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L&i néi dau
TCVN 8675-2:2013 hoan toan twong duwong véi ISO 12966-2:2011;

TCVN 9675-2:2013 do Ban ky thuét tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F2
Dau m& dong vét va thuc vt bién soan, Tdng cuc Tiéu chuan Do luong
Chét Igng thdm dinh, B Khoa hoc va Céng nghé céng bé:

B TCVN 9675 (ISO 12966), Dau mé dong vat va thue vat — Séc ki khi
céc metyl este cta axit béo gbm cac phan sau day:

- TCVN 9675-2:2013 (ISO 12966-2:2011), Phén 2: Chuén bj metyl
este cua axit béo;

- TCVN 9675-3:2013 (ISO 12966-3:2008), Phan 3: Chuan bi metyl
este bang trimetylsuifoni hydroxit (TMSH).



TCVN 9675-2:2013

Loi giei thiéu
Khai quat

Dau va mé& (lipid dang Iéng va lipid dang rén) chi yéu bao gdm cac este axit béo cia glycerol
(triacyiglycerol, TAG) véi cac lvgng nhd este axit béo cla sterol va alcohol béo mach dai. Do khéi lwvong
phén t& cla TAG cao va kha nang bay hoi thap nén kho phan tich tryc tiép bang séc ki khi (GC), dac biét
néu can phai phan tich chi tiét cac axit béo chura bao hoa. Ban than cac axit béo khang thé phan tich trén
séc ki (khdng ké céc axit béo c6 mach ngén, vi dy: axit butanoic va axit pentanoic). Do d6, thyc té tét hon
la tao thanh cac este axit béo, thwdng 1a cac metyl este cla axit béo (FAME), truwdrc khi phan tich GC.

Phép phan tich dau va m& da duoc xem xét trong Tai liéu tham khdo [9].

Viéc hinh thanh FAME 1 buéc quan trong trong phan tich axit béo. Sy chuyén ddi khéng dinh lwong clia cac
axit béo thanh FAME, viéc thay ddi thanh phén clia cac axit béo (vi dy: thay ddi vj tri va d@dng phan hinh hoc)
va sy hinh thanh cac dang khéng phai FAME c6 thé anh hudng dén viéc dinh Igng thanh phén axit béo.

Co ché clia qua trinh chuyén héa este c6 thé duoc ding dé tao thanh FAME tir cac este axit béo trong
chét béo (triacylglycerol). Cac quy trinh chuyén hoa este cé xuc tac axit hodc xuc tac kiém co thé dwoc
stz dung dé tao cac FAME trong mdi trwdng metanol; qua trinh nay c6 thé dwoc goi la chuyén héa metyl.,
Chuyén héa metyl 1a qua trinh thuan nghich va cin dén mét lwgng lén metanol dw d& duy tri vi tri can
bang tao thanh FAME. Nudérc cé thé ngan cdn phan (ng hoan thanh va do @6 nén giam thidu long nudrc
c6 mat. Qua trinh xtc tac kiém khong tao FAME tir cac axit béo tw do ma tao thanh xa phong.

Co ché xic tac axit clia qué trinh este héa co thé duoc dung Gé tao FAME tir cac axit béo. Cac axit
béo c6 thé c6 mét t nhién trong miu chat béo can xac dinh. Sy hinh thanh FAME béng co ché nay
thuwdong duoc goi la metyl héa. Metanol dw va viéc khdng coé mat clia nwée ciing 1a didu kién tién quyét
@& hinh thanh FAME.

Tiéu chudn nay dwa ra cac hwéng din dé chuan bi cac metyl este ciia axit béo. D& hd tro cho cac huéng
dan nay, can quy dinh cac quy trinh chun bi metyl este clia axit béo. C4c quy trinh ndy bao gém:

a) chuyén hda metyl “nhanh” trong didu kién kiém;

b) metyl hoa/chuyén hoa metyl “tdng thé" trong diéu kién kiém va axit ké tiép;
c) metyl héa/chuyén héa metyl st dung bo triflorua (BF).

Phwong phap chuyén héa metyl “nhanh” trong diéu kién xuc tac kiém

Phwong phap nay &p dung dé phan tich thwong xuyén diu va m& thyc phdm chira cac axit béo mach
ngén hon axit butanoic (C4:0) va/hogc 6& xac dinh axit butanoic ho#c axit hexanoic (C6:0) béng GC st
dung chét chuén ndi.
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Qua trinh chuyén héa este cla cac lipit trung tinh bing xuc tac kiém véi sy ¢é mat cia metanol khan
(chuyén hoéa metyl) xdy ra nhanh hon so v6i khi dung xic tac axit. Nhuwoc diém cia quy trinh xic tac
bang kiém la cac axit béo tw do khéng dugc este hda va su cd mat clia nudc ¢ thé ngan can qua trinh
chuyén hoa metyl hoan toan (thlly phan cac FAME tao cac axit béo ty do). Cac thudc thir thwdng duoc
sr dung nhiéu nhét Ia kali hydroxit, natri hydroxit va natri methoxit véi sy c6 mat clia metanol khan.

Metyl héa/chuyén héa metyl “téng thé” trong didu kién kiém va axit ké tiép

Phwong phap metyl héa/chuyén héa metyl “tdng thé” trong didu kién kiém va axit ké tiép ap dung cho
tat ca cac loai ddu va m& bao gdm cac san phdm chung cét va diu chiét bang axit, nhung khéng nén
ap dung cho dau lauric. Cac metyl este clia axit béo mach ngin dé thét thoat trong qua trinh hdi lwu.
Déi voi ddu axit lauric thi nén st dung phwong phap chuyén héa metyl “nhanh”.

Trong qua trinh metyl hoa, cac chét chira cadc nhém chirc sau day c6 thé bi phan hiy mdt phdn hoidc
hoan toan:

a) cac nhém keto, epoxy, hydroxyl, hydroperoxy;

b) cac nhém cyclopropyl va cyclopropenyl;

c) cac axit béo clia axetylen.

Metyl héa/chuyén héa metyl sir dung bo triflorua (BF,)

Vi BF; rat doc nén phuwong phap nay chi dugrc thao tac trong td hit (ngay trwdc khi diing).

Phuwong phap BF; ap dung cho hau hét cac loai ddu, m& va cac dan xuét (axit béo, xa phong) ngoai trir
chét béo sira va cac chét béo chira cac axit béo v&i cac nhém dac tho.

Trong qua trinh metyl hoa, cac chét chira cac nhém chirc sau day c6 thé bi phan hiy mét phdn hoac
hoan toan:

a) cac nhom keto, epoxy, hydroxyl, hydroperoxy;
b) cac nhém cyclopropyl va cyclopropenyl;
¢) céc axit béo cua axetylen.

