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L&i néi dau
TCVN 11513-2:2016 hoan toan twong dwong véi ISO 12228-2:2014;

TCVN 11513-2:2016 do Ban ky thuat tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F2
Déu m& dng vét va thyre vét bign soan, Tong cuc Tiéu chudn Do lwdng
Chét lugng thdm dinh, Bd Khoa hoc va Cong nghé céng b,

BO TCVN 11513 (ISO 12228) Xéc dinht ham luong sterol tong sé va
céc sterol riéng ré — Phuong phép séc ky khi gdm cé cac phan sau:

TCVN 11513-1:2016 (1ISO 12228-1:2014), Phin. 1: D4y m& dong vt
va thye vat,

TCVN 11513-2:2016 (1SO 12228-2:2014), Phin 2: Déu dliv va déu b bliu.



TIEUCHUAN QUOC GIA TCVN 11513-2:2016

Xac dinh ham Iwong sterol tdng s6 va cac sterol riéng ré -
Phwong phap sac ky khi -

Phan 2: Dau 6liu va dau ba 6liu

Determination of individual and tofal sterols confents — Gas chromatographic mefhod—

Part 2: Olive oils and olive pomace oils

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn ndy qui dinh phuong phdp xéac dinh hdm Iwgng va thanh phén céc sterol va triterpen
dialcohol trong dAu 6liu va dAu b 8liu biing séc ky khi. D& xac dinh ham lwgng va thanh phan clia céc
sterol trong tAt ca ddu m& ddng vét va thire vat khac, sir dung TCVN 115131 (ISO 12228-1).

CHU THICH: Tiéu chun nay 1A t3i igu k§ thuat gidng véi tiéu chudin I0C COVT.20/Tai ligu s& 30 (thang 11 ndm 2011).

2 Tailiéu vién dén .

Céc tai ligu vién din sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn ndy. D&i véi cac tai liéu vién dan ghi
nim cdng bé.thl 4p dyng phién ban dwoc néu. DSi.véi cac tai ligu vién dan khdng ghi ndm céng bb thi ap
dung phién ban méi nhét, bao gdm ca céc stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 6128 (ISO 661) DAu mé déng vt va thye vat — Chudn bj méu thi.

3 Thuét ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuln nay str dung cac thuat nglr va dinh nghia sau:

3.1

Thanh phan clia cac sterol (composition of sterols)

Thanh phan cla céc sterol riéng ré trong mau, bét dau véi cholesterol va két thuc véi A7-avenasterol
(xem Bang 1) trong céc diéu kién qui dinh tai tiéu-chudn nay.

CHU THICH 1: Thanh phén durge bidu thi bing phin tram tAt ca céc dign tich pic, chuln hoa dén 100 %.
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3.2

Ham Iwgng sterol tdng sé (total sterol content)

Phan khéi lvong clia tdng tAt ca céc sterol riéng ré, dwec xac dinh theo phurong phéap qui dinh trong
tidu chudn nay, b4t dhu véi cholesterol va két thic véi A7-avenasterol (xem Bang 1) chia cho khéi
lwong phin méu thie.

CHU THICH 1: Ham Ivong dwgc bidu thi bing miligam trén kilogam.

3.3
Thanh phin ciia c4c triterpen dialcohol (composition of triterpene dialcohols)
Thanh phn clia erythrodiol va uvaol ¢6 trong mAu duwéi cac didu kién qui dinh trong tiéu chuln nay.

CHU THICH 1: Thanh phan ndy dwec bidu thi biing phén tram tat c3 cac dign tich pic, bt d4u véi cholesterol va két thuc
bing uvaol (xem Bang 1) dwéi cAc didu kién qui dinh trong tidu chudn nay da dugc chuén héa dén 100 %.

4 Nguyén tic

Phan miu ther dwoc xa phong héa bing cach dun séi hdi lwu véi dung dich kali hydroxit trong etanol.
Chét khong xa phong héa dugc chiét bing dietyl ete. Cac phan sterol va triterpen dialcohol dwgc tach
ra khdi chat khong xa phong héa bing séc ky 16p méng trén tdm silica gel ki€m héa. Bjnh tinh va dinh
Irgng cac thanh phén sterol va triterpen dialcohol bang séc ky khi clia céc ete trimethylsilyl, st¢ dyng
cholestanol 1am chét chudn ndi.

5 Thubc thie

CANH BAO — Thye hién céc qui dinh vé xi Iy cac chdt nguy hiém. Cén tudn tha cic bi¢n phap
an toan ky thuit cho td chirc va ca nhén.

Chil str dung thudc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc dat loai 3 trong TCVN 4851 (ISO 3696), trir khi
¢ qui dinh khéac.

5.1 Kali hydroxit, phan khéi ivgng téi thiéu w = 85 g/100 g.
5.2 Kali hydroxit, dung dich trong étanol, néng'dé khéi lwgng, c, x&p xI 2 mol/l.

Hoa tan 130 g kali hydroxit (5.1) trong 200 ml nwéc cit va pha lodng bang etanol (5.9) dén vach 1 Iit,
trong khi lam ngudi. Gitr dung dich ndy trong chai thay tinh tdi mau, day kin va bdo quan t6i da 2 ngay.

