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TIEU CHUAN QuolOC GIA TCVN 9674:2013

Diu m& dong vat va thwe vat — Xac dinh thanh phan
axit béo & vi tri s6 2 clia cac phan ti triglycerid

Animal and vegetable fats and oils — Determination of the composition of

fatty acids in the 2-position of the triglyceride molecules

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phwong phéap xac dinh thanh phén cla cac axit béo da este héa & vij tri s6 2
(vi tri 8 hodc bén trong) clia cac phan ti triglycerid trong ddu m& ddng vat va thyc vat.

Phwong phap nay chi co thé ap dung cho diu va m& cé diém nong chdy dwdi 45 °C vi ban chét clia
hoat dong enzym lipase tuyén tuy.

Phuwong phap ndy duoc ap dung khéng han ché dbi véi tat ca diu va md cé chiva ham lwgng dang ké cla:
—  céc axit béo c6 it hon hodc bang 12 nguyén tlr cacbon (vi dy: ddu dira, diu cg, butylic butter fat);

—  céc axit béo c6 nhiéu hon hodc bing 20 nguyén t&r cacbon va c6 d6 chua bao hoa cao (nhidu hon
bén lién két ddi) (vi du: diu ca hoac d4u tir dong vat bién);

—  cac axit béo ¢ cac nhém thiy cap chira oxy.

CHU THICH: Céc axit béo véi cac lién két déi & vi tri (n-16) dén (n-11) (vi dy: axit petroselinic) dugc chuyén ddi rat cham boi
enzym lipase tuyén tyy. Didu ndy c6 thé ddn dén két qua sai.
2 Tailiéu vién dan

Cac tai lidu vién dan sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi véi céc tai liéu vién dan ghi
nam cdng bé thi &p dung phién ban dugc néu. Déi véi céc tai liéu vién dan khéng ghi ndm cong bé thi ap
dung phién ban méi nhét, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), Nudc dung dé phén tich trong phong thi nghiém — Yéu cau ky thuét
va phuong phép thie.
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TCVN 6127:2007 (1SO 660:1996), Dau m& dong vét va thuc vét — Xéc dinh tri s6 axit va dé axit,
TCVN 6128:1996 (ISO 661:1989) ", Ddu mé dong vat va thuc vét — Chudn bi méu thi.

ISO 5508, Animal and vegetable fats and oils — Analysis by gas chromatography of methyl esters of fatty
acids (Dau m& dong vét va thye vét - Phan tich céc metyl este cuia axit béo béng séc ki khi).

ISO 5509 ?, Animal and vegetable fats and oils — Preparation of methyl esters of fatty acids (Ddu mé&
déng vét va thuc vat — Chuén bj cac metyl este cua axit béo).

3 Nguyén tic

Sau khi trung hoa cac axit béo ty do, tinh sach phan méu thir bing séc ki cot, néu can. Thiy phan tirng
phén cac glycerid béng enzym @& tao thanh cac 2-monoglycerid. Tach cac monoglycerid bing séc ki 1ép
méng (TLC) va xac dinh thanh phan axit béo clia ching béng séc ki khi.

4 Thubc they

Chi str dung thuéc thir loai tinh khiét phan tich va st dung nwéc phi hop véi loai 2 quy dinh trong
TCVN 4851 (ISO 3696).

4.1 Thubc thir dé tinh sach phan mau thi

4.1.1 2-Propanol, hoic etanol, 95 % (thé tich).

4.1.2 Hexan (néu c6 s&n) hodc dau nhe (dai séi tir 30 °C dén 60 °C).
4.1.3 2-Propanol, 50 % (thé tich), hoZc etanol, 50 % (thé tich).

4.1.4 Natri hydroxit, dung dich 0,5 molfl,

4.1.5 Dung djch phenolphtalein, 1 g trén 100 ml etanol, 95 % (thé tich).

4.1.6 Alumin trung tinh da hoat héa, danh cho sic ki hoat tinh Brockmann I, mé&i dwoc hoat héa
trong 2 h & 260 °C va dugc gilr trong binh hat &m.