Néu chéat béo chira cac chét trén chi véi lwgng rat nhé (vi du: ddu hat béng) thi cé thé ap dung phwong
phap nay, nguoc lai thi phai st dung cac phuwong phap metyl hda/chuyén héa metyl “nhanh” hodc
“tdng thé".

Déi voi GC, dd thu hdi t6i wu cac metyl este tir hdn hop phan (rng thu dwgc bing cach s dung
isooctan (2,2,4 trimetylpentan). Tuy nhién, chi thu héi dwoc khodng 75 % metyl caproat.
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Bo triflorua 1a axit Lewis manh va khi & dang phirc chéat véi metanol, trong cac diéu kién héi Iwu, né c6
thé nhanh chéng metyl hoa cac axit béo. Bo triflorua trong metanol chuyén héa metyl cac este axit béo
(vi du: triglycerid), nhwng téc dé phan (rng cham hon phén (*ng metyl hoa cac axit béo. Dung dich bo
triflorua trong metanol c6 ban san trén thj tredng gitp tang sw hdp thu cla chét xuc tac axit ndy nhung
¢6 mét sb nhwgc diém khi sir dung thudc thir nay.

a) Thuc té cho thay rang bo triflorua véi ndng do cao (50 % khéi lvgng) sinh ra cac chat gia metoxy
tr cac axit béo chwa b&o hoa.

b) Thubdc thir cé thdi han str dung ngén & nhiét dd mai trudng va can dwoc gilk trong td lanh.

c) Thubc thir dé lau co thé tao ra cac chét gia va do dé can kiém tra m&i mé hang méi mua trwdc khi
st dung va dinh ky kiém tra trong suét th&i han bao quan.

d) Bo triflorua trong metanol Ia thubc thir cé tinh axit va c6 thé tao ra cac dan xuét cla cac axit béo
chira cac nhém khéng bén, cé thé tao ra cac pic sai trén sic d6 FAME.

Théng tin b6 sung

Dac biét ch y khi chuén bj va phan tich cac este clia cac axit béo mach ngén bing GC, chu yéu do su
xuét hién clia ching trong chét béo sta. Cac axit béo mach ngén, & trang thai tw do hoic este héa
thanh glycerol, c6 thé dugc chuyén héa hoan toan thanh metyl este béng cac thubc thir néu trén,
nhung viéc thu héi dinh lwgng tir mdi trwdng phan (ng co thé khong dat dwoc trir khi thwe hién cac
bién phap dac biét. Sy that thoat cé thé xay ra & mot vai giai doan trong quy trinh. Cac este axit béo
mach ngén (d&c bigt Ia metyl) d& bay hoi va c6 thé thét thoat khi ct hdi lvu trong méi tredng este hoa,
chlng c6 thé dé hoa tan trong nwdc hon cac este mach dai va cé thé bj that thoat trong budc chiét pha
nuéc hodc ching cé thé bi chng cét khi lam bay hoi dung méi chiét. That thoat chon loc cling cé thé
xay ra néu céc tap chét khéng xa phong héa duwgrc loai bd bing thang hoa hodc tinh sach béng sic ki
Iép mdng (TLC). Cac qua trinh este héa tét nhat déi véi cac axit béo mach ngén 1a tranh 1am néng
thuéc thir va bd qua cac giai doan chiét pha nwéc va loai bd dung méi.

Viéc bom tryc tiép méi treéng phan (rng chira cac chét xic tac este hoa cé tinh axit va bazo vao cac
¢4t GC 1am tudi tho clia cdt. Phan dinh cdt nhéi (khoang vai xentimet) cé thé dwoc dinh ky 1dm méi va
duoc bdo vé bdi phan 6ng khi» hoat tinh hodc “cac khoang tréng duy tri* & phia tredc cac cot mao
quan. Viéc nay cé thé gitp tang téc do, don gian hoa va tang do chinh xac ciia quy trinh.

Ngoai ra, tiéu chuén nay dua ra quy trinh TLC don gian dé kiém tra tinh hiéu qua cta qua trinh chuyén
hoéa metyl/metyl hda. Quy trinh nay ciing c6 thé duwoc st dung dé kiém tra cac thanh phan phd bién
cia ddu hodc m& trwée khi qua trinh metyl héa/chuyén héa metyl xay ra.
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1 Pham vi ap dung
Tiéu chuén nay quy dinh phwong phap chuan bi metyl este clia cac axit béo.

Tiéu chudn nay bao gém cac phwong phéap chuén bi cac metyl este clia axit béo tlr ddu m& dong vat va
thie vat, cac axit béo va xa phong. Tiéu chuén nay quy dinh bdn qui trinh metyl héa khac nhau:

a) quy trinh chuyén héa metyl “nhanh” trong diéu kién kiém,;

b) quy trinh metyl hoa/chuyén héa metyl “tdng thé” trong didu kién kidém va tiép theo la axit;

¢) quy trinh chuyén héa metyl st dung bo triflorua (BFs);

d) quy trinh chuyén héa metyl déi véi cac glycerid st dung xuc tac axit.

Cac dan xuét clia metyl este tao thanh dwoc s dung trong cac quy trinh phan tich khac nhau, vi du:
s&c ki khi-ldng (GLC), séc ki I6p mdng (TLC) va phép do phd hdng ngoai (IR).

2 Tailiéu vién din

Cac tai liéu vién dan sau rét cin thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi v&i cac tai liu vién dan ghi
nam cdng b thi p dung phién ban duwec néu. i véi cac tai liéu vién dén khdng ghi ndm cdng b thi 4p
dung phién ban méi nhat, bao gdm ca cac sira @di, bd sung (néu cb).

TCVN 6128 (ISO 661), Ddu mé& déng vét va thuc vat — Chuén bi méu thi.



TCVN 9675-2:2013
3 Cac phan irng

Viéc xac dinh thanh phan axit béo clia ddu va m& 1a mét trong nhitng phép phén tich co ban trong linh
vic ddu m& va duoc néu chi tiét trong Tai ligéu tham khao [9). Béi v&i muc dich ndy, cac thanh phén
axit béo cua lipid thwérng duge chuyén thanh metyl este sau d6 dwoc phén tich bang GC.

