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L&i néi dau

TCVN 9745-2:2013 hoan toan twong dwong véi ISO 14502-2:2005 va
Pinh chinh k¥ thuat 1:2006;

TCVN 9745-2:2013 do Ban k¥ thuat tiéu chuan quéc gia TCVN/TC/F20
Ché va séan phdm ché bién soan, Tdng cuc Tiéu chuan Do lvong Chat
lwgng tham dinh, Bé Khoa hoc va Céng nghé cong bo;

B6 TCVN 9745 (ISO 14502), Cheé — Xac dinh cac chat déc trung cia
ché xanh va ché den gébm cac phan sau day:

TCVN 9745-1:2013 (ISO 14502-1:2005), Phan 1: Ham luong polyphenol
téng sé trong ché — Phuong phép do méu dung thube thir Folin-Ciocalteu;

TCVN 9745-2:2013 (1ISO 14502-2:2005), Phan 2: Ham luong catechin
trong ché xanh — Phuong phép séc ky 16ng hiéu nang cao.
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Ché - Xac dinh cac chéat dic trwng ctia ché den va ché xanh -
Phén 2: Ham lwgng catechin trong ché xanh — Phwong phap
sac ky 16ng hiéu niang cao

Determination of substances characteristic of green and black tea —
Part 2: Content of catechins in green tea — Method using high-performance
liquid chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phuong phap séc ky 16ng hiéu ning cao (HPLC) dé xac dinh ham lugng
catechin téng sé clia che tir tdng cac catechin riéng 1é. Tiéu chuan nay ap dung duoc che ca ché xanh
hoa tan, ché xanh va cac gi¢i han vé dé chum déi véi ché den (xem Phu luc A).

Phuong phap nay c6 thé dung dé xac dinh axit gallic, cafein, theogallin va theaflavin.

2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. B6i véi cac tai liéu vién dan ghi
n&m cdng bd thi ap dung phién ban duwoc néu. Ddi véi cac tai liéu vién din khéng ghi ndm cdng bo thi
4p dung phién ban méi nhat, bao gdm ca céc stra ddi, bé sung (néu co).

TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), Nudc dung dé phén tich trong phong thi nghiém — Yéu céu ky thuat
va phuong phép the

TCVN 9738 (ISO 1572), Ché — Chuén bj mau nghién va xéc dinh ham lugng chét khé

TCVN 9741 (ISO 7513), Che hda tan dang rén — Xéc dinh d6 4m (hao hut khéi lvong & 103 °C)
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3 Nguyén tic

Catechin tdng sé tir phan mau thir cla a4 ché da nghién min dwoc chiét bing metanol 70 % & 70 °C.
Ché hoa tan duoc hoa trong nwéc néng duge bd sung 10 % (thé tich) axetonitril dé& 6n dinh dich chiét.
Cac catechin riéng Ié trong dich chiét dwgc xac dinh bang HPLC trén cot co chira phenyl lién két, dung
dich rira giai gradient cé detector UV & buéc séng 278 nm. S dung chét chuan ngoai dé dinh lugng.
Chét chuan ngoai catechin c6 do tinh khiét va d6 &m da biét c6 thé dwoc dung trye tiép. Cach khac,
cafein cé thé dwec diing lam chat chuan két hep véi cac hé sb dap ng twong déi (RRF) clia catechin
riéng Ié duoc thiét 1ap béi phép thit lién phong ther nghiém quéc té 1SO.

4 Thudc thir

Chi st dung céc thubc thir ioai tinh khiét phan tich, trir khi c6 quy dinh khac
4.1 Nuwdrc, phu hep loai 1 cia TCVN 4851:1989 (1ISO 3696:1987).

4.2 Axetonitril, loai dung cho HPLC.

4.3 Metanol.

4.4 Axit axetic, bang, loai dung cho HPLC.

4.5 Hén hop chiét metanol/nwéc, metanol 70 % (thé tich)

Cho 700 ml metanol (4.3) vao binh dinh mirc mét vach 1 lit. Pha lodng dén vach bang nuwéc (4.1)

va tron.
4.6 Dung dich EDTA, 10 mg/ml.

Can (1,00 + 0,01) g EDTA (mubi dinatri clia axit etylenediaminetetraaxetic, ngam hai phan t& nwéc)
cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml. Thém nwéc 4m dén nira binh. Xoay binh dé& hoa tan EDTA,
dé ngudi dén nhiét 6 phong, pha loang dén vach bang nuéc va trén.

Chuan bi dung dich trong ngay st dung.
4.7 Dung dich axit ascorbic, 10 mg/ml.

Can (1,00 £ 0,01) g axit L-ascorbic cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml. Héa tan trong nwéc, pha
lodng dén vach va trén.

Chuan bj dung dich trong ngay st¥ dung.

4.8 Dung dich én djnh, axetonitril 10 % (thé tich) c6 axit ascorbic va EDTA ndng d6 500 pg/ml .
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Dung pipet chuyén 25 ml dung dich EDTA (4.6), 25 ml dung dich axit ascorbic (4.7) va 50 ml axetonitril
(4.2) vao binh dinh mirc mét vach 500 mi. Pha lodng dén vach bang nwéc va trén.

Chuén bi dung dich trong ngay st¥ dung.

4.9 Pha dong HPLC

CHU Y AN TOAN - Mang géng tay, kinh bdo vé mét va phan phéi cac thuéc thir trong ta hét.
4.9.1 Pha ddng A, axetonitril 9 % (thé tich) axit axetic 2 % (thé tich) c6 EDTA 20 pa/mi

Chuyén 180 ml axetonitril (4.2) va 40 ml axit axetic (4.4) vao binh dinh mirc¢ mét vach dung tich 2 lit.
Thém nwéc du dén nira binh roi thém 4,0 ml dung dich EDTA (4.6). Pha lodng béng nwéc dén vach,
tron va loc qua bd loc ¢& 16 0,45 um (5.10).

