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L&i n6i dau
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TCVN 8971 . 2011 Dugc xay dyng dya trén AOAC 996.05 Cesium-134 and
Cesi um-137 in foods. ¥ -Ray spectrometric method;

TCVN 8972-1 : 2011 hoan toan twong dwong véi EN 12823-1 : 2000;

TCVN 8972-2 : 2011 hoan toan tvong dwong véi EN 12823-2 : 2000,

TCVN 8973 - 2011 hoan toan twong dwong véi EN 12821 : 2009,

TCVN 8974 : 2011 hoan toan twong dwong véi EN 14148 : 2003 va dinh chinh
ky thuat 2005;

TCVN 8975 : 2011 hoan toan twong dwong véi EN 14152 : 2003:

TCVN 8976 : 2011 hoan toan twong dwong véi EN 14166 : 2009;

TCVN 8977 : 2011 hoan toan twong dwong véi EN 14130 : 2003;

TCVN 8978 : 2011 hoan toan twong dwong véi EN 14131 : 2003;

TCVN 8970 : 2011;: TCVN 8971 : 2011; TCVN 8972-1 : 2011; TCVN 8972-2 :
2011; TCVN 8973 - 2011 = TCVN 8978 : 2011 do ban ky thuat tiéu chuin
quéc gia TCVN/TC/F13 Phuwong phap phan tich va ldy m3u bién soan, Tng
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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8977:2011

Thwe pham - Xac dinh vitamin C
bang sac ky léng hiéu niang cao (HPLC)

Foodstuffs — Determination of vitamin C by high-performance liquid chromatography (HPLC)

CANH BAO - Khi ap dung tiéu chudn nay cé thé cin phai sir dung cac vat lidu, thiét bj va cac
thao tac nguy hiém. Tiéu chuin nay khong dé cap dén cac van dé an toan khi sir dung chung.
Ngwéi sir dyng tiéu chuén nay phai tw thiét 13p cac thao tac an toan thich hgp va xéac dinh kha
ning ap dung cac giéi han quy dinh trwéc khi siv dung tiéu chuén.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phap xéc dinh vitamin C trong thic phdm béng sac ky 16ng hiéu nang
cao (HPLC). Ham lwrgng vitamin C 1a téng axit ascorbic L(+) va axit ascorbic L(+) da khtr hydro.

2 Tai liéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau 13 rét cin thiét cho viéc 4p dung tiéu chuén. Déi véi cac tai ligu vién dan ghi
n&m céng bé thi 4p dyung phién ban dugc néu. Ddi voi céc tai ligu vién dan khdng ghi nam cdng bé thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gdm ca cac stra déi.

TCVN 4851 (1ISO 3696), Nuéc ding dé phan tich trong phong thi nghiém — Yéu céu ky thuat va
phuong phap the.
3 Nguyén téc

Vitamin C dwoc chiét ra khéi mau phan tich bang dung dich axit metaphosphoric. Diing dung dich khi
dé chuyén axit ascorbic L(+) da khir hydro thanh axit ascorbic L(+). Ham luvgng axit ascorbic L(+) téng
s6 duoc xac dinh bang HPLC c6 detector UV & bwdc song 265 nm [1], [2].
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4 Thubc thr
4.1 Yéu ciu chung

Trong qua trinh phan tich, chi st dung céc thudc thir logi tinh khiét phan tich va nwéc sl dung la nwdc
¢4t hai 13n hodc it nhat 1a loai 1 cia TCVN 4851 (ISO 3696), trir khi c6 quy dinh khac.