Phwong phap “nhanh” (4.2) khdng tao dan xuét cac axit béo tu do (FFA) cé trong dau thanh cac metyl
este cla axit béo (FAME). Néu cé mét FFA, thi thwéng gid dinh réng cac FFA c6 sy phan bd axit béo
giébng nhu triglycerid. Diéu nay thudng dung dbi voi dau thd, nhwng khéng ding hoan toan dbi véi dau
chwng cét phan doan hodc dau tinh luyén. Théng thudng, cac loai dau c6 khéi lwgng FFA < 0,5 % c6 thé
da duoc tinh luyén, trir cac loai ddu ép ngudi; cac loai dau trén c6 thé dwoc coi la dau thé. Néng dé FFA
cho phép trong dau phu thudc vao dau can phan tich va cé ciing muyc dich st dyng FAME. Sy cé mét
FFA trong dau c6 thé cho cac pic bd sung trén sic dd cudi cung va dén dén khé nhan biét cac FAME
tdng hop st dung quy trinh chuyén héa metyl “nhanh”.

Quy trinh “tdng th&"(4.3) tao dén xuét ca este glyceryl 1&n FFA thanh FAME (xem 4.3.1).

Ngwoi phan tich te quyét dinh st dung quy trinh “nhanh” hodic quy trinh “tdng thé” dwa trén ban chét
clia ddu cén phan tich. Du vay, nhin chung thi st dung phweong phap “nhanh” ap dung cho dau cé
ham lugng FFA < 0,5 % khéi lwgng. Phuong phap “téng thé” nén &p dyng dbi véi dau co ham lugng
FFA > 0,5 % phan khéi lwgng. Ngoai ra, néu m& thiy phan mot phan dwgc chuyén héa thanh FAME,
thi c6 thé st dung quy trinh chuyén héa metyl xdc tac axit dwgc quy dinh trong 4.5.

Vi BF, rat dc nén chi str dung phwong phap BF; (4.4) trong ti hat théng gié.

4 Phwong phap ludn

CANH BAO - Trong phwong phap nay cé sir dung cac thuéc thir ddc hai. Phai thwe hién cac
bién phap phong ngira thong thwérng dé bao vé mat va bao vé khéi sy nguy hiém cia cac héa
chét in mén gay chay. Dung dich kali hydroxit trong metanol cé déc tinh.

4.1 Chuan bj miu thiy

M3&u thir phdi & dang 16ng, khd va trong. Tién hanh theo TCVN 6128 (ISO 661) nhung chi lam néng mau
dén trén diém nong chay.

4.2 Phwong phap nhanh
4.2.1 Kha ndng ap dung

Phwong phéap chuyén héa metyl nhanh nay trong diéu kién kidm xGc tac, co thé ap dung dé phan tich
dau m& thue phdm cé chira cac axit béo mach ngén hon axit butanoic (C4:0) va/hoac dé& xac dinh axit
butanoic hodc axit hexanoic (C6:0) bng GC st dung chét chuan ndi.

8
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CHU THICH 1: Quy trinh nay khéng tao din xuét FFA thanh FAME. Ngudi phan tich ¢in leu y riing sy c6 méat clia FFA trong
dung dich cudi ¢6 thé anh hudng dén chét lugng cla phép séc ki khi tiép theo.

CHU THICH 2: Theo COIIT.20/Doc. No. 24:2001 ** thi quy trinh tuong ty cé thé 4p dyng trgc tiép véi cac miu cba cac loai
dau sau:

a) dau dliu nguyén chét cé d6 axit nhé hon 3,3 %;

b) dau 6liu tinh luyén;

¢) dau dliu (hén hop ciia diu dliu nguyén chét va tinh luyén)

d) déu ép ba dliu tinh luyén;

e) diu ép ba dliu (hdn hop clia ddu Bliu nguyén chét va dau ép ba oliu tinh luyén).

4.2.2 Nguyén tic

Cac metyl este dugc tao thanh béng cach chuyén héa metyl, si» dung kali hydroxit trong metanol. Céc
axit béo ty do khdng este héa bang quy trinh nay.

4.2.3 Thuéc thir
Chi str dung céc thudc thir thudce loai tinh khiét phan tich, trir khi c6 cac quy dinh khac.

Cac thube thir khdng dugc tao ra cac pic gay can trér dén cac metyl este clia axit béo trong qua trinh
GC. B4t ky mé thudc thir hodic dung mdi nao méi déu phai dugc kiém tra bing cach st dung ching dé
chuén bi metyl este ciia axit oleic tinh khiét. Néu xut hién céc pic khéng mong muén trong phan tich
GC cubi cung thi loai bd thude thir d6.

4,2,3.1 Metanol, chira lvgng nwéc khdng Ién hon 0,5 %.

4.2.3.2 Nwéce, phi hop véi loai 3 quy dinh trong TCVN 4851 (ISO 3696)™.
4.2.3.3 Natri hydrosulfat, khan.

4.2.3.4 Isooctan (2,2,4-trimetylpentan), loai diing cho séc ki.

CANH BAO - Isooctan Ia chit d& chay va cé nguy co chdy cao. Gi&i han phan thé tich chay nd
12 1,1 % d@én 6,0 %. Chat nay rit ddc khi xam nhap qua dwdng hd hip va dwong tiéu héa. Thao
tac véi dung méi nay trong tu hat thdng khi tét.

4.2.3.5 Kali hydroxit, dung dich trong metanol, néng d chét ¢ = 2 mol/l.

Hoa tan 13,1 g kali hydroxit (khéi lwvgng w = 85 g/100 g) trong 100 ml metanol nguyén chét, lam néng
nhe.
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4.2.3.6 Dung dich chudn ni géc, chi dung cho viéc xac dinh axit butanoic va’hodc hexanoic.

Cén 250 mg metyl este cla axit valeric (metyl pentanoat) (chinh xac dén 0,1 mg) vao binh dinh mirc
mdt vach 50 ml (4.2.4.4). St dung isooctan dé hoa tan miu va thém isooctan dén vach.

4.2.3.7 Dung dich chudn ndi déi chirng, chi dung cho viéc xac dinh axit butanoic va/hoic hexanoic.

Dung pipet (4.2.4.2) thém 10 ml dung dich géc vao binh dinh mirc 100 ml (4.2.4.4) va thém isooctan
dén vach. Tinh néng @6 clia dung dich déi chirng nay.

4.2.3.8 Dung dich natri clorua

Hoa tan 40 g natri clorua trong 100 ml nwérc.

4.2.4 Thiét bi, dung cu

St dung cac thiét bi, dung cu clia phong thir nghiém théng thudng va cu thé nhw sau:

4.2.41 Ong nghigm cé nap vin, dung tich 10 ml, c6 nép dwoc gén véi khép ndi PTFE
4.2.4.2 Pipet, dung tich 0,1 ml, 2 ml va 10 ml, d&p (rng yéu ciu quy dinh trong 1SO 8655-2",
4.2.4.3 Lo dwng miu bang thuy tinh, dung tich 3 ml.