4.9.2 Pha dong B, axetonitril 80 % (thé tich), axit axetic 2 % (thé tich) c6 EDTA 20 pg/mi

Chuyén 800 ml axetonitril (4.2) va 20 ml axit axetic (4.4) vao binh dinh mdc mét vach dung tich 1 lit.
Thém khoang 100 m! nwdc va 2,0 ml dung dich EDTA (4.6). Pha loang bing nwéc dén vach, trén va
loc qua bd loc ¢& 16 0,45 pm (5.10).

4.10 Dung dich chuan géc
4.10.1 Yéu cau chung

Néu cac catechin sin cé da biét do tinh khiét thi ching c6 thé dwoc dung tryc tiép lam chat chuan
ngoai. Ngoai d6 tinh khiét théng thuéng ding cho HPLC, thi can phai biét treéc d6 am, do ham lugng
nudc két tinh & mirc cao sé khong duoc tinh khi danh gia HPLC. Dt liéu vé dd tinh khiét va d6 am cla
cac chét chudn dwoc dung trong phép thir lién phong thir nghiém duoc néu trong Phu luc B. Néu dir
liéu v& do tinh khiét khéng san c6 hodc khéng thé xac dinh duoc thi cac catechin chi dwoc dung lam
hop chét danh dau dé hd tro' cho viéc nhan biét. Trong truéng hop nay, c6 thé tién hanh dinh luveng
bing cach dung chat chudn ngoai cafein két hop véi cac gia tri RRF cla catechin riéng 1& (d6i voi
cafein) thu dwoc tir phép thir lién phong thtr nghiém (xem 9.3 va Tai liéu tham khao [3]).

4.10.2 Dung dich chuin géc cafein, twong (rng v&i ndng d6 2,00 mg/ml

Can (0,200 + 0,001) g cafein khan cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml. Thém nuéc a&m du dén
ntra binh. Xoay binh dé hoa tan cafein sau d6 dé ngudi dén nhiét do phong. Pha loang dén vach béng

nwoc va trén.

4.10.3 Dung dich chuén géc axit gallic, twong (ng véi axit gallic khan ndng dé khoang 1,00 mg/ml
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.an (0,110 % 0,001) g axit gallic ngam mét phan tr nwéc (khéi lwgng phan tr 188,14) cho vao binh
dinh mirc mét vach 100 ml. Hoa tan trong nwérc, pha lodng dén vach va trén déu.

Chuén bi dung dich trong ngay st dung.

Axit gallic ngam mét phan tl nwdc tét hon & dang khan, vi cé d¢ hoa tan cao hon, dé khir d&c tinh hat
Am va c6 s8n loai da dwoc chirng nhan, vi du A.C.S, biéu thj cho cac héa chat dap (ng cac yéu cau ky
thuat cua Hoi héa hoc My dwa ra. Néu chwa biét dd &m thi ¢an xac dinh d§ &m (hao hut khdi lvong &
103 °C) trén mét phan méu chuén.

4.10.4 Chuin bj dung dich chuan géc catechin riéng lé

Can chinh xac cac lwgng chat chuan néu trong Bang 1 cho vao céc binh dinh mirc mét vach riéng ré.
Hoa tan trong dung dich 6n dinh (4.8) rdi 1am &m nhe (téi da 40 °C), néu can. D& ngudi dén nhiét @6
phong, pha lodng dén vach bang dung dich én dinh va trén.

Bang 1 - Dung dich chuin géc catechin

l

{ Hop chit chuén Khdi lwong chit chudn | Thé tich dung djch &n djnh | Néng dd danh nghia cua
.E chét chuén géc

|

| g ml mg/ml

i (+)-Catechin 0,020 + 0,001 20 1,0

! ( )-Epicatechin 0,020 + 0,001 20 1.0

i ( )-Epigallocatechin 0,040 £ 0,001 20 2,0

! ( )-Epigallocatechin gallat 0,040 + 0,001 20 2,0

! ( )-Epicatechin gallat 0,040 + 0,001 20 2,0

Khi cé du leong chét chudn (ngha Ia > 20 mg) thi dung can phan tich cé thé can chinh xac @én it nhat
0,1 mg d& chuan bi dung dich chudn géc riéng I&. Treéng hep lweng chat chudn bj han ché (nghfa la
< 20 mg) thi c6 thé dung can chinh xac dén 0,01 mg.

4.11 Dung dich chuan pha lodng

4.11.1 Dung dich chuén axit gallic pha lodng, twong (*ng vé&i ndng @6 khodng 200 pg/mi.

Dung pipet chuyén 20 ml dung dich chuan géc axit gallic (4.10.3) vao binh dinh mirc mét vach 100 ml.
Pha long dén vach béng dung dich én dinh (4.8) va trén.
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4.11.2 Dung djch chudn hén hop

Chuén bj ba dung dich chun hén hep A, B va C chira cafein, axit gallic va cac catechin sé dwec dung
cho phép ngoai chuan hogc lam cac hep chat danh déu. Dung pipet lay can than cac thé tich dung dich
chuan gdc cafein (4.10.2), dung dich chuén axit gallic pha lodng (4.11.1) va dung dich chun géc
catechin riéng ié san cé (4.10.4) néu trong Bang 2 vao ba binh dinh murc mét vach riéng lé dung tich
20 ml. Pha lodng dén vach béng dung dich én dinh (4.8) va tron. Dung pipet Iy 1,0 ml dich I6ng cda
m&i dung dich chuan hdn hep cho vao cac lo nhé thiy tinh mau hé phach da dwoc dan nhan. Phun nhe
bang nito trrée khi han kin va béo quan trong td lanh & — 20 °C. Ndng dé danh nghia clia cac hop chét
ctia dung dich chuén A,B va C néu trong Bang 3.