4,1.7 Nito.

" TCVN 6128:1996 (ISO 661:1989) da duoc thay thé bdi TCVN 6128:2007 (ISO 661:2003), Ddu m& dong vét va thye vét —
Chuén bi mau thir.

2 IS0 5509 da dugc thay thé bdi ISO 12966-2:2011, tiéu chudn nay da dugc bién soan thanh TCVN 9675-2:2013

(18O 12966-2:2011), D&u m& dong vat va thie vat — Séc ki khi cac metyl este cia axit béo — Phén 2: Chudn bi metyl este cua
axit béo,
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4.2 Thudc thir dé thiy phan triglycerid
4.2.1 Dietyl ete, khdng chira peroxit.
4.2.2 Axit clohydric, dung dich 6 mol/l.
4.2.3 Natri cholat, dung dich 1 g/l, chat lwgng phi hop véi phwong phap enzym.
4.2.4 Canxi clorua, dung dich 220 g/l.

4.2.5 Dung dich dém, 2-amino-2-(hydroxymetyl)propan-1,3-diol ¥ 1 mol/l, dwgc chinh dén pH 8 bing
axit clohydric (4.2.2), st dung may do pH.

Bao quan dung dich nay trong khodng tir 0 °C dén 4 °C va st dung trong vong 14 ngay.
4.2.6 Lipase tuyén tuy, co hoat dd trong khodng tir 8 don vi/mg dén 20 don vi/mg.
Bao quan khé trong tu lanh. Truédc khi st dung, dwa phan bdt dén nhiét dd mai trwérng.

CHU THICH: Lipase véi hoat d6 thich hop ¢é ban san trén thj trwéng. Néu cdn, co thé chudn bi va phan tich lipase theo quy
trinh mé ta trong Phy luc A,

4.3 Thubc thir dé tach 2-monoglycerid

4.3.1 Etanol, 95 % (thé tich).

4.3.2 Hexan (néu c6 sdn) hoac dau nhe, dai sdi tir 30 °C dén 60 °C.
4.3.3 Axeton.

4.3.4 Bt silica, voi chat két dinh, dung cho séc ki I6p méng.

4.3.5 Dung méi trién khai, dwoc chuén bi nhu sau:

hexan (néu cé san) hodc dau nhe: 70 ml
dietyl ete: 30 mi
axit formic, 98 % (thé tich) 1 mi

4.3.6 2',7-Diclorofluresin, dung dich chi thi, 2 g/l trong etanol duwoc kiém hoa nhe bang cach thém
mét giot natri hydroxit 1 mol/l trén 100 ml dung dich.

4.4 Thubc thir dé phan tich 2-monoglycerid bang sac ki khi

Xem ISO 5508 va ISO 5508.

¥ Cac tén khac la: tris(hydroxymetyl)metylamin; tris(hydroxymetyl)Jaminometan.
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5 Thiét bi, dung cu

Str dyng thiét bi, dung cy clia phdng thir nghiém thong thudng va cu thé nhu sau:

5.1 Thiét bi dé tinh sach phin miu the

5.1.1 Ndi cach thuy, kiém soat dwgc nhiét do va co thé duy tri dugc & 30 °C dén 40 °C.

5.1.2 Cdt thuy tinh, dung cho sic ki, duéng kinh trong 13 mm va dai 400 mm, ¢6 day thuy tinh thiéu
két va voi.

5.1.3 May co quay, c6 binh ciu dung tich 250 ml.

5.1.4 Hé théng éng, diing cho bot khi nito.

5.1.5 Phéu chiét, dung tich 500 m.

5.1.6 Binh cau day tron, dung tich 100 ml.

5.2 Thiét bi dé thay phan triglycerid

5.2.1 May ly tam.

5.2.2 Ong ly tam, biing thiy tinh, dung tich 10 ml, cé nit mai.

5.2.3 May lac rung bang dién, dé khudy trén manh éng ly tam.

5.2.4 Nbi cach thay, kiém soat dwgc nhiét do 6n dinh va cé kha nang duy tri & 40 °C £ 0,5 °C.
5.2.5 Bom tiém, dung tich 1 ml, c6 kim nhé.