5.3 Kali hydroxit, dung dich trong etanol, ndng @ khéi lwgng, ¢, x&p xi 0,2 mol/.

Hoa tan 13 g kali hydroxit (5.1) trong 20 ml nwdc cht va pha loéng bang etanol (5.9) dén vach 1 Iit.
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5.4 Dietyl ete, ding cho séc ky.

CANH BAO - Dietyl ete 12 chit dé chay va c6 thé tao thanh peroxit gay nd. Giéi han gy né
trong khéng khi 12 1,7 % dén 48 % (phan thé tich). Hét sirc can than khi sir dung dietyl ete.

5.5 Natri sufat khan.

5.6 Tém sic ky |&p méng silica gel (TLC), ¢6 ban sn; kich thuéc 20 cm x 20 cm, day 0,25 mm,
khéng ¢6 chét chi thj huynh quang.

5.7 Axeton, ding cho sac ky.

5.8 n-Hexan, ding cho sic ky.

5.9 Etanol 96 %, phan thé tich tdi thidu ¢ = 95 %.
510 Etyl axetat. |

5.11 Dung dich chudn diing cho sic ky I&p méng, cholesterol hodic hdn hep cac phytosterol va
dung dich erythrodiol trong etyl axetat (5.10), ndng dd khdi lugng, o= 5 %.

5.12 2,7-dichlorofluorescein, dung dich trong etanol, ndng dd khéi lweng, p= 0,2 %.

Tao kidm nhe bang cach thém vai giot dung dich kali hydroxit trong alcohol 2 molil (5.2). Bo quan
dung dich nay téi da trong 1 nam.

5.43 Dung djch chuin ndi a-cholestanol, ndng do khéi lwgng, p = 0,2 g/100 ml, trong etyl axetat
(5.10). |

5.14 ~Dung-djch-phenolphtalein, ndéng-d¢ khéi Irgng, o = 10 g/, trong etanol (5.9).
5.15 Khi mang ding cho séc ky khi, heli hodc t6t nhét Ia hydro.
5.16 Khi phy trer diing cho sdc ky khi, hydro, heli, nito va khéng khi.

5.47 Dung mbi trién khai, hdn hop cla n-hexan va dietyl ete, ndng do thé tich 1a; o(n-hexan) =
65 mi/100 ml, o(dietyl ete) = 35 mi/100 mi.

5.18 Hexamethyldisilazan.
5.19 - Trimethylchlorosilan.

5.20 Thubc thir silyl héa, hén hep clia pyridin, hexamethyldisilazan v& trimethylchlorosilan.



TCVN 11513-2:2016

Néng dé thé tich ofpyridin) = 9 ml13 ml, o(hexamethyl disilazan) = 3 mi13 ml,
oftrimethylchiorosilan) = 1 ml/13 mi. Chuén bj hdn hep mdéi trong ngay st dung.

CHU THICH: C6 thé si¥ dyng thuc thir @4 silyl héa khc, vi dy: hén hop clia N,O-bis-trimethylsily}-trifluoroacetamit (BSTFA)
va trimethylchlorosilan (TMCS}, o(BSTFA) = 99 mi100 ml va o(TMSC) = 1 mi/100 mi.

6 Thiét bi, dung cy

Sir dung cac thiét bj va dung cy thdng thirdng clia phéng thi¥ nghigém va cac thiét bi, dung cy sau:
6.1 Binh ciu day tron, dung tich 250 m, c& mai.

6.2 B& sinh han, c6 khép néi thiy tinh mai I4p kin véi binh (6.1).

6.3 Phéu chiét, dung tich 500 ml.

6.4 B& trién khai, bing thiy tinh, c6 ndp day thy tinh mai, phli hop dé st dung vdi tdm c6 kich
thwde 20 cm x 20 cm

6.5 Dén tia cye tim, budc séng 366 nm hodc 254 nm.
6.6 Microxyranh, @& phan phéi 100 i, 500 pl va 1000 pl.

6.7 Phsu loc hinh try, c6 bd loc thily tinh thidu két (G3, a5 xép 15 um dén 40 um), dudng kinh xap xi
2 em, sau 5 cm, phi hep @& loc trong chan khéng, ¢b khép ndi thily tinh mai nhé ra.

6.8 Binh nén, van hanh trong chan khéng, dung tich 50 ml ¢6 khép ndi thly tinh mai 16m vao dé néi
véi phéu loc (6.7).

6.9 Ong thir nghiém, dung tich 10 ml ¢ dy hinh cén va ndp thly tinh day kin.
6.10 Thiét b sdc ky khi, cit mao quén, ¢6 bd bom chia dong gém cé:
- 10 cdt, co thé duy tri nhiét @3 chinh xac + 1 °C;

- bd bom mau cé kiém soat nhiét dd, co bd phan Iam bay hoi bang thdy tinh persilan héa va hé
théng chia déng;

- detector ion héa ngon ilka (FID);
- hé théng phan tich dir ligu.