V6i cac catechin chua biét d tinh khiét thi trudc tién can tién hanh danh gia HPLC riéng Ié dé kiém tra
céc hop chéat ¢6 kha ning gay nhiéu khac.

CHU THICH Ndng dé danh nghia clia dung dich chudn hdn hop A,B, C dugce néu trong Bang 2 va cac ndng dd nay duoc lya
chon @3 bao trim c4c dai néng do dién hinh c6 trong ché.

Tinh néng dé khan thyc té tir cac khéi lwong dwoc dung dé chudn bi dung dich chuan gée cung véi @6

x x
am chuan.

Dung dich chuan lam viéc hdn hgp A,B va C bén trong it nhat 2 thang khi dwoc bdo quan déng lanh &
~ 20 C. Chira déng cac lo nhé dwng dung dich chuan lam viéc hén hep dl cho tirtng mé phan tich.
Loai bd dung dich con sét lai va khong tai két déng.

Bang 2 - Chudn bj cac dung djch chudn hén hop A,BvaC

Hop chét Dung djch Cac dich léng cén cho viéc
chuén bj 20 ml dung djch chuén
hén hop
ml

A B Cc

Cafein dung dich chuén géc cafein 2,00 mg/ml (4.10.2) 0,5 1,0 1,5
Axit gallic dung dich chudn axit gallic loang 200 pg/ml (4.11.1) 0,5 1,0 25
+C dung dich chuan géc +C 1,00 mg/ml (4.10.4) 1,0 2,0 3,0
EC dung dich chuan géc EC 1,00 mg/mi (4.10.4) 1,0 2,0 3,0
EGC dung dich chuan géc EGC 2,00 mg/ml (4.10.4) 1,0 2,0 3,0
EGCG dung dich chudn géc EGCG 2,00 mg/ml (4.10.4) 1,0 2,0 4,0
ECG dung dich chudn géc ECG 2,00 mg/ml (4.10.4) 0,5 1,0 2,0
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Bang 3 - Néng do danh nghia ctia cac dung dich chudn hén hep A, BvaC

Hop chét Néng do6 danh nghia
ug/mi
A B c

Axit gallic 5 10 25
Cafein 50 100 150
+C 50 100 150
EC 50 100 150
EGC 100 200 300
EGCG 100 200 400
ECG 50 100 200

5 Thiét bj, dung cu

St dung céc thiét bi, dung cu ctia phong thtr nghiém thong thirong va cu thé cac thiét bi, dung cu sau day:
5.1 Can phan tich, c6 thé can chinh xac dén + 0,000 1 g va £ 0,000 01 g (xem 4.10.4).

5.2 Nbi cach thiiy, cé kha nang duy tri dwec & (70 £ 1) °C.

5.3 B& phan phéi, dung cho hdn hop chiét metanol/nwdc (4.5), va cai dat & 5,0 mi.

5.4 May ly tam, c6 thé lyc ly tam twong déi (R.C.F.) dat 2 000 (dién hinh 3 500 r/min).

5.5 May tron vortex, tron hiéu qua trong qua trinh chiét.

5.6 Ong chiét, bang thay tinh, dung tich 10 ml, cé ndp day va c6 thé chiu duoc khi ly tam.

5.7 Ong chia d9, bang thuy tinh, dung tich 10 ml, chia vach 0,1 ml.

5.8 Binh dinh mirc mét vach, cac dung tich 5 ml, 10 ml, 20 ml, 100 ml, 500 ml, 1 E¢va 2 &

5.9 Pipet thiy tinh ho#c pipet tw dong, cé dung tich bao trim dai thé tich dung cho chat chuan va cac
dich pha lodng cua dich chiét mau.

5.10 Dung cu loc, bd loc mang c& 18 0,45 um ding @& loc pha déng va cac dich chiét mau pha loang.

10
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CHU THICH B4 loc mang PTFE va nylon @ duoc chirng minh 1a phis hop.
T4t c& cac mang loc phai dugc kiém tra dé dam bao khong gir lai catechin.

5.11 May séc ky I6ng hiéu nang cao, dwoc trang bi Gé thyrc hién rira giai gradient hai kénh, cé budng
cot kiém soat nhiét @6 va detector UV cai dat & bwdc séng 278 nm.

5.12 Hé théng thu nhan dir liéu/hé théng tich phan.
5.13 Cét sac ky dung cho HPLC.

CHU THICH Cac pha c6 phenyl lién két I3 Iva chon bd sung cho cac vt liéu pha dao, ching cai thién d6 phan gidi cua cac
catechin. Trong tiéu chudn nay, cac diéu kién séc ky va thanh phan cia pha déng da dugc quy dinh (4.9) la phu hop dbi véi
cot Phenomenex Luna 5 pm Phenyl-Hexyl®" cé kich thudc 250 mm x 4,6 mm, dwgc ldp bd bao vé Phenomenex
SecurityGuard®®' co cdt Phenyl-Hexyl Kich thuéc 4 mm x 3,0 mm. Néu s dung cac loai cdt khac thi c6 thé cin phai didu
chinh pha dong va cac diéu kién sic ky.

6 Lay miu

Mau dai dién phai dwgc glri dén phong thir nghiém. Mau khéng bi hu hdng ho#c bién déi trong qua
trinh van chuyén hoac bao quan.

Viéc 14y mau khéng quy dinh trong tiéu chuén nay. Nén lay mau theo:
—~ TCVN 5609 (ISO 1839) dbi véi che, va

— TCVN 9743 (ISO 7516) dbi voi ché hoa tan.

7 Chuén bj miu th

Dé dam bao do dong nhat, nghién mau ché theo TCVN 9738 (ISO 1572) va bao quan cac mau trong
cac vat chira kin tranh anh sang.

