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L&i néi dau
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cuc Tiéu chuan Do lvdng Chéat lvgng dé nghi, B Khoa hoc va Céng nghé
cdng bd.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8972-2:2011

Thwe pham - Xac dinh vitamin A bang séc ky Iong hiéu nang cao -
Phan 2: Xac dinh Bcaroten

Foodstuffs — Determination of vitamin A by high-performance liquid chromatography —
Part 2: Measurement of -carotene

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap xac dinh ham Ilwgng 4 caroten téng sé trong thyc phdm bang
séc ky léng hiéu nang cao (HPLC).

2 Tai liéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuén nay. D6i véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cong bé thi ap dung phién ban dwec néu. Dbi véi cac tai liéu vién dan khdng ghi nam cong bé thi
ap dung phién ban mai nhét, bao gbm ca céc stra dbi, bd sung (néu cd).

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

TCVN 2625 (ISO 5555), Ddu m& déng vét va thyc vét — Lay méu.

TCVN 8972-1:2011 (EN 12823-1:2000), Thyrc phdm — Xdc dinh vitamin A bdng séc ky Idng hiéu ndng
cao — Phén 1: X4c dinh 13-cis-retinol va tat ca cac déng phén trans-retinol.

3 Nguyén tac

Xac dinh tdng cua cac déng phan B-caroten trong dung dich mau bing HPLC va do phd trong dai nhin
thay dugc. Dich chiét thu dwoc sau khi xa phéng héa nhu quy dinh trong TCVN 8972-1 (EN 12823-1)
c6 thé dwoc dung dé dinh lwgng. Viéc nhan biét dya vao théi gian lwu va xac dinh bang phwong phap
ngoai chun str dyng dién tich pic hodc chiéu cao pic, xem [3] dén (7).

C6 thé sir dung phrong phap ndi chuén néu cac phép thir vé do thu hdi twong (rng dugc chibng minh
1a phu hep.
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4 Thubc ther

Trong qua trinh phan tich, chi str dung cac thuéc thir loai tinh khiét phan tich va nuwéc str dyng it nhét
la loai 1 cia TCVN 4851 (ISO 3696), trir khi c6 quy dinh khac.

4.1 Metanol.

4.2 Etanol tuyét déi, ¢ (C;HsOH) = 100 % thé tich.
4.3 Etanol, ¢ (C,HsOH) = 96 %.

4.4 Natri sulfat, khan.

4.5 Dung dich KOH dung dé xa phong héa, c6 cac ndng do khéi lwong thich hop, vi du p (KOH) =
50 g/100 ml hodc 60 g/100 ml, hodc dung dich ancol, vi du 28 g KOH trong 100 ml hén hop
etanol/nwéc (9 + 1) (tinh theo thé tich).

4.6 Chét chdng oxi héa, vi dy axit ascorbic (AA), natri ascorbat, natri sulfit (Na.S), hydroxytoluen da
butyl héa (BHT), pyrogallol hodc hydroquinon.

4.7 Dung mdi va dung maéi chiét, vi du: axetonitril, dietyl ete (khéng chira peroxit), di-isopropylete,
dau nhe (dai soi tir 40 °C dén 60 °C), n-hexan, diclometan, tetrahydrofuran, toluen hoc cac hdn hop

thich hop cla ching.
4.8 Dung dich amoni axetat trong metanol, vi du ¢{CH3CO,;NH,) = 0,05 mol/l.
4.9 Trietylamin.

4.10 Pha déng HPLC, vi du axetonitril (4.7) + dung dich amoni axetat trong metanol (4.8) + diclometan
(4.7) (75 + 20 + 5) (thé tich) chira hydroxy toluen da butyl héa (4.6) 0,1 % khéi lwong va trietylamin
0,05 % khéi lwgng (4.9). B6i véi pha déng cda hé théng HPLC thay thé, xem Phuy lyc C.

4.11 Chét chuan
4.11.1 Yéu ciu chung

[-caroten va a-caroten c6 thé co dwec tir cac nha cung c&p khéac nhau, vi du Sigma . D& tinh khiét
clia cac chét chuin co thé dao déng tir 90 % dén 100 %. Vi vay can xac dinh ndng @6 cla dung dich
hiéu chuan béng do phé (xem phép thir dd tinh khiét va xac dinh ndng d6 [4.12.2]).

