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TCVN 9052:2012

L&i néi ddu

TCVN 9052:2012 duec xay dyng trén co s¢ JECFA 2008, Combined compendium of
food additive specifications, Volume 4: Analytical methods, test procedures and
laboratory solutions used by and referenced in the food additive specifications;

TCVN 9052:2012 do Cuc An toan vé sinh thyrc phim td chirc bién soan, B Y t& d& nghij,
Téng cuc Tiéu chudn Do ludmg Chét ligmg thim dinh, Bd Khoa hoc va Céng nghé cdng bé.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 9052:2012

Phu gia thyre phdm — Xac dinh cac thanh phin hiru co’

Food additives — Determination of organic components

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuin ndy quy dinh phwong phap xac dinh cac thanh phin htru cor trong phu gia thyc phim.

2 Phwong phap thir
2.1 Quy djnh chung

- Chi st dung thubc thir tinh khiét phan tich va st dyng nwéc cit hodic nwéc da loai khoang, trir khi
¢ quy dinh khéc.

— St dung céc thiét bj, dung cu khac cla phdng thir nghiém théng thwdng va s dung cén cé thé can
chinh x4c dén 0,1 mg.

- Viéc 14y mAu khdng quy dinh trong tiéu chudn ndy. Miu duoc glri dén phéng thir nghiém phai 14
mAu dai dién, khdng bi hw hdng hoZc bién adi trong sudt qua trinh bdo quan va van chuyén.

2.2 Phép thir giéi han cac hop chit clo htru cor

2.21 Thubc thir

2211 Axit nitric ddm déic, d = 1,40 g/ml.

2.21.2 Dung djch axit nitric, 10 % (khéi lwgng/thé tich)

Pha lo&ng 105 ml axit nitric 70 % béng nwéc trong binh dinh mirc dung tich 1 000 ml, sau dé thém
nuwédc dén vach.

2.2.1.3 Canxi cacbonat.
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2.2.1.4 Dung djch bac nitrat, 0,1 N.
2.2.1.5 Dung dich so sanh

Thém 0,5 ml dung dich bac nitrat 0,1 N vao 20 ml axit nitric 10 % chira mdt thé tich dung dich axit
clohydric 0,01 N theo quy dinh trong tiéu chun cy thd c6 lién quan.

2.2.2 Céch tién hanh

Cén khodng 0,25 g mu thir, chinh xdc @én 0,001 g, hoa tan trong 10 mi nuére. Axit héa bang axit nitric
(2.2.1.1), loc. Trdn két tha thu duoc véi 0,5 g canxi cacbonat (2.2.1.3), sdy khd va nung. Hda tan cén
trong 20 ml axit nitric 10 % (2.2.1.2) va loc. Thém 0,5 ml dung dich bac nitrat 0,1 N (2.2.1.4) vao dich lge.

Dung dich thu dugc khdng dugc dyuc hon so véi dung dich so sanh (2.2.1.5).

2.3 Cyclohexylamin trong cyclamat
2.3.1 Thudc thir
2.3.1.1 Dung djch da cam metyl - axit boric

Hoa tan 200 mg da cam metyl va 3,5 g axit boric trong 100 mi nuéc, dun néng trén ndi cach thiy dé
hoa tan. D& yén it nhit 24 h va loc trwdce khi dung.

2.3.1.2 Dung djch chudn
2.3.1.2.1 Dung djch chudn gdc cyclohexylamin, 1 mg/ml

Can 100 mg cyclohexylamin, chinh x4c @én 0,1 mg, cho vao binh djnh mirc 100 mi, hda tan trong 50 ml
nwée va 0,5 ml dung dich axit clohydric 10 % (khéi lwrgng/thd tich), thém nwéc dén vach va tron.

2.3.1.2.2 Dung djch chudn trung gian cyclohexylamin, 50 ug/mi

Cho 5 ml dung dich chuin géc cyclohexylamin vao binh dinh mirc 100 ml, thém nuére dén vach va trdn.
2.3.1.2.3 Dung djch chudn 1am vigc cyclohexylamin, 2,5 pg/ml

Cho 5 ml dung dich chuin l1am viéc cyclohexylamin vao binh dinh mirc 100 ml, thém nwéc dén vach va tron.
2.3.1.2.4 Dung djch dinatri etylendiamintetraaxetat

Cho 10 g dinatri etylendiamintetraaxetat va 3,4 g natri hydroxit vao binh djnh mdc 100 ml, thém nwéc
dén vach va tron.
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2.3.1.2.6 Cloroform.

2.3.1.2.6 n-Butanol.

2,3.1.2.7 Metanol.

2.3.1.2.8 Natri sulfat, khan.

2.3.1.2.9 Axitsulfuric, 94,5 % dén 95,5 %.

2.3.2 Thiét b}, dung cy

2.3.2.1 May li tam,

2.3.2.2 Ong li tam, bing thiy tinh, cé nit mai, dung tich 50 ml.
2.3.2.3 Thiét bj do phd, cb thé hoat djng & bwéce séng 520 nm, dwece trang bj cuvet 1 cm.
2.3.2.4 Binh djnh mirc, dung tich 100 ml.

2.3.3 Cach tién hanh

2.3.3.1 Chudn bj dung djch méu thir

Chuyén 25 g mAu thir vao binh dinh mirc 100 ml (2.3.2.4), hda tan trong nudrc rdi thém nwéc dén vach
va trdn.

23.3.2 Xic dinh

Chuyén 10 ml dung dich mAu th va 10 ml dung dich chuén lam viéc cyclohexylamin (2.3.1.2.3) vao
hai dng li tam (2.3.2.2) riéng biét va 10 mi nudc vao mét éng li tam thir ba (miu tréng). Thém vao
mdi éng 3,0 ml dung dich dinatri etylendiamintetraaxetat (2.3.1.2.4) va 15 ml h8n hep cloroform
(2.3.1.2.5) : n-butanol (2.3.1.2.6) (t71& 20 : 1), l&c c4c dng nay trong 2 min va li tam.

Loai bd 1ép nwéc & mbi éng, 14y tir m8i éng 10 ml dung dich cloroform cho vao mét dng li tam khéc.
Thém vao m&i éng 2 ml dung dich da cam metyl - axit boric (2.3.1.1), I&c trong 2 min va li tam. Loai bd
16p nuée & m&i dng va thém vao m&i éng 1 g natri sulfat khan (2.3.1.2.8), lc KT rdi 68 ling.

Chuyén 5 ml ctia m&i I&p dung dich cloroform trong subt & m&i éng vao mét dng nghiém khéc va thém
vao méi éng 0,5 ml h8n hep metanol (2.3.1.2.7) va axit sulfuric (2.3.1.2.9) (t 1& 50 : 1) rbi trén.

Do @ hip thy clia cac dung dich ndy, ding cuvet 1 cm do & bwéc séng 520 nm béng thiét bj do phd
(2.3.2.3) thich hep, dung mAu trdng d& chinh didm 0. DY hép thy cla dung dich miu thir phai khéng
I6én hon @ hép thy clia dung dich chuln (2.3.1.2.3).
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2.4 Dicyclohexylamin trong cyclamat

CHU THICH: Quy trinh nay danh cho sdc ki khi ding cdt nhdi. Néu khdng c6 sin cdt nhdi cho séc ki khi, cb thé ding cit
mao quan cho séc ki khi kidu khdng phan dong. Can phai thiét 1ap didu kién séc ki,

241 Thubc the
2.4.1.1 Dung dich chuln
2.4.1.1.1 Dung djch chudn géc dicyclohexylamin, 1,0 mg/ml

Can chinh xa¢ 100 mg dicyclohexylamin (CiHzN, cé chi 8 khiic xa ciia vach D & 25 °C tir 1,480 dén
1,488, i trong trong ddi d2 tir 0,905 dén 0,915, didm sbi tir 254 °C dén 256 °C) vao binh dinh mirc
100 ml, hda tan trong cloroform va pha lodng dén vach béng cloroform, trén ddu.

