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L&i néi dau
TCVN 9970:2013 hoan toan twong dwong véi ISO 12078:2006;

TCVN 9970:2013 do Ban k¥ thuat tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F12
Sia va sén phédm sia bién soan, Téng cyc Tiéu chuin Do lrdng
Chét lvgng thdm dinh, B Khoa hoc va Céng nghé cang bb.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 9970:2013

Chat béo stra dang khan - Xac dinh thanh phan sterol bang
sac ky khi long (Phwong phap chuan)

Anhydrous milk fat - Determination of sterol composition by
gas liquid chromatography (Reference method)

CANH BAOQ - Viéc ap dung tiéu chuan nay cé thé lién quan dén cac vat liéu, thiét bi va cac thao tac
gay nguy hiém. Tiéu chuin nay khong dwa ra dwgc tit ca cac vin dé an toan lién quan dén viéc su
dung ching. Ngw&i str dung tiéu chuin nay phai tip thiét 1ap cac thao tac an toan va xac dinh kha
nang ap dung céc gi&i han quy dinh trwéc khi siv dyung tiéu chudn.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap chuin ding sic ky khi I6ng dé xac dinh thanh phan sterol cua
chét béo slra dang khan duwoc tach ra tir cac san pham sira.

Khi phan tich chat béo sira & dang hdn hop voi chat béo thuc vat thi quy trinh nay co thé danh gia
dwoc hdu hét cac phytosterol chinh. Quy trinh ndy da dugc danh gia trén cac mau chat béo sira co
chira khoang 28 % dén 32 % chét béo thyc vét.

2 Tailiéu vién dan

Cac tai ligu vién dan sau rét cin thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay. D4i voi cac tai ligu vién dan ghi
nam cong bé thi ap dung phién ban dugc néu. Béi véi céc tai ligu vién dén khéng ghi nam cong bd thi

ap dung phién ban méi nhat, bao gbm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851 (ISO 3696), Nwoc ding dé phén tich trong phong thi nghiém — Yéu cau ky thuat va
phuong phap ther.

TCVN 8103 (ISO 14156), Sia va san pham sira — Phuong phap chiét lipit va cac hop chét hoa tan
trong lipit.
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ISO 6799, Animal and vegelable fats and oifs — Determination of composition of the sterol fraction —
Method using gas-liquid chromatography (Déu, m& dong vét va thye vat - Xéc dinh thanh phén sterof -
Phurong phéap séc ky khi idng’.

3 Thuat ngik va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay st dung thuat ngl» va dinh nghia sau:

3.1
Thanh phén sterol {sterol composition)
Phan khéi lwong cua cac chat xac dinh dwgc bing qui trinh quy dinh trong tiéu chuan nay.

CHU THICH: Thanh phan sterol co thé duec bidu thj bing 6 miligam trén 100 g chit béo hosc bing phén trdm ham lugng
sterol tbng sb.

4 Nguyén tic

Dung dich chuan thich hop (betulin) dwoc bd syng vao phan mau thir. Chat béo duoc xa phong hoa
bing dung dich kali hydroxit trong metanol. Chat khéng xa phdng héa dugc chiét bing dietyl ete. Cac
sterol trong chét khdng xa phong héa dugc tach béing sic ky Iép mdng. Céc sterol dugc chuyén hda
thanh cac din xuét silyl. Tién hanh chay sic ky khi 1dng st¥ dyng c6t mao quan. Céc sterol riéng ré
duoc nhan biét bing cach so sanh véi théi gian lwu clia chit chudn déi chirng. Céc sterol duoc dinh
Iwong bang cac chudn theo phirong phap ndi chudn.

Trong tiéu chuan nay st dung sic ky I&p mdng (TLC) 6é tinh sach, dam bdo loai bd cac chat nhiém
ban ¢6 thé cé mét trong chat khéng xa phang héa.

5 Thudc thi

Chi str dung thuéc thi¥ loai tinh khiét phan tich, tri khi ¢é quy dinh khac.

5.1 Nwére, phu hgp véi loai 2 quy dinh trong TCVN 4851. (1ISO 3696).

5.2 Metanol (CH,OH), ¢é it hon hodc béng 0,5 % khéi lrgng nurée.

5.3 Thuéc thir xa phéng héa, dung dich kali hydroxit trong metanol, ¢(KOH) = 2 mol/l.
Hoa tan 11,2 g KOH lrong 100 mi metanol (5.2) va tron déu.

5.4 Natri sulfat (Na,SQ,), khan.

" IS0 6799 da hiy.
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5.5 n-Hexan [CHy(CH,).CHj).