641 Cét mao quéan, bang silica néng chdy, dai 20 m dén 30 m, dwong kinh trong 0,25 mm @én 0,32 mm,
duoe phi bing diphenyl § %, dimetyl polysiloxan 95 % (SE-52 hodc SE-54 hoZc pha tinh twong duong), véi
giéi han nhiét d trong khong tir 280 °C dén 300 °C, 86 day mang trong khoang tir 0,1 um dén 0,30 pm.

8
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6.12 Microxyranh dung cho sic ky khi, dung tich 1 pl va 10 pl, diing cho s&c ky khi, ¢ gan kim ghi phl
hop vé&i b bom chia dong. ’

6.13 Binh hut Am, chira cac chét hit Am hiéu qua, vi dy: canxi diclorua, dé bo quén tam.
6.14 Ti sy, duy tri nhiét d6 & 103°C 2 °C.
6.15 B® ¢ quay, ndi v&i bom chan khéng va ndi cach thity, duy tri & nhiét 4§ 40 °C.

6.16 Can phan tich, co thd can chinh xac dén 0,001 g va ¢4 thé doc dwoc 0,000 1 g.

7 Mauthir
7.1 Liy méu
Viéc I3y mAu khdng qui dinh trong tigu chudn nay. Nén 14y mau theo TCVN 2625 (1SO 5555) .

M3u gi¥i d&n phong ther nghiém phai ding 13 mAu dai dién va khdng bi hu hdng hoc thay @i trong
suét qua trinh van chuyén va bdo quan.

7.2 Chuin bi miu thé

Chuan bj mau thir theo TCVN 6128 (ISO 661). Lam khé méu bng cach loc, néu can,

8 Cach tién hanh
8.1 Phin miu thir

Ding microxyranh (6.6) ldy mét lugng dung dich chun ndi (5.13) 500 pl (a6i voi diu 6liu) hodc
1 500 pl (d8i v&i ddu ba dliu), cho vao binh 250 ml (6.1). Cho bay hoi dén khd bang déng khi nito nhe,
trong ndi cach thiy 4m va 1am ngudi binh.

Can khodng 5 g dau 6liu hoc dAu b3 éliu, chinh xac dén 10 mg, cho vao binh trén va tién hanh theo
8.2.

CHU THICH: Dau dliu (ddu ba dli), chira mdt krgng dang ké cholesterol, cé thé cho pic ¢é thdi gian fuu gibng voi thei glan
liu ciia cholestanol. Trong trirémg hop ndy, phin stercl s& dugc phan tich 13p lai hai lin c6 va khang bd sung chét ngi chudn.

8.2 Chuin bj chit khéng xa phong héa

8.2.1 B8 sung 50 ml dung dich kali hydroxit trong etanol 2 mol/l (5.2) va vai vién da bet, I&p b sinh
han va gia nhiét cho s8i nhe dén khi dung dich trong (két thuc qud trinh xa phong héa).

Tiép th gia.nhiét thém 20 min, b& sung 50 ml nwdc cit qua dinh bd sinh han, thao b sinh han valam’

9
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ngudi binh dén khodang 30 °C.

8.2.2 Chuyén lwong chira trong binh vao ph&u chiét 500 ml (6.3) st dung vai phan nueée cht (50 mi).
Thém khodng 80 ml dietyl ete (5.4), lc manh trong khodng 60 s, dinh ky gidi phdng ap lc bing cach
lat ngwgc phéu chiét va mé van khéa. D& yén dung dich cho @én khi hai pha tach hoan toan.

Théo dung dich xa phong cang triét & cang tét vao phéu tach the hai. Tién hanh hai qua trinh chiét
tiép theo v&i cling mdt cach, sir dung 80 ml dén 70 ml dietyl ete (5.4).

Pha dung dich nha twong bang cach thém mét Iegng nhd etanot (5.9) va khudy nhe.

8.2.3 Gop ba dich chiét dietyl ete vao mot phéu chiét chira 50 mi nude. Tiép tuc rira bing nwée
(50 ml) cho dén khi nwéc rira khdng chuydn thanh mau héng dam khi thém mét giot dung dich
phenolphthalein (5.14).

Sau khi loai bé nwéc riva, loc qua natri sulfat khan (5.5) vao binh 250 ml da dugc can treoc, r&ra phéu
va bd loc bang mét Irgng nhd dietyl ete (5.4).

8.2.4 Cho bay hoi dung mdi béng bd cé quay & 30 °C trong chan khéng. Thém 5 ml axeton (5.7) va
logi bd hét dung méi bay hoi, trong ddng khéng khi nhe. Sy phan con lai trong ti sdy (6.14) &
103 °C + 2 °C trong 15 min. Lam ngudi trong binh hut &m va cin chinh xéc dén 0,1 mg.

8.3 Tach céc phan sterol va triterpen dialcohol (erythrodiol, uvaol) bing TLC

8.3.1 Nhing tdm silica gel (5.6) ngép khoéng 4 cm trong dung dich kali hydroxit trong etanol 0,2 mol/l
(5.3) 10 s, 8 kho trong ta hit 2 h va dat vao ti sdy & 100 °C trong 1 h.

L&y tAm s&c khi ra khi ti sdy va bdo quan trong binh hat &m (6.13) cho dén khi str dung (tdm sac ky
" @woc bo quan téi da 15 ngay).