5.2.6 Ddong hd bam gio.

5.3 Thiét bj dé tach 2-monoglycerid

5.3.1 Binh trién khai sac ki, dung cho séc ki I&p méng, c6 ndp bang thily tinh mai, thich hgp dé chira
céc tdm thuy tinh kich thuéc 200 mm x 200 mm.

5.3.2 B dan mau va gia dwng, dé chuan bj cac tAm thiy tinh.
5.3.3 Tém thay tinh, kich thwéc 200 mm x 200 mm.
5.3.4 Microxyranh, c6 thé phan phéi cac giot tir 3 pl dén 4 pl.

5.3.5 Thiét bj dung dé phun dung djch chi thi I&n cac tdm thay tinh.
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5.3.6 Dao trén nho

5.3.7 Tu say, co thé duy tri nhiét @6 & 103 °C £ 2 °C.

5.3.8 Pén cwe tim, dé kiém tra cac tAm sic ki, vi du véi budc song 254 nm.

5.3.9 Binh ciu day tron, dung tich 25 ml, cé b sinh han khéng khi dai khodng 1 m vé&i khép néi mai.
5.3.10 Binh nén, dung tich 250 ml cé ndp mai.

5.3.11 Binh nén, dung tich 50 ml (néu cén).

5.3.12 B loc, bang thuy tinh xép, véi dd x6p P 40 (16 um dén 40 um) (néu can).

5.3.13 Binh hit dm, co chira chat hut 4m hiéu qua.

5.4 Thiét bj dé phan tich 2-monoglycerid bang sac ki khi

Xem ISO 5508 va ISO 5509.

6 Ly mau

M&u glvi dén phong thir nghiém phai dung la mau dai dién va khéng bj hw hdng hodc thay ddi trong
subt qua trinh bao quan va van chuyén.

Viéc ldy mau khéng quy dinh trong tiéu chudn nay. Nén ldy miu theo TCVN 2625 (ISO 5555)'".

7 Chuén bj miu thir

Chuén bi mAu thir tir m&u phong thtr nghiém theo TCVN 6128 (ISO 661).

8 Cach tién hanh

CHU THICH Néu c6 yéu cau kiém tra d lap lai thi cin tién hanh hai phép xac dinh don 1& theo 8.1 dén 8.6.
8.1 Xac dinh dd axit cia mau they

X&c dinh @6 axit cia mau thir theo TCVN 6127 (ISO 660).

Néu dd axit dwdi 3 % (khéi lwgng) thi tinh sach mau qua alumin theo 8.3.

Néu dd axit vrot qua 3 % (khéi lwgng) thi trwédce tién trung hdoa mau béng natri hydroxit véi sy ¢d6 mat
clia dung méi theo 8.2 sau d6 tinh sach qua alumin theo 8.3.
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8.2 Trung hda bang natri hydroxit

Hoa tan khodng 10 g mau thir trong 100 ml hexan (néu c6 sdn) hodc d4u nhe (4.1.2) va chuyén dung
dich vao phéu chiét (5.1.5). Thém 50 ml 2-propanol hodc etanol (4.1.1), vai giot dung dich
phenolphtalein (4.1.5) va mdt thé tich dung dich natri hydroxit (4.1.4) twong dwong v&i dd axit ty do
clia m& va dau, véi lwong dw 0,5 %. Léc manh khoang 1 min, thém 50 ml nuwérc, tiép tuc léc va dé yén.
Sau khi tach pha, thao bd I&p dwéi cé chira xa phong va I6p & gitra (cac chét nhét va chét khong tan).
Rlra dung dich hexan hodc dau nhe clia dau da trung hoa I&n Iwot véi 25 ml hodic 30 ml cac phén dung
dich 2-propanol hoac etanol (4.1.3) cho dén khi mat mau hdng ctia phenolphtalein.

