TCVN TIEU CHUAN QUOC GIA

TCVN 10112:2013
1ISO 11701:2009

Xuat ban lan 1

DAU MO THUC VAT - XAC DINH HAM LUPONG
PHOSPHOLIPID TRONG LECITHIN BANG
PHUONG PHAP SAC KY LONG HIEU NANG CAO (HPLC)
SU’ DUNG DETECTOR TAN XA ANH SANG

Vegetable fats and oils — Determination of phospholipids content
in lecithins by HPLC using a light-scattering detector

HA NOI - 2013



TCVN 10112:2013

L&i néi dau
TCVN 10112:2013 hoan toan twong duong véi 1ISO 11701:2008;

TCVN 10112:2013 do Ban k§ thuat tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F2
D&u m& déng vét va thue vt bién soan, Tdng cuc Tiéu chun Bo
lwdng Chét Ivgng thAm dinh, B Khoa hoc va Céng nghé cdng bé.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 10112:2013

Dau mé thye vat — Xac dinh ham lweng phospholipid
trong lecithin bdng phwong phap séc ky 16ng hiéu niang cao (HPLC)
str dung detector tan xa 4nh sang

Vegetable fats and oils — Determination of phospholipids content
in lecithins by HPLC using a light-scattering detector

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phwong phép dinh Iwgng phospholipid bing séc ky 1éng hiéu nang cao
(HPLC) sl dyng cft diol va detector tan xa anh sang.

Phwong phép nay cé thd 4p dung cho dAu thd, du chira lecithin va dAu khdng chira lecithin, cac phin
lecithin tir ddu m& thyc vét.

Phuong phép nay khang thé &p dung cho lecithin clia dgng vét, déng vét nhai lai va lecithin thiy phan
trong enzym vi khdng tach dugc hét pic clia lysophosphatidylethanolamin (LPE), lysophosphatidylinositol
(LPI1) va axit lysophosphatidic (LPA).

2 Tailigu vign dén

Céc tai lidu vién din sau rét cAn thiét cho viéc 4p dung tiéu chuln nay. Bbi voi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng b thl 4p dung phién ban dwgc néu. B&i véi cac tai liéu vién din khdng ghi nm cdng b thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gbm ca céc stra adi, bd sung (néu co).

TCVN 6128 (ISO 661), Ddu m& dong vét va thuc vat — Chuén bj méu the.

3 Thuét ngir va djnh nghia
Trong tiéu chudn nay s dung thuét nglr va dinh nghfa sau:

31

Ham lwgng cua tirng phospholipid (content of an individual phospholipid)

phan khéi lwgng cla N-acyl-phosphatidylethanolamin (N-acyl-PE) hodc phosphatidylcholin (PC), hodic
phosphatidylethanolamin (PE), ho&c phosphatidylinositol (P!) ho3c axit phosphatidic (PA) ho&c
lysophosphatidylchalin (LPC) xac dinh duwoc bdng phwong phép qui dinh trong tiéu chuln nay.

CHU THICH: Ham lwgng phospholipid duee bidu thj béng gam trén 100 g.
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4 Nguyén tic

Tirng phospholipid dwgc tach bing HPLC st dung cdt diol va detector tan xa 4nh séng. D& dinh lwgng,
st dung h8n hep chét chuldn déi chirng 43 dwoc chirng nhan.

5 Thuébc thir

CANH BAO - Cin tuan thu cac quy djnh khi xtr Iy cdc chit nguy hai va céc bién phéap k§ thuat
an toan cho td chirc va ca nhan.

Trong qué trinh phan tich chi st dyung thude thir loai tinh khiét phan tich, trlr khi ¢é qui dinh khac.
5.1 Nwérc, loai dung cho HPLC.

5.2 n-hexan, loai dung cho HPLC.

5.3 2-propanol, loai dung cho HPLC.