4.2.4.4 Binh dinh mirc mt vach, dung tich 50 ml va 100 ml dap ¢ng yéu ciu loai A quy dinh trong
TCVN 7153 (ISO 1042)?,

4,25 Cach tién hanh

Can khoang 0,1 g méu thir (4.1) cho vao éng nghiém c6 nép vin 10 ml (4.2.4.1). Néu céc axit béo cin
duoc dinh lwgng bang GC st dung chét chun ndi, thi phai can chinh xac phdn mAu thir, nghia Ia dén
0,1 mg. Két qua dugc biéu thj blng phan tram khéi lvgng clia axit béo trong m& hoac diu. Céc két qua
nay khéng nhét thiét phai dang nhu két qua thu dugc béing quy trinh chudn hoa ni.

Dung pipet (4.2.4.2) thém 2 ml isooctan (4.2.3.4) va I4c. Trong trudng hop nhét dinh, c6 thé khong st

dung ¢& mau 0,1 g nhw quy dinh, khi 66 luvgng isooctan thém vao phan miu thir phai duoc thay ddi
twong &ng.

D& xéc dinh axit hexanoic va/hodc butanoic, dung pipet (4.2.4.2) ldy 2 ml dung dich a6 chirng (4.2.3.7)
thay cho isooctan. Trong trwdng hop cu thé, c6 thé can phan tich m& va ddu chira cac lwgng nhé céc
axit béo. Khi d6, thé tich clia dung dich di chirng thém vao miu thir c6 thé gidm twong @ng.

Dung pipet (4.2.4.2) thém 0,1 ml dung dich kali hydroxit trong metanol 2 mol/l (4.2.3.5), day ngay nap
¢6 khép néi PTFE, vén chat nép va lac manh trong 1 min. Dung dich tré nén trong va dyc tr& lai sau

10
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thoi gian ngén vi glycerol tach ra. D& yén khodng 2 min. Thém khoang 2 ml dung dich natri clorua va
l&c trong mét théi gian ngén. LAy 16p isooctan ra va chuyén vao lo mau (4.2.4.3). Thém khoang 1 g
natri hydrosulfat (4.2.3.3) va lac dung dich.

Dung dich iscoctan nay thich hg'p cho phép phan tich GC theo ISO 12966-4".

CHU THICH: Higu qua clia qua trinh tao dén xuét sr dung quy trinh “nhanh” ¢6 thé dugc xac dinh bing TLC dwoc néu trong
Phuy lyc A.

4.3 Phwong phap téng thé
4.3.1 Kha nang ap dung

Phuong phéap chuyén héa metyl/metyl héa téng thé, trong diéu kién xuc tac kiém va axit ké tiép, co thé
4p dung cho tét ca cac loai ddu va mé&, ké ca san pham chuwng cét va dau chiét bing axit, nhung khong
thich hop v6&i ddu lauric. Cac metyl este clia axit béo mach ngén dé bj that thoat trong qua trinh hdi lwu.
Déi voi ddu lauric, nén diing phuong phap quy dinh trong 4.2.

Trong qua trinh metyl héa, cac chét chira cac nhém chirc sau day cé thé bj phan hiy mét phan hodc
hoan toan:

a) cac nhom keto, epoxy, hydroxyl, hydroperoxy;

b) cac nhém cyclopropyl va cyclopropenyl;

c) cac axit béo cua axetylen.

CHU THICH: Theo COIT.20/Doc. No. 24:2001® thi phuong phéap nay cé thé ap dung tryc tiép cho cac méu dau sau:
a) dau bliu nguyén chét c6 a9 axit 16n hon 3,3 %;

b) dau ép ba bliu tho.

4.3.2 Nguyén tic

Thubdc thir kiém lam chuy&n héa metyl déi véi cac este glyceryl thanh cac metyl este cla axit béo; cac
axit béo tw do dwgc chuyén thanh xa phong. Chét xdc tac axit chuyén héa xa phong thanh metyl este
cua axit béo.

CANH BAO - Quy trinh metyl héa phai dwere thire hién trong ta hat théng gié.
4.3.3 Thudc thir

Chi st dung cac thubc thir thudc loai tinh khiét phan tich. Cac thubc thir khdng dwgc tao cac pic gay
can tré dén cac metyl este clia axit béo trong qua trinh GC. Bat ky mé thuéc thir hodc dung méi nao

7 I1SO 12966-4 hién nay dang dugc bién soan.
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md&i déu phai dwoc kiém tra bang cach dung ching dé chuén bi cac metyl este ctia axit oleic tinh khiét.
Néu xuét hién cac pic khéng mong muédn trong phan tich GC cudi cung thi loai bo thube thir dé.

4.3.3.1 Isooctan (2,2,4-trimetylpentan), dung cho sic ki.

CANH BAO - Isooctan la chit dé chay va cé nguy co chay cao. Cac gi®i han phén thé tich chay
nd 1a 1,1 % dén 6,0 %. Chét nay rat déc khi xam nhap qua dwdng hd hdp va dwong tiéu hoa.
Thao tac vé&i dung méi nay trong ti hit théng gio tét.

4.3.3.2 Metanol, chira lwvgng nwéc khong qua 0,05 %.
4.3.3.3 Natri methoxit, dung dich trong metanol, 0,2 mol/l.

Hoa tan 8 g natri hydroxit trong 1 000 ml metanol. C6 thé duwgc chuén bj t& cac dung dich ban san trén
thi trwedng.

4.3.3.4 Phenolphtalein, dung dich trong metanol, 0,2 % khéi Ivgng

4.3.3.5 Axit sulfuric, dung dich trong metanol, 1 mol/l.

Cho 3 ml axit sulfuric 96 % vao 100 ml metanol.

4.3.3.6 Dung dich natri clorua.

Héa tan 40 g natri clorua trong 100 ml nwée.

4.3.3.7 Nwérc, phu hop véi loai 3 quy dinh trong TCVN 4851 (ISO 3696)°.

4.3.4 Thiét bi, dung cu va vat liéu thiy

St dyng cac thiét bi, dung cu ctia phong thtr nghiém théng thudrng va cy thé nhw sau:

4.3.4.1 Binh dinh mirc mét vach, dung tich 10 ml, dai hep, cb mai vé&i ndp day bang thiy tinh mai,
ph hop véi loai 3 quy dinh trong TCVN 7153 (ISO 1042)%.

4.3.4.2 Binh sinh han, TCVN 7157 (ISO 4799)“, c¢é khap néi thiy tinh mai 1&p khit véi ¢d binh.
4.3.4.3 Vién tre séi, khong chira chit béo.

