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L&i noi dau

TCVN 10479:2014 hoan toan twong dwong véi ISO 16931:2009;
TCVN 10479:2014 do Ban kj thuat tiéu chudn quéc gia
TCVN/TCIF2 Dau mé& déng vat va thurc vét bién soan, Téng cuc Tiéu

chuén Do luong Chét lvong thdm dinh, Bé Khoa hoc va Céng nghé

cong bé.



TIEU CHUAN QuOC GIA TCVN 10479:2014

Dau m& dong vat va thwc vat - Xac dinh cac triacylglycerol da
polyme hoa bang sac ki ray phan ti hiéu nang cao (HPSEC)

Animal and vegetable fats and oils - Determination of polymerized triacylglycerols
by high-performance size-exclusion chromatography (HPSEC)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuwong phap séc ki rdy phan ti hiéu nang cao (HPSEC) d& xac dinh ham
lwgng cac triacylglycerol da polyme héa (PTAG) trong cac loai dAu m& cb chira it nhit 3 % (tinh theo
dién tich pic) cac polyme nay, tinh bang phn khéi lrgng. Cac PTAG (goi ding la dimeric triacylglycerol
va oligomeric triacylglycerol) cé dang rén duwec hinh thanh trong suét qué trinh dun néng dau m& va vi
vay phuong phap nay dung d& danh gia qua trinh suy gidm chét lwong do nhiét clia chat béo chién rén

sau khi st dyng.

Phuong phéap nay ap dung cho m& ran, ddu m& da qua x ly nhiét cd ham lugng cac PTAG it nhét 3 %.
Phwong phap nay ciing c6 thé ap dung dé xac dinh céac polyme co trong chét béo dung lam thirc an
chin nudi, mac du trong treéng hop nay st dung phurong phap chiét c6 thé dnh hwdng Gén két qua.

CHU THICH: D& biét thém chi tiét, xem TCVN 4331(1SO 6492)!
2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién din sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Di v&i céc tai ligu vién dén ghi
nam cdng b thi ap dyng phién ban dwgc néu. Déi véi cac tai liéu vién din knéng ghi ndm cong bé thi
ap dung phién ban m&i nhét, bao gém ca céc stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 6128 (ISO 661), D4du m& déng vét va thyc vét — Chuén bj méu the.
3 Thuat ngv va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sir dung thuat ngl va dinh nghia sau day:
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3.1
Cac triacylglycerol da polyme héa (polymerized triacylglycerols)
PTAGs

Thanh phan ddu m& gia nhiét dwec xac dinh bing phwrong phap HPSEC theo cac didu kién quy dinh
trong tiéu chudn nay.

CHU THICH: Ham lugng cac PTAG cia tt cd cac pic tir cac triacylglycerol @3 polyme héa @4 dugc riva gidi, cdc mono-

triacylglycerol, cac di-triacylglycerol va cdc triacylglycerol (PTAG, MAG, DAG va TAG) d4 riva gidi dwgc bidu thj bing phan tram
khéi legng, tinh'bing gam trén 100 gam .

4 Nguyén tic

Trén ki mAu véi tetrahydrofuran (THF) va tach cic PTAG béng phuong phap séc ki thdm théu gel theo
kich thwéc phan tlr. Cac hop chat dwoc phat hién bing detector chi sb khuc xa.

CHU THICH: B4 kha naing tach tét hon thi sir dyng hai cit ndi tiép (2x 300 mm).

5 Thuéc thir
Chi str dung cac thuc thir loai tinh khiét phan tich trir khi cd quy dinh khéc.

CANH BAO - Cin chu y cac quy djnh vé vigc xir ly cac chit gay nguy hidm. Cn tuan tha cac
bién phap an toan ky thuat, an toan déi v&i td chirc va ca nhan.

5.4 Tetrahydrofuran (THF), diing cho HPLC, cé thé dugc én dinh bang butylhydroxytoluen (BHT), da
khr khi, khdng chira nuée.

Dam bdo ring THF s dyng lam dich pha loang mau cé cung ham leong nudc véi chét riva gidi; néu
khéng co thé quan sat thiy pic am.

5.2 Toluen, ding cho HPLC.

5.3 DAu oliu nguyén chét hang dic biét, ding Iam chét chudn: thém tir 100 mg dén 300 mg dau vao
10 ml THF va dbng héa hén hop.

CHU THICH: DAu oliu nguy&n chét hang d3c bigt khdng chira cac PTAG va c6 thé dugc str dyng dé xéc dinh théi gian luu clia
cac monome TAG.