Chuyén dung dich vao binh ¢d quay (5.1.3) va loai bé hau hét dung méi bing cach lam bay hoi duéi ap
suét giam. Lam kho dau & 30 °C dén 40 °C duwoi ap suét giam st dung dong khi nitor (4.1.7) cho dén
khi dung méi dugc loai hét.

8.3 Tinh sach phdn mau thir qua alumin

Chuan bi huyén phii clia 15 g alumina da hoat héa (4.1.6) trong 50 ml haxan (néu c6 s&n) hodc dau
nhe (4.1.2) va vira lac vira rét vao cot thiy tinh d& chay séc ki (5.1.2). Dam bao ring alumin lang déu
va cho phép mirc dung méi gidm xudng dén 1 mm dén 2 mm trén miec cao hon clia chét hdp phu. Can
than rot vao cot dung dich d& chuén bj bang cach hoa tan 5 g phdn mau thlr da trung hoa, néu can,
trong 25 ml hexan (néu c6 sén) hodic diu nhe (4.1.2) va thu tét ca dich rira gidi tir cot vao binh ciu day
tron 100 ml (5.1.6).

Loai bd hau hét dung méi béng cach lam bay hoi dwéi ap suét giam, sau d6 1am khd dau & 30 °C dén
40 °C slr dung dong khi nito’ (4.1.7) cho dén khi dung méi dwoc loai bd hoan toan.

8.4 Thiy phén cac triglycerid

8.4.1 Can khoang 0,1 g phan m&u thl» d4 tinh sach (8.3) cho vao éng ly tdm 10 ml (5.2.2). Néu phan
mdu thir nay khéng & dang Idng, & nhiét @& mai truong thi d4t éng vao ndi cach thiy c6 nhiét d6 trong
khodng tir 60 °C dén 65 °C. Néu sau d6 phan miu thr khéng hoa léng hoan toan thi tiép tuc ngam
thém khéng qua 10 s.

L&y 6ng nghiém ra khdi ndi cach thly va tiép tuc ngay cac buéc quy dinh trong 8.4.2 dén 8.4.5.

8.4.2 Thém 20 mg lypase (4.2.6) vao phan miu thir da hoa léng d3 biét trvéc khdi lvgng va thém
2 ml dung dich d&m (4.2.5). L&c cén than va thém lan lvot 0,5 ml dung dich natri cholat (4.2.3) va
0,2 ml dung dich canxi clorua (4.2.4).

Day nép, lac that cn than va dat ngay dng vao ndi cach thiy & 40 °C, tiép tuc lic bing tay khodng
60 s + 2 s. Cac thao tac nay phai dwoc thye hién trong khoang 30 s.

10
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8.4.3 Lay dng nghiém ra khéi ndi cach thily va lc manh & 40 °C trong 120 s + 2 s sir dung may lic (5.2.3).

8.4.4 Thém ngay 1 ml axit clohydric (4.2.2) va khoang 1 ml dietyl ete (4.2.1). Day nép va dung may l4c
(5.2.3) ldc manh.

8.4.5 Ly tam va chuyén pha hi*ru co vao éng nghiém st dung xyranh (5.2.5). Néu phan mau thir
dang rdn & nhigt dé mai trdng thi 13p lai qua trinh chiét bing cach thém 1 ml dietyl ete va gdp dich
chiét vao 6ng nghiém.

8.5 Phan tach 2-monoglycerid
8.5.1 Chudn bi cac tdm thuy tinh
CHU THICH Céc tam thtiy tinh @& chudn bj c6 ban sén trén thj trwong.

Lam sach can than cac tdm thay tinh (5.3.3) béng etanol (4.3.1), hexan hogc dau nhe (4.3.2) va axeton
(4.3.3) cho dén khi chét béo dwoc loai bd hoan toan.