4.3.4.4 Phéu thiy tinh.

4.3.4.5 Pipet, dung tich 0,2 ml, 1 ml va 4 ml, pht hop véi quy dinh trong ISO 8655-21.

4.3.5 Cach tién hanh

Chuyén khoang 50 mg mau thi (4.1) vao binh dinh mirc mét vach cé ¢ biing thiy tinh mai dung tich
10 ml (4.3.4.1).

12
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Cho thém 2 ml natri methoxit trong metanol 0,2 mol/l (4.3.3.3) va vién tro sdi (4.3.4.3) Gi qua phéu
(4.3.4.4).

L&p bg sinh han (4.3.4.2), lac va dun sdi. Hdi luu hén hop cho dén khi dung dich tr& nén trong suét. Déi
voi hdu hét cac loai déu can khoang 5 min, nhung déi véi cac loai diu da b&o hda mach dai hosic rin
hon, thi cé thé kéo dai dén 20 min.

CHU THICH 1 Este sterol cling xa phong héa.

Lay binh ra khdi nguén nhiét, doi cho dén khi qua trinh hdi lwu dirng lai, thao bo sinh han va thém hai
giot dung dich phenolphtalein (4.3.3.4). Thém dw 2 mi axit sulfuric 1 mol/l trong dung dich metanol
(4.3.3.5) cho dén khi dung dich tré nén khdng mau va sau dé dung pipet (4.3.4.5).

Lap b sinh han va dun si lai 5 min. Ngét ngudn nhiét va lam ngudi binh dudi dong nuéc chay. Théo
b6 sinh han ra, dung pipet (4.3.4.5) thém 4 ml dung dich natri clorua (4.3.3.6) va lac.

CHU THICH 2 Théi gian héi lvu dai trong cac didu kién axit ¢6 thé 1am ting sy that thoat axit dodecanoic.

Dung pipet (4.3.4.5) thém 1 ml isooctan, day nat binh va l&c manh 15 s. D& yén cho dén khi hai pha
phan tach. Thém tiép dung dich natri clorua cho dén khi Iép nuéc cham dén phia dwéi ¢b binh. Lop
phia trén chira metyl este phai chira ddy cb binh.

Lop isooctan phia trén thich hgp cho phép phan tich GC theo ISO 12966-4.

CHU THICH 3 Hiéu qua clia qua trinh tao din xuét siv dung quy trinh *tdng th&" cé thé dugc xac dinh bing TLC dugc néu
trong Phy lyc A.

4.4 Chuyén héa metyl sir dung chét xuc tac bo triflorua (BFs)

CANH BAO - Trong phwong phap nay cé sir dung cac thudc thir ddc hai. Phai thwe hién cac
bién phap phong nglra thong thwong dé bao vé mat va bao vé khdi s nguy hiém clia cac hoa
chét &n mén gay chay.

PIEU QUAN TRONG - Bo triflorua 1a chét doc hai. Vi ly do nay, ngwéi phan tich khéng nén
chuén bi dung dich bo triflorua trong metanol tir metanol va bo triflorua.

4.41 Nguyén tac

Trudec tién, trong buéc xic tac bang kiém, cac TAG duoc chuyén héa metyl véi natri hydroxit trong metanol
tao thanh FAME. Cac FFA c6 mat déu dwgc chuyén héa thanh xa phong. Sau dé, trong buéc xic tac
béng axit thi xa phong dugc chuyén thanh metyl este bing phan (ng véi phirc chét bo triflorua- metanol.

Do vay, dé phan tich xa phong va axit béo tinh khiét thi buéc dau tién dung chét xuc tac kiém Ia khong
can thiét va FAME c6 thé dwoc chuén bij trye tiép bang phén (rng véi bo triflorua.
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4.4.2 Kha nang ap dung

Phwong phap nay co thé ap dyng déi voi hau hét cac loai ddu, m& va cac chat dan xuat (cac axit béo,
xa phang) ngoai trir chét béo sira va cac m& chira cac axit béo cé cac nhom déc thu.

Trong qua trinh metyl hoda, cac chét chira cac nhém chirc sau day cé thé bj phan hiy mét phan hoac
hoan toan:

a) cac nhém keto, epoxy, hydroxyl, hydroperoxy;
b) cac nhom cyclopropyl va cyclopropenyl;
c) céac axit béo cla axetylen.

Néu chét béo cé chira cac chét néi trén chi véi lwgng rat nhd (vi dy: ddu hat béng) thi co thé ap dung
phwong phap nay, nguwoec lai thi phai st dung cac phwong phap quy dinh trong 4.2 hodc 4.3.

Déi voi phép GC, dd thu hdi tdi wu clia metyl este tir hén hgp phan (ng thu dwgc bang cach st dung
isooctan. Tuy nhién, chi thu héi dwoc khoang 75 % metyl caproat.

4.4.3 Thudc thir
Chi st dung céc loai thude thir thudc loai tinh khiét phan tich.

Céc thudc thir khong dugc tao cac pic gay can tré dén cac metyl este clia axit béo trong GC. BAt ky
mé thudc thir hodc dung méi méi ndo déu phai dwoc kiém tra biing cach stz dung ching d& chudn bi
metyl este cla axit oleic tinh khiét. Néu xuét hién céac pic khéng mong muén trong phan tich GC cudi
cling thi loai bd thudc thir d6.

4.4.3.1 Nwéec, phi hop véi loai A duge quy dinh trong TCVN 4851 (ISO 3696)°.
4.4.3.2 Natri hydroxit, dung dich trong metanol, khoang 0,5 molil.

Hoa tan 2 g natri hydroxit trong 100 ml metanol chira khéng quéa 0,5 % khéi lvong nuéc.

CHU THICH: Néu dung dich da dwgc bdo quan trong thdi gian dai, thi cé thé hinh thanh mot Igng nhd chét két tia tréng
clia natri cacbonat; diéu nay khéng dnh hwéng dén viéc chudn bi metyl este.

4.43.3 Bo triflorua (BF;), dung dich trong metanol, 12 % khéi lwgng dén 15 % khéi lvong.

4.4.3.4 Isooctan (2,2,4-trimetylpentan), ding cho sic ki.

CANH BAO - Isooctan Ia chét dé chay va c6 nguy co chay cao. C4c gi&i han phin thé tich chay
né Ia 1,1 % dén 6,0 %. Chat nay rit déc khi xam nhap qua dwéng hé hép va dwérng tiéu hoa.
Thao tac véi dung méi nay trong ti hit théng gié tét.
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4.4.3.5 Natri clorua, dung dich nwéc bao hoa.

