopen
trong diclometan dung trong binh dinh méc th hai dung tich 100 ml. Pha lodng dung dich nay v&i hén
hop dung méi (i 1& etanol:diclometan 1a 1:1, tinh theo thé tich) theo Bang A.1, dé& thu dugc dung dich
higu chuén twong Gng.

11
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Bom dung dich vao hé théng LC va tinh ham legng lycopen t8ng s6 theo Céng thikc (6). Béi véi ndng
a6 all-trans-lycopen tir 0,1 pg/ml @én 50 pg/ml cé hé s6 xac dinh R? > 0,995 thi d6 dap ng phéi tuyén
tinh va ndng dd dwgc tinh ngugc lai trong pham vi dich + 10 % theo Iy thuyét a8 dudng hdi quy di qua
gbe toa db.

8.4 Chiét
Bao vé chét chiét va dung dich khdi &nh néng trire tiép ho3ic &nh séng cyee tim (UV).
8.4.1 Dung djch huyén phu trong diu

Chuén bj miu nhu trong Didu 7. Can chinh xac phén méu thir chira khoang 20 mg lycopen, thém 250
mg BHT (4.10), ding 120 ml diclometan (4.4) trdng v&o binh dinh mirc 250 ml (5.10). Thém 100 ml
etanol (4.2) va léc. B& hdn hop ngudi dén thé tich khdng ddi. D& yén noi t6i cho dén khi dat dwoc nhiét
d6 phong (khoang 2 h), thém diclometan (4.4) dén vach va I manh. Pha lodng dich long véi
etanal:diclometan (1:1, tinh theo thé tich) dung trong binh dinh mirc theo ty 1& 1 + 9, vi dy tie 5 ml thanh
50 ml va bom 20 pl vao hé théng HPLC. '

8.4.2 Beadlet tir gelatin va cic beadlet phan tan trong nwéc khac hojc cac chéit dang nhii héa

Chudn bj mau nhr trong Bidu 7. C4n chinh xac phdn mau thir chira khodng 10 mg lycopen vao binh
dinh mdre 250 ml (5.10). Thém 250 mg BHT\(4.1D), 0,5 ml Protex 6L (4.8) va 15 ml nwéc. Xoay binh dé
lam w6t lwgng chira trong binh va dat vao bé siéu am (5.3) & khoang 50 °C trong 30 min, sau khodng
15 min, xoay binh. Thém 100 ml etanol (4.2) vao huyén phil 4m va lic manh. Thém 135 ml diclometan
{4.4) val4c lai. D& hdn hop ngudi dén thé tich khong ddi. Bay nap binh va d& yén & noi t6i cho dén khi
dat dugc nhigt dd phong (khodng 2 h), thém diclometan (4.4) dén vach va I&c manh. Pha loang dich
1dng véi etanol:diclometan (1:1, tinh theo thé tich) trong binh dinh mirc theo ty 18 1 + 9, vi duy tr 5 ml
thanh 50 ml. Loc dung dich qua b loc (5.7), néu can. Bom 20 yl vio hé théng HPLC (5.8).

8.4.3 Vién nén va vién nang chira beadlet tir gelatin va beadiet phan tan trong nwéc khic c6
khdi legng phin mau thir nhé hon 5 g

Cén chinh xac khéi lwgng phin miu thir clia ba vién nén hodc vién nang, dwoc chudn bi nhw trong
Didu 7, vAo binh dinh mirc 250 m! (5.10). Thém 250 mg BHT (4.10), 0,5 ml Protex 6 L (4.8) va 15 ml
nwée. Xoay binh dé 1am wét lwgng chira bén trong va dat vao bé siéu am (5.3) & khodng 50 °C trong
30 min, khudy khodng 15 min. Thém 100 ml etanol (4.2) vao huyén phi 4m va l&c manh. Thém 120 ml
diclometan (4.4) va I4c lai. Néu vén cyc, thi ddng nhét bdng may ddng héa (5.5), trang véi 15 ml
diclometan (4.4), phéi trdn dich trdng véi lrgng chi¥a trong binh dinh mére. D& hén hop ngudi dén thé
tich khéng ddi. Bay nép binh va @& yén & noi téi cho dén khi dat nhiét ¢ phong (khoang 2 h), pha
lodng bang diclometan (4.4) dén vach, I&c manh va d& yén. Tién hanh nhw sau:

12
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—~ Néu ham lugng lycopen ciia phan mAu thir ti da 1a 10 mg, thi st» dung huyén phit ma khéng can
pha lodng.