4.2 Hoa chat va cac dung dich

4.2.1 Axit metaphosphoric (HPO,),

4.2.2 Trinatri phosphat, w{NasPO,.12H,0) > 98,0 % (phan khéi lvgng).
4.2.3 Kali dihydro phosphat, Y{KH,PO,) > 99,0 %.

4.2.4 L-cystein hosc chat khir thich hgp khac, w{C3H,NO,S) = 99,0 %.
4.2.5 N-cetyl-N,N,N-trimethylamoni bromua, w{C,sH.BrN) = 99,0 %.
4.2.6 Metanol, (loai ding cho HPLC), w(CH;OH) > 99,0 %

4.2.7 Dung dich axit metaphosphoric, o{(HPO;),] = 200 g/l

Hoa tan 200 g axit metaphosphoric (4.2.1) trong nwéc dwng trong binh dinh mirc 1 lit, thém nwéc dén
vach. Dung dich nay khi dugc bao quén & 4 °C c6 thé bén dén mét thang.

4.2.8 Dung dich axit metaphosphoric, g(HPO;).] = 20 g/l

Dung pipet lay 50 ml dung dich metaphosphoric (4.2.7) cho vao binh dinh mirc 500 ml. Thém nwéc dén
vach. Chuén bj dung dich nay trong ngay st dung.

4.2.9 Dung dich trinatri phosphat, p(NazPO,.12H,0) = 200 g/l
Hoa tan 200 g trinatri phosphat (4.2.2) trong nwéc trong binh dinh mire 1 lit, thém nwéc dén vach.
4.2.10 Dung dich L-cystein, po(C;H;NO,S) = 40 g/l

Hoa tan 20 g L-cystein (4.2.4) trong nuwéc trong dwng binh dinh mae 500 ml. Thém nwéc dén vach.
Chuan bj dung dich nay trong ngay st dung.

4.2.11 Pha dong dung cho HPLC

Hoa tan 13,6 g kali dihydro phosphat (4.2.3) trong 900 ml nwéc dyng trong céc ¢6 md. Loc qua bd loc
c& 16 0,45 um (dung dich A). Hda tan 1,82 g N-cetyl-N,N,N-trimethylamoni bromua (4.2.5) trong 100 ml
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metanol (4.2.6) dyng trong cbc c6 md. Trén ky rdi loc qua b loc c& 16 0,45 um (dung dich B). Tron
900 ml dung dich A v&i 100 ml dung dich B. Khir khi dung dich trwérc khi st dung, néu can.

4.2.12 Dung dich tinh bét (tuy chen), a(tinh bot hoa tan) = 1 g/100 ml.
4.2.13 Dung dich iot (tuy chon), ¢(l;) = 0,05 mol/l.

4.2.14 Axit sulfuric loang, c(H,SO,) = 0,1 mol/l.

4.3 Chat chuan

4.3.1 Axit ascorbic, axit ascorbic L(+), w{CsHzOs) = 99,7 %
(R)-5-[(S)-1,2-Dihydroxyetyl]-3,4-dihydroxy-5-H-furan-2-on

4.3.2 Axit erythorbic (isoascorbic), axit ascorbic D(-), w{C¢HgOg) 2 89,0 %
(R)-5-[(R)-1,2-Dihydroxyetyl-3,4-dihydroxy-5-H-furan-2-on

4.4 Dung dich géc

4.4.1 Dung dich géc axit ascorbic, p(CsHsOs) = 1 mg/ml

Hoa tan mét lwong axit ascorbic (4.3.1) da dugc can chinh xac dén 0,1 mg, vi du khoang 100 mg,
trong mét thé tich xac dinh, vi du 100 ml dung dich axit metaphosphoric (4.2.8). Chuén bj dung dich
méi trong ngay st dung.

C6 thé tang tinh &n dinh cta dung dich géc bang cach b sung L-cystein.
4.4.2 Dung dich géc axit erythorbic, p(CéHgOs) = 1 mg/ml

Hoa tan mét lwong axit erythorbic (4.3.2) da dwoc céan chinh xac dén 0,1 mg, vi du khoang 100 mg,
trong mét thé tich xac dinh, vi du 100 ml dung dich axit metaphosphoric (4.2.8). Chuén bj dung dich
mdi trong ngay s dung.