4.11.2 Bcaroten, M (CiHss) = 536,85 g/mol, c6 ham lwong da biét it nhét 12 95 %.

" Théng tin nay tao thuan tién cho ngudi sir dung tiéu chuén va tiéu chudn nay khdng &n ¢jnh phai theo dung tén nha cung
¢ép. Cac san pham tuong duong cé thé dugc sir dung néu chiing cho ciing mt két qua.
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4.11.3 aCaroten, M (CyoHss) = 536,85 g/mol, dung dé dinh tinh.
4.11.4 Lycopen, M (C,oHss) = 536,85 g/mol, diing dé& dinh tinh.
4.12 Dung dich géc va dung djch chudn
4.12.1 Dung dich géc S-caroten

Hoa tan khodng 3 mg chét chudn Bcaroten (4.11.2) trong 20 ml diclometan, tetrahydrofuran hodc
toluen (4.7), dat binh dinh mc vao bé siéu am (5.6) trong khoang 30 s. Pha lodng dung dich nay béng
n-hexan dén 100 ml, sau d6 pha lodng 10,0 ml dung dich thu duoc béng n-hexan dén 100 ml. 1 ml
dung dich nay chira khodng 3 pg f-caroten trong n-hexan/diclometan (98 + 2) (tinh theo thé tich),
n-hexan/tetrahydrofuran (98 + 2) (tinh theo thé tich); hodc n-hexan/toluen (98 + 2) (tinh theo thé tich).

Bao quan dung dich tranh anh sang, & nhiét 6 nhé hon 4 °C.
4.12.2 Phép thir o tinh khiét va xac dinh néng dé

Do dd hap thu cua dung dich gbc S-caroten (4.12.1) & buéc séng cuc dai khoang 453 nm, ding may
do phd (5.1). Tinh ndng dd khéi lvong, p, bang microgam trén mililit, theo Cong thire (1):

Ay X10*
2592

(1
Trong do
A«s  la gia tri hap thy cia dung dich géc & bwéc séng cyee dai khoang 453 nm;

2592 la gia tri E1% cua B-caroten trong n-hexan. Gia tri nay c6 thé thay déi dang ké theo thanh

phan ca dung méi [8).

Ty 6 clia Asss/Asso Phai 16N hon 15 va ty s& Auss/Ags phai trong dai tir 1,14 dén 1,18 dbi voi d6 tinh
khiét cua all-trans-B-caroten [8].

4.12.3 Dung dich chuan f-caroten

Dung pipet lay 20 ml dung dich géc Scaroten (4.12.1) cho vao binh cau day tron va loai bd dung moi
dwéi ap suédt gidm (5.2) & nhiét do khong qua 50 °C. Hoa tan cén trorig 20 ml dung méi phu hop véi
HPLC pha dao.

Dung dich chuan phai dwoc bao quan tranh 4nh sang, & nhiét dd dwdi 4 “C va thudng bén dén 1 tuan.
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4.12.4 Dung dich chuén cua a-caroten va lycopen?

Dé dinh lwgng, hoa tan so bd khoang 0,3 mg e-caroten (4.11.3) hodc lycopen (4.11.4) trong khoang
10 ml tetrahydrofuran (4.7) va pha loang dén vach 100 ml bang etanol (4.3) hodc dung méi khéc phu
hop véi hé théng HPLC.

Dung dich chuan phai dwoc bao quan trénh anh sang, & nhiét d6 dwéi 4 °C va thudng bén dén 1 tuan.

5 Thiét bi, dung cy
St dung cac thiét bi, dyung cy ciia phong tht» nghiém thong thwréng va cy thé nhw sau:

5.1 May do phé UV-VIS, cé kha nang do do hap thy & cac bwdc song xac dinh, véi cac cuvet thach
anh thich hep, vi dy: chiéu dai dwéng quang 1 cm.