2.4.1.1.2 Dung djch chudn trung gian dicyclohexylamin, 100 pg/mi

Cho 10 ml dung dich chun géc dicyclohexylamin (2.4.1.1) vao binh dinh méc 100 ml, thém cloroform
dén vach, tron dau.

2.4.1.1.3 Dung djch chuin Iam viéc dicyclohexylamin, 10,0; 20,0; 40,0; 60,0 va 80,0 ug/ml

Cho 1An lvot 0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 va 8,0 ml dung dich chudn trung gian dicyclohexylamin (2.4.1.2) vao
mét day cac binh dinh méc 10 ml. Thém cloroform @én vach, tron ddu.

2.4.1.2 Dung djch chudn ndi nitrobenzen, 100 mg/500 ml cloroform.
2.4.1.3 Dung djch natri hydroxit, 1 M.

2.4.1.4 Cloroform.

2.4.1.5 Dung djch polyetylenglycol 6000 trong cloreform.

2.4.1.6 Kali cacbonat, dang khan.

2.4.1.7 Khi nito hodc khi heli.

2.4.2 Thiét b}, dung cy

2.4.2.1 Thiét b] séc ki khi, dwgc trang bj detector ion héa ngon Itra.

2.4.2.2 C{t sic ki khi, béng thép khéng gi, dai 1,5 m, dwéng kinh trong tir 3 mm d&n 4 mm, duec
nhdi diatomit (loai dung cho séc ki khi) kich thudc tir 60 mesh dén 80 mesh trong dung dich kali
hydroxit trong metanol. N&ng d$ kali hydroxit phai khodng 3 % so véi nén diatomit.
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2.4.2.3 Thiét bj cét quay chan khéng.

2.4.2.4 Phéu chiét.

2.4.2,5 Binh djnh mdrec, dung tich 2 ml.
2.4.3 Céch tién hanh

2.4.3.1 Chuin bj miu thir

Héa tan 50 g m&u thir trong 300 ml nuwéc, thém 3 ml dung dich natri hydroxit (2.4.1.3), chiét 1an Iwgt
véi 50 ml va 30 ml cloroform (2.4.1.4). Gdp dich chiét, thém vao @6 2 g kali cacbonat khan (2.4.1.6) va
lgc. Réra binh dyng dich chiét vacén trén gidy loc vai 1An, m8i IAn dung 5 ml cloroform (2.4.1.4). Gop
dich rtra va dich loc, dem cét quay chan khéng & 30 °C dén khi cdn lai khodng 0,5 ml va chuyén toan
bd phin dich ndy vao binh dinh mirc 2 ml (2.4.2.5), cho bay hoi dung méi trong binh dinh mirc béng
ludng khi nite (2.4.1.7) dén khi cdn khoang 0,5 ml rdi thém 1 ml dung dich chudn ndi nitrobenzen
(2.4.1.2), thém cloroform (2.4.1.4) dén vach.

2.4.3.2 Didu kién séc ki khi
- Cét: cot shc ki (2.4.2.2).

Cho bay hoi metanol, thém dung dich polyetylenglycol 6000 trong cloroform (2.4.1.5) rdi cho bay hoi
cloroform. Lwgng polyetyleneglycol 6000 phai dat khodng 10 % so véi diatomit;

—~ Khi mang: nite hodic heli (2.4.1.7), Iwu liegng dong phai d3t sao cho thoi gian lwu cla nitrobenzen
khodng 7 min;

— Nhiat 46 ctia bd bom miu: 225 °C;
- Nhiét 6 cot: tlr 130 °C dén 140 °C;
— Nhiét @5 detector: 250 °C.

2.4.3.3 Dyng dwdng chudn

Trdn 1 ml timg dung dich chudn I1am viéc (2.4.1.3) véi 1 ml dung dich chudin ndi (2.4.1.2) va phan tich bing
thiét bj séc ki khi véi detector ion héa ngon Iira (2.4.2.1). Dyng dwéng chun biéu dién sy phy thudc cla ti
sé dién tich pic dicyclohexylamin chia cho pic-chuén ndi vao ndng dd dicyclohexylamin (pg/mi).

2.4.3.4 Xac djnh

Bom dung dich mAu thir (2.4.3.1) vao thiét bj séc ki khi (2.4.2.1) va van hanh thiét bj. Tinh ndng d%
dicyclohexylamin (pg/ml) trong dung dich miu thir dya vao dwéng chuén (2.4.3.3).
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2.4.4 Tinh két qua

Ham lwgng dicyclohexylamin trong miu thir, X, duec tinh bing miligam trén kilogam (mg/kg) theo
cdng thirc sau:

X = C x 0,02
Trong dé:

C 13 ndng @8 dicyclohexylamin trong dung dich mAu thir (2.4.3.1), tinh bing microgam trén
mililit (ug/mt);

0,02 14 hé sé pha loang mAu thir, tinh bing mililit trén gam (ml/g).

2.5 1,4-Dioxan va etylen oxit
2.5.1 Thuébc thir
2.5.1.4 Dung djch chudn

CANH BAO: Etylen oxit va 1,4-dioxan Ia chit dgc va d& chéy. Chudn bj cac dung djch chuin
trong ta hut khéi dwgc théng gié tét.

Thém mét lugng thich hgp 1,4-dioxan vao mét legng xéc dinh clia nuéc khdng chira chit hiu cor
dyng trong mét lo dyng mAu c6 thé a4y kin. X4c dinh khéi lvgng thém vao bang chénh léch khéi
lweng gitka hai l4n can.

CHU THICH: Etylen oxit & nhigt 69 phdng thrrdng & dang khi va thurdmg duge bdo quan trong chai khi c& nhé hodic trong
bom khi nén nhd bing kim loai. Lam lanh chai khi trong tii lanh trérc khi diing.

Chuyén khodng 5 ml etylen oxit 16ng vao binh nit mai 100 ml duwgc 1am lanh trong nuréc da. Ding mét
bom kin hoi diing cho sc ki khi d& duoc a8 trong ta lanh @8 chuyédn mdt lrgng thich hep etylen oxit
16ng vao hdn hop. Day kin ngay dng mAu va I4c. X4c dinh lugng thém vao bing chénh Igch khéi lvgng
gira hai 1an can.

2.5.1.2 Khi nito.

2.5.1.3 Heli.

2.5.2 Thiét bj, dyng cy

2.5.2.1 Thiét bj sic ki khi, dwoc trang b:

~ bd bom mAu khdng gian hoi ty dng can bing &p sult va detector ion héa ngon Ira;

10
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— ¢bt mao quan silica nung chay, kich thwéc 50 m x 0,32 mm (hoéc twong dwong), dwgc bao bing
I&p mang 5 um gdm 5 % phenyl va 95 % etylsiloxan (ho#c twong dwong).

2,5.2.2 Lo khéng gian hei, dung tich 22 ml.

2.5.2.3 Binh cdu day tron bén ¢d, dung tich 5 000 ml.
2.5.2.4 Bom chan khéng.

2.6.3 Cach tién hanh

2.5.3.1 Chuln bj mau thir

Cho 10 g + 0,01 g mAu thir vao mét lo khdng gian hoi 22 ml (2.5.2.2) c6 4p suét, ddy lo bing tAm dém
silicon, 16 xo hinh sao va @ai nhdm an toan chju ép, kep chit dai vao ndp bing kim déng nép. Lic
trong 2 min.

2,5.3.2 Chuln bj miu loai khi

Cho 3 000 g mu thir vao binh ciu day trdn bdn cd dung tich 5 000 ml (2.5.2.3) c6 1&p mdt may
khudy, mét nhiét ké, mét éng phan tan khi, mét bdy da khd, mét vodi néi chan khéng va mét bd dét.
& nhiét d6 phong, hat chan khdng trong binh cin than dén khi dat 4p suét dwédi 1 mmHg, tién hanh
cham @& tranh 13n bot khi. Néu c6 sii thi sau khi @4 hét bot khi, suc béng nito (2.5.1.2), dé ap suét
tang I&n dén 10 mmHg.

