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Dau, m& ddng vat va thuc vat - Phat hién va nhan biét cac chat
chéng oxy hoa - Phuong phap sac ky I6p méng

Animal and vegetable fats and oils — Detection and indentification of antioxidants — Thin-layer

chromatographic method

1 Pham vi va linh vuc ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phap sic ky I6p mdng dé phat hién va nhan biét cac chat chéng oxy hoa

sau day c6 trong dau m& déng vat va thuc vat :

axit nordihydrogualaretic (NDGA)

— propylgalat (PG)

— octylgalat (OG)

— dodexylgalat (DG)

— tetiobutylhidroquinon (TBHQ)

— butylhidroxianisol (ter—butyl-4—metoxyphenon) (BHA)

— o-tocopherol

— butylhidroxytoluen (2,6 di—ter—butyl-4—metylphenon) (BHT)
Cac chéat chdng oxy hoa nay dudc liét ké theo th{ tu cac gia tri chi sé R; cla ching.
Viéc phat hién o-tocopherol déi khi gap kho khan vi cac phé clia né thudng khuyéch tan.

Gi6i han phat hién cta phuang phap nay déi v6i BHT 1a 20 mg / kg (ppm), va ddi vGi cac chat chéng oxy
hoa khac la 10 mg / kg (ppm). Nén luu y phuong phap nay khé tach hoan toan BHT.

2 Nguyén tic
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Hoa tan phan mau th{r trong n-hecxan va chiét chat chéng oxy hoa nay bang axetonitryl.

Nhan biét cac chat chéng oxy hoa nay bang séc ky I6p mong.

3 Thuéc tha

Tat ca cac thudc thi phai thudc loai thudc thir phan tich. S& dung nudc cat hodc nudc cd it nhat 1a c6 chat
luong tuong duong.

3.1 bét silicagel c6 kém chét két dinh, ¢& hat nho hon 30 um dat chat luong dung cho sdc ky 16p méng.
3.2 Metanol, chta lugng nuéc khdng quéa 0,5 % (m/m).

3.3 Etanol 96 % (V/V).

3.4 n-hecxan, hoac néu khong cé thi dung ete dau hoa c6 nhiét dd séi tir 30 °C dén 60 °C.

3.5 Axetonitryl bdo hoa v6i n-hecxan

R6t 900 ml axetonitryl vao binh cdu thé tich 1 000 ml va thém 100 ml n—hecxan (3.4) va mét it natri sunfat

khan hoac canxi clorua khan. L4c, day nép binh va dé yén qua dém.
3.6 n-hecxan bdo hoa véi axetonitryl

R6t 900 ml n-hecxan (3.4) vao binh cau thé tich 1 000 ml va thém 100 ml axetonitryl va mét it natri sunfat

khan hoac canxi clorua khan. L4c, day ndp binh va dé yén qua dém.
3.7 Dung dich chi thi : 2,6-dicloro-p-benzoquinol-4-cloroimid, dung dich 10 g/l trong etanol 96 % (V/V)

Chuan bi dung dich truéc khi st dung bang cach hoa tan 500 mg 2,5-dicloro-p-benzoquinol-4-cloroimid

vao trong 50 ml etanol (3.3).
3.8 H6n hop dung méi khai trién

Chi chudn bi hén hdp trudc khi si dung, bang cach tron déu hai thé tich n-hecxan (3.4), hai thé tich

benzen va mot thé tich axit axetic bang.
Canh bao — Benzen doc, dé chay va chan phai than trong khi sir dung.

3.9 cac dung dich chudn cla cac chat chéng oxy hoa, chita 1 g chat chéng oxy hoa trong mot lit

metanol.

Trong mét day tdm cdc c6 md, hoa tan riéng biét tiing 100 mg mdi chat chéng oxy hoa (xem diéu 1) trong
metanol (3.2) réi chuyén ching sang day tam binh dinh mdc thé tich 100 ml, thém metanol d&n vach miic

va lac déu.

4 Thiét bi, dung cu

SUr dung cac thiét bi thong thudng clia phong thi nghiém va dac biét nhu sau :
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4.1 Binh s&c ky dung cho s&c ky I6p mdng, lam bang thuy tinh, thich hgp cho cac ban méng thuy tinh cé
kich thuéc 200 mm x 200 mm, ¢6 nép thuy tinh tron day kin.

4.2 May phun va mat phang dé chuin bi cac ban méng.

4.3 Cac ban mong thuy tinh, cé kich thuéc 200 mm x 200 mm, dudc phd mét I16p silicagel (3.1) day 0,40

mm.
S{ dung cac ban mdng da chuén bi sn & dang thuong pham, hodc chuén bi nhu sau :
Rira that sach cac ban mdng bang etanol, n-hecxan va axeton cho dén khi sach hét tat ca cac vét ma.

Can 30 g silicagel (3.1) cho vao binh nén dung tich 250 ml (4.8) va cho thém 60 ml nuéc. Day nép binh va
I&c manh lugng chita trong binh that ky trong 1 phut.

Dung may phun (4.2) ph ngay 0,4 mm I6p keo silic oxit Ién bé mat clia cac ban moéng.

Dé khoé cac ban mdng 6 nhiét d6 mai trudng trong 15 phat, va sau dé cho vao ti say (4.6), diéu chinh &
nhiét d6 103 °C + 2 °C trong 1 gid. D& ngudi trong binh hat &m (4.3) va bado quan trong binh hat 4m cho
tGi khi st dung.