CHU THICH: Khi st dung t&m silica chufin dé tach sterol thi tt ca cac thanh phén ty nhién c6 tinh axit (axit béo va cac axit
khac) dwore git? lai trén dwémg vach chdm va dai sterol dwgc tach rd khdi dai alphatic va dai triterpen alcohol.

8.3.2 D3 ddy dung méi trién khai (5.17) dén G0 sau khodng 1 cm trong bé trién khai (6.4). Pay nép
thiy tinh va @& it nhét nra gi& & noi mat dé can béing pha hoi-ldng. Cac dai gidy loc nhing trong dung
‘moi rlva-gidi cAn dwoc dat trén bé mit trong clia khoang chira & lam gidm théi gian trién khai dén
khodng mét phin ba. Ngoai ra, viéc dé cling gitip cho rira gidi cac thanh phén tét hon.

Can thay dung mai trién khai déi véi m8i phép thr, d& dat cac didu kién ria giai tai 1ap t6t hon. Clng
co thé str dung hén hop n-hexan va dietyl ete (ndng do thé tich. o= 50 mI/100 ml) lam dung méi trién
khai thay thé.

8.3.3 Chuén bj dung dich khdng x& phéng hoa 5 % (8.2.4) trong etyl axetat (5.10). Diung microxyranh

10
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100 i, Iy 0,3 ml dung dich @& k& thanh mdt dwong thing, & khodng cach 2 cm, tinh t canh dudi
clia tAm TLC (5.6). D& cach mbi canh tdm sic ky it nhat 3 em. Cham mét diém 5 pl clia dung dich
chudn TLC (5.11) & diém cach canh 1,5 cm.

8.3.4 Dit tAm sic ky vao bé da duoc chuln bj theo 8.3.2 va trién khai cho @én khi dung-mai dat
khodng 1 cm dén 2 cm tinh ti canh trén clia tAm TLC. Gil & nhigt G mdi tredng khéng ddi. LAy tém
s&c ky ra khdi bé tridn khai va @& dung méi bay hoi trong td hut.

8.3.5 Phun nhe va d&u dung dich 2,7-dichlorofluorescein (5.12) [&n tdm sic ky, sau a6 d& khé. Quan
sat tAm séc ky trong anh sang cyc tim (6.5) va nhan biét c4c déi sterol va triterpen diacohol véi sir hd
tro clia cac chAm dung dich chudn (5.11). Banh du cac ving quing trén céc chdm dung dich chuan
béng but chi den (xem Hinh A.1).

8.3.6 Dung thia cao hét viing dwgc danh déu va thu lay lrong silica vao phéu loc (6.7). Thém 10 ml
etyl axetat (5.10) ndng, trdn can than bing thia kim loai va loc trong didu kién chan khdng, thu lay-dich
loc vao binh nén (6.8) dugc ndi voi phéu loc. Rira phn con lai trong binh ba I1an bang 10 mi dietyl ete
(5.4) va loc vao cling mét binh, néi véi ph8u. Cho bay hoi dich chiét ete da gop, dén thé tich khoang
4 ml @én 5 ml, chuyén dung dich cén lai vao éng nghiém 10 ml (6.9) da biét khéi legng va théi hét
dung mbi biing dong khi nito. Thém vai giot axeton (5.7) va théi axeton @én khé. Phén con lai trong
éng thir nghiém chia c4c phén sterol va triterpen dialcohol.

8.4 Chuln bj céc ete trimethysilyl

8.41 Cho thuéc thir silyl héa (5.20) vao éng nghiém. St dung 50 pl thubc thir cho 1 mg sterol va
triterpen dialcohol.

CHU THICH: Dung dich si dyng mdt 14n o6 béan s3n trén thi trnrdng. C6 thé dung pyﬁc_nn thay cho axetonitril.

8.4.2 Day ndp éng thr nghiém, 1ac k§ d& hoa tan hét. D& yén it nhat 15 min & nhigt G méi trrérng va
sau d6 ly tam vai phat. Dung dich trong suét nay da s&n sang dé& phan tich séc ky khi.

Khi st dung hexamethyldisilazan trimethylchlorosilan thi c6 thé xuét hién mau trang duc nhe. Khi tao
thanh dam trdng hodic xuét hién mau hdng cho théy thubc thir bj &m hodc hw hdng. Trong tredng hop
nay, phai l3p lai phép thir. '

8.5 Phan tich bing sdc ky khi
8.5.1 Cac didu kién cia GC

Téi 1eu héa chwrong trinh nhiét dd va déng khi mang sao cho thu dugc sic ky db gibng véi Hinh A2 va
Hinh A.3. Kiém tra viéc tach vé&i c4c phén sterol da silyl hoa thu dugc-tir-diu-da biét (xem Bang 1).