Can 30 g silica (4.3.4) cho vao binh nén 250 ml (5.3.10). Thém 60 ml nuéc. Pay ndp va lic manh
khodng 1 min. Bua ngay chét huyén phu vao bd dan mau (5.3.2). Dan mét Iép day 0,25 mm trén céc
tdm thiy tinh sach. D& tAm thly tinh khd it nhét 1 h trong khéng khi.

Trong moi trirdng hop, khi cac tAm sic ki da dwoc chudn bi nhw trén hodic da chudn bi s&n thi hoat
héa cac tdm nay trong ti sdy (5.3.7) da cai dat & nhiét do 103 °C trong 1 h. Trwée khi str dung, dé& cac
tdm nay ngudi dén nhiét dd moi trweng trong binh hat &m (5.3.13).

Dé tranh dich chuyén acyl, cac tam silica gel phai duoc lam wét bang axit boric. Hén hgp phan &ng
phai dwgrc tach bang TLC cang sém cang tét.

Do mét sb silica c6 chira cac san phdm hivu co cé thé anh hwdng dén cac axit béo trong qué trinh
phan tich bang séc ki, nén can tién hanh phép thir tring d& dam bdo ring cac chét nay khong c6 mat.
Mzt khac, lam sach cac tdm da chuan bi tredc béng cach dt ching trong binh trién khai séc ki voi
dung moi (4.3.5) va dé dung méi cham dén dinh cta tdm séc ki.

8.5.2 Tach 2-monoglycerid

Dung microxyranh (5.3.4), chuyén dich chiét (8.4.5) vao tAm da chuén bj (8.5.1) theo mdt dai lién tuc
céc giot déu nhau cach mdi canh 15 mm.

D& tam trong binh trién khai séc ki (5.3.1) da duoc bdo hda trwdc voi dung moi trién khai (4.3.5). Day
nép va trién khai tdm cho dén khi dung méi cham dén diém cach mép 10 mm.

Cho khai trién cac tdm & nhiét do khodng 20 °C.

11
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Lam khd t&m trong khdng khi & khoang 20 °C va phun dung dich chi thj (4.3.6) 1&n tdm, si dung thiét bi
phun (5.3.5). DPanh déu dai monoglycerid (khoang R; = 0,035) du¢i dén cyc tim (6.3.8) va dung dao
tron nho (5.3.6) dé vét sach. Tranh 14y phai cac thanh phan con lai trén duéng vach khdi diu.

BGi voi cac phan miu thir da tinh sach (8.3) & dang Iéng khi & nhiét dd mdi trong, chuyén silica thu
dwoc vao binh metyl héa 25 ml (5.3.9) va tién hanh theo 8.6.

Déi voi tht c& cac phdn mau thir @3 tinh sach (8.3) & dang rén khi & nhiét dd moi tredng, chuyén silica
vao binh nén 50 ml (5.3.11) véi 15 ml dietyl ete. Léc manh va chuyén tat ca silica vao bd loc thay tinh xép
(5.3.12). Rira b loc ba 1an, méi 1an véi 15 ml dietyl ete va thu Iy dich loc vao binh ¢ quay. Lam bay hoi
dung dich dietyl ete xuéng khoang 4 ml dén 5 ml va chuyén vao binh ciu day tron 25 ml (5.3.9) da biét
trwoc khdi lwgng. Lam bay hoi dung méi trong dong khi nitor. Can phan con lai. Lwong monoglycerid thu
duoc can ndm trong khoang 10 % dén 30 % (khéi lrgng) ciia phan mAu thir. Néu khong thi thuc hién lai
qua trinh thiy phan triglycerid (8.3) hoac kiém tra lai hoat do cua lipase (xem Phu luc A).

8.6 Phan tich 2-monoglycerid bing séc ki khi

Chuén bj metyl este clia cac axit béo trong monoglycerid béng cach x& Iy silica thu dwoc (hodc
monoglycerid chiét dwoc tir silica) ngay theo ISO 5509, st dung phuong phéap bo triflorua hoéc
phuong phap khac c6 thé ap dung cho ddu va m& trung tinh. Tién hanh séc ki khi metyl este theo
ISO 5508.

