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L&i néi dau
TCVN 10712:2015 hoan toan twong dwong véi ISO 29841:2009;

TCVN 10712:2015 do Ban ky thuat tiéu chuan québc gia TCVN/TC/F2
Dé&u mé& déng véat va thuc véat bién soan, Téng cuc Tiéu chuan Do

lwdng Chét lwong thdm dinh, B Khoa hoc va Céng nghé céng bb.
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Dau, m& thwc vat —
Xac dinh san pham phan huy cta chlorophyll ava a’
(cac pheophytin a, a’va cac pyropheophytin)

Vegetable fats and oils — Determination of the degradation products
of chlorophylls a and a' (pheophytins a, a' and pyropheophytins)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay qui dinh phwong phap xac dinh s&n pham phan hdy pheophytin a, a' va pyropheophytin
clia cac chlorophyll. Phwong phap nay chi ap dung cho dau va chét béo thuc vat.

2 Tailiéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng bd thi ap dung phién ban dwoc néu. Di v&i cac tai liéu vien dan khdng ghi nam cong bé thi

ap dung phién ban méi nhét, bao gém ca céac stra dbi, bd sung (néu co).

TCVN 6128 (ISO 661) Dau mé déng véat va thuc vat — Chuén bj méu thiy

3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuén nay st dung thuat ngi va dinh nghia sau day:

31
Pyropheophytin a (ham lwgng san pham phan hay cuaa chlorophyll) [pyropheophytin a (content in
chlorophyll degradation products)]

Khéi lwong clia pheophytins a chia cho téng khéi lwong clia pyropheophytin a, a’ va pyropheophytin a.

4 Nguyén tac

Téach cac chat mau (chlorophyll, pheophytin a va &, pyropheophytin a) ra khdi cac phan chéat béo chinh
(triglycerid), dung sac ky cot thu nhd trén cot silicagel. Dich rira gidi dwoc phan tich bang cot pha dao

RP18-HPLC, sau d6 cac hop chat da tach duwoc do & bwédc séng 410 nm bang detector quang phd.
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Viéc phan tich dau ctia mét sb loai hat (vi du: dau hat nho) can dén d6 nhay cao hon, cé thé thuc hién
dwoc bang cach dung detector huynh quang cé buéc séng kich thich & 430 nm va bwéc séng phat xa
& 670 nm.

Ciing c6 thé str dung HPLC dé xac dinh truc tiép bang detector huynh quang nhw trong Phu luc C.

5 Thubc thir

CANH BAO - Can chu y moi qui dinh vé xtr ly cac chat gay nguy hai. Cac td chirc va cac nhan

phai tuan tha cac bién phap vé an toan ky thuat.

Trong subt qua trinh phan tich, chi st dung céac thubc thir dat chat lwong tinh khiét phan tich, triv khi cé

cac qui dinh khac.

5.1 Chlorophyll a.

CHU THICH Vi khéng c6 chét lieu chudn pheophytin va pyropheophytin, nén chlorophyll a dwoc st¢ dung dé tao ra san pham
phan hiy nay. Pheophytin thu dwoc tir dung dich chlorophyll a béng céch axit héa; pyropheophytin thu dwec bang cach dun
nong thém (> 100 °C) (Tai liéu tham khao [4]).

5.2 Axeton.

5.3 Metanol.

5.4 Dietyl ete.

5.5 Ete dau mé, diém soi trong dai tir 40 °C dén 60 °C.

5.6 n-heptan, hoac néu khéng sén c6 thi ding n-hexan

CHU Y — n-hexan déc, vi vay khong dung n-hexan néu cé san n-heptan.

57 Hoén hop dung modi ete dau mé va dietyl ete: cac phan thé tich @pe - 90 ml/100 mi.
=10 ml/100 ml.

Pet,0

6 Thiét bi, dung cu
St dung céc thiét bi, dung cu ctia phong th» nghiém théng thwéong va cu thé sau day:
6.1 May HPLC.

6.1.1 Hé théng HPLC, gdm c6 bom, dung cu bom mau (vong bom 20 pl) hodc bd bom mau tw déng,
detector quang phé dé do & bwdc séng 410 nm hodc detector huynh quang (bwéc séng kich thich,

Lex = 430 nm va budc séng phat xa, Ae = 670 nm) va hé thdng tich phan.
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6.1.2 Cot HPLC, dai 250 mm, dwdng kinh trong 4,0 mm hodc 4,6 mm, dwoc nhéi day hat pha déo
RP18, c& 5 um.