6 Thiét bj, dung cu
St dung c4c thiét bi, dung cu théng thuwéng clia thir nghiém va cy thé nhw sau:

6.1 Binh chira dung méi, dung tich tlr 500 ml d&n 1 000 ml, c6 bd loc ddng pha déng polytetrafloetylen.
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6.2 Bom HPLC, khéng xung, ¢6 téc dd dong thé tich tir 0,5 mi/min dén 1,5 mi/min.

6.3 Van bom, co vong bom 20 pl va xyranh thich hgp ¢é thé tich tir 50 pl d@én 100 pl hodc ¢6 bd bom
méu tw ddng thich hop.

6.4 Cot bang thép khéng gi, dai 2x 300 mm, duéng kinh trong tir 7,5 mm dén 7,8 mm, duwec nhdi gel
co-polyme styren-divinylbezen hiéu nang cao; hinh cu, dwéng kinh 5 um, ¢& 16 10 nm hodc 50 nm”.

CHU THICH: Séc ki d& trong Phu luc A cho dd phan gidi cin thiét déi véi hai cit.

Nén st dung cdt bdo vé. Hiéu suit cdt dwoc xac dinh bing sb dia ly thuyét, n, ddi véi cac monone TAG
phai it nhat 1a 6 000.

Duy tri nhiét d6 cot tir 30 °C dén 35 °C bing thiét bj kiém soat.

Cét c6 thé dwoc bdo quan trong toluen (5.2), néu cdn, méc du kinh nghiém cho thay gitr hé théng chay
bang THF la tét hon.

6.5 Detector, detector chi sé khuic xa kiém soat dwgc nhiét d3.

Nhiét g6 li twdng @i vai detector 12 trén nhiét dd cot (tir 30 °C dén 35 °C).

6.6 Hé théng dir liéu sédc ki (CDS), cho phép hién thj va dinh lugng chinh xac dién tich pic.
6.7 Xyranh ding 1 lin, dung tich 1 ml

6.8 BO loc nilon, c& 16 0,45 um?.

6.9 Xyranh HPLC, dung tich tir 50 pl @én 100 pl.

7 Lay mau

Mau giri @én phong thir nghiém phai dang 1a mau dai dién va m3u khéng bi hw hdng hoac thay ddi
trong sudt qua trinh bao quan hoéc van chuyén.

Viéc 1y mAu khdng quy dinh trong tiéu chudn nay. Nén 14y miu theo TCVN 2625 (ISO 5555)!".

8 Chuan bj mau thiy

Chudn bi mau thir theo TCVN 6128 (ISO 661).

Y 1am=10A

' Bo loc xyranh Nalgene 4mm Ia vi dy vé& san pham thich hop cé ban s3n. Théng tin nay dua ra dé tao thun tign cho nguei
str dung tiéu chudn va khéng an dinh st dung san phim nay. Cé thé st dung cac san pham tuong ty néu cho céc két qua
twong duong.
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9 Cach tién hanh
9.1 Khdi dong thiét bi HPLC

Can thyc hién theo hwréng dén clia nha san xuét. Bat hé théng va bom THF & tdc @ dong tir 0,5 ml/min
dén 1 ml/min d& 1am sach toan bd hé théng dén van bom. Néi cét vao van bom va ritra cét béing khoang
30 ml THF. Né&i cot véi cuvet ding mAu clia detector. R6t THF ddy cuvet chuén. Chinh téc d dong pha
déng tir 0,5 mi/min dén 1,0 mi/min. Doi dén khi hé théng dat dén @4 on dinh thich hop (46 sai léch cla
duwng nén khéng dang ké).

Néu st dung cdt dwa ra dudi @ay thi hé théng c6 thé n dinh trong khodng 15 min. Béi véi cac cot nhbi
khac, hé théng khé 8n dinh hon. Vi dy nén thyc hién tirng budc viée thay ddi pha dong tir toluen sang
THF, bang cac hdn hop c6 ti 18 THF khac nhau, m@i hdn hop chira it nhét 1a 25 % THF. Théng thuong hé
théng bn dinh trong khoédng 12 h.

Céc didu kién sau dugc cho 1a thich hep:

Cot: PLgel® kich thwéde 10 nm, 2x 300 mmx 7,6 mm, c& hat 5 pm;
Chét rva gidi:.  THF;

Téc ddodéong: 0,8 ml/min;

Lo cot: 35°C;

Detector: RI cai dat & 35 °C;

Thé tich bom: 20 .