4.4.3.6 Natri sulfat, khan.

4.4.3.7 Nito, c6 ham lwong oxy < 5 mg/kg.

4.4.3.8 Hexan, dung cho sic ki, chi dung d& lam kho cac metyl este.

CHU THICH Cé thé st dung déu nhe, c6 dai soi tir 40 °C dén 60 °C, da chung cat va khéng ¢é can, tri s& brom nhé hon 1.
4.4.3.9 D6 metyl, dung dich 1 g/l trong 60 % thé tich etanol.

CHU THICH Cac dung dich 14 %, 20 % va 50 % c6 ban s3n trén thj trvong.

4.4.4 Thiét bi, dung cu

St dyng céc thiét bj, dung cy clia phdng thir nghiém thdng thuwéng va cu thé nhw sau:

4.4.4.1 Binh dinh mirc mét vach, dung tich 50 ml hodc 100 ml, dai hep, cd mai véi ndp day bang
thay tinh mai, pht hop véi loai A quy dinh trong TCVN 7153 (ISO 1042)@.

4.4.4.2 B® sinh han, phi hop véi quy dinh trong TCVN 7157 (ISO 4799)", chidu dai hiéu qua tir
20 cm dén 30 cm, c6 khép ndi thiy tinh mai 1&p khit v&i cd cla binh (4.4.4.1).

4.44.3 Vién trg séi, khong chiva chét béo.

4.4.4.4 Pipet chia d§, dung tich 10 ml, phu hgp véi quy dinh trong TCVN 7149 (ISO 835), ¢6 gan véi
bdu cao su, hodc pipet tw ddng, dung tich 10 ml, phit hgp véi quy dinh trong ISO 8655-2"% va cé gén

voi bau cao su.
4.4.4.5 Lo nhé, dung tich 4 ml, ¢6 ndp van.

4.4.4.6 Phéu chiét, dung tich 250 ml, phit hop véi quy dinh trong TCVN 7158 (1SO 4800) ¥, chi dung
dé 1am khd metyl este.

4.44.7 May co quay.
4.4.4.8 Can phan tich, c6 thé doc chinh xac dén 0,001 g.
4.4.5 Cach tién hanh

CANH BAO - Vi tinh ddc hai cua bo triflorua, thic hién metyl hoa trong tu hut théng gié. Can
phai rira tit ca dung cu thiy tinh véi nwéc ngay sau khi stv dung.
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4.4,5.1 Phan mau the

Str dung Bang 1 @& chon c& thich hep cla binh va thé tich clia thudc thir va dung mai can dé metyl
hoa khéi lwgng phan mau thir (4.1).

4,452 Xaphong héa

D6i voi m& va dau, cho phdn mau thir dwoc chon tr Bang 1 vao binh thich hop (4.4.4.1). Thém mot
lwgng thich hop (xem Bang 1) cla dung dich natri hydroxit trong metanol (4.4.3.2) va vién trg soi. Lap
bd sinh han (4.4.4.2) véi binh. Loai bd khdng khi khdi binh bing cach thdi bang dong khi nito khd
(4.4.3.7) ngay trdc khi hdi leu khoang vai phat. Dun hdi lwu cho @én khi cac giot chat béo bién mét,
xoay binh nhe c¥ 30 s dén 1 min dé tranh tao thanh natri hydroxit quanh thanh binh. Thdng thuong
mét 5 min dén 10 min, nhung trong tredng hop dac biét c6 thé 1au hon.

CHU THICH Véi cac dau_co thé hoa tan trong metanol, nhu déu hat thau ddu, thi khéng quan sat dwoc giot dau nao. Do 46,
d6 trong clia dung dich khdng phai 12 bang chirng cua viéc két thic phan (ng.

Chét khong xa phong héa khong loai bd dwoc va ndu cé mét lugng dang ké thi c6 thé gay cén trd dén
phép phan tich tiép theo. Trong tredng hop nay, can bd sung cac thao tac sau day.

Pha log&ng dung dich thu dwgc sau khi xa phong hoa véi nudc (4.4.3.1) va chiét chat khong xa phong
héa béng dietyl ete, hexan hogic du nhe. Axit hoa dung dich nudc va chiét cac axit béo voi isooctan
(4.4.3.4) hodc hexan (4.4.3.8). Chun bj metyl este tir cac chét chiét nay theo 4.4.5.3.

Thém lwong dung dich bo triflorua trong metanol (4.4.3.3) thich hgp (xem Bang 1) qua dinh bd sinh han.

P&i voi cac axit béo va xa phong, dwa phan mau thir dwgce chon tir Bang 1 vao binh dinh mirc thich
hop. Thém lugng thich hop (xem Béng 1) clia dung dich bo triflorua trong metanol vao binh. Lap bd
sinh han véi binh dinh mue.

Bang 1 — Céc diéu kién phan (ng BF; va hwéng dan Iwa chon thudc thiv

Muc dich Phin mau thir | Binh dinh mirc | Dung dich NaOH | Dung dich BF; Isooctan
mg 1 (4.4.4.1) 4.43.2) (4.43.3) (4.4.3.4)
: ml mi mi _v ml
J ti 100 dén 250 50 4 5 tr 1 dén 3
| GLC :

tlr 250 dén 500 | 50 6 7 tr 2 dén 5

tl» 500 d@én 750 100 8 9 {  tr4déns

IR/TLC

| tr 750 dén 1 000 100 10 12 tr 7 Gén 10
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4.4.5.3 Chuéan bj metyl este trong dung dich isooctan

Tiép tuc dun sbi khoang 3 min. D&i voi diu chira cac axit béo mach dai, nh dau ¢, thi tiép tuc dun soi
thém 30 min.

Thém lwong thich hop (xem Bang 1) clia isooctan (4.4.3.4) vao hdn hop dun sbéi qua dinh clia bg sinh han.

Théo binh dinh mirc ra khdi ngudn nhiét va thao binh sinh han ra. Khéng dé cho binh ngudi, ngay lap
terc thém 20 ml dung dich natri clorua (4.4.3.5). Bay chat binh va 1c manh it nhét 15 s.

Thém dung dich natri clorua béo hoa dé dwa merc chat 16ng ctia hdn hop 1&n dén cb binh. D& hai pha
tw phén tach.

Chuyén tir 1 ml dén 2 ml 16p isooctan phia trén vao lp nhd 4 ml (4.4.4.5) va thém mét lvgng nhé natri
sulfat khan (4.4.3.6) dé loai bd vét nuéce.

Dung dich isooctan thu duoc thich hop dé phan tich st dung GC theo ISO 12966-4 nhu sau:
a) bom tryc tiép 1&n cot nhdi ddi véi séc ki khi ldng;
b) pha lodng thich hgp bang isooctan trirdc khi bom khi str dung hé théng cot mao quan;

¢) pha lodng bing dung mai cé nhiét do sbi thap nhuw isooctan trong trwdng hop déc biét khi bom [én
c6t mao quan.