4.4.3 Phép thir d tinh khiét (tuy chon)

Can chinh xac khodng 150 mg chat chuan axit ascorbic cho vao binh nén va hda tan béng cach thém
10 mi axit sulfuric loang (4.2.14) va 80 ml nuéc khdng chira cacbon dioxit. Sau khi thém tinh bot hodc
dung dich tinh bét (4.2.12), thi chuan dé v&i dung dich iot (4.2.13) cho dén khi c6 mau én dinh, 1 ml
dung dich iot twong (rng véi 8,81 mg axit ascorbic.

Tinh @6 tinh khiét ctia chét chuén, wy, bang phén trdm theo Céng thire (1):
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. V, x8,81x100
m

st
Trong dé:
V; 14 thé tich dung dich iot dwgc st dung, tinh bang mililit (ml);
m la khéi lwgng mau, tinh bang miligam (mg);
8,81 la hé sb chuyén doi;
100 1a hé sb chuyén dbi dé c6 duoc két qua bang phan tram.
4.5 Dung dich hi¢u chuan
4.5.1 Dung dich hiéu chuén axit ascorbic, p(CsHsOs) = 5 pg/ml dén 50 pg/ml

Dung pipet lay 0,5 ml dén 5 ml dung dich géc axit ascorbic (4.4.1) cho vao binh dinh mirc 100 ml va
pha lodng bang axit metaphosphoric (4.2.8) dén vach. Chuén bi dung dich méi trong ngay str dung.

4.5.2 Dung dich hiéu chuén axit erythorbic (tUy chon), p(CsHsOs) = 10 pg/mi

Dung pipet lay 1 ml dung dich gdc axit erythorbic (4.4.2) cho vao binh dinh mic 100 ml va pha loang
bang axit metaphosphoric (4.2.8) dén vach. Dung dich chudn nay can c6 ndng dj axit erythorbic ti
5 ug/ml dén 20 ug/ml. Chuén bi dung dich méi trong ngay str dung.

5 Thiét bj, dung cu

5.1 Yéu cau chung

Slr dung cac thiét bi phong thir nghiém théng thwdng va cy thé nhu sau:
5.2 May do phd UV

C6 thé do céac do hép thy & cac bwdc séng x&c dinh.

5.3 Hé théng sic ky léng hiéu ning cao

Gém c6 bom, bd bom miu, detector UV dugc cai dat & bwéc song 265 nm va c6 hé théng danh gia la
bé tich phan.

5.4 CotHPLC

5.4.1 Yéu cau chung

C6 thé str dung cac kich ¢& cot hodc c& hat khac véi quy dinh trong tiéu chudn nay. Cac théng sé tach
can phit hop véi vat lidu siv dung dé dam bao cac két qua twong dwong. Tiéu chi thie hién d6i véi cac
cOt phén tich thich hop 1a d6 phan giai dwéng nén cla axit L-ascorbic va axit erythorbic [3]
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5.4.2 Cét phan tich
Cot phén tich, vi dy nhw Lichropher®100 RP ", ¢6 ¢& hat 5 um, dwérng kinh 4,0 mm, dai 250 mm.
5.5 Dungculoc
Bé loc mang, vi du c& 16 0,2 pm hoéc 0,45 um. Loc pha déng ciing nhw loc dung dich mau thir qua bo
loc mang, trwdc khi str dung hodc trwede khi bom sé kéo dai thoi gian st dung cia cét.
6 Cach tién hanh
6.1 Yéu ciu chung

Céac dung dich chuan va céac dung dich mdu can dugc phan tich cang sém cang tét, gii* & nhiét do
dwai 25 C trong su 6t qua trinh phan tich va loai bé sau 8 h.

6.2 Chuan bj mau thw

Ddng hod mau thir. Nghién thé nguyén liéu trong may nghién thich hgp va trén lai. Tién hanh phan tich
ngay sau khi ddng hoa. D& chuan bj mau thir dbi véi rau va trai cay nguyén liéu, cAn phai qua qua trinh
chiét (6.3.1).