'9.2 Chuén bj phdn m3u thi» va miu phén tich

Thém khoang 100 mg d&n 300 mg mau thir (Didu 8) vao 10 ml THF va déng hoéa. Loc qua bd loc nilon
(6.8), néu cin. Dung xyranh HPLC bom ti 20 pl &én 40 pl dung dich.

10 Biéu thj két qua
10.1 Phan tich dinh tinh

Sic ki db clia phép xac dinh cho thay pic chinh thé hién cac monome TAG (khéi lwong phan tir twong
a6i khoang 900) va mét hodic mét vai cac pic nhd hon cling véi théi gian lwvu ngén hon thé hién cac
PTAG (dime va cao hon oligome).

¥ Pigel 1a vi dy vé& san pham thich hop co ban s&n.Théng tin nady dva ra dé tao thudn tign cho ngudi st dung tiéu chuén va
khéng 4n dinh sir dung san phdm nay. Co thé st dung cac san phim tuong tu néu cho cac két qua twong duong.
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Trong didu kién thich hop, cac TAG va cac PTAG cb thé duoc tach riéng & @$ phan giai tét {(Xem Hinh
A.1 va Hinh A.2) ngay ca & mirc cac PTAG thép.

Tuy nhién trong mét sb trueng hop (cd thé lien quan dén hién twong hw hdng phirc hop), hinh dang pic
¢b trude cac pic triacylglycerol c6 thé khéng rd rang gy khé khan cho viéc tinh toan (Hinh 2).

10.2 Phan tich dinh lwrong

Thyre hién phép tinh theo phwong phap ndi chudn, gia st tAt ca cac thanh phan co trong mau duoc rira
gidi co cung hé sb dap (ng. Diéu quan trong 1a phai co duwdng nén thang.

Phan khéi lwong clia cac PTAG, Werag, tinh biing gam trén 100 g, dwoc tinh bang céng thirc sau:

_ ZAPTAG x100

Werag —T
it

Trong dé

> Asra latdng dién tich pic clia tht ca cac PTAG;

D A, latdng dién tich pic clia tAt ca cac acylglycerol (PTAG, TAG, DAG va MAG).
Biéu thi két qua dén mot chir sb thap phan.

11 D6 chum
11.1 Phép ther lién phong thir nghiém

Chi tiét phép thee lién phong thlr nghiém vé dé chum cla phwong phap dugc néu trong Phy lyc B. Cac
gia tri thu dwoc trong phép thir lién phdng thtr nghiém nay cé thé khéng 4p dung cho cac dai néng dd
va chat nén miu khac véi cac gia tri da néu.

11.2 D6 13p lai

Chénh léch tuyét déi gira cac két qua cuia hai phép thlr ddc Iap thu dwoc khi st dung cung mét
phwrong phap, tién hanh trén cung mét loai vat liéu thlr, trong cing mét phéng th nghiém, do mét
ngudi thyre hién, str dung ciing thiét bi, thuc hién trong mét khodng théi gian ngdn, ndm trong dai cac
gia tri trung binh néu trong Bang B.1 khéng duwec qua 5 % cac trwdng hep vurgt qua gidi han 13p lai, r,
thuong dwoc suy ra bang phwong phap ndi suy tuyén tinh tir cac gia tri néu trong Bang B.1.
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11.3 D6 tai lap

Chénh léch tuyét déi gitva cac két qua clia hai phép thir déc 1ap thu dwoc khi st dung cing mét
phuong phap, tién hanh trén cling mét vat liéu thik, trong cac phong thlr nghiém khéc nhau. do nhirng
ngudi khac nhau thyre hién, st dung céc thiét bi khac nhau, khéng dwgc qua 5 % cac tredng hop veot
qua gidi han tai 1ap, R, thudng dwgc suy ra bing phuong phap ndi suy tuyén tinh tir cac gia tri néu
trong Bang B.1.

12 Bao cao thir nghiém

Bao cao thlr nghiém phai ghi ré:

a) moi thdng tin cAn thiét @& nhan biét ddy 4 vé miu thir,;
b) phwong phap ldy mau da s dung, néu biét;

¢) phuong bhép thr da st dyng, vién dan tiéu chun nay,

d) tit ca cac chi tiét thao tac khdng quy dinh trong tiéu chudn nay cung véi moi tinh hudng bét thuwdng
khac ¢ thé anh hwdng dén két qua;

e) cac két qua thir nghiém thu dwgc, hodc néu kiém tra do 13p lai thi néu két qua cudi cung thu duoc.