Bun néng binh @én 60 °C, khi d6 4p suét ting dén 60 mmHg. Tiép tuc cét trong 4 h, sau d6 d& ngudi
dén nhiét a9 phdng. ©éng bom chan khéng (2.5.2.4) va dé ap suét tr& vé mire binh thudng, trong khi
van syc nito. Thao éng syc ra trwde, sau 6 méi ngét ludng khi thdi. Chuydn miu loai khi sang lo
dyng thich hop chira diy nito.

2.5.3.3 Didu kién van hanh thiét bj

Nhiét d6 cit: T#ng tir 70 °C dén 250 °C véi téec dd 10 °C/min

Nhiét 4o dudng truyén: 140 °C

Nhiét 36 detector: 250°C

Khi mang: Heli (2.5.1.3)

Téc db dong: Khodng 0,8 ml/min

Yéu clu: Trén hai dwéng chuln, khéng didm nao léch hon 10 %.

11
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2.5.3.4 Dyng dwirng chudn

Pha loang hdn hop dung dich chudn (2.5.1.1) bing mAu loai khi (xem 2.5.3.2) véi ti 1& thich hop a&
duoc 4 dung dich c6 ndng @9 cua hai chit thém vao nén miu thi* ndm trong khodng 1 mg/kg dén
20 mg/kg (vi du: 5, 10, 15 va 20 mg/kg). Chuyén 10 ml méi dung dich vao céc lo khéng gian hoi 22 ml
(2.5.2.2) c6 4p suét, @4y o bing tAm d&m silicon, 16 xo hinh sao va dai nhdm an toan chju 4p, kep chit
dai vao nép béing kim d6ng nép. Léc trong 2 min.

Pt cac lo dung dich chuln néu trén vao bé bom miu ty ddng, a4t chuong trinh sao cho miu duec
gitr néng & 50 °C trong 30 min trurdc khi bom phin khéng gian hoi vao hé théng séc ki (2.5.2.1). Pat
ché a6 bom mAu ty ddng: thdi gian rit kim ra 12 0,3 min, théi gian nén ap suét 1 min, théi gian bom
mAu 0,08 min va 4p suét clia lo dwng mAu 13 22 psig ”, khi m& thdng dwoc Iwu théng khi. LAy dién tich
pic clia etylen dioxit va 1,4-dioxan tai thei didm c6 thei gian luu twong dbi 1An et 14 1,0 va 3,1.

Dwng db thj tuyén tinh clia gia trj dién tich pic theo ham lwgng 1,4-dioxan va etylen oxit (mg/kg) trong
mau chuén.

2.5.3.5 Xac djnh

Dit 1o dyng mAu thir (xem 2.5.3.1) vao bd bom mau ty ddng, tién hanh séc ki khdng gian hoi theo quy
dinh tai 2.5.3.4.

Tir dién tich pic thu dwoc clia etylen oxit va 1,4-dioxan, x4c dinh trirc tiép ndng @6 clia chung tr @3 thi.

2.6 Axit fumaric va axit maleic
2.6.1 Thubc thir
2.6.1.1 Dung djch chuin

Can chinh x4c 5 mg chit chuin axit fumaric va 2 mg chét chun axit maleic, cho vao binh dinh mirc
1 000 ml, thém pha ddng (2.6.1.2) dén vach va trén.

CHU THICH: Bdo quan cac chét chuéin trong lo 3y nép kin tranh séng va khong sy khd trwéc khi dang. X4c dinh lvong
nwéc ciia chét chudn axit fumaric bAng phwrong phap chudn @ trérc khi ding, cn didu chinh khi pha dung dich chuén.

2.6.1.2 Dung méi pha ddng

Dung djch axit sulfuric 0,01 N, da loc va loai khi.

" 1 psig = 108,22 MPa.

12
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2.6.2 Thiét bj, dyng cy

2.6.2.1 Thiét bj HPLC, dugc trang bi:

- cdt c6 kich thwéc 30 cm x 6,5 mm (dwéng Kinh trong), hodic twvong dwong, dwgc nhdi hat trao ddi
cation axit manh | styren-divinylbenzen copolyme sulfonat héa & dang hydro (Polypore H cla
Brownlee Lab, hodc twong duwong);

- detector UV, hoat déng & buréc séng 210 nm.
2,6.2.2 Binh djnh mtrc, dung tich 100 ml va 1 000 ml.
2,6.3 Céch tién hanh

2.6.3.1 Chuén bj miu thir

Cén chinh xac khodng 100 mg mu thir vao binh dinh mirc 100 mi (2.6.2.2), thém pha ddng (2.6.1.2)
dén vach va trén.

2.6.3.2 Didu kign van hanh sic ki

Pha dgng: Dung djch axit sulfuric 0,01 N (2.6.1.2)
Buwdc séng phat hién: 210 nm

Nhiét dé cft 37°C+1°C

Lwu lwgng dong Khoang 0,6 ml/min.

2,6.3.3 Kiém tra higu ning

Chuén bj dung dich x4c dinh @ phan gidi bing cach can chinh xac 1 g mau thi, 10 mg chét chuén axit
fumaric va 4 mg chét chudn axit maleic vao binh dinh mirc 1 000 ml, thém pha ddng (2.6.1.2) @én vach va trdn.

Bom dung dich trén vao hé théng HPLC (2.6.2.1) @& thu dwgc sic dd. Do phan gidi gilra pic axit
maleic va pic mau thir khdng dwgc nhd hon 2,5; 46 phan gidi gira pic axit fumaric va pic mau thir
khéng duge nhd hon 7,0 va d lach chuln trong déi thu duoc tir cac 1an bom 13p lai dung dich m3u
thlr khdng dwoc Ién hon 2,0 %.

2.6.3.4 Xac dinh

Bom riéng ré khoang 20 i dung dich miu thir (2.6.3.1) va dung dich chudn (2.6.1.1) vao hé théng
HPLC (2.6.2.1), ghi lai sdc db. Thoi gian lwu teong dbi cla axit maleic 1a khoang 0,6 min, cua axit
maleic 12 khodng 1,0 min va clia axit fumaric I khoang 1,5 min.

13



TCVN 9052:2012

2.6.4 Tinh két qua

Ham Iwgng cla axit maleic va axit fumaric trong miu thiz, X, dwgc tinh bing miligam trén gam theo
cong thirc:

X=C><Vxﬁ,w
w oI

Trong dé:

C 12 ndng @6 cla chét chudn trong dung dich chudn (2.6.1.1), tinh bing miligam trén mililit
(mg/ml);

V 12 dung tich binh dinh méc dung dé chudn bj m3u thi, tinh bing mililit (ml). Trong trudng
hop nay, V=100 ml;

w 4 khéi lwong miu thir, tinh bing gam (g);

rovars 1An lwot 1a @ap (rng clia pic clia chét chudn tuong ng trong dung dich mau thir va dung
dich chuén.

2.7 Dijnh tinh cac thanh phin cia gém
2.7.1 Thudc thi

2.7.1.1 Dung djch axit sulfuric, 10 %.
2.7.1.2 Bari cacbonat.

2.7.1.3 Dung djch metanol, 40 %.
2.7.1.4 Dung méi séc ki A

Hén hop axit formic, metyl etyl xeton, tert-butanol va nwéc theo t1 18 15 : 30 : 40 : 15 (théd tich).

2.7.1.5 Dung médi séc ki B

H&n hop axit axetic bang, cloroform va nwéc theo 1718 74 : 65 : 11 (thé tich).
2.7.1.6 Dung djch hign mau

Dung dich gdm 1,23 g anisidin va 1,66 g axit phtalic trong 100 m! etanol.

2.7.1.7 Chét chudn, dugc quy dinh trong tiéu chuén cy thé c6 lien quan.
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2.7.2 Thiét b, dyng cy

2.7.21 Ban mong silica gel G.
2.7.2.2 Méy cét quay chan khéng.
2.7.2.3 May khudy tir.

2.7.24 Bjlgc.

2.7.3 Céch tién hanh

Pun séi hdn hop gdm 200 mg mAu thir va 20 ml dung dich axit sulfuric 10 % (2.7.1.1) trong 3 h. D&
ngudi va thém mét Irong du bari cacbonat (2.7.1.2), vira thém vira khudy bing may khudy trr (2.7.2.3)
aén khi pH clia dung dich dat dén 7 thi dem loc trong bd loc (2.7.2.4). C8 dich loc bing may cét quay
chan khéng (2.7.2.2) & 30 °C @én 50 °C cho dén khi thu dwgc cin két tinh (hodic d3c sénh). Hoa tan
trong 10 ml metanol 40 % (2.7.1.3), thu dwgc djch thly phén.