5.6 Di-isopropyl ete [(CH;),CH],QO, khdng chira peroxit va cac dv lrgng.
5.7 Betulin, @3 tinh khiét 99 %.

5.8 Dung dich chuan betulin

Can chinh xac knoang 60 mg betulin (5.7) cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml (6.3). Thém khoang
60 ml di-isopropy! ete (5.6) va trdn k§ cho dén khi hoa tan hét. Lam 4m nhe dén khodng 50 °C trong néi
cach thudy dé giup cho viéc hoa tan betulin d& hon. Bgi cho dén khi nhiét dd clia dung dich gidm dén
nhiét d6 phong. Pha lodng dén vach 100 ml béang di-isopropyl ete.

Dung dich chuan betulin ¢é thé bén dwgc mét thang khi bao quan trong ta lanh.
5.9 Cholesterol, dd tinh khiét 99 %.
5.10 Dung dich chuan cholesterol

Can chinh xac khoang 60 mg cholesterol (5.9) cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml (6.3). Pha
loang dén vach 100 ml bang n-hexan (5.5) va trdn.

Dung dich chudn cholesterol c6 thé bén dugc mét thang khi bao quan trong td lanh.
5.11 Campesterol, do tinh khiét 65 %.
5.12 Dung dich chudn campesterol

Can chinh xac khodng 10 mg campesterol (5.11) cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml (6.3). Pha
loang dén vach béng ri-hexan (5.5) va trén.

Dung dich chuan campesterol c6 thé b&n dwoc mdt thang khi bao quan trong td lanh.
5.13 Stigmasterol, d§ tinh khiét 95 %.
5.14 Dung dich chuén stigmasterol

Can chinh xac khoang 10 mg stigmasterol (5.13) cho vao binh dinh mirc mét vach 100 m! (6.3). Pha
loang dén vach bang n-hexan (5.5) va tron.

Dung dich chuén stigmasterol ¢ thé bén duoc mdt thang khi bao quan trong tu lanh.

5.15 p-Sitosterol, d tinh khiét 95 %.
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5.16 Dung dich chuan g-Sitosterol

Can chinh xac khoang 10 mg fsitosterol (5.15) cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml (6.3). Pha
loang dén vach bang n-Hexan (5.5) va tron.

Dung dich chuan B-sitosterol cé thé bén dwge mdt thang khi bao quan trong tu lanh.

Vi dung dich chuan phytosterol (5.12, 5.14 va 5.16) chi dwgc ding dé danh gia dinh tinh, ching c6 thé
duoc thay bing cac sterol duvoc chuan bj tir dAu dau nanh ¢é chira campesterol, stigmasterol va

[#sitosterol lam cac thanh phan chinh.

5.17 Dietyl ete (C;HsOC;Hs), khéng chira peroxit va cac dw legng.

5.18 Cloroform (CHCI).

5.19 Etanol (C,HsOH), tuyét doi.

5.20 Dung dich amoniac (NH,), chira khodng 25 % khéi lvong NH; [(pao(NH3) = 910 gi)].
5.21 Pyridin (CsHsN.3H,0), kho.

5.22 Thubc thir silyl héa, nhu trimetychlorosilan, hexametyldisilazan hodc loai twong duong.

5.23 Dung dich 2',7’-Diclofluorescein, ¢ ndng dd etanol tuyét d6i 5 g/t hodc dung dich rodamin G,
ctanol tuyét déi ndng dé 1,5 gfl.

6 Thiét bi, dung cu

CANH BAO - Vi phép xac dinh nay cé slr dung cac dung mdi bay hoi dé& chay, nén tit ca céac
thiét bi dién dwo'c ding phai tudn theo quy dinh an toan khi sl dung cac dung méi nay.

St dung cac thiét bi, dung cu clia phong thir nghiém thang thuwéng va cac thiét bj, dung cu cuy thé sau:
6.1 Can phan tich, cé thé can chinh xac dén 1 mg, véi sé doc 0,1 mg.

6.2 Binh ciu day tron, cb mai, dung tich tir 200 ml dén 250 ml.

6.3 Binh dinh mirc mot vach, dung tich 100 ml.

6.4 B sinh han, khit voi binh cu day tron (6.2).

6.5 Nbicach thiy, c6 thé duy tri & 50 °C + 2 °C va & diém soi.

6.6 Pipetmodt vach, dung tich 10 ml.
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6.7 Pipet mot vach, dung tich 1 ml.

6.8 Phéu chiét, dung tich 500 ml.

6.9 Phéu thay tinh, dwdng kinh 100 mm.

6.10 Gidy loc khd, gép nép, loai lpc nhanh, dwong kinh 250 mm.

6.11 B c6 quay chan khdng, cb ndi cach thay co thé duy tri nhiét dé dén soi.
6.12 Ong dong chia vach, dung tich 100 ml va 250 ml.