4.4.5.4 Bao quan cac dung dich metyl este

Tét nhit 12 phan tich cac este ngay khi co thé. N&u can, dung dich isooctan chira metyl este ¢6 thé
duoc bao quan trong khi tror dé trong t lanh. D& thoi gian bdo quan dai hon, nén bdo vé metyl este
khéi sy oxi héa biing cach thém chét chéng oxi héa vao dung dich & ndng d6 khong can tr& phép phan
tich tiép theo, vi dy dung dich 2,6-di-t-butyl-4-metylphenol (BHT) 0,05 g/l. Cac metyl este chira metyl
butyrat phai dwoc bao quan trong éng kin va c6 cac bién phap phong ngira dc biét dé khong lam thét
thoat do bay hoi trong qua trinh lam day va lam kin éng.

4.4.5.5 Bao quan cac metyl este kho

Cac metyl este khd khdng c6 dung mdi can dwoc phan tich ngay. Néu cén, co thé bao quan trong khi
tro' & trong tll lanh trong 24 h hodc véi thdi gian dai hon trong diéu kién chan khdng dung trong 6ng
day kin dé trong tl lanh déng.

CHU THICH 1: Trong qua trinh chay GC ciia metyl este, mdt sé thuéc thir nhit dinh c6 thé tao ra cac pic khdng mong mudn
trén @ thj. Dac biét trong suét théi gian bdo quan dai, thi bo triflorua trong metanol ¢6 thé tao ra cac thanh phan lam anh
hu&nQ dén ving cac axit tir C20 dén Caz,

CHU THICH 2: Hiéu qua cla viéc tao din suft c6 thé xac dinh duoc bing TLC nhw trong Phuy luc A.
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4.5 Chuyén héa metyl dbi voi glycerid bang xuc tac axit
4.51 Nguyén tic

Thudc thir metyl héa trong axit tao ra sy chuyén héa metyl clia este glyceryl thanh cac metyl este cua
axit béo. Thuéc thir metyl hda ciing bién @di cac axit béo ty do thanh cac metyl este cla axit béo.

4.5.2 Thubc thir

Chi st dung thuéc thi thudc loai tinh khiét phan tich va nudc cat hodc nwéc da khir khoang hodc
nwéc co chét lvgng twong duong, trir khi co quy dinh khéac.

4,5.2.1 Axit sulfuric, p2(H2S0;) = 1,84 g/ml.
4.5.2.2 Metanol, chira lvgng nwée khéng qua 0,05 %.
4.5.2.3 Thuéc thir metyl héa

Trong khi lam ngudi, dung pipet chia d§ (4.5.3.2) thém tlr tr 1 ml axit sulfuric (4.5.2.1) vao pipet dung
tich 15 ml (4.5.3.5) chi*a metanol (4.5.2.2).

4.5.3 Thiét bj, dung cu
Chi st dung cac thiét bj, dung cu phong thir nghiém thdng thwéng va cy thé nhu sau:
4.5.3.1 Can phan tich, ¢ thé doc chinh xac dén 10 mg.

4.5.3.2 Pipet chia d§, dung tich 1 ml va 5 ml, phit hgp vé&i c4c yéu ciu quy dinh trong TCVN 7149
(1SO 835)"".

4.5.3.3 Ong thuy tinh, dung tich 5 ml

C6 thé diing c4c lo tao dén xuét thich hop khac c6 kich thuéc trong ty @& thay cho cac éng bang thiy
tinh, véi diéu kién 1a dwgc ddy kin dé khdng lam that thoat cac este dé bay hoi.

4.5.3.4 Tu sdy, c6 thé duy tri trong khodng 100 °C dén 110 °C, hoac ndi cach thiy dun séi.
4.5.3.5 Pipet, dung tich 15 mi.

4.5.4 Chuin bj miu thir

Chuén bj mau thi theo quy dinh trong 4.1.
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4.5.5 Cach tién hanh

Dung cén phan tich (4.5.3.1) can 100 mg mau da chudn bj, chinh xac dén 10 mg, cho vao éng thly tinh
(4.5.3.3). Thém 0,4 ml thuéc thir metyl hoa (4.5.2.3). Han kin dng bdng ngon Itra. Gia nhiét 6ng thiy
tinh chira m3u thir 3 h trong ti sdy (4.5.3.4) duy tri trong khodng tir 100 °C va 110 °C hodc trong nédi
cach thay dun sdi (4.5.3.4) thinh thodng trén mau dyng trong éng.

Lam ngudi éng thily tinh va miu dén nhiét do phong dé tach pha hoan toan. M& éng thuy tinh va gi®
mét phan pha ldng phia trén dé phan tich thém. Co thé cin phai pha loang cac este tao thanh béng
dung mai thich hgp.

Dung dich cudi cung thich hop dé phan tich GC theo ISO 12966-4.

CHU THICH Hiéu qua cla viéc tao din suét sir dung quy trinh “tdng th&" c6 thé xac dinh dugc bng TLC nhw trong Phy lyc A.
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Phu luc A

(Tham khao)

Phwong phap séic ki I&p méng dé kiém tra viéc tao din xuét hoan toan

A.1 Pham vi ap dung

Phu luc nay quy dinh phrong phap séc ki I¢p mong (TLC) @& kiém tra xac nhan xem viéc tao dan xuét
thiee hién theo 4.2, 4.3, 4.4 hodc 4.5 da hoan toan hay chwa. Ngoai ra, quy trinh ndy c6 thé cé ich trong
viéc xac dinh thanh phan chung clia du hodc m& trudce khi qua trinh din xuét dwoc thye hién.

A.2 Nguyén tic

Phuong phap TLC dwoc st dung dé tach cac san phdm dn xuét hodc cac thanh phan chung clia m&
va dau truwdc khi tao din xuédt. Cac san phdm dwoc nhan biét theo sw hién thi cla dang axit
molybdophosphoric hodc hién thj st dung hoi iot béng cach so sanh ving san pham hién thi v&i viing
clia cac chét thir nghiém chay trén cing mét dra.

Khi qua trinh tao dan xuét khéng hoan toan thi cac san phdm phan (rng khéng chuyén héa hét, nhu
mono-, di- va triglycerid cling nhu c4c axit béo ty do, vin cé thé nhan biét dwgc véi ndng dd rét thép.