— Néu ham lugng lycopen ciia phdn méu thir Ion hon 10 mg, thi pha lodng huyén phil v&i
diclometan:etanol (1:1, tinh theo thé tich) sao cho ham lwgng lycopen clia dung dich cudi ciing tir 1 pg/ml
dén 10 pg/ml. Loc dung dich qua b loc mang (5.7), néu cin va bom 20 pl vao hé théng HPLC (5.8).

8.4.4 Vién nén va vién nang chlra beadlet tir gelatin va cac beadlet phan tan trong nwéc khac
c6 khéi lwgng phan miu thir Ién hon 5 g

Can chinh xac phan mau thi¥ clia ba vién nén hosc vién nang, chudn bj nhw trong Didu 7, vao binh
dinh miérc 250 ml (5.10) @4 dwoc can trerdc. Thém 0,5 ml Protex 6 L (4.8) va 120 ml nwéc. Xoay binh
@& lam w6t leong chiva bén trong va @t vao bé siéu am (5.3) khoang 50 °C trong 30 min, khuéy
khoang 15 min. Thém 125 ml etanol (4.2) vao huy&n phit 4m, 38 ngudi dén nhidt dd phong va thém
nwéce dén vach. Can binh va legng chiva bén trong rdi lic manh. Diing phéu rét ngay 10 g + 2 g huyén
phi cho vao binh dinh mirc 250 ml da can ca bi. Cén dich l6ng clia huyén phi da dwoc chuyén. Thém
100 ml etanol (4.2); 250 mg BHT (4.10) va lac. Thém 120 ml diclometan (4.4) va l4c lai. Néu vén cuc,
thi déng nhét bing may ddng héa (5.5), trang vé&i 15 ml diclometan (4.4) va phéi tron dich trang véi
Iwgng chira trong binh. D& hdn hgp ngudi dén thé tich khang dbi. Bay nép va d& yén noi ti cho dén
khi dat nhiét 9 phang (khoang 2 h), pha loang béng diclometan (4.4) dén vach, li¢ manh, d& yén cho
chét rén lang xubng. Tién hanh nhw sau:

~ Néu ham lugng lycopen ciia phan mAu thir téi da Ia 25 mg, thi st dyung huydn phii ma khdng can
pha lodang.

~ Néu ham lwgng lycopen cla phan miu thr I&n hon 25 mg, thi pha lodng huyén phi véi
etanol:diclometan (1:1, tinh theo thé tich) sao cho ham Iwgng lycopen clia dung dich cudi ciing [ 1 pg/ml
dén 10 ug/ml. Loc dung dich qua bd lgc (5.7) néu cin va bom 20 pl vao hé théng HPLC (5.8).