Déi véi ché hoa tan, chi yéu cau nghién déi véi cac mau cé cau truc dang hat tho (vi du dang dong khd).

8 Cach tién hanh

8.1 Yéu cau chung

Néu c6 yéu ciu kidém tra gi®i han 13p lai (10.2) thi tién hanh hai phép xac dinh riéng & theo 8.2 dén 8.6
dwdi cac diéu kién 13p lai.

" Phenyl-Hexyl® 1a vi du v& san pham phi hop ban sin. Thdng tin ndy dua ra tao thuan tién cho ngudi str dung tiéu chudn
va khéng 4n dinh phai s dung s&n phdm nay.

2 phenomenex SecurityGuard® 1a vi du vé san phdm phu hop ban s3n. Thang tin ndy dua ra tao thuan tign cho ngudi stz
dung tiéu chudn va khéng an dinh phai sir dung sén pham nay.

11
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8.2 Xac djnh ham lweing chat kho

Tinh ham lvong chat khd tir @ dm (hao hut khéi lugng & 103 °C) d xac dinh dwoc trén phan mau thi
(Diéu 7) theo:

— TCVN 9738 (ISO 1572) ddi véi ché, hodc

—  TCVN 9741 (ISO 7513) d6i v6i ché hoa tan.

8.3 Phan méu thir

8.3.1 Cheé hoa tan

Can (0,500 + 0,001) g mau thir (Biéu 7) cho vao binh dinh mirc mét vach 50 mi.
8.3.2 Che

Can (0,200 + 0,001) g mau thir (Diéu 7) cho vao éng chiét (5.6).

8.4 Chiét polyphenol

8.4.1 Cheé hoa tan

8.4.1.1 Cho khoang 25 ml nwéc néng (nhiét d6 téi da 60 °C) vao ché hoa tan dwng trong binh (8.3.1).
Trén Gé hoa tan mau va dé ngudi dén nhiét @6 phong.

8.4.1.2 Thém 5,0 ml axetonitril (4.2). Pha lodng dén vach bang nwéc va tron.
8.4.2 Che

8.4.2.1 Cho hdn hop chiét metanol/nwéc (4.5) dwng trong bd phan phéi (5.3) vao ndi cach thiy (5.2)
dat & 70 °C va @é yén trong it nhat 30 min d@é cho hén hop chiét can béng.

8.4.2.2 Dt bng chiét chira mau (8.3.2) vao ndi cach thliy @4t & 70 °C. Chuyén 5,0 ml hdn hop chiét
nong metanolinuwdc tir 8.4.2.1 vao ong chiet, day nap va tron trén may tron vortex (5.5).

8.4.2.3 Tiép tuc dun néng 6ng chiét 10 min trong ndi cach thly, tron déu trén may trén vortex sau
5 min va 10 min.

Diéu quan trong 1a trén k§ mau @é dadm bao chiét dwoc hét.

8.4.2.4 Lay éng chiét ra khéi ndi cach thly va @& ngudi dén nhiét do phong. M& ndp va dat 6ng vao
may ly tam (5.4) & téc d6 3 500 r/min trong 10 min.

8.4.2.5 Gan can than dich néi phia trén vao éng chia dé (5.7) hoac vao binh dinh mirc mét vach 10 mi (5.8).

12
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8.4.2.6 Lap lai cac buwdc chiét tir 8.4.2.2 dén 8.4.2.5. Phéi tron hai dich chiét, thém hdn hop chiét
ngudi metanol/ nwéc (4.5) dén 10 ml va tron.

8.4.2.7 Dich chiét tir 8.4.2.6 bén trong it nhat 24 h néu dugc bao quan & 4 °C. DBé dich chiét dat dén
nhiét d6 phong truéc khi tién hanh phép phan tich. Néu chi mét lugng nhd m3u dang hat cé thé bj lang
xubng trong qua trinh bao quan thi khéng cin phai tai huyén phu.

8.5 Dich pha loang

Dung pipet chuyén 1,0 ml dich chiét m3u (dich chiét cheé hoa tan tir 8.4.1.2 hogc dich chiét che ti
8.4.2.6) vao éng chia d6 (5.7). Pha loang dén 5,0 ml bang dung dich &n dinh (4.8). Trén va loc qua
dung cu loc ¢& 16 0,45 pm (5.10).

8.6 Xac dinh
8.6.1 Yéu cau chung

Cac catechin rat dé bi phan hly va nguyén nhan chinh (xem Phu lyc D) la do sw nhiém ion kim loai tir
hé théng sic ky. Mac du viéc bd sung EDTA vao pha ddng co6 thé giup gidm thiéu nhirng anh huwéng
nay nhung diéu quan trong la phai duy tri hé théng séc ky sach. Nén rira ky hé théng trwéc va sau khi
str dung, Vi du bang axetonitril 50 % (thé tich) (hodc ban d4u bang hén hegp dung méi thich hep, tuy
thudc vao viéc st dung triéc d6) dé loai bé cac mudi dém duw, cac axit du va dé tranh bi an mon.

8.6.2 Chinh thiét bj, dung cy
Cai dat may séc ky (5.11) theo huéng dan clia nha san xuét va chinh nhuw sau:
a) téc do dong clia pha dong (4.9): 1,0 ml.

b) cac diéu kién gradient hai kénh: 100 % pha dong A (4.9.1) trong 10 min, sau d6 15 min trén gradient
tuyén tinh déi voi 68 % pha déng A, 32 % pha dong B (4.9.2) va ¢é dinh thanh phan nay trong 10 min.
Sau d6 cai dat lai 100 % pha dong A va dé cho can béng trong 10 min trwéc khi bom tiép.

c) Nhiét dd cot (5.13):35T+0,5T.C An kidém soat nhiét a6 cot (16 cot hodc ti nwdc tudn hoan) dé
tranh s thay déi trong thoi gian lvu.

d) detector UV cai dat & budc séng 278 nm. Dam bao ring dai do nhay cla detector dwoc lya chon
c6 thé phat hién dwoc tat ca cac pic tir chét chuan 1am viéc hdn hop C cao nhét trong pham vi do cua
hé théng thu nhan di liéu duoc st dung.