11
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Céc théng sbé sau da dwge thir nghiém va cho thay hiéu qua:

nhiét dd cot: (260 £ 5) °C;

nhiét 4 budng bom mAu: (280 dén 300) °C;

nhiét ¢ detector: (280 dén 300) °C;

t6c 46 tuyén tinh clia khi mang: heli 20 cm/s @&n 35 cmis, hydro 30 cm/s dén 50 cm/s;

ty 1& chia dong: 1:50 @én 1:100;

thé tich bom: 0,5 pl dén 1,0 ul dung dich TMSE;

thvi gian lwu @i véi B-sitosterol phai la (20 £ 5) mi:j;

pic campesterol clia dau dliu o ham lugngtrung binh 3 % phai & (20 % 5) % trén toan thang do;

pic campesterol clia diu dau twong cé ham lugng trung binh 20 % phai 1a (80 £ 10) % trén toan
thang do;

tht ca cac sterol cd mat cin dwee tach va phan giai hodn toan.

CHU THICH: Cho chay phép thir tring a8 kidm tra khd ndng rhi&m {vi dy: cholesterol tir dung méi, thanh bd loc bang thly

tinh, déu van tay, v.v..).

Bom 0,5 pl dén 1 il mAu 1én séc ky khi. C6 thé sir dung b$ bom ty dong.

Ghi lai sic ky @3 cho dén khi triterpen dialcohol riva gidi hét. CAn thu dugc dudng nén ndm ngang
khéng c6 G4 trdi am hodic duong.

8.5.2 Nhén biét pic

Nhan biét cac pic riéng ré, st dyng thdi gian leu twong déi (RRT) va so sanh v&i hdn hep cla sterol

va

triterpen dialcohol, @4 chudn bj va phan tich trong cling didu kién.

Céc sterol va triterpen dialcohol dugc rira gidi theo Bang 1 clng cho RRT. Céc RRT twong (ng vdi
B-sitosterol ¢6 pha tinh SE-52 va SE-54 duwgc cho trong Bang 1.

12
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Bang 1 — Nhan biét pic GLC cia cac sterol riéng ré, erythrodiol va uvaol

theo RRT ¢6 pha tinh SE-52 va SE-54, da trén p-sitosterol

Thirtyy | Tén théng thwéng RRT RRT
Pic I Tén clia cac sterol theo hé théng M P
1| Cholesterol Cholest-5-en-3p-ol 067 | 0,63
2 Cholestanal S5a-cholestan-38-ol 0,68 0,64
3 Brassicasterol [248]-24-methyl cholesta-5,22-dien-3B-ol 0,73 0,71
N (Ergosterol) [24S]-24-methyl cholesta-5,7,22-trien-3B-0l | 0,78 0,76
4 24-Methylen cholesterol | 24-methylen cholesta-5,24-dien-3p-ol 0,82 0,80
5 Campesterol [24R]-24-methyl choles-5-en-3f-ol 0,83 0,81
6 Campestanol [24R]-24-methyl cholestan-3f-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol - [24S]-24-ethyl cholesta-5,22-dien-33-ol 0,88 0,87
8 A7-Campesterol [24R]-24-methyl choles-7-en-3B-ol 0,93 0,92
9 A5,23-Stigmastadienol | [24R,S]-24-ethyl cholesta-5,23-dien-3§-ol 0,95 0,95
10 Clerosterol [24S]-24-ethyl cholesta-5,25-dien-3B-ol _ 0,96 0,96
1" B-Sitosterol [24R]-24-ethyl choles-5-en-3p-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol [24R]-24-ethyl cholestan-3f-ol 1,02 1,02
13 A5- Avenasterol [24Z]-24(28)-ethyliden cholest-5-en-3p3-ol 1,03 1,03
14 A5,24-Stigmastadienol | [24R,8]-24-ethyl cholesta-5,24-dien-3f3-ol 1,08 1,08
15 A7-Stigmastenol [24R,S]-24-ethyl choles-7-en-3B-ol 1,12 1,12
16 | A7-Avenasterol {242Z]-24(28)-ethyliden cholest-7-en-3B-ol 1,16 1,16
17 Erythrodiol 5c-0lean-12-en-3p,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-33,28-diol 1,52 1,62
CHU THICH 1: Ergosteral khong dwgc dwa vao phép tinh.
CHU THICH 2: Sitosterol c6 thd dwoc rira gidi ddng thoi véi a-spinasteral va A7,22,25-stigmastatriencl. [24R]-24-ethyl
chalesta-7,25(27)-dien-3B-ol c& mat trong sterol clia diu huéng dwong va diu hat bi va cb thé rira gidi dbng thei véi
pic 14 (A5,24-stigmastadienol).

9 Bidu thj két qua
9.1 Danh gi4 djnh Iwgng

Tinh dién tich cac pic a-cholestanol, sterol va triterpen dialcohol. Khéng tinh dén céc pic khéng
dwoc liét ké trong Bang 1 va ergosterol. Myc dich cla tiéu chudn nay gia dinh riing hé sé phan ing
clia tht ca céc sterol bang nhau va bang 1. d

13
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9.2 Xdac dinh ham Iwong sterol téng sé

Tinh ham lwgng sterol tdng sé clia dau, w, béng miligam trén kilogam d4u, theo Céng thire (1):

> (A)xims x 1000
w:
Asx m

(1)

Trong do:
mis 14 khéi lwong ciia chét chuln ndi (cholestanol), tinh bang miligam (mg);
I(A) la tdng dién tich pic clia céc sterol riéng ré cé mét;
As 12 dién tich pic clia chét chudn ndi dwgc thém vao;
m 12 khéi lwgng méu thir, tinh bing gam (g).

