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                    Lêi nãi ®Çu 

    

TCVN 6349 : 1998 hoµn toµn t−¬ng ®−¬ng víi ISO 5558 : 1982 (E) 

TCVN 6349 : 1998 do Ban kü thu©t tiªu chuÈn TCVN/TC/F2 DÇu, 

mì ®éng vËt vµ thùc vËt biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn - §o 

l−êng - ChÊt l−îng ®Ò nghÞ, Bé Khoa häc, C«ng nghÖ vµ M«i tr−êng 

ban hµnh. 
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T i ª u  c h u È n  v i Ö t  n a m TCVN 6349 : 1998 

 

DÇu, mì ®éng vËt vµ thùc vËt - Ph¸t hiÖn vµ nhËn biÕt c¸c chÊt 

chèng oxy ho¸ - Ph−¬ng ph¸p s¾c ký líp máng 

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

chromatographic method 

 

1   Ph¹m vi vµ lÜnh vùc ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph−¬ng ph¸p s¾c ký líp máng ®Ó ph¸t hiÖn vµ nhËn biÕt c¸c chÊt chèng oxy ho¸ 

sau ®©y cã trong dÇu mì ®éng vËt vµ thùc vËt : 

−   axit nordihydrogualaretic (NDGA) 

−   propylgalat (PG) 

−   octylgalat (OG) 

−   dodexylgalat (DG) 

−   tetiobutylhidroquinon (TBHQ) 

−   butylhidroxianisol (ter−butyl−4−metoxyphenon) (BHA) 

−   α-tocopherol 

−   butylhidroxytoluen (2,6 di−ter−butyl−4−metylphenon) (BHT) 

C¸c chÊt chèng oxy ho¸ nµy ®−îc liÖt kª theo thø tù c¸c gi¸ trÞ chØ sè Rf cña chóng. 

ViÖc ph¸t hiÖn α-tocopherol ®«i khi gÆp khã kh¨n v× c¸c phæ cña nã th−êng khuyÕch t¸n. 

Giíi h¹n ph¸t hiÖn cña ph−¬ng ph¸p nµy ®èi víi BHT lµ 20 mg / kg (ppm), vµ ®èi víi c¸c chÊt chèng oxy 

ho¸ kh¸c lµ 10 mg / kg (ppm). Nªn l−u ý ph−¬ng ph¸p nµy khã t¸ch hoµn toµn BHT. 

2   Nguyªn t¾c 
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Hoµ tµn phÇn mÉu thö trong n-hecxan vµ chiÕt chÊt chèng oxy ho¸ nµy b»ng axetonitryl. 

NhËn biÕt c¸c chÊt chèng oxy ho¸ nµy b»ng s¾c ký líp máng. 

3   Thuèc thö 

TÊt c¶ c¸c thuèc thö ph¶i thuéc lo¹i thuèc thö ph©n tÝch. Sö dông n−íc cÊt hoÆc n−íc cã Ýt nhÊt lµ cã chÊt 

l−îng t−¬ng ®−¬ng. 

3.1   bét silicagel cã kÌm chÊt kÕt dÝnh, cì h¹t nhá h¬n 30 µm ®¹t chÊt l−îng dïng cho s¾c ký líp máng. 

3.2   Metanol, chøa l−îng n−íc kh«ng qu¸ 0,5 % (m/m). 

3.3   Etanol 96 % (V/V). 

3.4   n-hecxan, hoÆc nÕu kh«ng cã th× dïng ete dÇu ho¶ cã nhiÖt ®é s«i tõ 30 °C ®Õn 60 °C. 

3.5   Axetonitryl b·o hoµ víi n-hecxan 

Rãt 900 ml axetonitryl vµo b×nh cÇu thÓ tÝch 1 000 ml vµ thªm 100 ml n−hecxan (3.4) vµ mét Ýt natri sunfat 

khan hoÆc canxi clorua khan. L¾c, ®Ëy n¾p b×nh vµ ®Ó yªn qua ®ªm. 