8.6.3 Phan tich HPLC

Khi tbc @6 dong ctia pha dong (4.9) va nhiét 4o &n dinh thi &n dinh ¢t biing cach chay gradient mau
tréng (8.6.2). Sau d6 bom Ién cot 10 pl clia tirng dung dich chuén hén hop A, B va C (4.11.2), tiép theo
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bom dich chiét mau pha 0ang (8.5) cling véi thé tich nay. Lap lai viéc bom cac dung dich chuén lam
viéc hén hgp & cac khoang cach déu dan (thong thwdng, sau khi bom sau dung dich thtr nghiém).
Dung hé théng thu nhan di liéu/hé thong tich phan (5.12), thu l&y di¥ liéu ddi voi tat ca cac pic trong
cac chat chudn hén hep va dung dich mau thir.

Sau mdi mé phan tich, rira k§ hé théng séc ky va cot bang axetonitril 50 % (thé tich) (xem 8.6.1) va day
nut cot néu khong tiép tuc siv dung dé bao quan cét.

8.6.4 Nhan biét

Nhan biét cac catechin riéng Ié bing cach so sanh thei gian Iwu tir cac séc d6 clia mau voi thoi gian
Iy thu trong séc dé cuia dung dich chudn hdn hop & cung diéu kién sac ky (8.6.2). Viéc sz dung
detector mang diot cho phép phan tich phé UV clia cac pic catechin va danh gia dwoc d6 tinh khiét cla
pic, c6 thé d&c biét hiru ich cho viéc xac dinh céac catechin & murc thap trong ché den.

CHU THICH Khi khéng sn c6 cac hop chat danh déu cua catechin, @& hd trg' cho viéc nhén biét thi phén tich ché xanh va so
séanh véi shc db HPLC dién hinh nhu trong Phuy lue C.

9 Tinh két qua

9.1 Yéu cau chung

Tién hanh dinh Iweng bing cach chudn ngoai, str dung

— céc chéat chudn cactechin riéng Ié da dugc xac dinh d6 tinh khiét va do am, hoac

— chét chuan cafein dwoc st dung két ho'p véi cac gia tri RRF cla catechin riéng & do duoc lién quan
dén cafein (xem 4.10.1 va 9.3).

9.2 Dinh lreng bing cach dung cac chét chuan catechin

9.2.1 Tinh ndng d chét chudn khan trong tirng dung dich chuan hén hop A, B va C (4.11.2), chinh
xac dén 0,1 g/mi.

9.2.2 Duyng dudng chuan tuyén tinh ddi véi tieng chét chudn tir cac néng do khan (ug/ml) dwa vao
dién tich pic thu duoc tir hé théng thu nhan di liéu/hé thong tich phan (5.12), thu lay gia tri 46 déc va
gia tri giao diém.

9.2.3 Ham lwong hop chét riéng 1&, we, Guoc bidu thi theo phan tram khéi lugng chat khé ctia mau,
tinh bang cong thirc:

miu

W =(Am&u -Ag;ma.em)xv xdx100

S:h-.-.!in xmm.lu %10 000% wDM.mili
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Trong dé

Amsy la dién tich pic cta hep chét riéng € trong mau thi;
Agasoaém la dién tich pic & diém giao cét clia dwéng chuan véi truc v
Scnutn 12 @6 déc clia duwong chudn;

Vindu 1a thé tich dich chiét mau (50 mi déi véi ché hoa tan va 10 mi déi voi ché), tinh béng
mililit (ml);

d la hé s6 pha loang (xem 8.5), théng thwong 1a 5:
Mede la khéi lvgng clia phan mau thi, tinh bang gam (g):

Wommis 1@ ham Iuong chét khé clia mau thir, xac dinh duoc theo 8.2, duoc bidu thj theo phan tram
khéi Ivong (%).

9.2.4 Ham lugng catechin tdng s6, wr, biéu thi theo phan tram khéi lwgng chét khé clia miu, duoc
tinh bang cach lay téng cac catechin riéng 1é (d6i véi cac chir viét tit, xem Bang 4):

wr = (% EGC) + (% + C) + (% EC) + (% EGCG) + (% ECG)

9.3 Binh lwgng bang cach str dung chét chudn cafein va cac hé sé dap ng twong déi (RRF)

cua catechin

9.3.1 Cac gia tri RRF (do duoc doi voi cafein) d6i voi axit gallic va cac catechin riéng 1é thu duoc tir
phép thir lién phong thir nghiém quéc té [3] duoc néu trong Bang 4. Cac gia tri chung nay thu dugc
trén cac chat chudn da biét @6 tinh khiét va dwoc biéu thj theo chat chuan khan, gitp cho viéc dinh
lwreng c6 thé thye hién dwoc bang cach tham chiéu véi chat chuan cafein. So sanh cac két qua thu
duorce, dung cac chét chuén catechin hodc chét chudn cafein véi RRF cua catechin néu trong Phu lyc E.

Bang 4 — Hé s6 dap (rng twong dbi

Hop chét Hé sé dap (rng twong dbi (RRF) ddi véi cafein
(tinh theo chét chuan khd)
Axit gallic 0,84
(=)-Epigallocatechin (EGC) 11,24
(+)-Catechin (+C) 3,58
(=) Epicatechin (EC) 3,67
{-) Epigallocatechin gallat (EGCG) 1,72
(~) Epicatechin gallat (ECG) 1,42

15
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9.3.2 Duyng dwdng chuan tuyen tinh cafein tir cac néng d6 khan (ug/ml) dwa vao cac dién tich pic
cafein thu dwoc déi véi tirng dung dich chudn hdn hop A, B va C (4.11.2), thu 4y gia tri d6 doc va gia
tri giao diém.