D& tinh ham lweng sterol tdng sé, thi cAn khang c‘ﬁnh tAt ca cac pic sterol bt dAu véi cholesterol va két
thic véi A7-avenasterol (pic 16), nhung khéng c6 erythrodiol va uvaol (pic 17 va pic 18).

B4o céo ham luong sterol tdng sé dén s6 nguyén.
9.3 Thanh phén cia cac sterol

Tinh phin khéi lrong, w;, clia sterol riéng 8, /, bang gam trén 100 g (phén trdm), theo Cong thirc (2):

A
i = —=—x100 2
w, ZAM (2)

Trong dé:
A; ladién tich pic cla sterol /;
TA latdng dién tich pic clia tht ca céc sterol (pic 1 dén pic 16).

CRHU THICH: B-sitosterol bidu kién dugc xac dinh nhur tdng cia A5-23-stigmastadienol, clerosteral, B-sitosterol, sitostanol,
A5-avenasterol va A5-24-stigmastadienol.

9.4 Thanh phdn.cla céc triterpen dialcohol

Tinh phan khéi leng, wey, cla tdng erythrodiof va uvaol, bdng phén tram, theo Cang thirc (3):

14
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A+ Ay

TS Wit ®)

Weu =

Trong 44
Ag la dién tich pic cla erythrodiol,
Ay l1a dién tich pic cla uvol;
TA 14 tdng dién tich pic clia tht ca cac sterol.

Bao cdo ham lwong tdng cla erythrodiol va uvaol dén mét chir sd thap phan.

10 P§ chum
10.1 Phép thi¥ lién phéng thir nghiém

Chi tiét ctia phép thir lién phong thir nghiém vé d6 chum clia phwong phap dugc néu trong Phy luc B.
Céc gia tr thu dugc tir phép ther lién phéng nay ¢6 thé khéng ap dung dwgc cho cac dai ndng d6 phan
tich va chét nén khac véi dai ndng dd va chit nén da néu.

10.2 Gii han l3p lai, r

Gidi han Iap Iai (1) 12 gia tri ma @6 l&ch tuyét ddi gira hai két qua thir thu dworc trong cac didu kién 13p
lai s& nhd hon hodc bing gia tri 46 dwec dw kién véi xac sudt 95 %.

Didu kién I3p lai 1a c&c diéu kién trong @6 céc két qua thir doc 1ap thu duwere khi sl dyung cling phuong
phap, trén vat liéu thir gibng hét nhau, trong ciing mét phong thir nghiém, do mét ngueeri thye hign, str
dung cuing thiét bj, thirc hién trong mét khoadng théi gian ngén.

10.3 Gi&i han tai lap, R

Gidi han tai Iép (R) 1a gia tri ma dd |8ch tuyét ddi gitra hai két qua thtr thu duroc trong céc diéu kién tai
[4p $& nhd hon hoc bing gia tri d6 durgc dy kién véi xac suét 95 %.

Diéu kign tai lap 14 cac didu kién trong d6 cac két qua thr doc lap, thu dwec khi s dung cing phuong
phap, trén vat liéu thl gibng hét nhau, trong cac phong thir nghiém khéc nhau, do nhitng ngudi khac
nhau thire hién, sir dung cac thiét bj khac nhau, thirc hién trong mét khodng thoi gian ngén.

15
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11 Bao cao thir nghiém

Bao cdo tht? nghiém phdi bao gdm céc thong tin sau:

a) moi thdng tin cAn thiét a& nhan biét aly al vé mau thix;
b) phuwong phap ldy miu da sir dyung, néu biét;

c) phuong phap thir @4 sir dyng, vién dan tiéu chuén nay;

d) mei thao tac khdng qui dinh trong tiéu chuén nay, hosic dwoc xem la tly chon, cing véi moi tinh
hubng bét thurdng c6 thé anh hwdng dén két qua thir nghiém;

e) két qua thu dwoc hodic néu kiém tra do 13p lai thi néu két qua cudi cling thu dwerc.

16
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Phu luc A
(Tham khio)

Hinh vé

CHU DAN
1 squalen
2 triterpen va_ alphatic alcohol
3 sterol va triterpen dialcohol

4 didm bt dAu va céc axit béo ty do

Hinh A.1 - Tach cac sterol bang TLC ra khéi chit khéng xa phong hoa
(c4c bwdre 8.3 va 8.4) '

17
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1

1444

»

CHU THICH: Nhan biét s6 pic theo Bang 1. Céc didu kién d4 cho trong 8.5.

Hinh A.2 — Phan tich sic ky khi-ldng (GLC) céc sterol va triterpen dialcohol tir déu éliu lampan

18
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1

17

CHU THICH: Nhan biét sd pic theo Bang 1. Céc didu kién da cho trong 8.5.