Chém céc vét véi thd tich tir 1 pl dén 5 pl dich thdy phan lén vach xuét phét clia hai ban méng silica
gel G (2.7.2.1). Trén cling ban méng @6, chim tir 1 ug @én 10 pg chét chudn (2.7.1.7).

Trién khai mdt bdn mdng trong dung mdi A (2.7.1.4) va mét ban trong dung mdi B (2.7.1.5).

Sau khi trién khai, phun dung dich hién mau (2.7.1.6) va sdy ban méng & 100 °C trong 10 min. Xuét
hién mau vang xanh véi cac hexoza, mau ad véi pentoza va mau nau véi cac axit uronic. So sanh cac
vét clia dung dich mu thir va dung dich chuén déi chiéu va dinh tinh c&c thanh phan chi ra trong tiéu
chuén cy thé c6 lién quan.

2.8 Norbixin
2.8.1 Thubc thir
2.8.1.1 Dung djch chudn norbixin

Can chinh xéc khodng 25 mg dén 50 mg norbixin (a9 tinh khiét khdng nhé hon 89 %) va hoa tan trong
5 ml dung dich NaOH 0,1 M. Chuyén toan bd vao binh djnh mic 50 ml va thém metanol &én vach.

2.8.1.2 Dimetylformamid.
2.8.1.3 Axetonitril, loai dung cho HPLC.
2.8.1.4 Dung djch natri hydroxit (NaOH), 0,1 M.

2.8.1.5 Metanol, loai dung cho HPLC.
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2.8.1.6 Dung djch axit axetic, 2 % (thé tich).

2.8.2 Thiét bj, dyng cy

2.8.2.1 Thiét bj HPLC, dugc trang b bom, bd bom mAu, detector UV/VIS va bd ghi hoic méy tich phan.
2.8.3 Céch tién hanh

2.8.3.1 Chudn bj miu thir

2.8.3.1.1 Miu thir tan trong diu

Can chinh x4c khodng tir 25 mg dén 50 mg miu thir va hda tan trong khodng tr 3 ml dén 5 ml
dimetytformamid (2.8.1.2). Chuyén todn bd vao binh dinh mirc 50 ml va thém axetonitril (2.8.1.3) dén vach.

2.8.3.1.2 Miu chit tan trong nwéc

Can chinh xac khoang tir 25 mg dén 50 mg m3u thir va hda tan trong 5 ml dung dich NaOH 0,1 M
(2.8.1.4). Chuyén toan bd vao binh dinh mirc 50 ml va thém metanol (2.8.1.5) dén vach.

2.8.3.2 Didu kién van hanh séc ki

Cét: Thép khéng gi; 250 x 4,6 mm

Pha tinh: Pha lién két h8n hgp C8 va C18; 5 ym hodc twong ty

Detector: UvwvIs

Nhigt d§ cot: 35°C

Pha déng: DPéng doéng, hdn hgp 65 % dung dich axetonitril (2.8.1.3) va 35 % dung djch

axit axetic 2 % (2.8.1.6)
Lwu lrgng dong: 1,0 ml/min
Thé tich bom miu: 10 pl
Buwédc séng phat hién: 460 nm
Théi gian chay: 40 min
CHU THICH: Thei gian leu ciia norbixin x&p xi 10 min.
2.8.3.3 Xéac djnh

Bom dung dich mau thir (2.8.3.1) vao hé théng séc ki va tién hanh theo cac didu kién quy dinh tai 2.8.3.2.
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2.8.4 Tinh két qua

Ham lurgng norbixin ¢b trong miu thix, X, dugre tinh bing phin trim khéi lvong (%) theo cdng thirc sau:

= Axw, x Py
A xw

X x100

Trong d6:
A A dién tich pic clia dung dich m3u thi;
As  ladién tich pic clia dung dich chuln;

P, 13 dd tinh khiét clia chit chudn, dwoc bidu didn bing phdn khéi lgng norbixin trong
norbixin chudn (vi du 0,99 ndu chét chuln c6 dd tinh khiét 89 %);

ws 12 khéi lwvgng clia m3u chudn, tinh bdng miligam (mg);
w  lakhéi lvgng clia miu thiz, tinh bing miligam (mg).

2.9 Phép thir giéi han oxalat

291 Thubc thir

2.9.1.1 Axit clohydric, dam dic.

2.9.1.2 Dung dich phenylhydrazin hydroclorua, 1 %.

2.9.1.3 Dung djch kali hexacyanoferat (lll), 5 %.

2,9.1.4 Dung djch axit oxalic, 0,005 %.

2.9.2 Thiétbj, dung cy

2.9.21 Ndicéch thiy.

2.9.2.2 Ong dong, c6 nit mai,
2.9.3 Céch tién hanh

Hda tan 0,5 g méu thir trong 4 ml nuéc, thém 3 ml axit clohydric dam dédc (2.9.1.1) va thém tiép1g
k&m hat. Lam néng 1 min trong ndi cach thliy (2.9.2.1) dang sbi. D& yén 2 min & nhiét d$ phong, gan
|6p dung dich phia trén vao éng-nghiém chira 0,25 ml dung dich phenylhydrazin hydroclorua 1 %
(2.9.1.2). Trdn ddu, dun dén sdi va 1dm ngudi ngay. Chuyén dung dich nay vao éng dong c6 nit mai
(2.9.2.2) va thém 3 mi dung dich axit clohydric dam ddc (2.9.1.1). Thém 0,25 ml dung dich kali
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hexacyanoferat (Ill) 5 % (2.9.1.3), trdn va @8 y&n 30 min.

Mau clia dung djch tao thanh khdng dugc dadm hon mau cla dung dich so sanh dugc pha twong ty
nhu trén, nhung thay mau thir bdng 4,0 ml dung dich axit oxalic 0,005 % (2.9.1.4).

2.10 Xac djnh polyol bing sic ki I&p méng
2.101 Thuébc thir
2.10.1.1 Dung dich axit 4-aminobenzoic

Hda tan 1 g axit 4-aminobenzoic trong h&n hop dung mbéi gdm 18 ml axit axetic, 20 ml nwéc va 1 mi
axit phosphoric.

Chuén bj thudc thir ndy ngay treéc khi ding.

2.10.1.2 Dung djch natrl periodat, 0,2 % (khéi lgng/théd tich).

2.10.1.3 Dung mdi pha ddng

H&n hgp gdm propanol, etyl axetat va nwéc theo ti 18 70 : 20 : 10.

2.10.1.4 Axeton.

2.10.1.5 Dung djch chudn polyol, dwgc quy dinh trong tiéu chudn cy thé c6 lign quan.
2.10.2 Thiét bj, dyng cy

2.10.2.1 Ban moéng silica gel.

2.10.3 Céch tién hanh

2.10.3.1 Chuén bj dung djch miu thir

Chuin bj dung dich mAu thir theo quy dinh trong tiéu chudn cy thé c6 lién quan.

2.10.3.2 Xac djnh

Ché4m riéng 2 pl ctia dung dich mAu _thir (xem 2.10.3.1) va 2 pl dung dich chudn (2.10.1.5) I&n ban
s&c ki. Trién khai séc dd mét doan hon 17 cm véi pha ddng (2.10.1.3). P& ban mdng khd ngoai
khdng khi va phun h&n hep gdm dung dich axit 4-aminobenzoic (2.10.1.1) va axeton (2.10.1.4) theo
{7 1& 2 : 3. SAy ban méng & 100 °C trong 15 min. Phun dung djch natri periodat (2.10.1.2). S4y ban
maéng & 100 °C trong 15 min.
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Vét chinh thu dugc trén sic dd Tla dung dich miu thé phai twong (ng v& vj tri, mau séc va kich
thwére véi vét thu durge tir dung dich chuln.