9.3.3 Ham lwong hop chét riéng 1& (xem 8.6.4) xac dinh dugc, biéu thi theo phan tram khdi lvgng chat
khé ctia mau, tinh bang céng thirc:

(An-.iu - Agm doém )x F.-Im.'in x vm.'.u xdx1 00
S, yn XM, 10 000xwW,,, .

W=

Trong do
Ans,  ladién tich pic clia hop chét riéng lé trong mau thir;
Agiso sém |2 dién tich pic & diém giao cét clia dwdng chuan véi truc y;
Seaein 12 0 doc dwdng chuan cafein;
Fouin 12 hé sb dap Gng tuong déi do duoc ddi véi cafein diing cho hop chat riéng 1&;

Vs la thé tich dich chiét mau (50 mi déi voi ché hoa tan va 10 mi déi véi che), tinh bang
mililit (ml);

d la hé s6 pha loang (xem 8.5), thuéng la 5;
Mpi, 12 khdi lwong clia phan mau thir, tinh bang gam (g);

Wommss 12 ham lwgng chét khé clia mu thir, xac dinh dugc theo 8.2, duwoc biéu thi theo phan
tram khai lwong (%).

9.3.4 Ham luwgng catechin téng sé tinh theo phan tram khéi lwgng chat khé clia mau, dwoc tinh bang
cach lay téng cac catechin riéng 1& (d6i véi cac chir viét tat, xem Bang 4):

wr = (% EGC) + (% +C) + (% EC) + (% EGCG) + (% ECG)
10 D6 chum
10.1 Phép thir lién phong thitr nghiém

Céc chi tiét vé phép thir lién phong thir nghiém dé xac dinh d6 chum cutia phuong phap dugc néu trong
Phy luc A. Céac gia tri thu dwoc tir phép thir lién phong thir nghiém nay c6 thé khong ap dung cho céc
dai ndng d6 va cac chat nén khac véi cac gia tri da néu.

16
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10.2 D¢ lap lai

Chénh léch tuyét déi gitra cac két qua clia hai phép thér déc 1ap, don 1& thu dwoc khi st dung cung
phuwong phap, tién hanh trén cing vat liéu thir gibng hét nhau, trong cling mét phong thir nghiém, do mét
ngudi thire hién, st dung cung thiét bi, trong mét khoang thoi gian ngén, khéng dwoc qua 5 % trudng
hop vuet qua gia tri gi¢i han lap lai (r) cho trong Bang A.1.

10.3 D6 tai lap

Chénh léch tuyét doi gitra cac két qua thir don 1é thu dwoc khi st dung cling phuong phap, tién hanh
cung vat liéu giéng thir hét nhau, trong cac phong thér nghiém khac nhau, do nhitng ngwei khac nhau
thire hién, str dung céc thiét bj khac nhau, khéng dwoc qua 5 % trwedng hop virt qua gia tri gii han tai
1ap (R) cho trong Bang A.1.

11 Béao céo thir nghiém

Bao cao thir nghiém phai néu ra:

moi thong tin can thiét @& nhan biét day da vé mau thiy;
- phuong phap lay mau da st dung, néu biét;
~  phuwong phap thir nghiém da st dung, vién dan tiéu chuan nay;

—  moi chi tiét thao tac khac véi quy dinh trong tiéu chuan nay hodc tuy chon ciing nhw cac sy cb bét
ky co thé anh hwéng dén két qua thir nghiém:;

—  két qua thir nghiém thu dugc;

—  néu kiém tra dd I3p lai thi néu két qua cudi cung thu duoc.

17



Phuluc A

(tham khao)

Cac két qua ctia phép thir lién phong thir nghiém

Cac phép thir lién phong thir nghiém dugc tién hanh tir ndm 1999 dén 2002 duwéi sy bao tre clia Té
churc tiéu chudn hoéa quéc té, cho cac két qua thdng ké [dugc danh gia theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2)]

néu trong Bang A.1 va Bang A.2.

CHU THICH Céc chi tiét néu trong Tai liéu tham khao [3]

Céc két qua trong ca Bang A.1 va Bang A.2 thu dwgrc tir phép dinh lweng, dung chat chuan cafein két
hop véi hé sbé dap ing twong déi (RRF) cla catechin riéng lé. Cac két qua néu trong trong Bang A.1
thu duwoc trwde khi khuyén céo két hop EDTA vao pha dong (xem Phu luc D), trong khi cac két qua
trong Bang A.2 thu dwoc sau khi EDTA dwoc bd sung vao pha déng. Ham lwong catechin téng sb

dwoc biéu thi bang phan trdm chéat chuan khan va chat khé ctia mau.

Bang A.1 - Di¥ liéu vé do chum (khéng c6 EDTA)

Nhan biét miu Mau 1 Miu 2 Miu 3 Méu 4
Ché xanh Ché xanh Ché den Ché den

| 86 lwong cac phong thir nghiém tham gia 14 14 14 14

Sé lugng cac két qua thlr nghiém duwoc 9 10 11 10

chép nhan

Ham Iwong catechin tdng sb trung binh, 12,30 15,70 9,53 7,19

tinh theo phan tram khéi lwgng chét khé, %

D6 I&ch chuén Iap lai, s, 0,194 0,163 0,221 0,095

Hé sb bién thién Iap lai, % 1,58 1,04 2,32 1,32

Gidi han lap lai, (=2,8 s,) 0,54 0,46 0,62 0,27

Da léch chudn tai lap, sq 0,888 1,664 1,066 0,925

Hé sb bién thién tai lap, % 7,22 10,60 11,19 12,87
' Giéi han tai lap, R(=2,8 sr) 2,49 4,66 2,98 2,59
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Bang A.2 - Di¥ liéu vé do chum khi EDTA dwoc bd sung vao pha déng

