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L&i néi dau
TCVN 6761:2017 thay thé TCVN 6761:2008:

TCVN 6761:2017 hoan toan twong dwong véi iso 9936:2016,

TCVN 6761:2017 do Ban ky thuét tiéu chudn quéc gia TCVN/TCIF2
Diu m& dbng vét va thuc vét bién soan, Téng cyc Tiéu chudn
Do lwérng Chét lvong thadm dinh, B Khoa hoc va Cong nghé cong bé.



TIEU CHUAN QuUOC GIA TCVN 6761:2017

Dau m& dong vat va thwe vat - Xac dinh ham lweng tocopherol va
tocotrienol bang sac ky long hiéu nang cao

Animal and vegetable fats and oils - Determination of tocopherol and tocotrienol contents
by high-performance liquid chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuéin nay qui dinh phuong phap xac dinh ham lrong o=, B-, y- va & tocopheral ty do va cac
tocotrienol (goi chung 14 c4c tocol) trong diu m& ddng vat va thi vat (sau day dwoc goi la cac chét
béo) béng phurong phéap séc ky 16ng hiéu nang cao (HPLC).

Déi véi cac san phdm chira cac este tocopherol hodic tocotrienol thi cAn tién hanh xa phéng héa trwéc.
Tiéu chudn nay khong 4p dung cho sa va sén phim sta (hosic chét béo tir sva va san pham stra).
CHU THICH: Phuong phap thich hgp ¢b qui trinh xa phéng héa ngudi mé ta trong Phy lyc B chi diing d& tham khdo.

2 Tailiéu vién dan

Céc tai ligu vign déin sau rét cin thiét cho viéc 4p dung tiéu chudn nay. Déi voi cac tai lidu vién din ghi
nam cdng bé thi &p dung phién ban dwoc néu. DI véi cac tai liéu vién din khéng ghi nam cbng bé thi ap
dung phién ban méi nhit, bao gbm ca cac stra ddi, bd sung (néu cb).

TCVN 6128 (ISO 661), Ddu mé dong vét va thire vét — Chuén bj méu thir.

3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay s dung thuét ngl va dinh nghta sau day:

31

Ham lwong tocol (tocol content)
Phén khéi fuong clia cac tocol riéng ré xac dinh dugc bang phuong phap qui dinh trong tiéu chudn nay.

CHU THICH: Ham lrgng tocol bidu thj bing miligam trén kilogam theo sé nguyén.
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4 Nguyén tic

Hoa tan phan méu thir trong n-heptan va ding séc ky 1dng higu nang cao dé tach tirng tocol. Dung hé
s6 higu chudn xac dinh dugc tr cac dung dich higu chudn dé tinh ham lugng cita tirng toco.

5 Thudc thip
Chi str dung cac loai thudc thik tinh khiét phan tich diing cho HPLC hodc twong dwong.

5.1 Chét chuén a -, B -, y-, -tocopherol va tocotrienol

Néu khdng c6 san cac chét chudn tocopherol thi ¢6 thé st dung hén hop clia phdi hat IGa mi véi dau
dau tuong d& nhén biét cac a -, B -, 1-, va -tocopherol.

Néu khdng co sin céc chét chudn tocotrienol thi co thé siv dung ddu co d& nhan biét o- va
y-tocotrienol. S&c ky @6 thu dugc co thé sir dung dé giGip cho viéc nhén biét pic trong séc ky 4 cla
méu th, trong trrding hop ndy cé thé sir dung hé sb higu chun déi véi cac tocopherol twong (mg.

CHU THICH: Céc chét chudn -, B-, y-, 5-tocopherol va tocotrienol e6 thd cé duge tir hang Merck "; cén a-locopherol c6 thé
c6 duge tir nhiku nha cung cép khac. Cac chét chudn tocotrienol ¢ ban sdn tir hiing Sigma Aldrich™, Theo bao céo, d tinh

khiét clia mt s& chét chudn tocopherol ban sin c6 thé dao dong tir 85 % dén 100 %. Do do, didu quan trong 13 phi xéc dinh
néng 44 céc dung dich higu chuln d6 bling cach do quang phd UV (xem 9.1.1).

5.2 Tetrahydrofuran, dugc lpc qua mang lgc nyléng (0,45 um) cla HPLC.
5.3 n-Heptan, dugc loc qua mang loc nyldng (0,45 pm) ciia HPLC
5.4 Pha ddng ctia HPLC

C6 thé si¥ dung bét ky hdn hgp dung mdi thich hgp nao da dwoc chirng minh ¢6 dd phan gidi pic cla
séc ky dd tét nhur trong Bang 2 (théi gian luu trong 38i clia cac tocopherol va tocotrienol) va trong Phy luc
A (séc ky d clia hdn hop déu thyc vat) (xem Bang C.3).