6.13 Nguédn khi nito, khi cé db tinh khiét it nhat 1a 99 %.

6.14 Micropipet hodc microxyranh, co thé phan phéi cac giot 0,3 pl dén 0,4 .
Co thé si¥ dung bd nhé giot tw dong thich hop.

6.15 Ta sdy, co thé duy tri nhiét do & 103°C £ 2 °C.

6.16 Tim sic ky da phu silica”, ding cho sic ky lép méng, kich thwdc 200 mm x 200 mm.

6.17 B@é trién khai sic ky bing thiy tinh, ¢6 ndp day bang thlly tinh mai, ¢ kich thwéc phi hop voi
cac tAm @a phu silica (6.16).

6.18 Thiét bi phun.

6.19 Deén UV, co thé Iam viéc & bwdc song 254 nm.
6.20 Dao nhd.

6.21 Binh cau day tron, dung tich 25 ml, cd mai.
6.22 Bom chén khéng.

6.23 Phéu lgc hinh try, cé bd loc bang thly tinh xép dudng kinh 40 um, khép véi binh cau day tron
25 ml (6.21) va co b chuyén ddi chan khéng.

6.24 Binh hat dm.
6.25 Ong dong chia vach, ¢b mai, dung tich 100 mi.

6.26 Pipet chia vach, dung tich 1 ml.

Y Machery nagel Sirt 25 hodc Merck 5715 silica 60 1a cac vi dy vé san phim thich hop €6 ban san. Théng tin dua ra tao
thuan tién cho nguoi sl dung tiéu chudn va khdng 4n dinh phai si dyng cac san phim nay.
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6.27 Lo nho, phia trong dang hinh nén, dung tich 5 ml va 10 ml.

6.28 May sic ky khi long, dwoc trang bj detector ion héa ngon Ilra va hé théng bom mao quan (bd
chia dong hodc bom ién cdt).

6.28.1 Khi mang, khi heli hodc hydro, c6 8 tinh khiét it nh4t 99,999 %.

6.28.2 Céc loai khi khac, khong chira cac tap chét hiu co (C.Hm nhd hon 1 phdn tridu), nito va
hydro cé @ tinh khiét it nhét 99,995 % va khéng khi nhan tao.

6.28.3 Cot mao quan, c6 pha tinh phi hgp dé tach thanh céng cac sterol ¢ cac @& phan cyc khac
nhau tly thudc vao thanh phan héa hoc ctia chung (metylpolysiloxan, metylphenylipoly-siloxan, polygycol).
Chon pha tinh, chidu dai cot (tir 10 m dén 30 m), dwdng Kinh trong (tlr 0,22 mm dén 0,32 mm) va chiéu
day mang phim (bdng hoéc lén hon 0,12 pm) theo kinh nghiém clia phéng thir nghiém va hé théng
bom dugc ap dung. Trong moi tredng hop, cdt 33 chon phai tach dugc hoan toan pic dung méi va
cholesterol, d4 phan giai dwong nén gilra céc pic cholesterol, campesterol, stigmasterol va B-sitosterol.
Tuy nhién, khéng dugc co s loang duéng nén xuét hign trong subt qua trinh chay séc ky khi. Céc vi
dy v& so dd mau sic ky khi thu dugc bing cach st dung hai didu kién van hanh khac nhau duoc néu
trong cac Hinh A.1 va Hinh A.2.

6.28.4 Detector ion héa ngon lira, co thé dugc gia nhiét cao hon nhiét do cudi cuing clra 18 cdt 30 °C.

6.28.5 B bom méu, khi st dung bd chia dong thi nhiét 86 clia bd bom c6 thé duoc gia nhiét cao hon
nhiét dd cudi cing cua 16 cdt 30 °C. Con khi sir dung bd bom trén cbt lanh, thi bd bom phai duy tri
duroc & nhiét do thip hon nhiét dd sbi clia dung mdi vai 66.

CHU THICH: Nhigl dé 16 (ddng nhiét hodc 43 dugc cai dit) va dong khi mang phy thudc vao c8t duge chon va hé thdng bom
trang ong.

6.28.6 Xyranh, dung tich 1 pi dén 10
6.28.7 Hé théng tich phin, tét nhét 13 dwoc trang bi may tinh.
6.29 Diéu kién sic ky khi

Cai dat thiét bi theo hwdng dan clia nha san xuat. Nhiét d 16 va dong khi mang phy thugc vao cht
duoc chon va hé théng bom twong (rng. Cac vi du dudi day cho thy cac didu kién ¢6 thé ap dung 6bi
véi cac hé théng bom chia dong va trén cét.