9 Biéu thi két qua

Tinh ty 1& cGa cac este axit béo v&i vj tri sé 2, biéu thj bang phan tram khéi lvgng cla tdng este axit
béo cha 2-monoglycerid.

Ghi két qua dén mét chir sb thap phan.

10 D6 chum
10.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Cac chi tiét clia phép thir lién phong thir nghiém vé& dd chym clia phwong phap dwoc néu trong
Phu lyc B. Cac gia trj thu dwgc tir phép thir lién phong thir nghiém nay co thé khéng ap dung cho cac
dai ndng dd va chét nén khac véi cac dai ndng dé va cac chit nén da néu.

10.2 D¢ lap lai

Chénh lgch tuyét ddi gitra hai két qua thir doc Iap, riéng ré thu dwoc khi st dung ciing phwong phap,
tién hanh trén vat liéu thir gidng hét nhau, trong ciing mét phong thir nghiém, do mét nguoi thye hién,
st dyng cuing thiét bj, trong mét khoang thoi gian ngén, khéng dwoc qua:

12
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0,2 % (khéi lvong) di véi cac thanh phdn ham lwgng < 5 % (khéi lvgng);

1% (khéi lvgng) hodc 3 % gi4 tri trung binh cla hai két qua dbi v6i cac thanh phan ham lwong 2 5 %
(khéi lvgng).

10.3 Do tai lap

Chénh lgch tuyét doi gira hai két qua thir riéng ré thu dwoc khi stz dung ciing phuong phap, tién hanh
thir trén vat liéu thir gibng hét nhau, trong cac phong thir nghiém khac nhau, do nhirng ngudi khac
nhau thic hién, str dung cac thiét bi khac nhau, khdng duoc qua:

0,5 % (khdi lugng) dbi véi cac thanh phan ham lwgng < 5 % (khéi lvgng);

3 % (khéi lvgng) hodc 10 % gia tri trung binh clia hai két qua déi véi cac thanh phan ham luong = 5 %
(khéi legng).

11 Bao cao thir nghiém
Bao céo thir nghiém phai néu rd:

phuong phap lay mau da sir dung, néu biét;

phwong phap thir da st dung;

két qua thir nghiém thu duoc;

két qua cudi cuing thu dwoc, néu kiém tra dd I3p lai.

Cang phai dé cap dén moi didu kién thao tac khong quy dinh trong tiéu chudn nay hodc duoc xem 1a
tly chon, cling véi moi tinh huéng bét thuwéng co thé anh hwdng dén két qua.

Béo céo thlr nghiém phai bao gdm moi théng tin can thiét d& nhan biét ddy du vé mau thir.

13
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Phu luc A

(Qui dinh)

Chuén bi va kiém tra hoat tinh cua lipase

A.1 Chuan bi lipase

Lam lanh 5 kg tuy lon twoi @én 0 °C. Loai bd phdn m& rén va mé lién két xung quanh va ngam tuy cho
dén khi thu dwoc dang nhao. Khudy tron phdn nhao nay tir 4 h dén 6 h véi 2,5 lit axeton khd trong diéu
kién lanh va sau do ly tam.

Chiét phén con lai ba 1an nira st dung cling thé tich axeton nhw trén, chiét tiép hai lan biing hdn hop
ctia mét phén thé tich axeton véi mdt phan thé tich dietyl ete va chiét thém hai lan voi dietyl ete.

Lam khé phan cén lai trong 48 h dwéi ap suét gidm cho dén khi thu duoc bt n dinh. Bao quan bdt
nay trong td lanh.

A.2 Kiém tra hoat do cua lipase

Chudn bj nhi ddu bang cach lac hén hop clia 165 mi dung dich gém arab 100 g/l, 15 g da lanh nghién
va 20 ml dau da trung hoa trudc, trong khodng 10 min, trong bd trén thich hop.