Hinh A.3 - GLC cac sterol va triterpen diacohol tir diu liu tinh luyén
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Phu lyc B

(Tham khao)

Phép thir lién phong thir nghiém

D6 chum cGa phwong phap d3 dugec thiét 1ap theo phép thir lién phéng thir nghiém quéc té do Ban thw
ky diéu hanh cla Higp héi Du 8fiu quéc té t8 chirc thye hién ndm 2009 trén céc mau sau day:

A: dau ba oliu tho
B: dau b3 6liu tinh luyén

C: d3u bliu nguyén chét thwong hang

D: hén hop clia 20 % ddu hudng dwong cb oleic cao véi 70 % dhu 8liu nguyén chét thgng hang

va 10 % dau hat cai dau.

E: hén hop chia 15 % dau dau twong va 85 % dau dliu.

Phép thir duwoc tién hanh phit hop v6i TCVN 6910-1 (ISO 5725-1)" va TCVN 6910-2 (ISO 6725-2) 1

Bang B.1 — Két qua théng ké déi véi ham lwgng sterol tdng sb

20

Méiu A B c D E
S6 lwgng phong thir nghiém tham gia - 18 18 18 18 18
S |vgng phong thir nghiém con lai sau khi trle ngoai [é 17 18. 18 17 17
S6 lwgng két qua thir trong tat cd cac phong th nghigm | 34 36 36 34 34
Gid tri trung binh (m), mg/kg 4487,0|3169,8 [1359,8/2 066,51 552,1
D3 1&ch chudn 14p lai {s) 71,8 | 492 | 452 | 301 | 318
Hé sé bién thién 13p lai, CV, % 1,6 1,6 33 1,5 2.1
Gi&i han [@p lai (A 2009 | 1376 | 126,5 | 84,4 | 88,9
B 18¢ch chudn tai 1ap (sg) 3789 | 2347 | 829 | 1315 89,5
JH& s bién thién tai lap, CVR, % 8.4 7.4 6,1 6.4 58
Gidi han tai lap (R) 1060,9{ 657,0 | 232,2 | 368,1 | 250,7
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Bang B.2 - Két qua théng ké d6i v&i ham lwgng sterol riéng ré: Cholesterol

Mau A B c D E

S8 lwong phong thir nghiém tham gia 19 19 19 19 19

Sé lwong phong thir nghiém con lai sau khi.trtr ngoai 1& 19 14 16 18 18

S6 Irong két qua thee trong tat ca cac phong thir nghiém | 38 28 32 36 36

Gia trj trung binh (m), % 0,13 | 013 | 0,13 | 0,16 | 0,21
D% lech chudn 13p lai (s) _ 0,02 | 002 | 0,02 | 0,03 | 0,02
Hé sb bién thién [3p lai, CV,, % 188 | 140 | 123 | 151 | 7,2
Gidi han I3p lai () 0,07 | 005 | 004 | 0,07 | 0,04
D& léch chudn tai 1ap (sg) ' 0,04 | 002 | 0,04 | 0,05 | 0,06
Hé sé bién thién tai lap, CVR, % 31,9 | 17.8 | 205 | 291 | 27,7
Gidi han téi lap (R) 012 | 007 | 011 | 0,13 | 0,16

Bang B.3 - Két qua théng ké déi véi ham lwgng sterol riégng ré: Brassicasterol

Mau A B c D E

Sé [wong phong thir nghiém tham gia 19 19 19 19 19
Sé luwgng phang thir nghigém con lai sau khi trlr ngoai 1& 19 15 17 19 18

S6 luromg két qud thir trong tht ¢ cac phang thir nghiém 38 30 34 38 36

Gia tri trung binh (m), % 0,05 | 0,02 | 0,00 | 1,46 | 0,02
06 lach chuln 13p lai (s,) 0,013 | 0,004 0,039 | 0,007
Hé sé bién thién 1ap lai, CV, % 259 | 211 27 | 327
Gidi han 13p lai () 0,04 | 0,01 011 | 002
D6 1ech chuln tai 14p (sq) 0,039 | 0,020 0,052 | 0,024
Hé sé bién thién tai lap, CVR, % 751 | 115,22 36 | 1072
Gidi han t4i 14p (R) " 0,11 | 0,08 0,15 | 0,07
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Bang B.4 — Két qua théng ké déi véi ham lwgng sterol riéng ré: Campesterol

Miu A B c D E
Sé lweng phang thir nghiém tham gia 19 19 19 19 19
S lwong phang thir nghiém cdn lai sau khi trlr ngoailé | 18 18 17 18 18
56 Iwong két qua thir trong tht ¢a cac phdng thir nghiém | 36 36 34 36 36
Gi4 tri trung binh (m), % 322 |.313 | 298 | 1074 | 6,99
D Iéch chudn I3p lai (s) 0,044 | 0,045 | 0,029 | 0,100 | 0,061
Hé s6 bién thién 13p lai, CV,, % 1,3 1,4 1,0 1,0 0,9
Gi&i han I3p lai () 012 | 013 | 0,08 | 028 | 017
D lech chudn tai 12p (sr) 0,085 | 0,087 | 0,086 | 0,259 | 0,167
Hé sb bién thién ti 1ap, CVR, % 26 2,8 2,9 24 2,4
Gi6i han t4i 1ap (R) 024 | 024 | 024 | 073 | 0,47