6.29.1 Bom chia déong
Vi dy v8 cac diéu kién co thé ap dyng véi bd bom chia déng Ia:

a) Cot mao quan: Silica nung chdy ¢6 5 % phenyl va 95 % metylpolysiloxan, dai 15 m, dwong
kinh trong 0,22 mm, chidu day mang phim 0,24 pm;
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b) Hé théng bom:
¢) Khi mang:

d) Detector:

€) Nhiét dg lo:
f) Mau:

g) Theigian lwu:

6.29.2 Bom trén cot

TCVN 9970:2013

Chia dong véi ty 18 1:30, cai dat & 300 °C:

Khi heli, cai dt téc d6 0,6 mi/min;

lon héa ngon Itra (FID) cai dat & & 300 °C;

Dang nhiét, cai dat & 260 °C;

Sterol tach béng phwong phap quy dinh dwgc pha lodng trong 1 ml n-hexan;

Tinh bang phut;

Vi du vé cac diéu kién cb thé ap dyng véi b bom trén cdt 1a:

a) Cot mao quan:

b) Hé théng bom:
¢} Khi mang:
d) Detector:

€) Nhiét dé lo:

f) Mau:

g) Thoi gian lweu:

7 Liy mau

Silica nung chay ¢ 5 % phenyl va 85 % metylpolysiloxan, dai 15 m, dwéng
kinh trong 0,32 mm, chiéu day mang phim 0,12 pm;

Trén cot;
Khi hydro, cai dat tbc do 2,4 mli/min;
lon hoa ngon Ira (FID) cai dat & 330 °C;

Nhiét &6 ban dau 60 °C trong 1 min; cai dat gradient thir nhét & 40 °C/min, khi
tang dén 250 °C thi ngirng trong 1 min; cai dat gradient thir hai & 6 °C/min, khi
tang @én 320 °C thi ngirng & nhiét 49 nay trong 10 min;

Sterol dwgc tach bang phurrong phap quy dinh dwoc pha lodng trong 5 ml n-hexan,

Tinh bang pht;

Mau glri dén phong thir nghiém phéi dung 18 mau dai dién. Mau khdng bj hw héng hoac thay ddi trong

subt qua trinh van chuyén hodc bdo quan.

Viéc [y mau khdng quy dinh trong tiéu chuan nay, nén lay miu theo TCVN 6400 (ISO 707).

8 Chuéan bi mau thir

Chuén bj m3u thi theo TCVN 8103 (ISO 14156). Lam tan chay mAu trong tG sy (6.15) & 50 °C.
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9 Cach tién hanh
9.1 Dung dich chun sterol

9.1.1 Dung dich hi¢u chudn dé xac djnh hé sé dap (ng cholesterol

Ding pipet mét vach (6.7) chuyén 1 ml dung dich chuin cholesterol (5.10) sang lo nhé 5 ml (6.27).
Dung mét pipet mét vach (6.7) khac thém vao lo ndy 1 ml dung dich chét chudn (ndi) betulin (5.8) va
tron. Loai dung méi duwéi dong khi nito nhe trong khi van lam &m trong noi cach thiy (6.5) & 50 °C.

9.1.2 Dung dich dinh tinh d& xac djnh thoi gian lwu clia sterol

Dung cac pipet mét vach (6.7) riéng ré chuyén cac dung dich chuén sterol da chudn bj trong 5.10, 5.12,
5.14 va 5.16 twong (rng, mdi dung dich 1 ml vao lo nhé 10 ml (6.27). Ding pipet mét vach (6.7} khac
thém vao lo nay 1 mi dung dich chat chuén (ni) betulin (5.8) va trén. Loai dung méi duéi déng khi niter
nhe trong khi van lam am trong néi cach thiy (8.5) & 50 °C.

Khi stz dung diu dau nanh thay cac chét chuén tinh khiét thi si» dung ciing quy trinh nhv d3 dung ddi
v&i phan mau thir trong 9.2.

9.2 Phin miu thy

L.4c mau thir 43 tan chay (Piéu 8) 1 min d& déng héa mau thir. Can khodng 2 g méu the, chinh xac dén
1 mg, cho vao binh cau day tron (6.2).

9.3 Xa phéng héa

Dung pipet mét vach {6.6) chuyén 10 ml dung dich chét chuén (ndi) betufin (5.8) va 100 ml thubc thir xa
phong hoa (5.3) vao phan mau thir (8.2). Lap binh ciu day trdn vao bd sinh han (6.4). Bun sbi nhe trén
ndi cach thiy (6.5) & 80 °C trong khodng 1 h.