2.11 Axit pyrolidon carboxylic

2.11.1 Thudc thir

2.11.11 Dung djch chudn

Dung djch mononatri L-glutamat 0,5 % chira axit pyrolidon carboxylic véi ham lwgng 1,25 mg/ul.
2.11.1.2 Dung djch kali iodua-tinh bt

Khudy va dun néng 0,5 g tinh bt trong khoang 50 ml nwéc dén khi hd héa, a8 ngudi rdi thém 0,5 g
kali iodua va nuéc dén 100 ml.

2.11.1.3 Dung mdl pha ddng

H3n hep gdm n-butanol, axit axetic bing va nwéc theo ti1é thé tich2: 1: 1.
2.11.1.4 Silica gel.

2.11.1.5 Natri hypoclorua.

211.1.6 Axit clohydric, dam déc.
211.1.7 Etanol.

2.11.2 Thiét bj, dyng cy

2.11.21 Ban méng séc ki.

2.11.2.2 Céc c6 md, dung tich 50 ml.
2.11.3 Céch tién hanh

2.11.3.4 Chuln b| miu thir

Chuén bj dung dich m3u thi 0,5 %.
2.11.3.2 Xac djnh

Tién hanh séc ki bdn méng v&i 2 pl dung dich miu th(r (xem 2.11.3.1) va 2 pl dung dich chudn
(2.11.1.1), st dyng chét hip phuy silica gel (2.11.1.4).
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Trién khai dung méi (2.11.1.3) mét doan khoadng 10 cm ké tir vj tri chdm séc ki, 88 khd bin mdng
ngoai khéng khi trong 30 min.

Ciing thoi gian 86, chudn bj mét binh séc ki twong ty, trong binh @3t mdt cdc c6 md 50 mi (2.11.2.2)
chira khodng 3 g natri hypoclorua (2.11.1.5); thém tir tir 1 ml axit clohydric (2.11.1.6) vao cdc @2 tao
khi clo; @4y nép binh va & yén trong 30 s a8 bio hda hoi clo. Dt ban mdng khd vao binh nay, ddy
nép binh va @8 yén trong 20 min. L4y ban mdng ra, & 10 min trong khéng khi va phun etanol
(2.11.1.7). Sau khi khd, phun dung dich kali iodua-tinh bt (2.11.1.2) va quan sat ban méng dudi 4nh
sang thudng ngay sau khi vét chudn xaét hién.

Phép thlr am tinh néu khéng c6 vét twong (rng véi axit pyrrolidon carboxylic chuln dwgc phét hién
trong miu thir (46 nhay 0,2 %).

2.12 Céc chét d& carbon héa
2.124 Thubc thir
2.121.1 Dung djch mau chuin

Mét diy 20 dung dich mau miu dugc ding lam chudn, m&i dung dich dwgc ki hiéu bdng mét chir cai
va thanh phin ciia dung dich dugc quy dinh trong Bang 1. D& pha dung dich mau mAu theo quy dinh,
14y mdt thé tich dung dich thir mau (T SC) va nuéc theo quy dinh vao cac 8ng so mau va tron.

2.12.1.2 Dung djch axit sulfuric, ndng dd khoang tir 94,5 % aén 95,5 %.
2.12.2 Thiét bj, dung cy

2.12.2.1 Ong so mau, 1am béng thiy tinh khéng mau chiju dwgc axit sulfuric.
2.12.3 Céch tién hanh

Thém mét lrgng chét thir theo quy dinh tai tiéu chudn cy thd, a4 dugc nghién thanh bt min néu fa
chét rn, vao mét éng so mau bing thily tinh khéng mau chju dugc axit sulfuric (2.12.2.1) va ¢ chira
mot thd tich axit sulfuric (2.12.1.2) theo quy dinh.

Khudy hén hep bing dta thiy tinh @én khi tan hoan toan, 8 yén trong 15 min néu khéng cé quy dinh
khac va so sanh mau clia dung dich nay véi dung dich mau chudn (2.12.1.1) dwgc chi dinh. Dung dich
mau chuén cling dugc deng trong éng so mau bing thly tinh khéng mau va c6 dwéng kinh trong
bing dwéng kinh clia éng so mau dyng dung dich miu thl. Quan sat mau theo chiu ngang trén nén
st trdng ho#c thiy tinh tréng.

Néu cAn dun néng d hda tan dén chit thir trong axit sulfuric (2.12.1.2) thi trdn mAu thir va axit sulfurie
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trong éng nghiém, dun néng theo quy dinh tai tiéu chuin cy thd, d& ngudi rdi méi chuyén dung dich
sang éng so mau.

Bang 1 - Thanh phin cia céc dung djch mau chuin

Dung dich miu Phan coban (I1) Phn sét (II) clorua | Phan ddng (II) sulfat Phin nude
clorua TSC TSC TSC
A 0,1 0.4 0.1 44
B 0,3 0,9 0,3 85
C 01 06 0,1 42
D 03 - 0,6 0,4 37
£ 04 1.2 0,3 31
F 03 1,2 0,0 35
G 0,5 1,2 02 31
H 0,2 1,5 0,0 33
| 0,4 2,2 0,1 2,3
J 0,4 35 0.1 1,0
K 05 4,5 0,0 0,0
L 08 3,8 0,1 0,3
M 0.1 2,0 0,1 2,8
N 0,0 4,9 0,1 0,0
0 01 _ 48 0,1 0,0
P 02 0,4 0,1 43
Q 0,2 03 0,1 44
R 0,3 0,4 0,2 41
S 02 0,1 0,0 47
T 0,5 05 04 36
CHU THICH: C4c dung djch tir A dén D ¢6 mau vang nau nhat, cac dung dich tir E @én L c6 mau vang dén vang dd, céc
dung dich tir M dén O c6 mau vang luc va cic dung dich tir P dén T ¢6 mau hing tuoi.

243 Céc chit khir (tinh theo glucoza)
2.13.1 Phwong phép thd tich
2.13.1.1 Thubc thir

2.13.1.1.1 Dung djch adng (1) xitrat kidm

Pun nhe @& hda tan 173 g natri xitrat ngdm hai phan t& nwdc (CeHsNas0;.2H,0) va 117 g natri
carbonat ngadm mét phan t& nwéc (Na;C0s.H,0) trong khodng 700 ml nuwéc, Igc qua gidy loc, néu can.
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Hoa tan riéng 17,3 g ddng (Il) sulfat ngdm nim phén t& nwdc (CuSO,.5H,0) trong khodng 100 ml
nudc. Vira khudy ddu vira thém tir tir dung dieh ddng (11) sulfat vao dung dich mubi natri ban dau. D&
cho dung dich ngudi rdi pha lo&ng bing nwéc dén 1 000 mi va tron.

2.13.1.1.2 Dung djch axit axetic, 10 %.

2.13.1.1.3 Dung djch lot, 0,1 N.

2.13.1.1.4 Dung djch axit clohydric, 10 % (khdi lwgng/thé tich).
2.13.1.1.5 Dung djch natri thiosulfat, 0,1 N.
2.13.1.1.6 Hb tinh bt

Khudy 1 g tinh bét trong 10 ml nwdc lanh, sau d6 vira khudy ddu vira rét vao 200 ml nwéc sdi. Bun sbi
cho @én khi thu dwec chét 18ng loAng va trong subt (néu dun qua mirc cn thiét, h tinh bdt s& gidm a9
nhay). D8 I4ng, gan phn 1dng phia trén d& sir dyung.

Chun bj méi dung dich truére khi diing.
2.13.1.2 Thiét bj, dung cy

2.13.1.2.1 Binh nén, dung tich 250 ml.
2.13.1.2.2 Buret.

2.13.1.2.3 Pipet.

2.13.1.3 Céch tién hanh

Can chinh xac khoang 1 g mau thir vao binh nén 250 mi (2.13.1.2.1), héa tan trong 10 ml nwéc, thém
25 mi dung dich @dng (Il) xitrat kidm (2.13.1.1.1) va @4y binh biing mét cbc c6 mé nhé. Bun sdi nhe trong
4ung 5 min va 1am ngudi nhanh dén nhiét 4§ phdng. Thém 25 ml dung dich axit axetic 10 % (2.13.1.1.2),
10,0 ml dung dich iot 0,1 N (2.13.1.1.3), 10 ml axit clohydric lo&ng (2.13.1.1.4) va 3 ml hd tinh bdt
(2.13.1.1.6), chufin @ bling dung dich natri thiosulfat 0,1 N (2.13.1.1.5) @é&n khi m4t mau xanh.