Bing B.5 - Két qua thdng ké ddi v&i ham lwgng sterol riéng ré: Stigmasterol

Miu A B c | o E
Sé lwgng phong thir nghiém tham gia 19 19 19 19- 19
56 lwgng phang thir nghiém con lai sau khi trlr ngoai Ié 17 16 .18 18 19
Sé lwong két qua thir trong tat ¢a cac phong thlr nghiém | 34 32 36 36 38
Gia trj trung binh (m), %- 123 | 1,05 | 041 | 283 | 540
D3 léch chuin 13p lai (s;) 0,027 | 0,040 | 0,046 | 0,043 | 0,087
Hé s6 bién thién 13p lai, CV, % 2,2 3,8 11,1 15 1,6
Gi6i han 13p lai (N 008 | 0,11 | 0,13 | 0,12 | 024
D6 [éch chudn tai I3p (sr) 0,039 | 0,059 | 0,064 | 0,111 | 0,158
Hé s& bién thién tai I4p, CVR, % 32 57 156 | 3,9 2,9
Gidi han tai lap (R) 011 | 0,17 | 018 | 031 | 044
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Bang B.6 - Két qua théng ké déi v&i ham lwgng sterol riéng ré: Sitosterol

Miu A B c D E
S Iuvgng phong thir nghiém tham gia 19 19 19 19 19
SH Irgng phong thir nghiém ¢dn lai sau khi trir néoai g |. 16 17 17 18 17
S lwgng két qua thir trong tAt cd cac phong thir nghiém | 32 34 34 36 34
Gi4 tri trung binh (m), % 939 | 938 | 952 | 786 | 848
D léch chudn 13p lai (s,) 0,141 | 0,223 | 0,091 | 0,195 | 0,220
Heé s bién thién I3p lai, CV, % 015 | 024 | 010 | 0,25 | 0,26
Gii han 13p lai (1) 04 0,6 0,3 0,6 0,6
D6 18ch chuln ti 12p (se) 0,355 | 0,471 | 0,340 | 1,372 | 0,819
Hé s6 bién thién tai lap, CVR, % 038 | 050 | 0,36 | 1,75 | 1,00
Gidi han ti 13p (R) 1,0 13 1,0 4,0 22
Bang B.7 — Két qua théng ké déi v&i ham lweng sterol ridng ré: A7-stigmastenol
Miu A B c D E

S8 Irgng phong thi¥ nghigm tham gia 19 | 19 | 19 | 19 | 19
S8 Iveng phong thir nghiém cdn lai sau khi trlr ngoai 1& 18 19 19 17 18
S8 hwong két qua thiy trong tat ¢a cac phéng thir nghiém | 36 38 38 34 -36
Gia trj trung binh (m), % 070 | 094 | 027 | 352 | 1,10
D% 1éch chudn I13p lai (s) 0,028 | 0,056 | 0,025 | 0,090 | 0,040
Hé s6 bién thién 13p lai, CV, % 4,1 60 | 95 2,6 3,6
Gi&i han I3p lai () 0,08 | 0,16 | 007 | 0,25 | 0,11
D6 1gch chudn t&i 13p (s) 0,086 | 0,084 | 0,067 | 0,171 | 0,087
He sb bién thién tai 1ap, CVR, % 123 | 89 253 | 4,9 7.9
Gidi han tai lap (R) 024 | 024 | 019 | 048 | 024
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Bing B.8 — Két qua théng ké déi v&i ham leong stero! riéng ré: Erythrodiol — uvaol

Miu A B c | b E
Sé lwgng phong thir nghiém tham gia 19 19 19 19 19
Sé lrong phong thir nghiém cdn lai sau khi trir ngoai 1& 17 15 19 18 15
Sé Iwgng két qua thiy trong tat cé cac phong thir nghiém | 34 30 38 36 30
Gia tri trung binh (m), % {2238 | 2717 | 1,80 | 106 | 29
D6 l&ch chudn 13p lai (s,) 0214 | 0,333 | 0,215 | 0,162 | 0,108
Hé sb bién thién l3p lai, CV,, % 1,0 1,2 11,9 | 153 | 3.8
Gi¢i han 1ap lai (7} 060 | 093 | 060 | 046 | 030
D6 léch chudn tai lap (sr) 1,028 | 1,257 | 0.450 | 0,3427| 0,210
Hé s6 bién thién tai lap, CVR, % 486 46 250 32,2 7,3
Gioi han tai 1ap (R) 2,88 | 352 | 126 | 09 | 0,59
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Thw muc tai liéu tham khao

TGVN 4851 (ISO 3696) Nutc ding @8 phén tich trong phong thi nghiém - Yéu céu ky thudt va
phuong phép thi

TCVN 2625 (ISO 5555) Ddu m& dong vét va thee vét - Ly méu

TCVN 6910-1 (1SO 5725-1) D¢ chinh xéc (46 dung va dp chum) ctia phuong phép do va két qud
do — Phén 1: Nguyén tac va dinh nghia chung.

TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) DG chinh xéc (06 ding va dj chum)lcda phurong phép do vé két qua do —
Phén 2: Phuong phép co bén xéc.dinh do 1ap lai vé d tai lap.ctia.phuwong. phap.do.tiu. chuén..
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