CHU THIGH: Khi du kién cé s8i manh thi thém vai hat chéng trdo.
9.4 Chiét chit khéng xa phang héa

Lam ngudi binh chu day tron dén 35 °C. Chuyén dinh lugng dung dich thte sang phéu chiét (6.8). Thém
100 mi dietyl ete (5.17) va 200 ml nwéc ct. Str dyng mét phdn ciia tirng dung madi da néu, trang binh
chu dé khong 1am that thoat mau. LAc manh trong khi vn thwdng xuyén loai khi. Bé cho tach Iop va
trong hoan toan.

Théo I&p nudc phia dudi vao phéu chiét (6.8) thir hai. Chiét dung dich xa phang thu duoc bing 100 mi
dietyl ete (5.17) theo ciing trinh tw nhw trén. Thure hién Ian chiét thiy ba bing 50 mi dietyl ete.
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Gop cac dich chiét ete thu dwoc vao mdt phéu chiét (6.8) khac. Thém 100 mi nwdc va Iac nhe (trong
giai doan nay néu ldc manh sé tac nhi tuong). Sau khi tach I&p, thao lop nuwédc. Riva dung dich ete thu

duoc hai lan, méi lAn dung 50 ml nudc. Néu tao nhi tuong trong qua trinh rira thi thém vai giot etanol (5.19).

Loc dung dich ete qua gidy loc khd gép nép (6.10), da dugc nhéi it nhat 30 g natri sulfat (5.4), vao binh
céu day tron (6.2). Trang phéu chiét bAng mét lvgng nhé dietyl ete (5.17). Cho bay hoi dung méi trén
bd ¢o quay chan khéng (6.11) trong khi lam néng nhe binh clu trong nbi cach thiy & 50 °C.

9.5 Sac ky |&p mong (TLC)
9.5.1 Chuén bi cac tdm sac ky I&p mong

Hoat hoa cac tdm séc ky da phu silica (6.16) tredc khi s& dung trong td sdy (6.15) & 103 °C trong 1 h.
Bdo quan cac tdm sic ky nay trong binh hat &m (6.24) treée khi st dung.

9.5.2 Chuén bj bé trién khai sic ky bang thay tinh

Chuén bj hdn hep dietyl ete/cloroform véi ty 1@ 10:90 (thé tich) trong dng dong chia vach 100 mi (6.25).
Dung pipet chia vach (6.26) bd sung 0,5 mi dung dich amoniac (5.20). Day nép 6ng dong va lic nhe.

Rat hén hop sang bé trién khai sic ky (6.17). Day ndp va dé can béng pha léng/hoi dén bao hoa.
9.5.3 Sic ky l&p mong chét khéng xa phong héa

Haa tan chéit khéng xa phong héa trong 1 ml cloroform (5.18). Dung micropipet hodc microxyranh
(6.14) chuyén 400 pl sang tdm silica trong mét vach lién tuc. Dé mat phan réng 20 mm phia trai va mét
phan réng 40 mm phia phai clia tAm séc khi khdng s dung. Thém 40 pl dung dich chuén betulin (5.8)
va 40 yl dung dich chun cholesterol (5.10) v&i cling mirc nhw dwéng nap mau vao gira vach phan
40 mm phia phai cua tdm sic ky.

Chuyén tdm sac ky sang bé trién khai (6.17). Pay nap va doi cho dén khi dung méi chay dén diém
thap hon mép trén cla tdm sac ky 10 mm. LAy tdm séc ky ra khéi bé va dé cho dung méi bay hoi &

nhiét dd phong.

Phun dung dich 2',7'-dichloroflucrescein (5.23) 1én tAm sic ky. Dé cho dung mai bay hoi va kiém tra
dudi déen UV (6.19).

Nhan biét tirng vach sterol bang cach so sanh véi vach chun cholesterol phia bén phai cla tam. Dung
dao nhd (6.20) hodc dung cu thich hop khac dé cao cac vach sterol ra. Chuyén phan bét thu dwoc

sang phéu loc hinh try (6.23).

Lap phéu vao binh cAu day tron (6.21) va thém 5 ml cloroform (5.18). Nbi bom chan khéng (6.22) va
loc toan b dung mdi qua phén chira sterol vao binh céu.
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Thao bom chan khéng va loc lai véi 5 ml dietyl ete (5.17). Tién hanh loc lai mot 1an nia véi § ml
cloroform (5.18) va 5 ml dietyl ete twong (ng.

Loai bo dung méi bang cach siv dung bd cb quay chan khdng (6.11), trong khi van Iam &m nhe binh
cau trong ndi cach thiy & 50 °C.

9.6 Chudn bi cac dén xuét silyl

Chuyén hoa cac sterol thu duwoc trong 9.5.3 thanh cac dan xuét trimetyl-silyl.