8.4.5 Beadlet tir alginat, vién nén hojc vién nang

Can chinh x4c phén miu thir clia beadlet twong dwong véi 10 mg, hodic ba vién nén hoc vién nang,
dwgc chudn bi nhw trong Bidu 7, vao binh dinh mic 100 ml {5.10) da dwoc céan trwéc. Thém 1 mi
Protex 6 L (4.8) va 50 ml dung dich dém chiét khdng chira gelatin (4.18). Xoay binh dé lam wét lugng
chira trong va dat vao b& siéu am (5.3) & khoang 50 °C trong 30 min, khudy khodng 15 min. Thém
40 ml nwérc (4.3) vao huyén phi 4m, d& ngudi dén nhiét dd phong va thém nuéc dén vach. Can binh,
lwgng chira bén trong va lc manh. Ding phéu rét ngay 10 g + 2 g huyén phit cho vao binh dinh mac
200 ml (5.10). Can dich ldng cta huyén phi da chuydn. Thém 100 ml diclometan (4.4), 200 mg BHT
(4.10) va l&c. Thém 70 mi etanol (4.2) va lac lai. Néu von cuc thi ddng nhét bing may déng héa (5.5),
trang v&i 15 m! diclometan (4.4), tron dich trang v&i lwgng chira trong binh. D& hén hop ngudi dén thé
tich Khéng dbi. D4y nép va dé yén noi téi cho dén khi dat nhiét do phong (khoang 2 h), pha loang béng
diclometan (4.4) Gén vach, lic manh va d& yén. Tién hanh nhw sau:
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~ Néu ham Iwgng lycopen clia phan mau thir tdi da 1a 10 mg, thi s dung huyén pht ma khéng cn
pha loang.

- Néu ham Iwgng lycopen ctia phdn méu thk I6n hon 10 mg, thi pha lodng huyén phi véi diclometan-
etanol (1:1, tinh theo thé tich) sao cho ham lwgng lycopen ctia dung dich cudi cling tir 1 pg/ml dén
10 pg/ml. Loc dung dich qua bd loc mang (5.7) va bom 20 pl vao hé théng HPLC (5.8), néu cén.

8.5 Xac dinh bang HPLC
8.5.1 Cac diéu kién van hanh HPLC
Céc digu kién van hanh sau day cho thay thich hop:
- Cot:
'+ Suplex PKB-100, ¢& hat 5 um, dai 250 mm dwdng kinh trong 4,6 mm;
+ nhiét 3§ cét: 30 °C; pha dong (xem 4.17);
+ téc @ ddng 0,8 ml/min;
+ 4p suét: khodng 33 bar;
+ thé tich bom: 20 pl;
+ nhiét 3¢ bom méu tw dong: 15 °C
+ buwrée séng detector: 448 nm;
+ thoi gian chay: 40 min.
8.5.2 Théi gian lwvu

All-trans-lycopen: khodng 15 min dén 20 min. Thai gian lwu x4p Xi cda all-trans-lycopen: all-tran-utein:
0,45, all-frans-xeaxanthin: 0,47; all-trans-B-cryptoxanthin: 0,86; all-frans-lycopen: 1; déng rira gidi 5-cis
va 9-cis-lycopen: 1,03; 15-cis-lycopen khéng xac dinh dwoc: 1,07; 13-cis-lycopen: 1,12; 15-cis-lycopen:
1,18; all-trans-o-caroten: 1,39; all-tréns-B-caroien: 1,49; 9-cis-B-caroten: 1,60; 13-cis-B-caroten: 1,75;
15-cis-B-caroten: 1,81.

9 Tinh két qua
9.1 Ham lwong lycopen téng sb
~ Ham lwgng lycopen téng s6 trong mau thir, Cetinh bing miligam trén gam (mg/g), dwec tinh béng
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Cdng thire (6):

A . : . . )
Clot = [{ all-lran + AS—CJSIQ—vm + Ax-as + Ala—-crs X 1=3 + Als-as X 1'4) xV (6)
RF,..xm

— Ham lweng lycopen téng s6, Cia, tinh béing miligam trén don vi mau (mg/unit), dwoc tinh bing Cong
thiee (7):

Cu= [(Aay—srans + Ao cisr9-cis + Axecis + Ara—cis X 13+ As_s X 14)x V x W,
“ RF, s xm

)

Trong dé
Aarian 12 dién tich pic ctia all-trans-lycopen (AL;
As cizncis 12 dién tich pic cia dich clng rira gidi 5-cis-lycopen va 9-cis-lycopen (AU);
Ay 14 dién tich pic clia cac ddng phén ¢is lycopen chura xéc dinh dugc (AU);
Ata.cis VA Assgs |2 dién tich pic clia 13 cis-lycopen va 15-cis-lycopen (AU);