2.13.1.4 Tinh két qua
Ham lwong cac chét khir tinh theo D-glucoza, X, dugc tinh b&ng phn tram khéi iwgng (%) theo cdng thirc:

x=(V,xN,-V2xN2)x2,7
w
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Trong dé:

V,  la thd tich cGa dung dich iot, tinh béing mililit (ml);
N, 1a ndng d6 dwong lwgng clia dung dich iot, tinh bdng dwong Iweng mol trén lit (eq/l);
V. 12 th8 tich clia dung dich natri thiosulfat a3 dung dé chudn @9, tinh bang mililit (ml);

N, 13 ndng dd dwong lwgng cla dung dich natri thiosulfat, tinh bing dwong lwgng mol trén
lit (eq/l);

2,7 14 hé sb chuyén dbi ra D-glucoza, dwgc xac dinh bang thire nghigém;
w 12 khéi lvgng mAu thr, tinh bdng gam (g).
2.13.2 Phuong phép khéi lwgng
2.13.21 Thubc thir
2.13.2.1.1 Dung djch déng (ll) sulfat, 12,5 % (khéi lwgng/thé tich).
2.13.24.2 Dung djch tartrat kiém

Hoa tan 34,6 g kali natri tartrat (mudi Rochelle) va 10 g natri hydroxit trong nwéc, pha loang dén 100 ml,
d8 yén trong 2 ngay va loc qua béng thiy tinh.

2.13.2.2 Thiét bj, dung cy

2.13.2.2.1 Binh nén, dung tich 400 ml.
2.13.2.2.2 Chén loc Gooch, bing st.
2.13.2.3 Cach tién hanh

Hda tan 7 g mau thir trong 35 ml nwéc trong binh nén 400 mi (2.13.2.2.1) va tron. Thém 25 ml
ddng (Il) sulfat (2.13.2.1.1) va 25 ml tartrat kidm (2.13.2.1.2). D&y nép binh, dun néng véi téc d6 sao
cho h&n hgp s8i sau khoadng 4 min va dé sdi trong dung 2 min. Loc két tda ddng (1) oxit qua chén loc
Gooch st (2.13.2.2.2) a4 biét trwde khéi lwgng, chén loc nay dugc rira béng nwdc néng, etanol va
ete, sy & 100 °C trong 30 min. Rira kT ddng (I) oxit thu dugc biing nuéc néng, sau d6 béng 10 mi
etanol va cubi cling bding 10 mi ete, sdy & 100 °C trong 30 min.

Khéi Itgng ddng (1) oxit khéng dwec Ién hon gidi han quy dinh trong tiéu chuan cy thé c6 lién quan.
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2.14 Tap chittrong chit didu vj
2.141 Thubc thir
2.14.1.1 Dung méi khal tridn

H&n hop gdm dung dich amoni sulfat bio hda, dung dich natri axetat 13,6 % (khéi lwgngithé tich) va
isopropanol theo 17 1& thé tich 80 : 18 : 2.

2.14.1.2 Xenluloza vi tinh th.
2.14.2 Céch tién hanh

Chu?n bj dung dich mAu thir theo quy dinh trong tiéu chuln cy thé c6 lién quan. Tién hanh séc ki 16p
mdng véi dung méi khai trién 1a hén hgp gdm dung dich amoni sulfat bao hda, dung dich natri axetat
13,6 % (khéi lwgng/thd tich) va isopropanol (2.14.1.1), chét hip phy Ia xenluloza vi tinh thé (2.14.1.2).

Tridn khai s&c @b mét doan khodng 10 cm tinh tir v&t chdm séc ki, d& bdn mdng khd ngoai khdng khi
va quan sat dudi anh sang tir ngoai (254 nm) & noi téi.

Phép thir dat yéu cAu néu chi phét hién mt vét axit 5'-guanylic hodc axit 5™-inosinic.

2.15 Dw lwgng dung mdi

2.15.1 Phwong phép | (tién hanh trong nwérc)
2.15.1.1 Thudc thir

2.15.1.1.1 Dung djch chuln ndi

Cho 50,0 ml nwéc vao 1o deng miu 50 mi, ddy nép. Can lo dyng mau, chinh xac dén 0,01 mg, réi
bom vao éng 15 pl 3-metyl-2-pentanon qua tdm d&m va can lai lo dyng méu.

2.15.1.1.2 Heli.
2.15.1.2 Thiét bj, dung cy
2.15.1.2.1 Thiét b] sic ki khi, st¥ dyung bd 14y m3u khdng gian hoi.

215.1.2.2 Cét silica nung chay, dai 0,8 m, dwdng kinh trong 0,53 mm, DB-wax, |&p mang day 1 pm,
ho#c twong dwong.

2.15.1.2.3 C#t silica nung chdy, dai-30 m, dwdng kinh trong 0,53 mm, DB-1, Iép mang day 5 pm,
hodc twong duwong.
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2.15.1.24 Lo dwng miu, dung tich 50 ml.

2.15.1.3 Céch tién hanh
2.15.1.3.1 Chuln bj miu thir

Cén chinh x4c 0,20 g miu thi¥ vao lp dwng miu (2.15.1.2.4). Thém 5,0 mi nwéc va 1,0 ml dung dich
chudn ndi (2.15.1.1.1). Lam néng & 60 °C trong 10 min va l4c manh trong 10 s.

2.15.1.3.2 Dung djch miu tring

Can chinh xéc 0,20 g mu tring (c6 ham lwgng dung mdi rit thdp) vao lo dyng miu (2.15.1.2.4).
Thém 5,0 ml nwéc va 1,0 ml dung dich chudn ndi (2.15.1.1.1). Lam néng & 60 °C trong 10 min va l&c
manh trong 10 s.

2.15.1.3.3 Dung djch higu chuin

Can chinh x4c 0,20 g miu triing (c6 ham lwgeng dung mai rat thip) vao lo dyng miu (2.15.1.2.4).
Thém 5,0 ml nwéc va 1,0 ml dung dich chudn ndi (2.15.1.1.1). Can lo dyng miu, chinh xac dén 0,01
mg. Bom mét thé tich xac dinh clia thanh phin cAn phan tich qua tdm d&m va cén lai lp dyng mau.
Lam néng & 60 °C trong 10 min va I&c manh trong 10 s.

2.15.1.3.4 Didu kién van hanh

Khi mang: Heli (2.15.1.1.2)
Téc a9 dong: 5 mi/min & 4p suét 208 kPa
Detector: FID
Cot: cbt silica nung chay (2.15.1.2.2) ndi voi cét silica nung chay (2.15.1.2.3)
Nhigt d
Bom miu: 140 °C
Didu kién 16 35 °C trong 5 min, sau d6 téng nhiét d§ v&i téc 49 5 °C/min dén 80 °C va

gilr trong 6 min & 90 °C
Detector: 300 °C
Nhiét do 1dam néng méu: 60°C

Théi gian lam néng mau: 10 min
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Nhigt 46 clia bom: 70°C
Nhiét dd duwdng truydn: 80°C
Bom mu khi: 1,0 ml kidu phan déng
CHU THICH: Céc dung mai durgc ligt ké trong bing sau c6 thd duge xac dinh biing phuong phép sic ki khi khdng gian hoi.

Ciing c6 thd st dyng phirong phép ndy a8 xac dinh isobutyl axetat va metyl axetat. Tuy nhién, chua xac dinh dugc khodng
thei gian lru clia hai chét nay.