5.2 May cb quay, c6 ndi cach thiy va bd phan chan khong.
CHU THICH Nén str dung nito dé giai phéng chén khéng.

5.3 Hé théng HPLC, gdm c6 bom, bd bom mau, detector UV-VIS va hé théng danh gia két qua nhw
may tich phan/hodc may ghi.

5.4 CotHPLC

Cot pha dao phén tich, vi du cft pha dao Cig, c& hat 5 pm, dwéng kinh tir 4,0 mm dén 4,6 mm, dai
250 mm.

C6 thé s dung céc loai cot va c& hat khac vai quy dinh trong tiéu chudn nay. Cac diéu kién sac ky co
thé phai dwoc didu chinh cho phu hop déi véi cac nguyén ligu G& dam bao cho két qua tvong dwong.

Tiéu chi dbi véi cac cot phan tich phi hop la hé s phan gidi déi véi all-trans-a-caroten va all-trans-B-

caroten phai I&n hon 1,

St dyung vat liéu nhdi cdt pha dao thich hop, vi dy: Vydac® 201TP54%, Vydac® 218TP54%, Eurospher®
100-C15”, Ultraspher® ODS?, Spherisorb® ODS2”, Zorbax® ODS2* va LiChrospher® RP 18 *. Cac cot
¢6 thé cling dwoc st dung trong day phan tich. Nén dung cét bao vé dé tang théi han str dung cla cot
phan tich.

2 Cac dung dich chuan fcaroten va lycopen 12 khéng cin thiét déi véi viéc dinh lvong Fcaroten trong dich chiét mau nhung
giup cho viéc nhan biét cac hop chét khac nhau.

¥ Vydac® 201TP54, Vydac®218TP54, Eurospher® 100-Cis, Ultrasphere® ODS, Spherisorb® ODS2, Zorbax® ODS va
LiChrospher® RP18 13 c4c vi dy v& san phAm ban s&n. Théng tin ndy dwa ra tao thuén tién cho ngudi siv dung tiéu chuén va
tiéu chudn nay khéng &n dinh phai st dyng ching.
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5.5 Dung culoc

Céc dung cu loc loai Ién, nhé d@é loc pha déng HPLC va cac dung dich mau twong tng, vi du c6 c& 18
0,45 um Ia thich hop.

CHU THICH  Viéc loc pha ddng cling nhw dung dich m&u thir qua bd loc mang trwée khi st dyng hosic bom c6 thé tang thei gian
str dyng cua col.

5.6 Bé siéu am.
5.7 B¢ loc tach pha (tuy chon).
6 Lay mau

L&y m3u theo TCVN 2625 (ISO 5555), néu thich hop.

7 Céch tién hanh
7.1 Chuén bi mau thir

Bong hoa mau thir. Nghién mau béng dung cu nghién thich hop va trén k¥ lai. Lam lanh so bd d& mau
khéng tiép xdc véi nhiét d6 cao trong khoang thei gian dai. A-caroten nhay véi birc xa UV va anh sang.

7.2 Chuan bj dung dich méu thie

7.21 Xa phéng hoa

Xa phong hoa tir 2 g dén 10 g mau thr bang cach cho déi lwu, tét nhét dwéi dong nito, ding cac lvong
thich hop clia metanol (4.1) hodc etanol (4.3), nwéc, chat chéng oxi héa (4.6) va dung dich Kali hydroxit
(4.5). Cho chéat chéng oxi héa vao mau truée khi bd sung kali hydroxit. Natri sulfit (4.6) c6 thé ciing
dwoc bd sung dé phong nglra anh hwéng cla cac kim loai dang vét.

Céc vi du vé ty & cac thubc thir phi hep dwgc néu trong Bang 1.