5.4 Axit acetic, Wmn, 99,8 % khéi lwong.

5.5 Trietylamin.

5.6 Han hop dung méi: H8n hep A gdm 80 ml n-hexan (5.2) va 20 mi 2-propanol (5.3) (phan thé tich
@ = 80 ml/100 m! 8bi véi n-hexan va ¢ = 20 ml/100 ml déi véi 2-propanol) duwge dung dé hda tan chét
chun va mu thir.

5.7 Chét chudn aéi chirng (chét chudn ngoal) ILPS-LE01", chét chudn déi chirng phopholipid d4u
nanh 12 hdn hop clia chat chudn @i ching @4 duec chirng nhén véi ham lwgng N-acyl-PE, PA, PE,
PC, Pl va LPC xac dinh.

5.8 Phadéng dung cho HPLC

5.8.1 Dung méi A. Trdn 814,2 m! n-hexan (5.2), 170,0 ml 2-propanol (5.3), 15 ml axit axetic (5.4) va
0,8 ml trietylamin (5.5) (¢ = 81,42 mI/100 ml ddi v&i n-hexan, ¢ = 17,00 ml/100 ml dbi vé&i 2-propanol,
@ = 1,50 mi/100 ml @bi véi axit axetic va ¢ = 0,08 ml/100 ml a8i véi trietylamin, tinh theo phan thé tich).

D& thu dwgc thanh phin rira gidi tong ty thi nén can dung méi cé tinh dén ty trong clia dung méi. D6
véi mé 2.5 lit: Iy 1 341,4 g n-hexan, 331,5 g 2-propanol, 39,4 g axit'axetic va 1,45 g (2,0 ml) trietylamin.

 |LPS-LEO1 1 tén thuong mai clia san phim do T3 chirc quéc té lecithin va phospholipid cung cAp. Théng tin dua ra tao
thuln tidn cho nguwdi sz dyung tiéu chudn ndy va khéng 4n dinh phai sz dung ching. C6 thd sz dung céc san phdm khac ndu
cho két qua tuong ty.
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5.8.2 Dung mdi B. Trdn 844,2 ml 2-propanol (5.3), 140 ml nwéc (5.1), 15,0 mi axit axetic (5.4) va
0,8 m! trietylamin (5.5) (¢ = 84,42 mI/100 ml di v&i 2-propanol, @ = 14,00 ml/100 mi d6i véi nuée,
@ = 1,50 mI/100 ml d&i v&i axi axetic va ¢ = 0,08 ml/100 ml ddi véi trietylamin, tinh theo phan thé tich).

P& thu dwoc thanh phin rira gidi twong tyw nén can dung mai ¢é tinh dén ty trong clia dung méi. Béi voi
mé 2,5 lit: 14y 1 646,2 g 2-propanol, 350,0 g nwére, 39,4 g axit axetic va 1,45 g (2,0 ml) trietylamin.

6 Thiét b, dung cy

6.1 Cén phan tich, cé thé can chinh x4c dén 0,000 1 g.

6.2 Thiét b] HPCL co ban, c6 hé théng gradient va detector tan xa 4nh sang.
6.3 Lo cdt HPLC, c6 thd didu chinh nhiét dd dén 55 °C.

6.4 BO loal khi, ho3c thiét bj twong ty dé loai khi dung méi.

6.5 Cot HPLC, (250 mm x 4,0 mm) ¢4 tién cdf (20 mm x 4,0 mm) duoc nhdi bing hat nhd hinh cu
(5 um) silica lién két diol, vi dy. LiChrospher 100 diol (5 pm)?. Tudi tho va lich s sl dyng cla cjt, vat
liéu nhdi va nhiét dd c6 thd anh hudng dén qué trinh tach.

6.6 Binh djnh mirc mét vach, dung tich 50 ml, 100 ml va 2 500 mi, dap (rng yéu clu loai A trong
TCVN 7153 (1S01042) ™.

6.7 Xyranh nhd, dung tich 25 pl, chia dén vach microlit.
6.8 B3 loc, 38 loc chat chudin ngoai va dung dich m3u thi, vi dy. Millex HV?.