6.3 Chuin bj dung dich mau thi
6.3.1 Chiét mau

Can mét lwgng mau thich hop, vi du: 3 g néu ham lwgng vitamin C khoang 50 mg/100 g, chinh xac dén
1 mg, cho vao binh dinh mirc 100 ml. Thém 80 ml dung dich axit metaphosphoric (4.2.8) va Iac binh.
Thém axit metaphosphoric dén vach, lac va loc dé thu dwgc dung dich chiét mau.

Pbi voi rau va trai cay nguyén liéu, ding dao dé thai nhé, trén va can mét lweng mau thich hop, chinh
xac dén miligam, vi dy: tir 2 g dén 10 g mau thi cho tryc tiép vao trong cbc c6 mé 100 ml ¢ chira axit
metaphosphoric (4.2.8). Bdng héa rdi chuyén dinh Ivgng vao binh dinh mic 100 ml. Lic va loc dé thu
duoc dich chiét mau.

CHU THICH C6 thé tang tinh n dinh cla dung dich axit ascorbic, vi dy bang cach bd sung 125 ml dung dich cystein (4.2.10)
hoac dithiothreitol (DTTA) hoac axit phosphoric triamin diethylen (DTPA) vao dung dich axit metaphosphoric. Tuy nhién, cac
chat 6n dinh nay co thé anh hudng dén phép séc ky va chura dugc str dung cho phép thir lién phong thir nghiém.

" Cét Lichropher®100 RP 12 mot vi dy vé& san pham thich hep c6 ban s&n. Théng tin nay dua ra tao thudn tién cho ngudi siv
dyng tiéu chudn va khéng 4n dinh phai sir dyng ching, ¢t thé st dung cac san phdm twong duong néu cho cac két qua
twong ty.
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6.3.2 Buworc khir

Cho ngay 20 ml dung dich mu chiét (6.3.1) vao céc c6 mé 50 ml. Thém 10 ml dung dich L-cystein
(4.2.10). Khudy dung dich bing que khudy tir va chinh pH dén khoang ti¥ 7,0 va 7,2 bdng cach thém
dung dich trinatri phosphat (4.2.9) va khuy dung 5 min. Sau d6 giam pH dén khoang t&r 2,5 dén 2,8
bang cach thém dung dich axit metaphosphoric (4.2.7). Chuyén dinh Iwgng sang binh dinh mec 50 ml,
trang rira dién cyc, que khudy tir va cédc c6 mod bang nuéc. Thém nuwéc dén vach. Loc qua bd loc
mang (5.5), st dung dich loc ndy dé phan tich sic ky.

Néu mdu cé chira cac chét 1am dic hodic chét lam rén thi 1am két tia chung dé tranh 1am téc nghén
cot. Trong treéng hop dé, thém 1 ml metanol (4.2.6) vao 4 ml dung dich mau khir. Loc qua bd loc
mang (5.5), st dyng dich lpc nay dé phan tich sic ky.

6.4 Nhan biét

Nhén biét axit L-ascorbic bng cach so s&nh thoi gian leu cla cac pic riéng ré trong sic ky db thu
duwoc tir dung dich mau thi va dung dich chuan. Viéc nhan biét pic ciing cé thé dwoc thuc hién bing
céach thém chuén vao dung dich mau the,

Viéc tach va dinh lvong dugce chirng minh la thod mén néu céac didu kién thyc nghiém sau day dwoc
thire hién (xem Hinh A.1). Céc diéu kién sau day dwec st dung trong nghién ctu lién phong thir nghiém:

Pha tinh: Lichrospher® 100 RP 18, c& hat 5 um, kich thwéc 250 mm x 4,0 mm
Pha déng: Dung dich A + dung dich B (4.2.11)

Téc do dong: 0,7 mi/min

Thé tich bom: 30 pl

Detector: UV bwéc song 265 nm.

Quy trinh nay cé thé dwoc st dung dé dinh lwong axit erythorbic khéng dworc tinh 1a vitamin C.