TCVN 9745-2:2013

Nhén biét miu M3u 1 Miu 2 Miu 3 Miu 4
Ché xanh Ché xanh Cheé den Ché den

Sé lwong cac phong thir nghiém tham gia 11 11 11 11
Sé Iwong cac két qua thir nghiém dugc 9 9 9 9
chap nhan

| Ham lwong catechin téng sb trung binh, 12,14 14,78 8,93 6,81

| tinh theo phan tram khéi lwong chét kha, %
D6 1éch chuan lap lai, s, 0,21 0,43 0,17 ! 0,19
Heé sb bién thién Iap lai, % 1,75 2,93 1,87 } 2,75

|

Gi¢i han I3p lai, (=2,8 s,) 0,59 1,21 0,47 | os2
D6 lech chuan tai lap, sg 1,21 1,33 0,67 | 058
Hé s bién thién tai 1ap, % 10,00 8,97 7,52 8,48
Gi6i han tai lap, R(=2.8 sg) 3,40 3,71 1,88 1,62

CHU THICH Cheé den, mau 3 va mau 4 déu 1a ché Darjeeling dugc 1én men nhe, vi vy van co ham luegng catechin vira
phai. C4c loai ché den duoc lén men nhidu hon sé cé ham lveng catechin thap hon va vi vay du kién sé anh huéng xau dén

dir lidu vé dd chum.
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Phu luc B
(tham khao)

Panh gia dé tinh khiét cua cac chat chuan

Khi danh gia vé dd tinh khiét, kiém tra thém db tinh khiét ctia pic HPLC, tién hanh trén cac mé vat li¢u
chuan dung trong phép thir lién phong thir nghiém. D@ li¢u vé do tinh khiét thu dwoc néu trong
Bang B.1.

Bang B.1 - Dir liéu d¢ tinh khiét cla chét chudn

| chét Ngudn | Théngtin | Dtinhkhiét | Botinhkhiét | Do 4m D6 4m

| chuédn vé do tinh | dung cho dung cho diing cho %

i khiét dwoc HPLC? NMR® KF (Céc gia tri theo cong thire

| cung cip % % % Iy thuyét dung @é so sanh)

! (dadugc | (daduwoc | (daduoc

xac dinh) | xacdinh) | xacdinh)

{ |

| Axitgallic | Sigma Dang tinh | 100 1,7° Khan 0

a thé, khan |

i | 1H,0 96

| ]

| +C Sigma 2H,0 | 99 92 8,0 1H,0 58

i tbi thidu ‘ 2H,0 1.0

; 98 %

| EC Sigma 98 96 1,8 1H,0 58

| EGC Patach® Khoang 96 % 96 88 18,8 4H,0 19,0
EGCG Datach’ Khoang 95 % 99 91 14,4 4H,0 13,6
ECG Datach’ Khoang 97 % 99 89 13,4 4H,0 14,0

2 P tinh khiét ding cho HPLC 1a dién tich pic polyphenol tinh theo % tong dién tich cia tAt ca cac cac pic trong séc db.

® P tinh khiét dung cho NMR thu duoc bang cach dém proton dua vao chét chun cafein.

| © P& Am duoc xac dinh bang may chun d Karl-Fischer, trir axit gallic dugc xac dinh bang cach sdy trong ti sy (hao hut

| khéi lugng & 103 °C).

9 duoc tach ra khéi cac chat hda tan trong nuéc ché xanh bing cach chiét véi etyl axetat, tach duoc béng cach thdm théu
gel va tinh sach bang HPLC diéu ché va tai két tinh.
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Phuluc C

(Tham kh&o)

Cac séc ky dd HPLC dién hinh

LOO
300t 6
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100 }
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TCVN 9745-2:2013
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CHU DAN

X Théi gian luu, tinh bing pht

Y Do dap iing, mAU

1

2

3

axit gallic
EGC
catechin
cafein
epicatechin
EGCG

ECG

Hinh C.1 — Chét chuén catechin hén hop B
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CHU DAN

X Théi gian Iy, tinh béng phit
Y 96 dap ing, mAU

1 axit gallic

2 EGC

3 catechin

4 cafein

5 epicatechin

6 EGCG

7 ECG
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CHU DAN

X Thoi gian iuu, tinh bang phat
Y Do dap ing, mAU

1 axit gallic

2 EGC

3 catechin

4 cafein

5 epicatechin

6 EGCG

7 ECG

Hinh C.3 — Chét chuan catechin hén hep
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CHU DAN

X Théi gian Iy, tinh bing phit
Y D& dap irng, mAU
1 theogalin

2 axit gallic

3 EGC

4  catechin

5 cafein

6 epicatechin

7 EGCG

8 ECG

9 TF

10 TFDG

11 TF-3-MG

12 TF-3-MG

Hinh C.4 - Dich chiét ché den
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Phu luc D

(tham khao)

TCVN 9745-2:2013

Anh hwéng clia cac ion sit dén RRF cua catechin

D@ liéu thu duoc tir viéc kiém tra danh gia nay, néu trong Bang D.1, Hinh D.1 va Hinh D.2 cho thay:

a) cac murc ion Fe®* thap cé thé 1a nguyén nhan 1am phan hiy cac catechin trén cot:

b) EGCG va EGC duoc cho la dé bj phan hiy hon;

c) bd sung EDTA 20 pg/ml vao pha déng dé tach cé hiéu qua cac ion Fe®* va ngan ngira sy phan hly

catechin;

d) c6 sy phu hop tét nhat (trong pham vi 5 %) thu dugc véi RRF sau khi bd sung EDTA.

e) EDTA cé mét trong chét chudn catechin hdn hep (tir dung dich én dinh) khéng bao vé dwoc hé
théng séc ky da nhiém ban;

f) diéu quan trong la duy tri dwgc hé thdng sic ky sach, nhung EDTA c6 trong pha déng sé cai thién

dwoc dé chinh xac clia phwong phap.