Cho I&n Iwot 10 ml nhii ddu, 0,3 ml dung dich natri clorat (200 g/l) va 20 ml nwéc cét vao cée ¢é6 md
50 ml.

Dat céc co6 md trong ndi cach thlly & 37 °C (xem Chu thich 1).

Cho céc dién cye cla may do pH va canh khuéy vao trong coc c6 md va st dung buret 5 ml thém tirng
giot dung dich natri hydroxyt 0,1 mol/l cho dén pH 8,5.

Thém chinh xac mét lwgng vira di (xem Chu thich 2) dung dich huyén pha 0,1 % (khéi lwgng) clia bot
lipase diing can phan tich. Ngay khi may do pH chi gia tri 8,3 thi bat déng hd bam gid va thém dung
dich natri hydroxit 0,1 mol/l sao cho gi4 tri pH duy tri & 8,3. Ghi lai thé tich clia dung dich kiém dwoc siv
dung cho tirng phut trong khoang 10 min.

Duyng @b thi cac di liéu thu dugc, truc x 1a thoi gian va truc y 13 sé mililit dung dich kidm da st dung G
~ duy tri pH khang déi. Két qua thu duwoc phai la dwdng thang.
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CHU THICH:

1 Néu sir dung déu I8ng thi nhiét dd thiy phan duoc cé dinh & 37 °C. Tuy nhién déi véi phép tht, ma nhiét d& cb dinh &
40 °C thi c6 thé xac dinh duoc cac chét béo 6 didm tan chay duei 45 °C,

2 Déi v&i myc dich cla phép thir, si¥ dung mat Iegng huyén phi lipase sao cho tiéu tn 1 ml dung dich kiém trong
khoang 4 min hodc 5§ min. Cac két qua nhw vay thueng thu duoc bang cach st dung tir 2 ml dén 5 ml huyén pha
lipase, nghta la tir 1 mg dén 5 mg bét.

Bon vilipase dwoc xac dinh la lvgng enzym cén thiét dé giai phong 1 umol axit mdi phat & 37 °C va
pH 8,3.

Hoat d9, A, clia bot duoc sl dung, dwoc biéu thi bang don vi lipase trén miligam, tinh béng cong thire
sau:

_Vxe
m

A
Trong dé:

V' la thé tich cta dung dich natri hydroxit a4 tiéu tén, chia cho thi gian, tinh dwoc tr db thi, tinh
bang mililit trén phat (ml/min);

m  1a khdi lugng clia phan méu thir cla bt lipase, tinh biing miligam lipase dwoc st dung phai
c6 hoat dg trong khodng 8 don vi lipase d&n 20 don vi lipase trén miligam;

¢ l1andng d ctia dung dich natri hydroxit, tinh bang milimol trén lit (¢ = 100 mmol/l).
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Phu luc B

(Tham khao)

Cac két qua cta phép thir lién phong thir nghiém

B.1 Phwong phap st» dung cot nhoi

Phép thir lién phong thlr nghiém dugc thye hién & Ha Lan véi cac mau mé lgn, m& bd va hén hop
40/60 (thé tich) clia m& lon va m& bod. C6 8 phong thir nghiém tham gia. Cac két qua théng ké (danh
gia theo 1SO 5725%) dwoc néu trong Bang B.1 sau khi loai trir ngoai 1&. Cac két qua dwoc biéu thj bing
metyl este cta axit béo, bang phan tram khéi lvong.