Céc diéu kién sau day cho thay thich hop:

Pha tinh: Partisil ODS 3, 5 um, 250 mm x 4,6 mm" ;

Pha déng: Nwdc, metanol va axeton (6.1.3);

Téc do dong: 1,0 mi/min.

6.1.3 Pha déng, hén hop nudc, metanol va axeton, cac phan thé tich: Puo=4 mi/100 ml; gveon = 36 ml/100 m,
Pre,c-0 = 60 mI/100 ml. Tat ca cac dung mai phai 1a loai dung cho HPLC.

6.2 Binh hinh cén, dung tich 10 ml hoac 25 ml.

6.3 Cbc c6 md, co cac dung tich khac nhau.

6.4 BO cb quay, co noi cach thay.

6.5 Lo lay mau tw dong, dung tich thich hop.

6.6 Cot silica, 1 000 mg/6ml, 55 pm, 700 nm hoéc ¢6t diol, dung tich 3 ml 2.

CHU THICH Cac cét mini silica tw ché ciing cé thé dwoc st dung dé tach chiét.

7 LAy mau va chuan bi mau

7.1 Lay mau

Viéc ldy mau khong qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén 14y may theo TCVN 2625 (ISO 5555) [ .

MAu gl dén phong thir nghiém phai la mau dai dién. Mau khéng bi hw hdng hoac thay dbi trong subt

qua trinh van chuyén ho&c bao quan.
7.2 Chuéan bi mau thir

Chuén bi mau thir theo TCVN 6128 (I1SO 661).

' Cot pha dao C18 v&i 10,5 % phan khéi lwong cacbon, mét dau dé khir hoat tinh clia silanol nham giam thiéu sw can thiét
phai khir ion ho&c cac chat ghép cap ion la vi du vé& san phdm ban sin. Théng tin nay dwa ra tao thuan tién cho ngudi stv
dung tiéu chuén va khéng 4n dinh phai st dung san pham nay.

2 Strata Si-1 (cét silica) va céac cot Supelclean LC-Diol SPE — Supleco 57016 (cot diol) 1a céc vi du vé san phdm phu hop ban
s&n. Thong tin nay dwa ra tao thuan tién cho ngwdi st dung tiéu chudn va khong 4n dinh phai st dung san phdm nay.
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CHU Y - Cac mau thtr phai dwng trong binh thay tinh, tranh anh sang va dwoc bao quan lanh.
Sau khi lam sach, cac dung dich thir phai dwoc phan tich ngay dé tranh bi giam chéat lwong va

oxi héa. Tranh dé mau thir tiép xtc véi chat déo.

8 Cach tién hanh

8.1 Can khoang 300 mg mau tht (7.2) cho vao cbc c6 mé nhd (6.3), hoa tan trong 1 ml n-heptan hoac
n-hexan (5.6) va rét dung dich nay vao cét silica (cot silica gel) (6.6). Trang cbc c6 md hai lan, méi lan

1 ml ete ddu mé (5.5), rét ludn nwéce riva nay vao cot.

8.2 Ngay sau khi dung méi chay 1&n dinh cot, rira gidi cac chat khéng phan cwc hai lan, mdi 1an dung

5 ml hén hop dung mai ete dau mé/dietyl ete (5.7).

8.3 Ra giai pheophytin hai lan, méi lan dung 5 ml axeton (5.2) va thu lay dich rira giai nay vao binh

hinh con (6.2), tranh anh sang.

8.4 Lam bay hoi dung mdi dén kho trén bd co quay (6.4) & nhiét do tdi da 20 °C. Hoa tan phan con lai

trong 200 pl axeton. Bom ngay dung dich nay vao may HPLC (6.1).
LUU Y - Pheophytin khéng én dinh dwéi anh sang va dé bi oxi hoa.