Bang 1 - Ty 1é thich hep cta cac thube thie

Khéi lwong miu | Ancol Chét chéng oxi héa Kall hydroxit
i'_“z:g‘ génsg 50 ml metanol 0,25 g AA | 5midung dich50 /100 ml
[! 5gdén10g 100mletanol | 1.0gAA+0,04gNaS | 20 m! dung dich 60 g/100 ml
1| 109 150 ml etanol 1,0 g AA 50 ml dung dich 60 g/100 ml

Thoi gian xa phong hoa thwéng tir 15 min dén 45 min & nhiét do tir 80 °C dén 100 °C (déi lwu).
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Néu sau khi xa phong hoéa va lam ngudi, van con chét béo hodc dau thyc vat trén bé mat hdén hop xa
phong hoa, thi bd sung kali hydroxit trong etanol va kéo dai théi gian xa phong héa.
CHU THICH Thyec té cho théy rédng cac mau cé ham lveng chét béo thip nhw qua hodc rau cé thé chiét dugc tryc tiép bang

céc dung méi thich hgp bing phuwrong phap tuong (ng, vi dy nhw quy dinh trong [9] dén [11]. Tuy nhién, ciing nén kiém tra d&
chéc chén rang viéc tach sic ky c6 dap rng dugc cac tiéu chi xac dinh & trén (van dé gay nhiéu).

7.2.2 Chiét

Dé tranh tao nhi, nén bd sung mot lwgng nwéc vao dung dich mau d3a xa phong hoa sao cho ty 1€ cla
ancol v&i nwée ¢é trong dung djch tao thanh 1a 1:1.

Chiét B-caroten ra khdi dung dich méu da xa phong héa béng dung méi hoac hén hop dung méi thich
hop (4.7). Lap lai quy trinh chiét tir 3 dén 4 1an dung céc lwgng tir 50 ml dén 150 ml. Rira hén hop céc
dich chiét béng nwéc (thudng tir 2 dén 4 1an, mdi Ian dung tir 50 ml dén 150 ml) dén trung tinh.

7.2.3 Lam bay hoi

Lam bay hoi dich chiét bang may c6 quay (5.2) dwdi ap suét gidm & nhiét do khéng qué 50 °C. Loai bd
hét nwéc bang cach dung natri sulfat (4.4) hodic chuwng cét ddng séi véi etanol tuyét dbi (4.2) hodc
toluen (4.6). C6 thé diing cac ky thuat twong dwong khac nhw ding gidy loc tach pha (5.7) dé loai
nudc, voi didu kién ching da dwoc chirng minh khéng anh hwéng dén két qua

7.2.4 Phaloang

Haéa tan lai can trong cling mét loai hén hgp dung méi trong d6 cac dung dich chuén (4.12.3 va 4.12.4)
da dwoc chuan bi, tt nhat 1a pha déng hodc dung méi phi hep véi HPLC khac sao cho dé thu duwgc
ndng do B-caroten Ién dén 5 ug/ml. Bay la dung dich mau th.

7.3 Nhan biét

Nhan biét B-caroten bang cach so sanh thdi gian Iru clia cac pic don Ié trong cac sic @b thu dwoc
bing dung dich mau thir (xem 7.2.4) voi thi gian lwu clia cac pic clia dung dich chuan (4.12.3 va
4.12.4). Viéc nhan biét pic cé thé ciing dwgc thire hién bang cach bd sung cac lwong nhé dung dich
chuén thich hep vao dung dich mau thee.

CHU THICH 1 Viéc tach va dinh lugng cho thdy théa man néu tuan thi cac didu kién sdc ky sau day (xem thém Hinh A.1).

Pha tinh: Spherisorb®" ODS2, 5 um, éng cartridge 100 mm x 4,6 mm dwoc két hop
véi Vydac®* 201TP54, 5 um, 250 mm x 4,6 mm;

4 Spherisorb® la san pham ciia Phase Separations Inc; Vydac® la san phdm clia The Separations Group. Théng tin nay dua
ra tao thudn tién cho nguwoi sir dyng tiéu chudn va tidu chuin nay khong 4n dinh phai str dung chung. C6 thd sir dung céac san
ph&m twong dwong néu cho két qua teong ty.
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Pha déng: Axetonitril + dung dich amoni axetat trong metanol + diclometan (75 + 20 + 5)
(thé tich) chira 0,1 % khéi lwgng hydroxytoluen da butyl héa va 0,05 % khbi

lwgng triethylamin;
Toc do dong: 1,5 ml/min;
Thé tich bom: 50 pl;
Buwdc song phat hién: 450 nm.
7.4 Xac dinh

Bom cac thé tich thich hop (vi du 20 pl) cta dung dich chudn (4.12.3) ciing nhw dung dich méu thi
(xem 7.2.4) vao hé théng HPLC (5.3). Tién hanh dinh lwpng bang phwong phap ngoai chuén, tich phan
dién tich pic hodc xac dinh chiéu cao pic thu dwgc déi véi dung dich mau thir va so sanh cac két qua
V&i cac gia tri trong tng dbi véi chét chuan co thoi gian Iwvu twong ty, hodic dwng dudng chuén.