6.9 Hé théng tich phan.

7 Léy miu

M3u giri dén phéng thlr nghiém phai ding & mAu dai dién va khdng bj hr hdng hoéc thay adi trong
subt qua trinh bao quan ho3ic van chuyén.

Viéc ldy m&u khéng quy dinh trong tiéu chudn nay. Nén Iy mau theo TCVN 2625 (1SO 5555)".

2) LiChrospher 13 tén thwong mai clia san phim dugc cung cdp bdi Merch. Théng tin dua ra t3o thuln tién cho ngudi sl
dyng tidu chuln nay va tiéu chudn ndy khdng &n dinh phai sir dung ching. C6 thé sir dyng c4c san phdm khéc néu cho két
qua twong ty.

3 Vi dy vé& sin phdm dugc cung cAp tir Higp hdi lecithin va phospholipid quéc té. Thang tin dua ra tao thuén tign cho ngudi
sir dyng tidu chudn nay va tidu chuln nay khéng 4n dinh phai st dyng chung. C6 thé sir dyng cac san phdm khac néu cho két
qua teong ty.
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8 Chuén bj miu thir
Xem TCVN 6128 (ISO 661).

M3u dugc 1am néng dén tdi da 60 °C @& 1am néng chay (tranh a& qua nhiét) va sau d6 ddng héa bing
cach khudy manh.

9 Cach tién hanh
9.1 Chuén bj dung djch chuln déi chirng va dung djch miu thir
9.1.1 Dung djch chudn déi chirng Ry, R, v R,

Chuln bj ba dung dich chudn d8i chirng khac nhau. D3 chudn bj, can chinh x4c khodng 550 mg,
850 mg va 1 150 mg h8n hep chuln @3 chirng nhan (5.7), cho vao ba binh dinh mic 100 ml khac
nhau, pha lo&ng trong hdn hep dung mdi (5.6) va thém hdn hep dung mdi nay dén vach.

Dung bd loc (6.8) d& loc dung dich chuln @i chirng trirdre khi bom 1&n HPLC.
9.1.2 Dung djch miu thir va phdn miu thi

Cén 425 mg mu trong truéng hep lecithin thd, hodc 255 mg méu trong tréng hop lecithin da tach
dAu hoic lecithin 42 phan doan, chinh xdc dén 0,001 g, cho vao binh dinh m&c mét vach dung tich
50 ml, hoa tan trong hdn hgp dung méi (5.6) va thém hdn hop dung mdi nay dén vach.

Dung bd loc (6.8) loc dung dich mAu thir trwére khi 14y ra cac phdn miu thir Si, va Sy,
9.2 Phin tich bing HPLC

Didu chinh c4c didu kién lam viéc trong thiét bj, st dung mAu thir va mau chuén déi chirng sao cho dat
dugc qua trinh tach theo séc ky @ nhw trong Hinh A.1. Téi wu héa viée tach, tiy thude vao kidu cot va
gradient. Nén tién hanh theo céc didu kién sau (xem Béang 1):

- nhiét d ctda I&: 55°C

- d0 nhay clia detector: 5dén6

- nhiét @4 clia detector: 50°C

- 4p suét cta detector: 0,20 MPa (2,0 bar)
- tbc 46 dong: 1,0 ml/min

- téc 49 rlra cot: 2,0 mi/min
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Bing 1 - Chwong trinh gradient déi véi HPLC

Thei glan Dung méi A Dung méi B Téc dd dong
min % % ml/min
0.0 85 5 1,0
50 80 20 1,0
8,5 60 40 1,0
15,0 0 100 1,0
17,5 0 100 1,0
176 85 5 1.0
21,0 95 5 1,0
22,0 95 5 20
270 95 5 2,0
28,0 95 5 1,0

9.3 Higu chudn

St dyng cac thé tich born 20 i d& tinh toan theo duwdng hdi qui tuyén tinh va @& xac dinh miu thi.
Dung duwdng chuln déi voi dién tich pic theo ndng db.