3.6   n-hecxan b·o hoµ víi axetonitryl 

Rãt 900 ml n-hecxan (3.4) vµo b×nh cÇu thÓ tÝch 1 000 ml vµ thªm 100 ml axetonitryl vµ mét Ýt natri sunfat 

khan hoÆc canxi clorua khan. L¾c, ®Ëy n¾p b×nh vµ ®Ó yªn qua ®ªm. 

3.7   Dung dÞch chØ thÞ : 2,6-dicloro-p-benzoquinol-4-cloroimid, dung dÞch 10 g/l trong etanol 96 % (V/V) 

ChuÈn bÞ dung dÞch tr−íc khi sö dông b»ng c¸ch hoµ tan 500 mg 2,5-dicloro-p-benzoquinol-4-cloroimid 

vµo trong 50 ml etanol (3.3). 

3.8   Hçn hîp dung m«i khai triÓn 

ChØ chuÈn bÞ hçn hîp tr−íc khi sö dông, b»ng c¸ch trén ®Òu hai thÓ tÝch n-hecxan (3.4), hai thÓ tÝch 

benzen vµ mét thÓ tÝch axit axetic b¨ng. 

C¶nh b¸o − Benzen ®éc, dÔ ch¸y vµ chÇn ph¶i thËn träng khi sö dông. 

3.9   c¸c dung dÞch chuÈn cña c¸c chÊt chèng oxy ho¸, chøa 1 g chÊt chèng oxy ho¸ trong mét lÝt 

metanol. 

Trong mét d·y t¸m cèc cã má, hoµ tan riªng biÖt tõng 100 mg mçi chÊt chèng oxy ho¸ (xem ®iÒu 1) trong 

metanol (3.2) råi chuyÓn chóng sang d·y t¸m b×nh ®Þnh møc thÓ tÝch 100 ml, thªm metanol ®Õn v¹ch møc 

vµ l¾c ®Òu. 

4   ThiÕt bÞ, dông cô 

Sö dông c¸c thiÕt bÞ th«ng th−êng cña phßng thÝ nghiÖm vµ ®Æc biÖt nh− sau : 
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4.1   B×nh s¾c ký dïng cho s¾c ký líp máng, lµm b»ng thuû tinh, thÝch hîp cho c¸c b¶n máng thuû tinh cã 

kÝch th−íc 200 mm x 200 mm, cã n¾p thuû tinh trßn ®Ëy kÝn. 

4.2   M¸y phun vµ mÆt ph¼ng ®Ó chuÈn bÞ c¸c b¶n máng. 

4.3   C¸c b¶n máng thuû tinh, cã kÝch th−íc 200 mm x 200 mm, ®−îc phñ mét líp silicagel (3.1) dµy 0,40 

mm. 

Sö dông c¸c b¶n máng ®· chuÈn bÞ s½n ë d¹ng th−¬ng phÈm, hoÆc chuÈn bÞ nh− sau : 

Röa thËt s¹ch c¸c b¶n máng b»ng etanol, n-hecxan vµ axeton cho ®Õn khi s¹ch hÕt tÊt c¶ c¸c vÕt mì. 

C©n 30 g silicagel (3.1) cho vµo b×nh nãn dung tÝch 250 ml (4.8) vµ cho thªm 60 ml n−íc. §Ëy n¾p b×nh vµ 

l¾c m¹nh l−îng chøa trong b×nh thËt kü trong 1 phót. 

Dïng m¸y phun (4.2) phñ ngay 0,4 mm líp keo silic oxit lªn bÒ mÆt cña c¸c b¶n máng. 

§Ó kh« c¸c b¶n máng ë nhiÖt ®é m«i tr−êng trong 15 phót, vµ sau ®ã cho vµo tñ sÊy (4.6), ®iÒu chØnh ë 

nhiÖt ®é 103 °C ± 2 °C trong 1 giê. §Ó nguéi trong b×nh hót Èm (4.3) vµ b¶o qu¶n trong b×nh hót Èm cho 

tíi khi sö dông. 