4.4 May cb quay chan khéng.

4.5 Phéu chiét, dung tich 250 ml.

4.6 Tu say kho bang dién, cé quat thong gio, diéu chinh 6 103 °C + 2 °C.

4.7 Tu sdy nbng bang dién, cé quat théng gi6, diéu chinh 60 °C + 2 °C.

4.8 binh n6n dung tich 250 ml, c6 nat mai bang thuy tinh.

4.9 Binh dinh mc ¢6 tron, dung tich 100 ml, c6 nat mai bang thuy tinh.

4.10 Céc c6 mod, dang cao, dung tich 150 ml.

4.11 Binh cau day tron, dung tich 250 ml, thich hop khi s dung v6i may ¢6 quay chan khong (4.4).
4.12 Xilanh, dung tich 20 ul dugc chia vach theo microlit.

4.13 Binh hat &m.

4.14 May phun dung dich chét chi thi Ién mat cac ban mong.

5 Cach tién hanh

5.1 Phan mau th
L&y mot phan mau thi khoang tir 7,5 g dén 10 g tir cadc mau thi nghiém.

5.2 Chiét cac chat chéng oxy hoa
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Hoa tan phan mau th{r trong 100 ml n-hecxan (3.4) trong c6¢c mé dung tich 150 ml (4.10), dun néng nhe,
néu can, va chuyén dung dich sang moét trong cac phéu chiét dung tich 250 ml (4.5), phai chi y khéng dé
cac phan khéng tan lot qua phéu.
Trang céc bang 25 ml n-hecxan (3.4) va cho phan dich trang nay sang phéu chiét, ciing phai chu y khéng
dé cac phan khong tan lot qua phéu chiét.
Thém 25 ml axetonitril bdo hoa v6i n-hecxan (3.5) va Iac trong 1 phut. Gan Idy 16p axetonitril (16p phia
duéi) vao mét phéu chiét dung tich 250 ml thit hai (4.5).
Chu thich - N&u thay cé hinh thanh thé nhi thi cn than dé phéu chiét dudi ludng hai nuéc & khodng 50°C cho dén
khi nhan dudc céac I6p trong.
Tién hanh ba l1an chiét tiép theo 16p n-hecxan méi 1an sl dung 25 ml axetonitril bdo hoa véi n-hecxan
(3.5).
Gop cac dich chiét axetonitril va rira hai I1an, méi 1an véi 25 ml dung dich n-hecxan bdo hoa véi axetonitril
(3.6).
Chuyén 16p axetonitril sang binh cau day tron dung tich 250 ml (4.11) va cho bay hoi dung méi 6 ap suét
thap trong may cbé quay chan khéng (4.4) & nhiét dé cang thap cang tét. Co ban la nhiét dé cla nudc
khdéng dugc vugt qua 40 °C.
Hoa tan phan con lai trong 2 ml metanol (3.2) va rét dung dich nay sang binh cau nhé hon. Néu phan con

lai nay khéng hoan toan hoa tan thi loc dung dich.

Chu thich - Né&u ham lugng chat chéng oxy hoa nhd hon 100 mg/kg (ppm), chi can hoa tan phan con lai trong 1 ml

metanol.
5.3 S4c ky va nhan biét
Ph gidy loc 1én thanh cla binh s3c ky (4.1).

R6t hén hop dung méi khai trién (3.8) sang binh séc ky, dd cao cla dung méi khai trién trong binh sac ky
khodng 1 cm va day ndp. D& yén & noi t6i tir 1 gid dén 2 gid, dé cho méi trudng bén trong cla binh sic ky

dudc bao hoa véi hai clia dung moi.

Dung xilanh (4.12) 18y 10 ul va 20 ul dung dich metanol clia cac chat chéng oxy da chiét, chuén bi theo
5.2, cho vao hai diém d&c trung cach nhau 20 mm va cach mép clia ban mdng (4.3) 20 mm ma trudc doé
da dudc hoat hoa 1 gid & 60 °C trong t( say (4.7). L4y 4 ul mbi dung dich chuén clia chat chéng oxy hoa
(3.9) cho vao cac diém dac trung cach nhau 20 mm va cach mép ban méng 20 mm.

Ké mot dudng thang song song véi canh ciia ban mdng va cach cac diém trén 150 mm. D4t ban mdng
vao binh sic ky va dé yén chd tdi cho t&i khi méat trén clia dung méi cham t6i dudng ké da danh dau.

Lay ban mdng ra khdi binh sic ky va dé khé trong td hut.

Phun dung dich chét chi thi (3.7) Ién mat ban méng bang may phun (4.14), va dat ban mong vao tu sy

(4.6) khoang tir 10 phat d&n15 phut, chinh & nhiét d6 103 °C + 2 °C.
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L&y ban mong ra khdi ti sdy, va so sanh cac gia tri R; clia cac diém cla cac dung dich chuin véi cac gia
tri R; cla cac chat chéng oxy hoa da chiét.

Théng tin khac vé viéc nhan biét cac chat chéng oxy hoa cé thé thu dudc bang cach dé ban méng 30 giay
4 nhiét dd phong thi nghiém, trong binh sac ky bdo hoa véi amoniac va so sanh mau séc thu dudc déi voi

cac chat chong oxy hoa khac nhau.

6 Bao cao két qua

B&o cao két qua phai chi ra phuong phap da s dung va cac két qua thu dudc. Ciing phai dé cap dén tat
ca céac diéu kién thao tac khoéng qui dinh trong tiéu chudn nay, hay tuy y lua chon, ciing nhu moi tinh

huéng c6 thé lam anh hudng dén két qua.

B4o céo két qua ciing phai bao gém tat ca cac théng tin can thiét vé viéc nhan biét mau tha.