Bom céc thé tich bang nhau ctia dung dich mAu thir va clia cac dung dich chudn (4.12.3 va 4.12.4)
hoc bi bing hé sé twong (ng trong phép tinh két qua. Kiém tra do tuyén tinh clia ham hiéu chuan,
dung téi thiéu ba mirc pha lodng clia dung dich géc B-caroten (4.12.1).

7.5 S6 lan xac dinh

Tién hanh it nhét hai 1an xac dinh doc lap.

8 Tinh két qua

Dya vao duwong chuén, hodc dung cac chwong trinh twong (’ng cia may tich phan, dung quy trinh da

don gian hoa sau day:

Tinh ndng dd khéi lwgng clia S-caroten tong sé, p, bing miligam trén 100 g m3u (mg/100 g), theo Coéng
thiee (2):
A xc xVxV,

= = x100 2
P ag xmx V, x1000 i

Trong do

As la dién tich pic hodc chidu cao pic déi v&i cac ddng phan B-caroten thu dwoc bang dung
dich mau thiy (7.2.4), tinh bing cac don vj dién tich hoac don vi chiéu cao;

c la d6 tinh khiét da dugc hidu chinh (xem 4.12.2) cia néng dé S-caroten trong dung dich
chuén tinh bang microgam trén mililit (ug/mi);
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V.,  latdng thé tich clia dung dich m3u thir (7.2.4), tinh bang millit (ml);
Va thé tich bom clia dung dich chuén (7.4), tinh bang microlit (ul);

A, la dién tich pic hodc chiéu cao pic déi vé&i fcaroten thu dugc béng dung dich mau thir
(4.12.3), tinh bing cac don vi dién tich hodc don vi chiéu cao;

m la khéi lwgng mAu, tinh bing gam (g);
Vs lathé tich bom ctia dung dich mu thiy, tinh bang microlit (ul);
1000 14 hé sé chuyén ddi (microgam sang miligam);

100 13 hé s6 chuyén ddi vé ham lugng trén 100 g.

9 Do chum

Céc chi tiét ciia phép thi lién phong thtr nghiém vé dé chum cta phuong phép phi hop véi TCVN 6910
(ISO 5725) [12] duoc néu trong Phy lyc B. Cac gié tri thu duoc tr phép thir lién phdng thir nghiém nay
¢ thé khong ap dung dé phan tich cac dai nong d6 va chét nén khac véi cac dai nong 46 va chét nén
da néu trong Phuy luc B.

9.1 Do 13p lai

Chénh léch tuyét déi gitva cac két qua cia hai phép thir don 1& trén vét ligu thir gibng hét nhau, do mét
ngudi thyc hién, st dung cuing thiét bi thyre hién trong mét khoang théi gian ngan, khéng qua 5 % céc
trwdng hop Ié&n hon gidi han 13p lai r.

Céc gia tri d6i véi Scaroten tdng sé la:

Margarin X =0,253 mg/100 g r=0,032 mg/100 g
D6 ubng cé vitamin X =2,248 mg/100 g r=0,19 mg/100 g
B6t banh pudding x =1,531 mg/100 g r=0,24 mg/100 g
Rau tron X = 18,05 mg/100 g r=2,0 mg/100 g
9.2 D6 tailap

Chénh léch tuyét déi gitra cac két qua ctia hai phép thir don 1€, thu dwoc khi tién hanh thi trén vat ligu
giéng nhau, do hai phong thtr nghiém thye hign, khong qua 5 % zac trwong hop I6n gidi han tai lap R.