4.4   M¸y c« quay ch©n kh«ng. 

4.5   PhÔu chiÕt, dung tÝch 250 ml. 

4.6   Tñ sÊy kh« b»ng ®iÖn, cã qu¹t th«ng giã, ®iÒu chØnh ë 103 °C ± 2 °C. 

4.7   Tñ sÊy nãng b»ng ®iÖn, cã qu¹t th«ng giã, ®iÒu chØnh ë 60 °C ± 2 °C. 

4.8   b×nh nãn dung tÝch 250 ml, cã nót mµi b»ng thuû tinh. 

4.9   B×nh ®Þnh møc cæ trßn, dung tÝch 100 ml, cã nót mµi b»ng thuû tinh. 

4.10   Cèc cã má, d¹ng cao, dung tÝch 150 ml. 

4.11   B×nh cÇu ®¸y trßn, dung tÝch 250 ml, thÝch hîp khi sö dông víi m¸y c« quay ch©n kh«ng (4.4). 

4.12   Xilanh, dung tÝch 20 µl ®−îc chia v¹ch theo microlit. 

4.13   B×nh hót Èm. 

4.14   M¸y phun dung dÞch chÊt chØ thÞ lªn mÆt c¸c b¶n máng. 

5   C¸ch tiÕn hµnh 

5.1   PhÇn mÉu thö 

LÊy mét phÇn mÉu thö kho¶ng tõ 7,5 g ®Õn 10 g tõ c¸c mÉu thÝ nghiÖm. 

5.2   ChiÕt c¸c chÊt chèng oxy ho¸ 
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Hoµ tan phÇn mÉu thö trong 100 ml n-hecxan (3.4) trong cèc má dung tÝch 150 ml (4.10), ®un nãng nhÑ, 

nÕu cÇn, vµ chuyÓn dung dÞch sang mét trong c¸c phÔu chiÕt dung tÝch 250 ml (4.5), ph¶i chó ý kh«ng ®Ó 

c¸c phÇn kh«ng tan lät qua phÔu. 

Tr¸ng cèc b»ng 25 ml n-hecxan (3.4) vµ cho phÇn dÞch tr¸ng nµy sang phÔu chiÕt, còng ph¶i chó ý kh«ng 

®Ó c¸c phÇn kh«ng tan lät qua phÔu chiÕt. 

Thªm 25 ml axetonitril b·o hoµ víi n-hecxan (3.5) vµ l¾c trong 1 phót. G¹n lÊy líp axetonitril (líp phÝa 

d−íi) vµo mét phÔu chiÕt dung tÝch 250 ml thø hai (4.5). 

Chó thÝch -   NÕu thÊy cã h×nh thµnh thÓ nhò th× cÈn thËn ®Ó phÔu chiÕt d−íi luång h¬i n−íc ë kho¶ng 50°C cho ®Õn 

khi nhËn ®−îc c¸c líp trong. 

TiÕn hµnh ba lÇn chiÕt tiÕp theo líp n-hecxan mçi lÇn sö dông 25 ml axetonitril b·o hoµ víi n-hecxan 

(3.5). 

Gép c¸c dÞch chiÕt axetonitril vµ röa hai lÇn, mçi lÇn víi 25 ml dung dÞch n-hecxan b·o hoµ víi axetonitril 

(3.6). 

ChuyÓn líp axetonitril sang b×nh cÇu ®¸y trßn dung tÝch 250 ml (4.11) vµ cho bay h¬i dung m«i ë ¸p suÊt 

thÊp trong m¸y c« quay ch©n kh«ng (4.4) ë nhiÖt ®é cµng thÊp cµng tèt. C¬ b¶n lµ nhiÖt ®é cña n−íc 

kh«ng ®−îc v−ît qu¸ 40 °C. 

Hoµ tan phÇn cßn l¹i trong 2 ml metanol (3.2) vµ rãt dung dÞch nµy sang b×nh cÇu nhá h¬n. NÕu phÇn cßn 

l¹i nµy kh«ng hoµn toµn hoµ tan th× läc dung dÞch. 