10
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Phu luc A
(Tham khéo)

Sic ki do
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CHU DAN:

1al1b  poly-/oligomeric TAG

1b dime TAG

2 TAG

3 DAG

4 MAG

5 axit béo

t th&i gian

Vv tin hiéu dap (rng

CHU THICH: Cac diéu kién néu trong 9.1.

Hinh A.1 - HPSEC hén hop thir nghiém cua cac TAG, DAG, MAG va cac axit béo ty do
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CHU DAN:

1a/lb  poly-foligomeric TAG
1b dime TAG
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3 DAG
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b) 10 % PTAG

CHU THICH 1: Céc didu kién dugc néu trong 9.1

CHU THICH 2:  Thi ty rira gidi dugc quy dinh theo c& phan tlr va khéi lwgng phan tir teong dbi. Trong qua trinh chién
ran, khang tao thanh cac DAG. Tuy nhién, pic tir cac DAG tang do qua trinh oxy héa béi sy gidm nhiét clia cac TAG thanh
céc TAG c6 hai doan Cr hoic Cs va mét axit béo Cia. Khdi lgng phén tir tvong ddi bang khéi lvang phan tir trong déi

cua cac DAG.

vV, mV|4
200 1
180 -
160 -
140 - 2
120 -

100 -
80 -
60 -
40 1 2
20 2
A\ s,
(4] : - v v N ] .
14 16 18 20 22
t. min

c) 30 % PTAG

Hinh A.2 - HPSEC ciia cac TAG va PTAG: sic ki d cua diu ran
c6 phan khéi lwgng cac PTAG khac nhau



Phu luc B

(Tham khao)

Két qua cua phép thir lién phéng thir nghiém
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MGt phép thit lién phong ther nghiém tién hanh & cip quéc té do DIN va DGF té chirc ndm 2007, gém
15 phong th* nghiém tham gia, mdi phong thu duwgc hai két qua thir dbi véi tirng méu thir, cho cac
két qua théng ké [dwoc danh gia theo TCVN 6910-1:2001 (ISO 5725-1:1994)P va TCVN 6910-2:2001
(1SO 5725-2:1994)"] dwoc néu trong Bang B.1.

Bang B.1 - Cac két qua cta phép thir lién phéng thir nghiém

Cac mau dau chién ran dwoc sir dung A B c D E
Sé lugng phong thir nghigm 15 15 15 15 15
f;’j;:clrgg phoéng thdr nghiém con lai sau khi trir » - 13 15 14
Sé Ivong cac két qua trong tAt ca cac phong thi
nghiem 28 30 26 30 28
Gia trj trung binh, u?p-ms, % 5,23 11,85 12,81 15,78 20,42
D9 léch chudn 13p lai (s)) 0,10 0,12 0,11 0,13 0,14
D¢ léch chudn twong déi 1ap lai, CV(n) % 1,9 1,0 0.8 0.8 0.7
-|Gi¢i han 1ap lai, r (2,8 s,) 0,28 0,32 0,30 0,37 0,39
©0 léch chuan tai lap, sg 0,22 0,20 0,19 0,26 0,15
D¢ léch chudn trong ddi tai lap, CV(R) % 4.1 1,7 1.4 16 07
Gi&i han tai lap, R (2,8 sg) 0,61 0,57 0,52 0,72 0,42

CHU THICH: Cac két qua va cac théng ké dugc tinh bang gam trén 100 gam (phan tram khéi lvgng).
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Thw muyc tai liéu tham khao

[1] TCVN 2625 (ISO 5555), Ddu m& dong vét va thyc vét — Ly méu.

[2] TCVN 6910-1:2001 (1ISO 5725-1:1994), £¢ chinh xé4c (dd ding va dj chum) cta phuong phéap do
va két qué do — Phén 1: Nguyén téc va dinh nghia chung.

[3] TCVN 6910-2 (ISO 5725-2), D6 chinh xéc (46 dung va db chum) cta phuong phap do va két qua
do — Phén 2: Phuong phép co bén xéc dinh do Idp lai va df tai lap cua phuong phép do tiéu
chuén.

(4] TCVN 4331:2001 (ISO 6492:1999), Thirc dn chan nubi — Xac dinh ham lugng chét béo.

[5] IUPAC Method 2.508, Determination of polymerized triglycerides in oils and fats by hight
performance liquid chromatography. Pure Appl. Chem. 1991, 63, pp. 1168-1171. Available (2008-
10-16) at: http://www.iupac.ora/pubications /pac/1991/pdf/6308x1163.pdf
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