Caéc gia tri dbi véi S-caroten tong s6 la:
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Margarin X =0,253 mg/100 g R = 0,069 mg/100 g
Db ubng c6 vitamin X =2,248 mg/100 g R=0,41 mg/100 g
Bét banh pudding X =1,531 mg/100 g R=10,40 mg/100 g
Rau trén X =18,05 mg/100 g R=786 mg/100 g

10 Bao céo thi nghiém

Béo cao thir nghiém it nhét phai bao gdm céc théng tin sau day:

- moi théng tin can thiét 3& nhan biét day du vé mau thiy;

— vién dan tiéu chun nay hodc phwong phap the da sir dung;

— cac két qua va cac don vi biéu thi két qua;

~ ngay va quy trinh 1Ay mau (néu biét);

- ngay nhan mau;

- ngay thir nghiém;

— cac diém dic biét quan sat dwoc trong khi tién hanh thir nghiém;

moi chi tiét thao tac khong duoc quy dinh trong tiéu chudn nay hodc nhirng diéu dwoc coi la tuy
chon c6 thé &nh hwéng dén két qua.
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Phuy luc A
(tham khao)

Céc vi duy vé sic do HPLC
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b) —
a) Do hép thy;
b) Thai gian;

Pha tinh: Spherisorb®” ODS2, dai 5 m, éng cartridge 100 mm x 4,6 mm dwgc két hop véi Vydac®® 201TP54,
5 um, 250 mm x 4,6 mm;

Pha déng: axetonitril + dung dich nhdm axetat trong metanol + diclometan (75 + 20 + 5) (thé tich) chira 0,1 %
khéi lrong hydroxytoluen da butyl héa va 0,05 % khéi lwgng trietylamin;

Téc do dong: 1,5 ml/min;
Thé tich bom: 50 l;

Phat hién: 450 nm.

Hinh A.1 — Vi du vé& chiét =caroten, S-caroten va lycopen trong mau rau trén bang HPLC

% gpherisorb® la tén thuong mai cla san phdm do Phase Separations Inc cung cip; Vydac® la tén thong mai clia san
pham do Separations Group cung c4p. Théng tin nay tao thuan tién cho ngui siz dung tiéu chudn va tiéu chuén nay khong 4n
dinh phai si¢ dung chiing. C6 thé sl dyng céc san phdm khac tvong duong néu cho két qua tuong ti.
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Phuluc B

(tham khao)

Dir liéu vé dd chum

Cac két qua va di liéu vé& dd chum duwoc néu trong Bang B.1 vé xac dinh S-caroten tdng sé thu duoc
tlr mot phép thir lién phong thl nghiém phu hop véi TCVN 6910-2:2001 (ISO 5725-2:1994).[12] do
W. Schiiep va J. Schierle [11] té chure.

Bang B.1 — Két qua thir lién phong thir nghiém déi véi f-caroten

]! Miu Margarin Db uéng Bt Rau trén

i c6 vitamin pudding

| Chét phan tich S-caroten [Bcaroten f-caroten f-caroten

téng sé tdng sb tbng sb tong sé

Nam tién hanh phép thir lién phang thir nghiém [ 1995 1995 1995 1995

| $6 lvgng phong thdr nghiém 13 13 13 13
$6 lugng mau 1 : 1 1
Sé lwong cac phéng thtr nghiém cén lai sau khi trie 12 12 1 12
ngoai lé
Sé lugng cac phong thir nghiém ngoai & 1 i . 2 1 I
Sé lvgng cac két qua chap nhan duoc } 55 59 51 56 '
Gia tri trung binh mg/100 g | 0,253 2,248 1,631 18,05
D6 léch chuén I3p lai, s, mg/100 g 0,011 0,065 0,085 0,71 '