CHU THICH: Cb thé st dung céc didu kién sic ky thich hop khac nhu: pha déng co 10 % axetonitril va 90 % nudc c6 chiva kali
dihydro phosphat 13,6 g/l va cetrimid 2 g/l, c{t C8 c& hat 10 um, kich thwée 250 mm x 4,6 mm va tée @6 dong (1,0 2 0,1) mUmin.

6.5 Xac dinh

Tuy thudc vao hé théng, bom céc thé tich thich hgp (khéng qua 50 pl) dung dich chun va dung dich
mau thir vao hé théng HPLC. Tién hanh xac dinh hiéu chudn dung phwong phap ngoai chuén, tich
phan cac dién tich pic hoac chidu cao pic, so sanh két qua véi cac gia tri twong (ng clia chat chudn,
hodc st dung dwdng chudn. Kiém tra d6 tuyén tinh ctia dwéng chun.
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7 Tinh két qua

Tinh theo dwong chuén hodc st dung cac chuong trinh thich hep clia bd tich phin hodc stk dyng cong
thire gian lvgc sau day.

Tinh phan khéi lwgng cua axit ascorbic, w, bdng miligam trén 100 g (mg/100 g) méu, theo Cdng thirc (2)
sau day:

_ A xpxVxFx100
A, xmx1000

w

()

Trong dé:

As la dién tich pic hodc chiéu cao pic clia axit L-ascorbic thu dwgc véi dung dich mau thir
(6.3.2), tinh béng don vi chiéu cao hoic dién tich;

As la dién tich pic hodc chiéu cao pic ctia axit L-ascorbic thu dwec véidung dich hiéu chudn
(4.5.1), tinh béng don vi chiéu cao hodc dién tich;

£ landng do cla axit L-ascorbic trong dung dich chuén, tinh bang microgram trén mililit (ug/ml);
m  la khdi lwgng méu, tinh bang gam (g);

V  laténg thé tich dung dich mau thr (6.3.1) trwdre bwde khir, tinh bang mililit (ml);

F  la hé sb pha lodng clia budc khir (trong trieérng hop nay 1a 2,5);

1000 Ia hé sb chuyén ddi miligam thanh gam.

100 la hé sb dé tinh ham lwgng trén 100 g;

Béo céo két qua vitamin C b&ng miligam trén 100 g (mg/100 g).

Néu c6 buoc két tia (6.3.2), thi trong Céng thirc (2) phai nhan véi 5/4.

8 Do chum
8.1 Yéu cau chung

D liéu vé do chym cua phép xac dinh vitamin C dwgc thiét 1ap ndm 1997 tir phép thir lién phong thi
nghiém phu hgp voi ISO 5725 do Arella et al. thye hién [2), [4]. Céc gia tri thu dwgc tlr phép thir lién
phong nay c6 thé khéng ap dung dwoc cho cac dai ndng dd phan tich va chat nén khac véi dai néng do
va chét nén néu trong Phy lyc B.
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8.2 Do lap lai

Chénh léch tuyét doi gira hai két qua thir riéng ré, thu dwgc khi tién hanh trén vat liéu thir giéng hét
nhau, do mét ngudi thyee hién st dyung cluing thiét bi, trong mét khoang thoi gian ngén, khéng qua 5 %
cac treéng hop vret qua gidi han 1ap lai r.

Céc gia tri dbi voi tdng sb vitamin C 1a:

Nwéc cam x =546mg/100g r=6,4mg/100g
Xup léng X =35,6 mg/100g r=3,7mg/100 g

Stra bot X =100,3mg/100 g r=17,9mg/100 g
Xup déng kho X =169,3mg/100 g r=42,0mg/100 g

Ngi céc &n nhanh X=102,6 mg/100 g r=28,7 mg/100 g

Thire an cho tré nho tir trai cay X=47,1mg/100g r=7,1mg/100g
8.3 Do tailap

Chénh léch tuyét dbi gitka hai két qua the riéng ré, thu dwoc bdi hai phong thte nghiém khi tién hanh
trén vat liéu thir gidng hét nhau, khéng qua 5 % cac trudng hop vrot qua gidi han tai lap R.