C6 thé tach y-tocopherol va B-tocotrienol hiéu qua bang cach stz dung hdn hop 5 % thé tich t-butyl
metyl ete + 95 % thé tich n-heptan va cét diol.

"' B Merck Tocopherol 613424 12 san phdm cila Cong ty Calbiochem (www.calbiochem.com). MBi lg nhé chira 50 mg DL-a-
tocopherol, D-B-tocopherol, D-y-tacopherol v D-5-tocophercl ¢t d8 tinh khiét 95 % phén tich bing séc ky hiéu niding cao
(HPLC) (adi v&i mBi phan). B& Merch tocotrienol 613432 clia Calbiochem cling ban sdn, M3i b chira mét lo nhé 50 mg
a-focotriencl, fi-tocotriencl, y-tocotriencl v -tocotrienal cé G4 tinh khiét 95 % phén tich bing sic ky higu ndng cao HPLC (déi
vai y-tocotriencl do tinh khiét 14 75 %). Théng tin ndy dua ra tgo thun tién cho nguéi siz dung tiéu chudn, cé thé sir dung céc
sdn phém twong tiy ndu cho két qua twong duang,

3 Tocotrienol 4 sdn pham ciia hang Sigma Aldrich (www.sigmaaldrich.com) va tir Chromadex (www.chromadex.com) véi d
tinh khiét tir 65 % aén 98 %. Thong tin ndy dwa ra tao thugn tién cho ngudi sir dung tiéu chudn, cb thé sir dyng cac san
phém tirong tyr néu cho két qua trong duong.
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-

Chudin bj pha ddng thich hep, dung dich tetrahydrofuran 3,85 % (thé tich) trong n-heptan nhw sau:
Ding dng dong chia vach 1 000 mi (6.5) l&y 1 000 ml n-heptan (5.3) cho vao chai 2 I. Ding pipet dinh
mirc 20 mi (6.6) bd sung hai 1&n mdi 14n 20 ml tetrahydrofuran (5.2). Pong hoa pha ddng st dung bé
siéu am (6.8) trong 15 min.

5.5 Metanol.

6 Thiét bj, dung cu
Sk dyng cac thiét b, dung cu trong phang thir nghiém théng thuémg va céc thiét bi dung cu sau:

6.1 Hé théng HPLC, gdm bom cao ap, dung cu bom méu, bd 8n nhiét cét duoc chinh dén 25°C (tay
chon), detector huynh quang c6 budc séng kich thich cai dat & 295 nm vé bwdc song phat xa & 330 nm
va bd tich phan.

Néu khéng c6 sin detector huynh quang thi cé thé s dung detector tir ngoai (UV), nhung khéng
khuyén khich. Tuy nhién, néu st dung detector UV thi cai dat & bwéc song & 292 nm.

6.2 Cot phén tich HPLC, ¢6é hai loai thich hgp sau:
~ kich thwéc 250 mm x 4 mm, dugc nhdi vi hat diol ¢ c& hat trung binh khoéng 5 um, hoac
~ kich thwérc 250 mm x 4,6 mm, dwge nhdi vi hat silica ¢ ¢& hat trung binh khoang 5 um.

CHU THICH 1: Cét silic diol thich hop co ban sdin 13: LiChrospher 100 Diol c& hat 5 pm; C#t silica ¢6 ban sin: LiChrosob Si
60 va Kromasil 100 ¢& hat 5 um. Khi dy kién o6 p-tocotriencl trong mau thi sir dung ct silica diol thich hgp hon vi
y-tocopheral va -tocotriencl s& ddng riva gidi khi ding ¢t silica.

CHU THICH 2: Chidu dai va durdmg kinh ciia cit cd thé thay ddi theo k§ thust HPLC dugc sir dyng.

CHU THICH 3: C4 hai loai ot d3 dugc sir dung danh gia di liéu vé 48 chum (Phy lye C).

6.3 May do quang phd UV, c¢6 thé do dd hap thy & cac buérc séng da xéac dinh chinh xac, cuvet cb
chiéu dai duéng quang 10 mm.

6.4 Bg co quay.
6.5 Ong dong chia d§, dung tich 1 000 ml.
6.6 Pipet dinh mdc, dung tich 5 ml, 10 ml va 20 ml.

6.7 Binh dinh mdrc, dung tich 25 ml va 50 ml.

3 Cac loai cot nay Ia céc vi dy vé cic san phdm thich hgp c6 ban sdn. Thang tin nay dura ra tao thudn tién cho ngudi sir
dyng tiéu chuan va khdng 4n dinh phdi sir dung sdn phm d6,
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6.8 Bésiéuam.