AFyas 12 hé sb dap (rng cla all-trans-lycopen (AU xL/mg);

m 1a khéi lwgng phan mau thix tinh biing gam (g).
Wp 1a khdi lwgng trung binh ctia don vi mau (vién nén hodc vién nang), tinh bang gam (g);
v [ thé tich ly thuyét 3 hoa tan phan mau thiy, tinh dwoe tir Cang thire (8), tinh bng lit (1)
V<V W,
V=185 [ 1 8
[ Vo }{ WzJ )
Trong dé

V; lathé tich clia binh thir nhat dwng phdn méu thir da chiét, tinh bang lit (I);
V. lathe tich clia phén dich 1dng da pha loang, tinh bang lit {1);

V.

]

12 thé tich phén dich 1dng V; da pha lodng, tinh bang lit (1);

W, la khéi leong clia etanol (8.4.4) hoac huyén phl (8.4.5) trong binh dinh mirc
d4u tién, tinh bang gam (g);

W, 12 khéi lgng huyén phil chuyén vao binh dinh mirc thie hai, tinh bing gam (g).

15
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9.2 Ham lweng all-trans-lycopen
~ Ham Iugng all-trans-lycopen, Cran, tinh bdng miligam trén gam (mg/g), dwoc tinh bdng Cong thiee (8):

= (Aaﬂ'—tmns X V) (8)
RF,._.xm

frans

Crrans

— Ham lwgng all-trans-lycopen, Cyans, tinh béng miligam trén don vi mau, (mg/unit), dugc tinh bing
Cong thire (9):

(Aap-rans XV X Wp)
RF s XM

(9)

Crrans =

Xem gidi thich trong 9.1.

10 Bao cao thir nghiém

Bao cdo thir nghiém phai bao gdm it nh4t céc thong tin sau day:
a) moi thdng tin cAn thiét d& nhan biét ddy i méu thi;

b) phuong phép ldy m&u da s dung, néu biét;

¢) phwong phap thir da st dung va vién dén tiéu chuén nay;

d) moi thao tac khdng dwgc quy dinh trong tiéu chuan nay, hodc nhirng didu dwoc coi la tw chon, va
bét ky chi tiét nao ¢d anh huwdng t&i két qua;

) két qua thir nghigm thu dworc.
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Phu luc A

(Tham khao)

Két qua nghién ciru

TCVN 11494:2016

Bang A.1 - Cac két qua nghién ciu lién phong thir nghiém *

Sé |56 lwong N&n mau Giatri (Do Iéch'Bé léch| D léch | P& léch |Da lap|Dd tai| Chi sé
méu | phong trung binh| chudn | chudn | chuidn | chuidn | Iai | l3p |HorRat
thir lap lai | tailap | twong | tweong {n (A}
nghiém {s) | (ss) |a6ilap laiadi tal lap
(RSDY) | (ASDg)
% %

3,8 9 Huy&n phii trong ddu| 96,7 497 | 893 5,13 9,21 13,9 | 25,0 | 3,24
411 9 Beadlet tir gelatin 51,4 0,77 1,97 1,49 3,84 214 (553 | 1,23
16,19 9 Beadlet tir alginat 222 6,19 13,6 2,79 6,15 1,73 | 38,2 | 245

1,9 8 Lycopen dang vién 23,1 0,29 1,50 1,26 6,53 212 | 4,81 | 1,85

nang

512 8 Multivitamin dang 0,299 0,016 | 0,020 5,32 6,76 0,045 |0,057( 1,00

vién nang

6,13 9 Lycopen dang vién 2,11 0,065 | 0,22 3,11 10,4 0,18 | 0,62 | 2,06

nang

7.21 8 Lycopen dang vién 1,21 0,15 0,15 12,2 12,3 041 | 0,42 | 2,23

mém (softgel)
14,20 10 Lycopen dang vién 1,28 0,048 | 0,052 3,72 4,05 0,43 | 0,15 | 0,74
nang