A.3 Thudc thir

A.3.1 Tam TLC/HPTLC chuén bj sdn ho3c tdm nhom, cé cac kich thwéc khac nhau (vi du: 10 cm x
10 cm, 20 cm x 10 cm, 20 cm x 20 cm) dwoc phil bang silica gel 60, d day tir 0,2 mm dén 0,25 mm.
Céac tAm nay c6 thé cat doi thanh cac tAm 50 mm x 100 mm.

A.3.2 Ete diumé, daisdi tr 40 °C dén 60 °C.
A.3.3 Dietyl ete, khong chira peroxit.

A.3.4 Axit axetic bang, 100 % khdi lwong.
A.3.5 Axit molybdophosphoric.

A.3.6 Etanol, 95 % dén 96 % thé tich.

A.3.7 Dung dich axit molybdophosphoric, axit molybdophosphoric (A.3.5) trong etanol (A.3.6),
3,5 % thé tich.

A.3.8 lot tinh thé.
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A.3.9 Pha ddng, hdn hop clia ete ddu md (A.3.2) (85 ml/101,5 ml thé tich) va dietyl ete (A.3.3)
(15 mi/101,5 ml thé tich) va axit axetic (A.3.4) (15 ml/101,5 mi thé tich).

A.3.10 Cac chét thir nghiém, vi dy: cac axit béo ty do, mono-, di- va triglycerid cling nhu cac metyl
este clia axit béo va este propyl.

A.3.11 Kali permanganat.
A.3.12 Axit sulfuric, 95 % dén 97 % khéi lvong.

A.3.13 Dung dich kali permanganat, kali permanganat (A.3.11) trong axit sulfuric (A.3.12), ndng do
khéi lwgng khodng 30 g/l.

A.4 Thiét bi, dung cu va vit liéu thir

A.4.1 Budng sac ki I&p méng, cb vo boc, dl ¢& dé chira cac tAm TLC.
A.4.2 Ong dong c6 nap mai, dung tich 100 ml.

A.4.3 Pipet chia d§, dung tich 2 ml, dwoc chia vach 0,1 ml don v, phi hep véi TCVYN 7149 (ISO 835)1".
A.4.4 Ong mao quan.

A.4.5 Qua bép hinh qua lé.

A.4.6 Gidy loc tim.

A.4.7 Tu sdy, c6 thé duy tri nhiét o & khoang 150 °C.

A.5 Cach tién hanh

A.5.1 TLC sir dung axit molybdophosphoric dé hién thj

A.5.1.1 Chuén bi budng sic ki I&p méng

Xép gidy loc (A.4.6) quanh budng TLC (A.4.1) dé bao hoa dung méi.

Chuyén du pha dong (A.3.9) sang budng TLC dé dat dwoc dd sau khodng 1 cm va day nép. Sau
khodng 30 min budng s&n sang dé st dung.

A.5.1.2 Tinh nang cta phép thir

Dung 1 pl @én 2 pl este hoa tan thu duoc tir 4.2, 4.3, 4.4 hodc 4.5 ciing nhu cac dung dich cla cac
chét ther nghiém (A.3.10), cham thanh cac chdm cach canh dwéi clia tAm (A.3.1) khodng 2 cm va cach
nhau khoang 3 cm st dung éng mao quan (A.4.4).
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D4t tAm nay vao budng TLC da chuén bj (A.5.1.1) va day nép budng sic ky.

Pé dung méi pha dong chay Ién dén dinh tAm. LAy tAm ra khéi budng va dé& khé trong khéng khi & nhiét
dd mai trwéng khoang vai phat.

Phun dung dich axit molybdophosphoric (A.3.7) Ién tdm sic ky va lam khé trong ti sy (A.4.7) khoang
10 min @é c6 thé nhin thdy dwoc cac chét.

Céc este clia cac axit béo bao hoa khé nhin thdy bang axit molybdophosphoric. Trong truéng hop nay
nén dung hdn hop axit sulfuric va kali permanganat (A.3.13) lam thudc thir.

A.5.2 TLC sir dung hoi iot dé hién thj
A.5.2.1 Chuén bj budng sac ki l&p mong
Xép gidy loc (A.4.6) quanh budng TLC (A.4.1) d& bao hoa dung méi.

Chuyén dt pha déng (A.3.9) sang budng TLC dé dat dwoc d6 sau khoang 1 cm va day nip bubng. Sau
khodng 30 min budng san sang dé s dung.

A.5.2.2 Chuén bi budng hién thi hoi iot

Cho vai tinh thé iot (A.3.8) vao mét bubng TLC (A.4.1) khac. Sau khodng 30 min budng sén sang dé
s dung.

Céc tinh thé iot luén phai nhin thdy & day budng.
A.5.2.3 Tinh nang ctia phép thir

Dung 1 ul dén 2 pl este da hoa tan thu dwoc trong 4.2, 4.3, 4.4 hodc 4.5 d& chdm thanh cac chdm céch
canh cla tdm khoang 2 cm tir canh dwéi clia dia (A.3.1) cac chdm cach nhau 2 cm, st dung éng mao
quan (A.4.4). D& dbi chirng, co thé chadm cac dung dich clia cac chét thir nghiém (A.3.10) trén tAm nay
hodc c4c tdm khac.

Dat tAm sang vao budng sic ki da chudn bj (A.5.2.1) va day nép budng.

Pé cho dung méi pha dong chay 1én dén dinh clia tAm sic ki. LAy tAm nay ra khdi budng va @& kho
trong khéng khi & nhiét d§ mdi trwéng khoang vai phut.

Dé dia trong budng hién thi hoi iot (A.5.2.2). Sau vai phat, cac chdm cho thdy xuét hién vi tri clia cac
chét khac nhau.
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A.5.3 Két qua cua phép xac dinh

Qua trinh d&n xuét cho thay hoan tat néu khéng c6 mono-, di- hoac triglycerid hodic cac axit béo co thé
nhan biét ddng thoi véi cac metyl este clia axit béo va este propyl (Hinh A.1). Ly twéng nhét la c6 mat
chédm don & vi tri ciia metyl este dwoc xac dinh bang cach st dung cac chét thir nghiém. Cac chdm
nhd ban dau cho biét cac chét khang chira glycerid (vi du: phospholipid) va cac lipid phan cwe.

Nguéng phat hién ddi véi triglycerid khéng chuyén ddi hodc cac san pham dan xuét la < 0,1 % st dung
axit molybdophosphoric d& hién thj va < 1,0 % sl dyng hoi iét d& hién thij.

-
s & §

(4 7] N

CHU DAN
A Bétdlu
1 Céc metyl este cla axit béo
2 triglycerid
3 céc axit béo ty do
4 diglycerid

5 monoglycerid

Hinh A.1 — Phép thir sic ki I&p mong dé kiém tra viéc tao ddn xuét hoan toan
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