8.5 Séc ky d6 dién hinh thu dwoc trong cac diéu kién cot qui dinh trong 6.1.2 dwoc néu trong Hinh A.1
va Hinh A.2.

9 Két qua cua phép xac dinh
9.1 Nhan biét pic

Séc ky dd clia phép xac dinh co thé cho thdy céac pic cla cac chlorophyll a, chlorophyll b, twong (rng
v&i cac pheophytin va cac pyropheophytin. Can tham khao cac sac ky d6 dién hinh néu trong Hinh A.1
va Hinh A.2 vi khéng c6 cac chat mau chudn do tinh khéng &n dinh cla ching. D& nhan biét

pheophytin a, pheophytin a’ va pyropheophytin a, xem Hinh A.1 va Hinh A.2.
9.2 Tinh ham lwong pyropheophytin a

St dung dién tich pic dé tinh cac ty lé twong dbi clia cac chat dwgc phan tich cé trong dung dich mau.
Trong trwéng hop nay, gia dinh rang hé sb dap (rng cla tAt ca cac chat mau la nhw nhau. Ham luwong

pyrophenol a, wppps, biéu thi bang phan trdm khéi lwong, tinh dwoc dwa vao ty Ié dién tich pic nhw sau:

Acop, X100

(Aeppa. ) Aop)

Wpppa =

Trong dé
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Apppa la dién tich pic cua pyropheophytin a;

ZAPP la tdng cac dién tich cta pic pheophytin ava a’.

B&o cdo két qua dén mot chir s6 thap phan.

10 D6 chum cua phwong phap
10.1 Phép thir lién phong thtr nghiém

Céc chi tiét cta phép thir lién phong ther nghiém vé dd chum cla phwong phap dwoc néu trong
Phu luc B. Céc gia tri thu dwoc tr phép thir lién phong th nghiém nay co thé khdng ap dung cho céac

dai ndbng d6 va cac nén méau khac véi cac dai ndng do va cac nén mau da néu.
10.2 D6 lap lai

Chénh léch tuyét dbi gitra hai két qua thir nghiém doc lap, riéng ré, thu dwoc khi sir dung cung mét
phuwong phap thiy, tién hanh trén cing mét vat liéu thiy, thuc hién trong cing mét phong thi» nghiém, do
mot ngudi phan tich, st dung cung thiét bi, trong mét khoang thdi gian ngan, khdng dwoc qua 5 % céac

trwong hop vwrot qua gia tri r néu trong Bang B.1.

10.3 Do tai lap

Chénh l&ch tuyét dbi gitra hai két qua ther nghiém riéng ré thu dwoc khi sir dung cung mét phuong
phap thtr, tién hanh trén cung mot vat liéu thir, thwe hién trong cac phong thir nghiém khac nhau, do
nhirng ngwdi khac nhau thyc hién, s dung cac thiét bi khac nhau, khdong dwoc qua 5 % cac trwdng
hop vwot qua gia tri R néu trong Bang B.1.

11 Ba&o cao thir nghiém

Béo céo thir nghiém phai it nhat bao gbm cac thdng tin sau day:

a) moithéng tin can thiét vé nhan biét day dd vé mau th;

b) phwong phap lay mau da s dung, néu biét;

c) phwong phap thir da st dung, vién dan tiéu chuan nay;

d) moi chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuan nay, hoac dwoc coi la tuy chon, clng véi moi

tinh huéng béat thwong cé thé anh hudng dén két qua;
e) két qua thir nghiém thu duoc;

f) néu dap (rng yéu cau vé do 1ap lai thi néu két qua cubi cung thu duoc.
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Phu luc A

(Tham khao)

Vi du vé sac ky doé dién hinh
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Hinh A.1 — Sac ky d6 HPLC cua dau 6 liu nguyén chat dac biét véi 5 % ham lwong
pyropheophytin trong san pham phan hay cua chlorophyll
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Hinh A.2 — Sac ky d6 HPLC cua dau 6 liu nguyén chéat dac biét véi 30 % khéi lwong
pyropheophytin trong san phdm phan hay cua chlorophyll
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Phu luc B

(Tham khao)

Cac két qua cua phép thir lién phong thir nghiém

Do chum cta phwong phap 1a két qua cia nghién ciru lién phong thir do Ban k¥ thuat chung vé Phan
tich mé&, dau, san pham chét béo, san pham cé lién quan va cac nguyén liéu thd (DIN/DGF) té chirc
gdm 16 phong thir nghiém ti Phap, Blrc va Y da tham gia. Nghién ctru da dwoc tién hanh nam 2005
trén ndm mau va di¥ liéu v& dd6 chum dwoc tinh phu hop véi TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va
TCVN 6910-2 (ISO 5725-2)F!.