15,18 9 MAu kiém soat 2,46 0,25 | 0,42 10,2 169 | 0,70 1,16 | 3,42
durong cac

10,17 9 Méau kidm soat 0,653 0,052 | 0,25 7,88 38,0 0,14 | 0,69 | 6,30
duong thap

2 10 Mau kidm so4tam | <0,01 NA® | NA NA NA NA [ NA [ NA

P} NA: Khéng 4p dung

#) Cac két qua dwec bidu thi bang miligam trén gam (mg/g).
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Bang A.2 — Cac két qua nghién ciru lién phong thir nghiém dé xac djnh lycopen téng s6*

nang, tinh bing
miligam trén vién

S6 [S6lwong|  Ninmiu Giatri [P 1§chiDa lach| B léch | o lgch |Dd 1ap D tail Chi sé
miu | phong trung binh| chuén | chudn | chudn | chuan | lai | lap |HorRat
thir iap lai | tal lap | tvong | twong {n _ {A}

nghiém {s) (se} |41 13p tailddi tai lap
(RSD) | (RSDR)
Y Yo
1,9 8 Lycopen dang vién 26,1 0,34 | 1,50 1,31 '5.74 0,957 | 4,20 | 1,63
nang, tinh béng
miligam trén vién
5,12 8 Multivitamin dang 0,447 0,021 | 0,029 4,62 6,43 0,058 {0,080 0,95
vién nang, tinh bang
miligam trén vién
6,13 9 Lycopen dang vién 3,97 0,13 042 3,30 10,5 0,367 | 1,17 | 2,07
nang, tinh bang
miligam trén vién
7,21 8 Lycopen dang vién 1,06 0,034 | 0, 052 3,19 4,87 0,095 |0,145]| 0,89
mém (softgel), tinh ' :
bang miligam tré&n
vién
14,20 10 Lycopen dang vién 1,75 0,063 0,075 3,59 4,28 0,176 0,210 0,79

! C4c két qua dwgc tinh biing don vi lidu.
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Bang A.3 — Cac két qua nghién céu lién phong thir nghiém d_é xac djnh all-trans-lycopen®

S6 (86 hrgng Né&n méu Glatrj |pd Iéchlf)é léch| Bo téch | P lach |P6 Iap |D§ tai| Chi sb
méu | phong trung binh| chuén | chudn | chuidn | chudn | 13l | 1ap |HorRat
thir laplai [tailap | twong | twong in (R
nghiam (&) | (s} |a6i13p lakabitallap
(ASDy | (RSDR)
% %

3.8 8 Huyén phi trong déu 87,7 3,81 8,87 434 10,1 10,7 | 24,8 | 3,51
4,11 9 Beadlet tir gelatin 45,4 0,34 5,83 1,84 12,8 2,34 | 16,3 | 4,03
16,19 9 Beadlet tir alginat 215 6,72 12,8 3,13 5,96 18,8 | 358 | 2,36

1,9 10 Lycopen dang viﬁn 19,1 0,90 4,00 4,75 21,0 253 | 11,2 | 5,78

nén

5,12 9 Vitamin tdng hop 0,238 0,025 | 0,044 10,6 18,5 0,071 |0,123| 2,64

dang vién nén

6,13 9 Lycopen dang 1,83 0,049 | 0,28 2,67 15,1 0,136 (0,773 292

vién nén

7,21 8 Lycopen dang vién 1,05 0,087 | 0,14 8,23 13,4 024 (040 2,39

mém (softgel)
14,20 10 Lycopen dang 1,09 0,10 | 0,13 9,17 11,5 0,28 | 0,35 | 2,06
* vién nén '
1518 9 MAu kidm soat 205 | 026 | 048 | 127 | 235 | 073 |135| 46
duwong cao
10,17 9 MEu kidm so4t 0,543 0,051 | 0,22 941 40,5 0,14 | 0,62 | 6,54
duong thap
2 10 Mau kidm soat am <0,01 NA® NA NA NA NA NA NA

' Céc két qua duge bidu thi bing miligam trén gam {ma/a).
P NA: Khéng ap dung
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