Céc gia tri dbi v&i tdng s6 vitamin C 1a:

Nuéce cam x =54,6mg/100g R=30,3mg/100 g
Xip léng x =356mg/100g R=21,7mg/100 g
Stra bt X =100,3 mg/100 g R=322mg/100g
Xdp déng khd X =169,3mg/100g  R=74,3mg/100 g
Ngi céc an nhanh X =102,6 mg/100 g R=56,2mg/100 g
Thire &n cho tré nho ti trai cay X =47,1mg/100g R=239mg/100g

9 Bao cao thir nghiém
Béo cdo thir nghiém it nhét phai bac gdm céc théng tin sau day:

a) moi thdng tin can thiét d& nhan biét day du v& mau thir;
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b) vién dan tiéu chuan nay hodc phuwong phap thir da st dung;
¢) ngay va quy trinh ly mau (néu biét);
d) ngay nhan miu;
e) ngay thi nghiém;
f)  cac két qua va cac don vi biéu thj két qua;
g) céac diém dic biét quan sat dwoc trong khi tién hanh thr nghiém;

h) moi chi tiét thao tac khdng dwoc quy dinh trong tiéu chuén nay hodc nhiing didu dwec coi la tuy
chon c6 thé anh hwéng dén két qua.
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Phu luc A

(tham khao)

Vi duy vé sic ky dd

CHU DAN:
a) axit L-ascorbic

d) thoigian

Hinh A.1 - Vi du vé dinh lweng axit ascorbic trong nwéc cam bang HPLC

Piéu kién van hanh:

Pha tinh: Lichrospher® 100 RP 18, ¢& hat 5 um, kich thweéc 250 mm x 4,0 mm
Pha déng: dung dich A + dung dich B (4.2.11)

Téc do dong: 0,7 ml/min

Thé tich bom: 30 ul

Detector: UV buwéc séng 265 nm

Axit L-ascorbic: tws = 11,953 min

130
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(tham khao)

D@ liéu vé dé chym
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Trong Bang B.1 dwa ra cac théng sé vé dd chum da duwgc xac dinh trong nghién ciru céng tac [2), [4].
Trong phép thir lién phdng nay, cac di liéu thu dwgce bang cach bo qua bwéc khir.

CHU THICH: Sau khi thyc hién cac thr nghiém nay, ISO 5725:1986 da dugc thay thé bing ISO 5725-1, ISO 5725-2, 1ISO
5725-3, ISO 5725-4 va ISO 5725-6 (1At ca xuét ban nam 1994) va ISO 5725-5:1998.

Bang B.1 - Dr ligu vé dé chym déi véi vitamin C

Mau 1 2 3 4 5 6
Nam thir nghiém 1997 1997 1997 1997 1997 1997
$b Ivgng phong thir nghiém 15 15 15 15 15 15
Sb iwgng phéng thir nghiém con lai sau khi trir 14 15 14 14 14 14
ngoai lé
Sé lvong két qua duoc gil lai 28 30 28 28 28 28
Gid trj trung binh, X (mg/100 g) 54,6 35,6 100,3 169,3 102,6 471
Do léch chuan Iap lai, s, (mg/100g) 2,3 1,3 6,3 14,8 10,2 25
D6 léch chuan twong déi 1ap lai, % 4,2 36 6,3 8,8 9,9 53
D¢ Iap lai (2,8 x s,) (mg/100 g) 6.4 3.7 17.9 42,0 28,7 7.1
D¢ léch chuén tai 1ap, s (mg/100 g) 10,7 77 11,4 26,2 19,8 8,5
D6 léch chuén tvong déi tai lap 197% | 216% | 11,4% | 155% | 19,3% | 18,0%
D tai lap (2,8 x sa) (mg/100 g) 30,3 21,7 32,2 74,3 56,2 23,9
* 1 Nuére cam, 2 X0p 16ng, 3 Stra bdt, 4 XUp déng khd, 5 Ngd cbc &n nhanh, 6 Thirc an cho tré nhd tir trai cay
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