Bang B.1 — Téng hop cac két qua thong ké cua dau 6 liu

Mau A B c D E
Sé lwgng cac phong thir nghiém tham gia, N 16 16 16 16 16
Sé lwong cac phong thir nghiém dwoc gilr lai sau khi 12 12 14 15 15
trir ngoai 1€, n
Sé lwong cac két qua thr nghiém don 1& cla tat ca cac 24 24 28 30 30

n
phong thtr nghiém trén mdi mau anli
i=1

Gié tri trung binh, Wreas 28,86 34,01 5,63 6,26 84,75
D6 léch chuan 13p lai, s, % 0,53 0,61 0,59 0,36 1,09
Hé sb bién thién Iap lai, CV (1), % 1,8 1,8 10,4 5,8 1,3

Gi&i han Iap lai, r (s, x 2,8), % 1,48 1,71 1,65 1,01 3,05
D6 léch chuan tai lap, sg, % 1,78 2,08 0,79 1,29 3,06
Hé sb bién thién tai lap, CV (R), % 6,2 6,1 14,1 20,7 3,6

Gi6i han tai lap, R (sg x 2,8), % 4,98 5,82 2,21 3,61 8,56

12
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Phu luc C

(Tham khao)

Phwong phap HPLC truc tiép c6 detector huynh quang

C.1 Nguyén tac

Phu luc nay mé t& phwong phap thay thé. Dau dwa vao HPLC ma khéng x( ly truéc.

C.2 Cac dung moi dung cho HPLC
C.2.1 Nuwéc, dung cho HPLC.
C.2.2 Metanol, dung cho HPLC.

C.2.3 Axeton, dung cho HPLC.

C.3 Thiét bj, dung cu

C.3.1 Hé thong HPLC hai kénh gébm c6 bom, dung cu bom mau (vong 20 pl) hodc bd ldy mau tw

déng, detector huynh quang (Aex = 430 NM Va Aem = 670 Nm) va hé théng tich phan.

C.3.2 Cot HPLC, dai 250 nm, dueng kinh trong 4,0 mm hodc 4,6 mm, nhoéi day cac hat RP18 pha
dao, co hat 5 uym.

C.4 Cach tién hanh

C.4.1 Chuyén cac loai dau vao lo HPLC mau hé phéach.

C.4.2 Chuyén phan mau thir vao may HPLC (C.3). Cac diéu kién dwoc néu trong Bang C.1 cho thay
thich hop va cho séc ky d6 dién hinh, vi du néu trong hinh C.1.

Bang C.1 — Chwong trinh riva giai véi téc do 1,0 mi/min

Thei gian Dung méi A Dung méi B
(phut) Phan thé tich: ¢ o =4%; Pyeon =76%; Phan thé tich: ¢ o =4%; Pyeon =36%;
Pre ,c=0 =20% Pe ,c=0 =60%

0 100 % 0%
7 0% 100 %
50 0% 100 %

50,1 100 % 0%
60 100 % 0%

13
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1 pheophorbide

2 metylpheophorbide

3 pheophytin b

4 pheophytin a

5 pheophytin a’

6 pyropheophytin

M detector huynh quang, tinh bang lux
t thoi gian riva giai, tinh bang phat

Hinh C.1 — Sac ky dé HPLC cua dau hat nho c6 pyropheophytin
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Thw muc tai liéu tham khao

TCVN 2625:2007 (ISO 5555:2001), Dau mé déng vét va thuc vat — Léy mau

TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) , D6 chinh xéc (dd dung va dé chum) cua phuong phép do va két qué
do - Phan 1: Nguyén téc va dinh nghia chung

TCVN 6910-2 (ISO 5725-2), D6 chinh xéc (d6 diung va do chum) cua phuong phép do va két qua

do - Phén 2: Phuong phép co bén xac dinh do Iap lai va do téi lap cda phuong phap do tiéu chuén

AITZETMULLER, K. Chlorophyll-Abbauprodukte in pflanzlichen Olen [chlorophyll degradation
products in vegetable oils]. Fat Sci. Technol. 1989, 91, pp 99-105; AITZETMULLRE, K. Analysis of
chlorophyll degradation products in fat and oilseeds. In: Actes du congres international “Chevreul”
pour I'étude des cosps gras [proceedings of the Chevreul international congress], Angers, 1989-06-

06/10, p. 177-84. Association francaise pour I'Etude des corps gras, Neuilly sur Seine.
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