Dung mél Thoi glan lweu, min-t Dung méi Thid gian luu, min
Etanal 281 Etyl axatat 10,05
Metanol 2,93 Cloroform 10,33
Etanol —4,09 2-Metyl-1-propanol 11,05
Etannitril 4,55 1-Butanol 12,79
Propanon 4,76 Hexametyldisiloxan 14,42
2-Propanol 523 Propyl axetat 14,97
Ethoxyetan 567 4-Metyl-2-pentanon 16,18
2-Metyl-2-propanol 6,21 Pyridin 16,39
Diclometan 6,45 3-Metyl-2-pentanon 16,90
1-Propanol 7.78 Toluen 18,25
Trimetylsilanol 8,41 Butyl axetat 2081
2-Butanol 9,61

2.15.1.3.,5 Xac djnh

Pt cac dung dich mAu thir (2.15.1.3.1), dung dich mAu tréng (2.15.1.3.2) va dung dich hi¢u chudn
(2.15.1.3.3) vao khay mAu ciia hé théng séc ki khi khéng gian hoi FID (2.15.1.2.1). Bom miu khéng
gian hoi.

2.151.4 Tinh két qua

Dw lwgng clia m3i dung mai ¢é trong méu thir, X, dwee tinh bing miligam trén gam (mg/g) theo céng
thirc sau:

X = Axw, xC
50xw

Trong dé:
A 14 dién tich pic twong adi ctia dung méi cin phan tich;

w; la khéi lgng ciia chét chudn ndi, tinh bing miligam (mg);
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w 12 khéi lvgng miu thir duoc duwa vao lo dyng mau, tinh bing gam (g);

50 14 dung tich clia lg dyng mAu, tinh bang mililit (ml);
C 14 hé sb hiéu chudn (xem 2.15.1.3.3), duorc tinh nhu sau:

= ws x50
ws x(F -G)

Trong dé:
ws |3 khdi lvong cla thanh phin cAn phén tich sir dung d8 hiéu chudin, tinh béng miligam (mg);
wys 12 khdi leong chat chuin ndi sz dung @& hiéu chudn, tinh bang miligam (mg);
F  ladién tich pic trong @8i clia thanh phin cAn phan tich trong dung dich hiéu chuan;
G ladién tich pic twong déi ciia ciing thanh phn cAn phan tich trong dung dich miu tréng.
2.15.2 Phwong phép Il (tién hanh trong metanol)
2.15.21 Thudc thir

2.15.2.1.1 Dung djch chudn ndi

Cho 50,0 ml metanol vao lo dwng mAu cé dung tich 50 ml, day nép. Can lo dwng mau, chinh xac dén
0,01 mg va bom vao 15 pl 3-metyl-2-pentanon qua tAm dém cao su. Can lai lo dwng mau va trn.

2.15.21.2 Dungdjch A

Cho 50,0 ml metanol vao lo dwng mAu cé dung tich 50 ml, day nép. Can lo dyng mdu, chinh xac dén
0,01 mg va bom vao 50 pl thanh phin cin phan tich qua thm dém cao su. Can lai lo dwng mAu va trdn.

2.15.21.3 Metanol.
2.15.21.4 Heli.

2.15.2.2 Thiét bj, dung cy
Xem 2.15.1.2.

2.15.2.3 Céch tién hanh
2.15.2.3.1 Chuén bj miu thir

Can chinh xac 0,20 g mau thtr vao lp dyng mau (2.15.1.2.4). Thém 5,0 ml metanol (2.15.2.1.3) va
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1,0 ml dung dich chuén ndi (2.15.2.1.1). Lam néng & 60 °C trong 10 min va lic manh trong 10 s.
2.15.2.3.2 Dung djch miu tring

Can chinh x4c 0,20 g miu tréng (c6 ham lugng dung mai rét thip) vao lo dyng miu (2.15.1.2.4).
Thém 5,0 ml metanol (2.15.2.1.3) va 1,0 ml dung dich chudn ndi (2.15.2.1.1). Lam néng & 60 °C
trong 10 min va l&c manh trong 10 s.

2.15.2.3.3 Dung djch hiu chudn

Cén chinh x4c 0,20 g miu trdng (c6 ham lwgng dung mdi rit thdp) vao lo deng miu (2.15.1.2.4).
Thém 4,9 ml metanol (2.15.2.1.3), 1,0 ml dung djch chuln ndi (2.15.2.1.1) va 0,1 mi dung dich A
(2.15.2.1.2). Trdn ddu va lam néng & 60 °C trong 10 min va lic manh trong 10 s.

2.15.2.3.4 Didu kign vén hanh
Xem 2.15.1.3.4.

2.15.2.3.5 Xac djnh

Xem 2.15.1.3.5.

2.15.2.4 Tinh két qua

Du lwgng ciia m3i dung mdi cé trong miu thir, X, dugec tinh bing miligam trén gam (mg/g) theo céng
thire sau:

- Axw,xC
T 50xw

Trong da:
A 1A dién tich pic twong @6i clia dung méi cin phan tich;
wy 13 khéi lvgng clia chét chudn ndi, tinh bing miligam (mg);
w 12 khdi lvgng miu thir dugc dua vao o dyng miu, tinh bdng gam (g);
50 14 dung tich ctia l¢ dyng mau, tinh bing mililit (ml);

C 12 hé sé hidu chuin (xem 2.15.2.3.3), dugc tinh nhu sau:

Ws

C = X (F-G)x10
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Trong do:

ws 13 khéi lvgng clia thanh phdn cin phan tich si dung d& hiéu chuln, tinh bing miligam
(mg);

wys  1a khéi lgng chét chudn ndi st dung a8 hidu chulin, tinh bing miligam (mg);
F  ladién tich pic twong dbi clia thanh phin cAn phan tich trong dung dich chuln;

G  ladién tich pic twong déi clia thanh phan cAn phén tich trong dung dich miu tréng.

216 Cac toluen sulfonamid trong sacarin
2.16.1 Thubc thir

2.16.1.1 Metylen clorua (diclometan).
CHU THICH: Sir dung thubc thir loai tinh khiét sic ki hodic dung méi tinh khidt dugc cit bAng dung cu toan thiy tinh,
2.16.1.2 Dung djch chudn ndi

Can chinh xac khodng 100 mg n-tricosan 95 % vao binh dinh mirc 10 ml, hda tan trong n-heptan, pha
lo&ng dén vach bang n-heptan va trdn.

2.16.1.3 Dung djch chuln géc

Céan chinh xadc khodng 20 mg mdi chét o-toluen sulfonamid va p-toluen sulfonamid vao binh dinh mic
10 ml, héa tan trong metylen clorua (2.16.1.1), pha lodng dén vach béng metylen clorua va trén.

2.16.1.4 Dung djch chuin 1am viéc

Dung pipet |4y vao 5 binh dinh md&c dung tich 10 ml 14n lwet 0,1; 0,25; 1,0; 2,5 va 5 m! dung dich
chudn gbc (2.16.1.3). LAy 0,25 ml dung dich chuin ndi (2.16.1.2) cho vao mdi binh, pha loang dén
vach bdng metylen clorua va trén. Cac dung dich ndy chira 250 pg n-tricosan va cé thém IAn lwot
20, 50, 200, 500 va 1 000 pg/ml mdi loai toluen sulfonamid.

2.16.1.5 Dung djch natri cacbonat, 10,6 % (khéi lwgng/thd tich).
2.16.1.6 Diatomit, loai diing cho sic ki (Celite 545 hoic twong dwong).
2.16.2 Thiét b}, dyng cy

2.16.2.1 H@ théng sic ki khi, dugc trang bj detector ion héa ngon Ilra va cét thity tinh dai khoang
3 m va dudng kinh trong 2 mm dwoc nhdi metyl phenyl silicon 3 % trong silica diatomit da nung va
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silan héa loai tir 100 mesh d&n 120 mesh.
2.16.2.2 C¢t tach, loai cdt nhdi kich thurdrc 25 mm x 250 mm hodic twong duong.

2.16.2.3 Ong cb dic, dugc ndi véi mot cit Snyder ci tién, dung bép abt néng bng, kidu Kontes va
duy tri nhiét 4§ & 90 °C.