B.2 Phwong phap str dung cdt mao quan GLC

Phép ther lien phong thlr nghiém duwoc thue hién béi AOCS/IOOC ndm 1993, trén ba mau dau 6liu.
C6 24 phong thir nghiém tham gia. Cac két qua théng ké (danh gia theo 1SO 5725%) dugc néu trong
Bang B.2. Cac két qua 1a C16:0 va C18:0 axit béo & vj tri 2 clia phan tir triglycerid.
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Bang B.1 — Cac két qua théng ké nghién clru trén m& lgn va mé bo st dung ¢t nhéi

Axit béo C140 €160 | C164 | C18:0  C181 | C18:2 cte3
:'_A} M& Ign o o :
- - : - |
. ;i: lliz:z)tm"g i 40 70,6 l 30 45 113 4,0 039 |
| Do léch chuén I3p lai, s, 0,14 1,41 | 0,51 040 032 0,15 0,04 .
| Hé sé bién thién Iap lai (%) | 3,5 2,0 17,0 8.8 28 3.7 98 |
' Gi6i han lp lai, r 0,40 4,00 I 1,45 1,13 0,89 0,41 012 |
| D6 léch chuén tai lap, sg 0,16 1,78 l 0,82 0,40 0,72 0,81 0,09 |
| Hé s6 bién thien tai 1ap (%) = 4.1 25 : 27,4 8.9 6.3 20,4 22,6 '
| Gioi han tai lap, R 0,46 5,05 | 2,33 1,14 2,02 2,28 027
' B) M&bo o
‘ Harf' ARG RGN v 7.8 ‘ 14,2 E 45 9,0 i 55,0 25 0,86
' (khédi lrong) | [ |
| D9 léch chuén I3p lai, s, 083 | 054 0,26 0,33 | 1,93 0,37 0,11
H& s6 bién thién I13p lai (%) 10,6 ! 38 58 36 | 35 15,0 125 |
| Gi6i han lap i, r 234 | 151 073 0,92 545 1,05 0,30
i D lgch chudntailap, s | 0,84 | 0.79 0,26 0,50 2,18 0,69 0,49
| Hé s6 bién thién tai 14p (%) 107 | 586 59 55 4,0 27.8 57.4
| Gi6i han tai lap, R | 237 l 2,23 0,74 1.40 6.16 1,96 1,39
C) Hén hgp m& lgn va md bo, 40/60 (theo thé tich)
Ham lwgng trung binh, % 6 : |[
(i romg) 2 36,8 37 7.2 38,2 3,0 0,74
D4 Iéch chuan Iap lai, s, % 0,58 i 0,44 0,28 0,74 1,02 0,20 0,13 ’
Hé sé bién thién 13p lai (%) 9.4 1,2 7.5 10,3 2,7 6,7 17,3 ;
| Gi¢i han I3p lai, r 1 1,65 l 1,26 0,78 2,11 | 2,90 057 0,36 i
' D6 léch chudn tai 14p, sk 058 | 178 0,49 079 | 1,36 0,48 025 |
Hé sb bién thién tai lap (%) ‘ 9.4 ‘ 48 13,1 10,9 3.6 16,2 337
165 | 5,05 1,38 2,23 3,84 1,37 0,71

| Gidi han tai lap, R
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Bang B.2 - Cac két qua théng ké nghién ciru trén dau éliu
str dung phwong phap cét mao quan GLC

} Méu 1 5 ' 8

' 86 Iwgng phong thir nghiém gitr lai sau khi d3 trir | :

I ngoa:ég phéng ghiém gi la 5 - -

| Ham lugng trung binh, % (khdi lvong) 0,86 1,39 | 1,02

| B9 léch chudn I3p lai, s, 0,06 0,07 | 0,06

' Hé s bién thién I3p lai (%) 6,70 542 f 5,98

| Gi¢i han 13p lai, r 0.16 0,21 ' 0,17 |
| D3 léch chudn tai 13p, se T one 0.26 017 |
1 H@ s6 bién thien tai 1ap (%) 21,91 18,51 . 1705
| Gi6i han tai lap, R ! 053 0,73 | 0.49
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Thw muc tai liéu tham khao

[1] TCVN 2625:2007 (ISO 5555:2001), Dau mé dong vét va thyre vat — Léy méu

[2] 1SO 5725:1986, Precision of test methods — Determination of repeatability and reproducibifity for a

standard test method by inter-laboratory tests
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