I D& léch chuan twong déi 13p lai, RSD;, % 45 2,9 5,6 3,9
Gia tri 1ap lair (2,83 x s5,), mg/100 g 0,032 0,19 0,24 2,0

| D§ léch chudn ti lap, ss, mg/100 g | 0024 015 | 014 27

| B9 léch chudn twong b t4i 13p, RSDs, % L 97 6.5 93 15

I Gia i i lap, R (2.83 x sn), mg/100 g 0,069 0,41 0,40 7.6 |

Céc dir liéu duoc kiém tra xac nhan néu trong Bang B.2 da xac dinh dwoc trong nghién clru so sanh
do chwong trinh Tiéu chun, Do lwong va Thir nghiém cia Uy ban Chau Au do Vién nghién ciru thye
pham Norwich, Vwong quéc Anh té chirc thyc hién nam 1996 vé viéc do all-trans-S-caroten trong mau
rau tron [10].
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Bang B.2 — Két qua thir lién phéng thir nghigém déi véi all-trans-S-caroten

Gid tri tai 1ap, R (2.83 x sp), mg/100 g

Mau Rau trén
Nam tién hanh phép tha lién phong thir nghiém 1996
Sé Ivgng phang thir nghiém 14
S6 lwgng mau i
S6 lugng cac phong thir nghiém con lai sau khi trir ngoai 18 14
Sé Iwgng bo dir liéu 0
Sé lwgng cac phong thie nghiém ngoai 1& 14
S lwgng cac két qua dugc chap nhan 60
Gia trf trung binh mg/100 g 2,37
D3 léch chuén 1ap lai, s, mg/100 g 0,159
| D6 léch chuan twong déi lap lai, RSD,, % 6,7
Gia tri lap lai, r (2,83 x 5,), mg/100 g 0,450
D6 léch chuan tai lap, ss, mg/100 g 0,241
D0 léch chuén twong déi tai lap, RSDg, % 10,2
0,682

CHU THICH D liéu thu dugc trong nghién clru so sanh quéc té nay thu duoc biing phurrong phap tvong duong khac véi quy

trinh thir nghigm théng thuéng trong cac phong thir nghiém ding hé théng HPLC nhur trong Phy luc C.
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Phuylyc C

(tham khao)

Hé théng HPLC thay thé

TCVN 8972-2:2011

Viée tach va dinh lrong retinol cho thiy théa man néu str dung céc diéu kién séc ky trong Bang C.1 [10].

Xem thém [11].~

Bang C.1 ® - Cac diéu kién sic ky

E Pha tinh Kich thwéc Pha déng Toéc do dong Detector
| cHt, mm
; Sphericorb® ODS2,5 pm 100x 4,6 CH3CN + (MeOH + NH Ac 1,5 mi/min 450 nm
| cong voi Vydac® 250 x 4,6 0,05 mol/l ) + DCM (75 + 20
| 201TP54,5 um +5) chra 0,1 % BHT va
: 0,05 % TEA
| Nucleosil® 3 um 125 x 4,6 CH4CN + (MeOH + NH;Ac mang diot
| Vydac® TP54, 5 um 250x4,6 | 0:,05moll)+DCM (70 + 20
i + 10) chira 0,05 % TEA
Vydac® 201TP54, 5 um 250 x 4,6 MeOH + THF (95 + 5) 1,0 mi/min mang diot
+0,1%BHT
Vydac® 218TP54, 5 um 250x 4,6 MeOH + THF (99 + 1) 1,5 ml/min 450 nm
+ 50 ppm AA
Eurospher® 100-C18, 5 pm 250 x 4,0 CH3CN + MeOH (85 + 15) 0 min dén 6 min: mang diot
| 1,8 ml/min.
6 min dén 20 min:
3,5 mi/min
{ Spheri-5-ODS, 5 um 220x 4,6 Gradient vei: mang diot
? ' CH,CN + MeOH (85 + 15) va
’ CH4CN + DCM + MeOH (70
+20+10)
Hypersil® ODS, 3 um CH4CN + MeOH + DCM + UV/VIS
Hz0 (700 + 150 + 100 + 25)
| Lychrospher® RP18, 5 pm 250 x 4,0 MeOH + THF (95 + 5) 2,0 ml/min uviviIs
& Chir viét tat:
MeQOH: metanol
AA: axit ascorbic hoac natri ascorbat

KOH:  kali hydroxit
THF:  tetrahydrofuran
CHaLCN: axetonitril
DCM:  diclometan
NHsAc: nhdm axetat
TEA: trietylamin

BHT:  hydroxy toluen da buty! hda
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