CHU THICH: Detector tan xa anh sang khéng tuyén tinh trén toan dai do (dwéng hiéu chudn hinh chir S). Néng d8 cla cac
dung dich chudin d8i chirng dugc chon cin ndm trong dai tuyén tinh.

Pé dinh lwgng cac phospholipid nén s dyng trinh tw phan tich sau: Ry, Rz, Rs (m&i dung dich bom mét
14n), S1s, S1p (MBi dung dich bom hai 14n), Ry, R, Rs (m&i dung dich bom mét 1dn).

9.4 Xic djnh

Bom 20 pl dung dich m3u thir vao HPLC va ghi lai céc dién tich pic. Nhan biét cac pic bing céch so
sanh thi gian Ity ciia chét trong séc ky dd cla céc dung dich chudn ddi chieng va cac phan miu thir
(xem Hinh A.1).

10 Tinh va bidu thj két qua

Sir dung dudng chudn dé tinh ham Iweng tirng phopholipit (xem 9.3). Ba didm hiéu chudn cho ndng a6
thdp hon va ba diém hiéu chudn cho ndng dé cao hon dugc so sanh véi mau. Dung dich Ry, Rz, Ry
(9.1.1) dwgc pha logng phy thudc vao miu @& thu duoc sau diém higu chudn.

Phan khéi lvgng, w;, tinh biing gam trén 100 g mau the, clia tirng phospholipid dwa ra theo Cong thire:

9
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w = 2L x 100
m
Trong d¢é:
my 12 khéi lrgng clia tirng phospholipid xac @inh dwgc tir dwdng chudn, tinh bang miligam (mg);
m 14 khéi lwgng mAu thir (9.1.2), tinh bdng miligam (mg).

Bidu thj két qua dén mot ch(r sé thap phan.

11 B¢ chum
11.14 Phép thir lién phong thir nghiém

Chi tiét clia phép thir lién phong thir nghiém vé& @ chym clia phrong phéap duec néu trong Phu luc B.
Céc gi4 trj thu duwgc tir phép thir lién phdng thir nghiém nay c6 thé khdng 4p dung cho céc ddi ndng 8%
va n&n mAu khac v&i cac dai ndng dd va cac ndn miu d4 néu.

11.2 DJ l3p lai

Giéi han I3p lai, r, 12 gi4 trj nhd hon hoic biing chénh léch tuyat ddi gita hai gia tri cudi ciing, mi gia tri
th& hién mét day cac két qua thir, thu dugc trong didu kién 13p lal duoc bidu thj véi xéc subt 95 %.

Céc didu kién 13p lai cho c4c két qua thir thu dugc trén cling mdt phurong phép, tién hanh trén vat liéu
thir gibng hét nhau, trong cling mét phong thir nghiém, do mdt ngudi thye hién, s dung cling thiét b
va thudc thir, trong mot khodng thai gian ngén.

11.3 Do tal ldp

Gi6i han tai 1ap, R, 12 gi4 tri nhd hon ho#ic bing chénh léch tuyét déi gitra hai gia tri cubi cung, m&i gia
tri thé hién day céc két qua thir, thu dugc trong didu kién tai 1ap duoc bidu thj véi xac sudt 1 95 %.

Céc didu kién tai 1ap x4c dinh theo cac didu kién th( cho céc két qua thlr thu dugc trén cling mét
phuong phap, tién hanh trén vat liéu thir gidng hét nhau, trong c4c phdng thir nghiém khéc nhau, do
nhirng ngudi khac nhau thiee hién, sir dyng céc thiét bj va thudc thir khac nhau, trong mét khodng théi
gian ngén.

12 Béo céo thir nghiém
B&o ¢4o thir nghiém phai néu rd:

a) mgi thdng tin cAn thiét @ nhén biét ddy At v& mau thi;

10



b)
c)

d)

e)
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phuwong phap 4y miu @3 str dung, néu biét;
phuong phap thir da s dung, vién din tiéu chudn nay;

moi diéu kién thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuin nay hosc dugc xem Ia tity chon, cling véi
moi tinh huéng bét thwdng cé thé dnh hudng dén két qua;

két qua thi nghiém thu duoc, néu kidm tra d6 13p lai thi néu két qua cubi cung thu dugc.