Bang D.1 - Anh hwéng clia Fe®* dén RRF cla catechin

Hop chét Hé sb dap trng twong déi (RRF) déi voi cafein
(dwoc tinh theo chéat chuan kho)®
RRF Sau khi bd sung | Sau khi bd sung | Sau khi bd sung | Sau khi bd sung
Fe® 0,1 ug/ml Fe¥ 0,5 pg/ml Fe* 0,5 pg/ml va | EDTA 20 pg/mi
EDTA 20 pg /ml
Axit gallic 0,84 0,84 [0] 1,03 [19] 0,81 [0] 0,81 (0]
EGC 11,24 16,38 [31] 24,64 [54] 11,79 [5) 11,79 [5)
+C 3,58 3,76 [5] 3,85(7) 3,58 [0] 3,65[2]
EC 3,67 3,99 (8] 3,92 (6] 3,75[2) 3,86 [5)
EGCG 1,72 3,11 [45] 5,80 [70] 1,72 [0] 1,73 [0]
ECG 1,42 1,54 [8] 1,73 [18) 1,42 [0] 1,43 [0]

® % dd dap (rng bi giam so véi RRF néu trong [ ].

CHU THICH Céc ion Fe®* dugc lay tir ngudn FeCla.
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CHU DAN

X Thei gian lvu, tinh bang phat
Y Do dap irng, mAU

1 Axit gallic

2 EGC

3 catechin

4 cafein

5 epicatechin

6 EGCG

7 EGC

Hinh D.1 — Chéat chuén catechin hén hgp B - Cac diéu kién sic ky ban dau chwa bd sung EDTA
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CHU DAN

X
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Théi gian lwu, tinh bdng phat
B¢ dap kng, mAU

Axit gallic

EGC

catechin

cafein

epicatechin

EGCG

EGC

Hinh D.2 - Chét chudn catechin hdn hop B — Sau khi bd sung Fe* 0,5 pyg/ml vao pha déng
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Phu luc E

(Tham khao)

So sanh dinh lwgng - Dung cac chét chuén catechin hodc chit chudn cafein két hop
vé&i cac RRF cia catechin

Céc két qua trong Bang E.1 va Bang E.2 cho thay cac két qua co tinh théng nhat cao khi dwoc so sanh
trong cung mét diéu kién, ngha la déu cung cac chat chuan khan va mau khé.

CHU THICH Céc két qua dugc tinh tir d liéu théng ké c6 thé chdp nhan dugc cho trong Tai liéu tham khao [3);

- d ligu vé phép chudn ngoai ban dau thu duvoc dua vao cac chét chudn nhan duoc, nhung can phai tinh lai dva

theo cac chét chudn khan (xem Phu luc B);

- RRF (xem Phuy lyc D) duoc tinh theo chét chun khan.

Bang E.1 - So sanh gia trj trung binh cta lién phong thir nghiém déi véi ché xanh

Hop chét Ché xanh 1 Ché xanh 2
Cac chét chuan catechin Chét chuén Cac chét chuan catechin Chéat chuan
cafein v&i cafein voi
RRF cla RRF cua
catechin catechin
| % mau kho ! % chét % chét % méu kho % chéat % chét
I chudn khan | chuén khan chudn khan | chuan khan
| vam3ukhd | vamaukhs vamaukhd | vamAukhd
Axit gallic 0,10 0,10 0,13 0,08 0,08 0,10
Cafein 4,18 4,18 4,16 3,69 3,69 3,69
EGC 2,67 2,16 2,23 2,18 1,77 1,90
+C 0,15 0,14 0,20 0,72 0,66 0,74
EC 0,74 0,72 0,76 2,46 2,41 2,44
EGCG 8,68 7.43 7,37 6,05 5,18 5,23
ECG 2,11 1,82 1,75 6,29 5,44 5,39
Catechin 14,35 12,27 12,31 17,70 15,46 15,70
téng sé
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Bang E.2 - So sanh gia trj trung binh cta lién phong thir nghiém déi véi cheé xanh

Hop chét Ché den 3 Ché den 4
Cac chét chuan catechin Chét chuan Cac chét chuln catechin Chét chuén
cafein v&i cafein voi
RRF cla RRF cla
catechin catechin
% méau khod % chat % chét % maukhd % chét % chat
chuan khan | chuan khan chuan khan | chuén khan
vamau khd | va maukhd vamaukhd | vamaukhd
Axit gallic 0,16 0,16 0,17 0,22 0,22 0,21
Cafein 4.24 4,24 4,30 4,01 4,01 4,01
EGC 1,31 1,06 1,05 0,72 0,72 0,59
+C 0,20 0,18 0,22 0,15 0,15 0,14
EC 0,42 0,42 0,43 0,46 0,46 0,45
EGCG 6,76 5,79 5,78 4,78 4,78 4,09
ECG 2,40 2,08 2,05 2,16 2,16 1,87
Catechin 11,09 9,53 9,53 8,27 8,27 7,14
téng sé
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Thw muc tai liéu tham khao

[1] TCVN 5609:2007 (ISO 1939:1990), Ché — L&y méu
[2) TCVN 9743:2013 (I1SO 7516:1984), Ché hoa tan dang rdn — L&y méu

[3] ISO/TC34/SC8 — Tea, N513, Report from the project leader oif the ISO rang test on ISO/CD 14502-2
(Tea — Methods for determination of substances characteristic of green and black tea — Part 2:
Determination of catechins in green tea — Method using high performance liquid chromatography)
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