2.16.3 Céach tién hanh

2.16.3.1 Chudn bj miu thir

Hoa tan 2 g miu thir trong 8,0 ml natri cacbonat (2.16.1.5). Trdn dung dich nay véi 10 g diatomit
(2.16.1.6). Chuyén hdn hgp nay vao cdt tach (2.16.2.2) c6 mdt dia xbp thily tinh va khéa tefion & diu
dwdi va binh chira & dAu cbt. Nhdi cdt blng cach gb cdt trén mdt mat phdng c6 ddn, rdi nén chat chét
nhdi tir trén miéng cdt.

Cho 100 m! metylen clorua (2.16.1.1) vao binh chira va didu chinh khéa sao cho thu dugc 50 ml dich
rira gidi trong thdi gian tlr 20 min @én 30 min. Cho 25 pl dung dich chudn ndi (2.16.1.2) vao dich rna
gidi. Trén ddu, sau d6 cd d3c dung dich nay cdn 1 ml trong éng cd dic thich hop (2.16.2.3).

2.16.3.2 Didu kién vin hanh séc ki

Khi mang: heli

Tbc do déng khi mang: 30 ml/min
Nhiét 49 clia bd bom méu: 225°C
Nhiét d$ ctia cét: 180 °C
Nhiét 4o clia detector: 250 °C

P& nhay cla thiét bj dwgc @3t sao cho khi bom 2,5 pl dung dich chudn 1am viéc (2.16.1.4) chira
200 pg/ml toluen sulfonamid, thu dwgc pic & mirc 40 % dén 80 % A cao toan thang.

Thei gian leu clia o-toluen sulfonamid, p-toluen sulfonamid va chuln ndi n-tricosan 14n lwot 14 khodng
5; 6 va 15 min.

2.16.3.3 Dyng dwdng chudn

CANH BAO: Cét thiy tinh phai kéo dai dén bd bom miu aé c¢6 thd bom miu 18n cdt va dén nédn
detector, tranh tiép xtc v&l kim loal.
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Bom 2,5 pl m&i dung dich chudn 1am viéc (2.16.1.4) vao hé théng séc ki khi thich hop (2.16.2.1) nbi
vdi detector ion héa ngon Ira.

Tinh dién tich cac pic o-toluen sulfonamid, p-toluen sulfonamid va chuln ndi n-tricosan thu dwoc tir
séc a8 cla cac dung dich ndy. Tir cic gia trj thu duge, dung dwang chudn bidu didn méi quan hé gitra
ndng dd ctia mdi loai toluen sulfonamid, tinh theo ug/mi va ti 1 dién tich pic cla toluen sulfonamid so
véi n-tricosan.

2.16.3.4 Xéc djnh

Bom 2,5 pl dung dich miu thir (2.16.3.1) vao hé théng sic ki khi thich hop (2.16.2.1) néi véi detector
ion héa ngon Ilra.

Ghi séc a4, tinh dién tich cac pic o-toluen sulfonamid, p-toluen sulfonamid va chuln ndi n-tricosan.

Xac dinh ndng @8 clia tirng toluen sulfonamid trong dung dich mau thr dya trén duong chuén
(2.16.3.3).

CHU THICH: Néu ham legng toluen sulfonamid trong mBu thir Ién hon khodng 500 mg/kg, tap chét ndy ¢4 thé két tinh téch khoi
dich o8 metylen clorua (xem 2.16.3.1). Mdc di mirc tap cht ndy virgt qua gidi han cho phép trong tiéu chun, c6 thé tiép tuc
phép thir bAng cach pha lo&ing dich cd (thudng 1 : 0 1 L) bing metylen clorua chira 250 pg/ml n-tricosan va thém hé sé pha
lo&ng vao cdng thirc tinh két qua. Chii ¥ hda tan hoan toan toluen sulfonamid két tinh dé thu dugc dung dich ang nhét.

2.16.4 Tinh két qua

Ham lwgng céc toluen sulfonami cé trong mAu thi, X, tinh bing miligam trén kilogam (mg/kg), duoc
tinh theo cdng thirc sau:

CxV
w

X=

Trong 46:

C 14 ndng @b clia tirng toluen sulfonamid trong dung dich m&u thir, xac dinh tir dwéng chudn,
tinh b&ng microgam trén mililit (ug/mi);

V 14 thd tich dung dich m3u thir 84 cd dic (xem 2.16.3.1), tinh blng mililit (ml). Trong trwémng
hep nay, V=1ml

w 12 khéi lwgng miu thi, tinh bing gam (g). Trong trwdng hep ndy, w=2g.
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217 Triphenylphosphin oxit

2171 Thudc thir

2.17.1.1 Dung djch chuén triphenylphosphin oxit

Can chinh x4ac khoang 10 mg triphenylphosphin oxit (TPPO) chuln (d9 tinh khiét khéng nhd hom 99 %),
hda tan trong tetrahydrofuran (THF) va chuyén toan bd vao binh dinh miec 1 000 ml, thém THF dén vach.

217.1.2 Hexan.

2.17.1.3 lIsopropanol.

2.17.1.4 Tetrahydrofuran (THF).

2.17.2 Thiét bj, dyng cy

2.17.21 Hé théng HPLC, duwoc trang bj bom, b§ bom mau va may tich phan thich hop.
2.17.2.2 Binh djnh mirc, dung tich 100 ml va 1 000 ml.

2.17.3 Céch tién hanh

2.17.3.1 Chuin bj mau thir

Can chinh x4c khoang 1 000 mg m&u thir, hda tan trong THF (2.17.1.4) va chuyén toan b vao binh
dinh mirc 100 ml (2.17.2.2), thém THF @én vach.

2.17.3.2 Didu kién van hanh sic ki

Cot: Thép khéng gi, kich thuéc 150 mm x 4,6 mm, cét nhdi Supelcosil LC-Si,
5 pm hodc twong dwong

Detector: uv

Nhiét a6 cit: 20°C

Pha djng: Isopropanol (2.17.1.3).: hexan (2.17.1.2)=1: 24 (thé tich)
Luu lrgng dong: 1,5 ml/min

Thé tich bom miu: 50 pl

Budc song phat hién: 210 nm
Théi gian chay: 10 min
CHU THICH: Thi gian lru clia TPPO xAp xi 8,1 min.
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2.17.3.3 Céch tién hanh

Tién hanh HPLC déi vé&i dung dich mAu thir theo céc didu kién van hanh (2.17.3.2).
2.17.4 Tinh két qua
Ham leong TPPO c6 trong miu thir, X, dugc tinh bing phin tram khéi lwgng (%) theo cdng thire sau:

=As xw& XPS‘ x100

X
ASf XWg x 1000

x100

Trong 46:
As la dién tich pic ctia dung dich mau thi;
Ags: 14 dién tich pic ctia dung dich chudn;

Pg 12 @ tinh khiét cia chit chudn, tinh bing phan TPPO trong TPPO chuén (vi dy 0,99 néu
chét chudin c6 49 tinh khiét 99 %);

100 14 dung tich binh dinh mérc dung d& chudn bj dung dich mau thir (2.17.3.1), tinh béng mililit (ml);
1000 1a dung tich binh djnh merc diing @& chudn bi dung dich chudn (2.17.1.1), tinh bang mililit (ml);
ws:  1a khéi lwgng chét chudn, tinh bing miligam (mg);

ws la khéi lwgng mau thir, tinh bdng miligam (mg).

3 Bao cao thir nghiém

Béo cdo thir nghiém phai ghi rd:

a) phuong phap |4y miu @3 str dung, néu biét;

b) phwong phép thir 4 ding (vién dan tiéu chun nay);
c) két qua thir nghiém thu dugc;

d) moi chi tiét thao tac khdng quy dinh trong tiéu chudn nay, hodc tuy chon cling véi cac chi tiét bat
thwdng khac cé thé anh hudng dén két qua;

e) moi thdng tin cAn thiét @& nhan biét ddy ad vé mau thir.
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Thw muyc tai ligu tham khao

[1]1 FAO Food and Nutrition Paper 52 (FNP 52), Compendium of Food Additive Specifications,
Sodium cyclamate, Add.4 (1996)

[2] FAO Food and Nutrition Paper 52 (FNP 52), Compendium of Food Additive Specifications,
Calcium cyclamate, Add.4 (1996)
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