11
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Phu lyc A
(Tham khdo)

Sic ky dd HPLC

) 2 4 8 8 10 12 14 16 18 20 22 (t/min

CHU DAN

1 N-acyl-phosphatidylethanolamin
axit phosphatidic
phosphatydylethanolamin
phosphatidylcholin
phosphatidylinositol
lysophosphatidycholin

t thigian

D th A W N

V dd nhay

Hinh A.1 - S&c ky d8 HPLC aéi v&i phospholipid cuia lecithin d4u nanh ty nhién dang thé
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Phylyc B
(Tham khao)

Két qua phép thir lién phong thir nghiém

D% chyum cla phwong phép 13 két qua clia nghién clru lién phdng thir nghiém dwgc td chirc béi Higp
héi Lecithin va phospholipid Quéc té (ILPS) theo chudn Quéc té. Nghién ctru dwgc tién hanh nam 1996
trén ba mAu. Cac két qua thu dugc dira trén phép phan tich theo TCVN 6910-1(1SO 5725-1)F va TCVN
6910-2 (ISO 5725-2) ¥ cho d( liéu v& @6 chym theo Bing B.1 dén B.6.

Béing B.1 - Két qua théng ké clia N-acyl-phosphatidylethanolamin (N-acy!-PE)

Mau
Thong sé A: lecithin B: lecithin
ddu nanh thd ddu nanh thé
Sé phéng thiz nghigém tham gia, N 10 »
Sé phong thir nghiém con Iai sau khi trir ngoai 18, n g
S6 legng cac két qua thir riéng ré clia tit cd c4c phong thir 4 ‘4
nghiém trén tirng miu, z
Gi4 tr| trung binh, W, % khéi lgng 1,52 1,59
D0 lgch chudn 13p lai, s, 0,04 0,05
Hé sb bién thién I3p lai, Cy, , % 23 3.2
Giélhanlgp lal, r(=s,% 2,8) 0,10 0,14
D9 léch chudn tai 13p, sg 0,11 0,20
Hé s bién thién tai 1ap, Cy, a, % 7.2 126
Giél han téi 1dp, R (= sg % 2,8) 0,30 0,55

Bang B.2 - Két qua phén tich théng ké cuia axit phosphatidic (PA)

Mau
Théng sé A: lecithin B: lecithin
diu nanh thé ddu nanh thé

$é phong thir nghiém tham gia, N 12 12

Sé phong thir nghiém con lai sau khi trlr ngoai 1&, n 11 10

S6 lugng tieng két qua thir rieng ré cla tAt cd céc phong thir 4 4
nghiém trén tirng mAu, z

Gia trj trung binh, W, % phan khéi lvgng 4,67 6,23
£ léch chudn 13p lai, s, 0,17 0,20
Hé sé bién thién 13p 13i, Cy,, % 36 34
Gi&ihan l3p lal, r (= s, x 2,8) 0,46 0,57
D9 léch chudn tai Iap, sq 0,24 1,17
Hé sb bién thién t4i 1ap, Cyr. % 46 18,8
GIi&l han tal 14p, R (= sg x 2,8) 0,67 3,28

13
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Bang B.3 ~ Két qua phan tich théng ké clia phosphatidylethanolamin (PE)

Miu
Théng sé A: lecithin B: lecithin
du nanh thd diu nanh thé
S6 phang thir nghiém tham gia, N 12 12
S4 phong thir nghigém cdn lai sau khi trir ngoai I¢, n 9 10
S6 lugng céc két qua thir riéng ré cla tAt ca cac phong thi . .
nghiém trén ttrng miu, z
Gl4 trj trung binh, W , % khéi lrgng 11,74 12,14
D9 léch chudn I3p lai, s, 0,17 0,21
Hé sé bién thién 13p lai, Cy,, % 1,5 1,7
Gii han 13p lai, r (= s, % 2,8) 0,47 0,59
D0 léch chudn tai 1ap, sg 0,34 0,37
Hé sé bién thién tai 1ap, Cyz % 29 3,0
Gi&i han tai 1ap, R (= sg  2,8) 0,94 1,03