CHU THICH: Nhidu loai thudc thir ¢6 séin nhu quy dinh trong 5.22 diing dé chuydn céc sterol thanh cic din xudt trimetyl silyl
(TMS). The tich va ty 18 cac thudc thiz ndy dwoc ding tdy thude vao mive 49 phdn (rng cla chung nén khdng thé dua ra dugc
céc didu kign chuin, Trong moi trudng hgp, ¢ thd tham khdo quy trinh sau: bd sung 200 pl dung dich
bis(triimetylsilytrilucacelamin va trimetylcholorosilan (1y 1& 99:1) va 200 pl pyridin {5.21) véo slerol thu dwgc trong 9.5.3 va
trdn. Lam dm dung dich thu dwoc trong ndi cach thiy & 70 °C trong 30 min.

Loai bé dung méi dwai dong khi nitor nhe trong khi van Iam 4m trong ndi cach thay & 50 °C. Pha loang
bing n-Hexan @én ndng @6 thich hop dbi véi hé thdng bom séc ky khi 1dng dwoc st dung (vi dy: 0,5
ml déi v6i bd bom chia dong va 5 ml ddi véi bd bem 1én cdt).

St dung dung dich nay & bom &n may séc ky khi.
CHU THICH:  Néu cé mat pic thir hai sau pic betulin chirng 16 khéng silyl héa hoan toan.
9.7 Phan tich dinh tinh

Chuan bi cac din xuét trimetyl-silyl ciia dung dich sterol (9.1.2) theo 9.6. Bom dung dich d&n xuét vao
may sic ky khi. Ghi lai théi gian lwu clia cac sterol chudn. Phan tich phan mau thir (9.6) trong cling
didu kién da ding cho dung dich sterol.

CHU THICH 1: Th ty niva gidi cac sterol chinh nhw sau: cholesterol, campesterol, stigmasterol va f-sitostero!. Chét chudn
ndi betulin niva gidi sau Asitosterol. St dung séc ky d& néu trong Hinh A.1 d& nhan biét cac sterol nay.

CHU THICH 2: Néu dAu dau nanh dugc dong dé nhan biét céc phytosterol thi viéc phan tich dung dich trong 9.1.1 c6 thé cho
phép xac dinh théi gian lvu cia cholesterol.

Nhan biét cac pic cia méau thir bing cach so sanh théi gian ltu thu dugc véi thei gian lvu cia dung
dich chuan,

9.8 Phan tich dinh lvong
9.8.1 Tinh hé s dap ¥ng

Chuan bi cac d&n xuét trimetyl-silyl clia dung dich higu chuén (9.1.1) theo 9.6. Bom dung dich ddn xuét
vao may sic ky khi. Xac dinh cac dién tich pic clia betulin va cholesterol.

14
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Tinh hé s6 dap (g, F,, dén hai chir sé thap phan theo céng thirc sau:

F < W XP)XA
W, XR)XA,

Trong do:
w. la khéi lwgng cholesterol cé trong dung dich higu chuén (9.1.1):
wo |3 khdi iuvong betulin ¢b trong dung dich hiéu chudn (9.1.1);
A, 1a dién tich pic betulin;
A; la dién tich pic cholesterol;
P. 1a d tinh kniét cia cholesterol (5.9), (vi du : P, = 0,99);
P, la d6 tinh khiét cda betulin (5.7), (vidy : P, = 0,99).

CHU THICH: Hé sd dap ng tinh duge dbi voi cholesterol cling o thé 4p dyng cho cic sterol khac (campesterol,
stigimasterol va g-sitosterol).

9.8.2 Xac dinh phin miu thir

Phan tich mau th(r trong cac diéu kién nhw da ding déi véi dung dich hiéu chuén. Xac dinh dién tich

pic clia betulin, cholesterol va cac sterol khac, néu phat hién thiy.
Lép lai viéc bom dung dich hiéu chuén va tinh F, theo 9.8.1.

9.8.3 Tinh va biéu thi két qua

9.8.3.1 Tinh cac sterol theo phan khéi lwgng

Tinh hé s6 dap (ng trung binh dbi v&i cholesterol, F,,, do léch chun va hé sé bién thién gitra cac gia
tri. Phép xac dinh thanh cong khi cho hé s dap (rng gan véi 1 va hé sé bién thién nhd hon 2.