Chó thÝch -   NÕu hµm l−îng chÊt chèng oxy ho¸ nhá h¬n 100 mg/kg (ppm), chØ cÇn hoµ tan phÇn cßn l¹i trong 1 ml 

metanol. 

5.3   S¾c ký vµ nhËn biÕt 

Phñ giÊy läc lªn thµnh cña b×nh s¾c ký (4.1). 

Rãt hçn hîp dung m«i khai triÓn (3.8) sang b×nh s¾c ký, ®é cao cña dung m«i khai triÓn trong b×nh s¾c ký 

kho¶ng 1 cm vµ ®Ëy n¾p. §Ó yªn ë n¬i tèi tõ 1 giê ®Õn 2 giê, ®Ó cho m«i tr−êng bªn trong cña b×nh s¾c ký 

®−îc b·o hoµ víi h¬i cña dung m«i. 

Dïng xilanh (4.12) lÊy 10 µl vµ 20 µl dung dÞch metanol cña c¸c chÊt chèng oxy ®· chiÕt, chuÈn bÞ theo 

5.2, cho vµo hai ®iÓm ®Æc tr−ng c¸ch nhau 20 mm vµ c¸ch mÐp cña b¶n máng (4.3) 20 mm mµ tr−íc ®ã 

®· ®−îc ho¹t ho¸ 1 giê  ë 60 °C trong tñ sÊy (4.7). LÊy 4 µl mçi dung dÞch chuÈn cña chÊt chèng oxy ho¸ 

(3.9) cho vµo c¸c ®iÓm ®Æc tr−ng c¸ch nhau 20 mm vµ c¸ch mÐp b¶n máng 20 mm. 

KÎ mét ®−êng th¼ng song song víi c¹nh cña b¶n máng vµ c¸ch c¸c ®iÓm trªn 150 mm. §Æt b¶n máng 

vµo b×nh s¾c ký vµ ®Ó yªn chç tèi cho tíi khi mÆt trªn cña dung m«i ch¹m tíi ®−êng kÎ ®· ®¸nh dÊu. 

LÊy b¶n máng ra khái b×nh s¾c ký vµ ®Ó kh« trong tñ hót. 

Phun dung dÞch chÊt chØ thÞ (3.7) lªn mÆt b¶n máng b»ng m¸y phun (4.14), vµ ®Æt b¶n máng vµo tñ sÊy 

(4.6) kho¶ng tõ 10 phót ®Õn15 phót, chØnh ë nhiÖt ®é 103 °C ± 2 °C. 
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LÊy b¶n máng ra khái tñ sÊy, vµ so s¸nh c¸c gi¸ trÞ Rf cóa c¸c ®iÓm cña c¸c dung dÞch chuÈn víi c¸c gi¸ 

trÞ Rf cña c¸c chÊt chèng oxy ho¸ ®· chiÕt. 

Th«ng tin kh¸c vÒ viÖc nhËn biÕt c¸c chÊt chèng oxy ho¸ cã thÓ thu ®−îc b»ng c¸ch ®Ó b¶n máng 30 gi©y 

ë nhiÖt ®é phßng thÝ nghiÖm, trong b×nh s¾c ký b·o hoµ víi amoniac vµ so s¸nh mµu s¾c thï ®−îc ®èi víi 

c¸c chÊt chèng oxy ho¸ kh¸c nhau. 

6   B¸o c¸o kÕt qu¶ 

B¸o c¸o kÕt qu¶ ph¶i chØ ra ph−¬ng ph¸p ®· sö dông vµ c¸c kÕt qu¶ thu ®−îc. Còng ph¶i ®Ò cËp ®Õn tÊt 

c¶ c¸c ®iÒu kiÖn thao t¸c kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy, hay tuú ý lùa chän, còng nh− mäi t×nh 

huèng cã thÓ lµm ¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶. 

B¸o c¸o kÕt qu¶ còng ph¶i bao gåm tÊt c¶ c¸c th«ng tin cÇn thiÕt vÒ viÖc nhËn biÕt mÉu thö. 