Bang B.4 - Két qua théng ké clia phosphatidylcholin (PC)

Miu
Théng sé A: lecithin B: lecithin C: phin PC ciia
diu nanh thd diu nanh thd |[lecithin ddu nanh
Sé phong thir nghigém tham gia, N 12 12 13
$é phang thir nghiém con lai sau khi tri ngoai 18, n 1" 1 1
Sé Iwgng cac két qua thir rigng ré clia tAt cd cac phéng 4 4 4
thir nghiém trén tirng miu, z
Gia trj trung binh, W, % khéi lvgng 14,70 13,45 94,70
D4 lech chudn [2p lai, s, 0,25 0,27 1,01
Hé sb bién thién 13p 1ai, Cy,. % 17 2,0 1.1
Gi6ihan Igp lal, r (= s, % 2,8) 0,69 0,76 2,28
£¢ léch chudn t4i lap, sq 0,46 0,46 2,14
Hé 6 bién thién tai 1ap, Cyr, % 31 34 23
Gi&l han tai 13p, R (= sp % 2,8) 1,28 1,28 6,00
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Bang B.5 - Két qua théng ké cuia phosphatidylinositol (P1)

Miu
Théng sé A: lecithin B: lecithin
ddu nanh thé diu nanh thd
86 phong thr nghiém tham gia, N 12 12
Sé phang thir nghiém cdn lai sau khi trir ngoai 1, n 11 11
S6 lwgng tirng két qua thir riéng ré clia tit ¢ cac phong thir 4 4
nghiém trén teng miu, 2
Gié trf trung binh, # , % khéi lvgng 9,36 9,87
D4 lech chudn I3p lai, s, 0,17 0,20
Hé sb bién thién 13p lai, Cv,, % 1.8 2,0
Gidlhanldp lal, r(= 5, % 2,8) 0,48 0,56
Do léch chudn tai 13p, se 0,30 0,33
Hé s& bién thién tai 14p, Cy.. % 32 34
Gi&l han t4l 13p, R (= sg x 2,8) 0,83 093
Bing B.6 - Két qua théng ké clia lysophosphatidylcholin (LPC)
Miu
Théng sé A: lecithin B: lecithin
d3u nanh thé ddu nanh thd
Sé phéng thir nghiém tham gia, N 1 12
S6 phéng thir nghiém cdn lai sau khi trir ngoai l&, n 10 7
Sé lwgng tirng két qua thir riéng ré clia tAt ca céc phong thir 4 4
nghiém trén tirng miu, z
Gia trj trung binh, w, % khdi lvgng 0,71 0,46
D¢ lech chudn I3p lai, s, 0,06 0,03
Hé s bién thién 13p lai, Cy. % 8,5 7,0
Giél han ldp lal, r (= 5, % 2,8) 0,17 0,09
D0 léch chudn tai 14p, se 0,15 0,11
Hé sb bién thién tai 1ap, Cyr, % 20,9 239
Glé&l han tai 13p, R (= sg % 2,8) 0,41 0,32
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Thw muyc tai ligu tham khao

[1] TCVN 7153 (ISO 1042) Dung cy thi nghiém bdng thdy tinh — Binh dinh mire
[2) TCVN 2625 (ISO 5555) Ddu m& dgng vét va thyre vét - Ly mau

[3] TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) B chinh xéc (d6 ding vé &6 chum) cia phuong phép do vé két qué do -
Phén 1: Nguyén tic va dinh nghia chung

[4] TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) B chinh xéc (46 dang vé d6 chum) cta phuong phép do va két qué do -
Phén 2: Phuong phép co ban xéc djnh af 1ap lai va db téi ifp cda phuong phép do tiéu chuén
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