Tinh phan khéi lvgng cua ting sterol, w;, theo cong thirc sau :

o W XR)XAXF,

; x100
A, X My
Trong d6:

w, 14 phan khdi lwgng cla tirng sterol (cholesterol, campesterol, stigmasterol va /#sitosterol) co

trong mAu, tinh bing miligam trén 100 g chit béo;
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w18 khdi lwong betulin bd sung vao phan mau thi (9.3), tinh bing miligam (mg);
P, 13 d6 tinh khiét cGa betulin (5.7), (vi du : P, = 0,99);
A la dién tich pic clia tirng sterol ¢é trong phan mau thir (9.8.2);
F..» 14 gia trj trung binh clia hé sé dap rng cholesterol (9.8.3.1) ;
A, la dién tich pic betulin (9.8.2);
m, 14 khéi lwong phan mau the, tinh bing gam (g) (9.2).
9.8.3.2 Tinh cac sterol theo phén trim téng sb

Tinh phan khéi lvong cda tirng sterol, w;, theo phan tram khéi lwgng tdng sé cla cac sterol theo cong
thirc sau :

- A| X Fra
w,

= ——— x100%
Z(A|XFr,n)

9.8.3.3 Bidu thi két qua

Biéu thi két qua dén mot chi sb thap phéan.

10 Do chum
10.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Cac chi tiét cUa phép thiy lién phong thir nghiém phu hop véi TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va
TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) vé dd chum clia phuong phap dwgc néu trong Phu luc B.

Cac gia tri v& giéi han dd tai 1ap va d6 13p lai dwoc biéu thi & mirc xac suat 95 % va cé thé khong thé
ap dung cho cac dai néng dd va chat nén khac véi cac-dai ndng o va chat nen da néu.

10.2 D¢ ldp lai

Chénh léch tuyét di gitva hai két qua thir dc lap, don I, thu duoc khi sir dung cling phwong phap,
tién hanh trén vat liéu thiv gidbng hét nhau, trong mdt phéng thir nghiém, do mét ngudi thyc hién, sur
dung ciing thiét bi, trong mot khodng thi gian ngan, khdng dwoc qua § % céc triedng hop 1én hon:

déi véi cholesterol: r= 21,2 mg/100 g chét béo; s, = 7,57 mg/100 g chét béo;

déi voi campesterol: r = 3,4 mg/100 g chat béo; s, = 1,21 mg/100 g chét béo;
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- dbi voi stigmasterol; r=2,8 mg/00 g chat béo; s = 1,01 mg/100 g chét béo;
- déi voi p-sitosterol: r= 7,5 mg/100 g chét béo; s, = 2,70 mg/100 g chét béo.
10.3 D9 tai lap

Chénh l&ch tuyét dbi gitra hai két qua thir don 1& thu dwec khi st dung cling phwong phap, tién hanh
thir trén vat lidu gibng thé hét nhau, trong cac phong thtr nghiém khac nhau, do nhirng ngudi khac
nhau thye hign, siv dung céc thiét bi khac nhau, khéng qua 5 % cac trwéng hop Ion hon:

- déi vai cholesterol: R = 40,4 mg/100 g chét béo; sp = 14,44 mg/100 g chét béo;
- dbi v&i campesterol: R = 5,6 mg/100 g chét béo; Sr = 2,00 mg/100 g chét béo;
- dbi voi stigmasterol: R = 4,3 mg/100 g chét béo; sp = 1,52 mg/100 g chét béo;
- dbi voi f-sitosterol: R = 11.4 mg/100 g chét béo, sr = 4,60 mg/100 g chét béo.

11 Bao cao ther nghiém

Bao cao thir nghiém phai ghi ro:

a) moi théng tin can thiét @& nhan biét ddy al v& mau thd,
b) phwong phap lay mau da ding, néu biét;

c) phwong phap the da st dyng, vién dan tiéu chudn nay;

d) tat ca cac chi tiét thao tac khong quy dinh trong tiéu chudn ndy, hodc tuy y lwa chon cung voi cac

chi tiét bt thuéng nao khac cé thé anh huéng téi két qua;

€) két qua thir thu duoc, hodc néu kiém tra db I&p lai thi néu két qua cudi cing thu dugc.

17
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Phu luc A

(Tham khao)

Céc vi du vé phan tich sic ky khi long

10,582

choles!erol
Ji-sitosterol

stigmasterol

campesterol
11.827

11.215
11,386

betulin

13,493

4
-
-

Hinh A.1 — Vi du vé miu sic ky dé GC cua cac sterol thu dwgc

trong cac diéu kién GC trong 6.29.1
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Phu luc B
{Tham khao)
Két qua cua phép thir lién phéng thir nghiém
Phép ther lién phong nay gdm c6 11 phong thir nghiém tham gia thie hién pha hep véi TCYN 6910-1

(ISO 5725-1) va TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) trén ba mau chét béo stra dang khan cha tir 28 % dén
32 % chét béo thc vat. Ba mau h8n hop chat béo nay duwgc chia thanh sau cp mau mi giéng nhau.

Phép thi¥ lién phong nay do Instituto del Frio (CSIC) (ES) va Instituto Sperimentale Lattiero Caseario
(IT) td chire thuc hign. Cac két qua phan khéi lvong cha cholesterol, campesterol, stigmasterol and
B-sitosterol dwoc biéu thi bing miligam trén 100 g chét béo.

Cac két qua thu dwoc d duoc phan tich théng ké theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) dé cho di liéu vé
dd chum nhw trong Bang B.1.

Bang B.1 - Céc két qua thir lién phong thir nghiém

Cholesterol

Mau 1 Mau 2 Mau 3
S6 lvgng phéng thir nghiém con 1ai sau khi trlr ngoai 1@ 8 7 . g
Gi3 trj trung binh, (mg/100 g chat béo) 191,1 190,5 181,8
D¢ lach chuan 13p lai, s,, (mg/100 g chit béo) 6,75 4,02 11,96
Heé so bién thién 1ap lai, % 35 2.1 6.6
Gidri han 13p 1ai, r (= 2,8 s,), (mg/100 g chat béo) 18,9 11,3 33,5
D6 léch chuan tai 13p, sk, (ma/100 g chét béo) 14,74 14,79 13,79
He sb bién thién tai 1ap, % 7.7 78 76
Gi¢i han 14i 1ap, R (= 2.8 sg), (Mmg/100 g chét béo) 41,3 414 38.6

T Campesterol

Miu 1 Mau 2 Mau 3
Sé lrgng phong thir nghiém con lai sau khi trir ngoailé  |. 8 10 9
Gia tri trung binh, (mg/100 g chat béo) 15,6 17.6 18,0
Do lech chudn 13p 1ai, s, (mg/100 g chét béo) " 1,10 0,88 1,66
He sb bién thién 1ap 1ai, % 7,0 5,0 9,2
Gigi han 13p lai, r (= 2,8 s,), (mg/100 g chit béo) 31 25 46
D¢ léch chudn tai 18p, sg. (Mg/100 g chét béo) 1,31 2,57 2,11
Heé sé bién thien tai lap, % 84 14,6 11,8
Gidi han t4i 13p. R (= 2.8 Sg), (Mgl100 g chét béo) 37 72 5,9
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Bang B.1 (két thuc)

Stigmasterol

Miu 1 Mau 2 Mau 3
86 lwgng phéng the nghiém con lai sau khi triy ngoai 1§ 10 10 9
Gia trj trung binh, (mg/100 g chét béo) 12,3 13,2 13,9
D lech chuan 1ap lai, s,. (mg/100 g chét béo) 1,04 0.75 1,22 .
Hé sb bién thién 1ap lai, % 8.4 57 { 8.8
Gigi han I3p lai, 7 (= 2,8 s,), (mg/100 g chét béo) 2.9 2.1 3.4
D6 léch chuan tai 1ap, sg (Mg/100 g chét béo) 1,57 1,53 - 1,46 -
Hé s bién thién tai lap, % 12,7 116 10,5
Gidi han tai lap, R (= 2,8 sg), (mg/100 g chét béo) 44 4.3 41

B - [S-sitosterol -

Miu 1 Miu 2 ' Mau 3
Sé Iwgng phong thir nghigém con lai sau khi trir ngoai 1& 10 9 9
Gia trj trung binh, (mg/100 g chét béo) 37,7 39,7 41,7 _;
P& 1ech chuén 13p lai, s, (mg/100 g chat béo) 2,26 1,60 4,23 |
Hé s6 bién thién 13p lai, % 6.0 4,0 10.1 _
Gidi han 13p lai, r (= 2.8 s;), (mg/100 g chét béo) 6.3 45 11,9 ;
D léch chuén tai lap, sk (Mmg/100 g chét béo) 3,77 3,97 4,46
Hé sé bién thién tai 1ap. % 10,0 10,0 10,7
Gigi han t3i [ap, R (= 2.8 sg), (mg/100 g chat beéo) 10,6 1.1 12,5
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Thw muyc tai lidu tham khao

[1] TCVN 6400 (ISO 707), Sira va s4n pham sira — Huong dén 1dy mau.

[2] TCVN 6910-1:2001 (ISO 5725-1:1994), B chinh xéc (88 ding va dd chyurn) cda phuong phap do
va két qua do. Phan 1: Nguyén téc va dinh nghia chung.

(3] TCWVN 6910-2:2001 (ISO 5725-2:1994), D§ chinh xéc (69 dung vé &6 chum) cla phuong phéap do va
két qua do. Phén 2: Phurong phép co ban xéc dinh db Iap lai va d6 tai 18p clia phuong phéap do tiéu

chudn.
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