7 Liy miu

M&u glri dén phong thir nghiém phai ding 1& mau dai dién va khdng bj hir héng hodc thay di trong
subt qua trinh bao quan va van chuyén.

Viéc &y mau khdng quy dinh trong tiéu chuén nay. N&n 14y mau theo TCVN 2625 (ISO 5555).

8 Chuan bi miu thir

Trong treéng hop cac miu thir nghiém & dang 16ng, chuén bj mau thir bdng cach ddng hoa mau theo
md ta trong TCVN 6128 (ISO 661), khdng loc mau.

Trong triedng hop méu & dang rén, chuyén phdn méu dai dién (tirc 1a khdng nhd hon 10 % khéi lugng
mau thir nghiém) vao cbc thuy tinh c6 mé va dbng hoa ki bang cach cho néng chay trong ndi céch
thuy & nhiét a5 khdng qua 40 °C va trdn nhe.

Nén tién hanh chudn bi mau thir dwéi &nh sang md va trong moi tredng hop cling khdng dugc thyrc
hién tnre tiép duwi anh ndng mat troi.

9 Céach tién hanh

CANH BAO - Nhin chung, s 8xy héa cac tocol trong qua trinh phan tich cé thé din dén két
qua thu dwoc thap. Téc dd éxy hod ting nhanh khi cé mit kiém, hodc do anh hwéng clia nhiét
hodc anh sang va nén tién hanh do sao cho tranh dwoc cac anh hwéng nay.

9.1 Chudn bj cac dung dich hiéu chudn
9.1.1 Cac dung dich chuén géc

Chuén bj dung dich géc clia tirng loai tocol bing cach can 10 mg £ 1 mg chét chudn (5,1) cho vao binh
dinh mdrc 50 mi (6.7) va pha lodng bang n-heptan (5.3) dén vach.

Dung pipet (6.6) idy 5 ml dung dich nay cho vao binh thuy tinh mau hd phach day trén va loai bd hét
n-heptan trén bé ¢b quay (6.4) trong chan khdng & nhiét dd khéng 1&n hon 40 °C. Khéi phyc lai ap suét
khéng khi bang nito va ldy ngay binh thiy tinh ra khéi bd ¢6 quay sau khi da loai bd hét dung moi.
Ding pipet (6.6) 4y 10 ml metanol (5.5) cho vao binh dinh méc va khudy d& hoa tan hét cin. Ding
may do quang phd UV (6.3) v&i cuvet cé chibu dai dudmng quang 10 mm dé do dé hép thu téi da cia
dung dich nay & buéic séng trong khodng 270 nm dén 310.nm (xem budc séng thich hop trong Bang 1).
D5 hép thy do dugc cin ndm trong khodng 0,2 dén 0,8, Tinh néng d6 (microgam trén mililit) bing
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céach chia d4 hép thy cho hé sb tvong (ng dugc néu trong Béng 1.

Bang 1 - Hé s6 chia

Bwéc son
- Tocopherol Hé sé chia

nm

292 a-tocopherol 0,007 6

296 p-tacopherol 0,008 9

298 y-tocopherol 0,009 1

298 5-tocopherol 0,008 7
CHU THICH: Cac hé sé néu trén thu dugre tir cac gid tri £ (1 %/1 cm) cla céc tocopherol. Vi dy, gid tri £ (1 %/1 cm)
ciia a-tocopherol 14 76 & 292 nm (trong metanal); do @6 1 pg/mi dung dich a-tocopherol s& c& @3 hép thy 12
0,0076 & 292 nm).

9.1.2 Dung dich chuén
Can chuén bj dung dich chudn thich hop theo d$ nhay clia detector huynh quang duoc st dung.

Vi dy v& viéc chuén bj dung dich 12m viéc nhw sau: Trdn cac thé tich thich hop, vi dy 1 ml cla cac
dung dich hiéu chudn géc (xem 9.1.1) 3& thu dwgc dung dich chuén tocol hdn hop va pha lodng bang
n-heptan d& cé dung dich chira khodng 1 pg/ml dén 5 pg/ml clia tirng loai chét chudn,

Chuén bi dung dich chudn méi cho mbi ngay lam viéc.
Giir tat ca cac dung dich trdnh &nh sang va bao quén ching & nhigt 4 tir 0 °C dén 4 °C.

Céc dung dich chun gbc dugc bao quan lanh trong binh thily tinh mau hd phach thich hop, co thé
bén dén mat tudn. Cac binh dinh mirc c6 thé dwgc boc trong 14 nhom,

CHU THICH: Néu sir dung detector UV thi ¢6 thd cin dén dung dich dam dac hon.
9.2 Téi wu hoa céc théng s Iam viéc

9.2.1 Néu cdt (6.2) mbi st dung hodc chua biét lich st hodc vi Iy do bét ky khac can phai én dinh thi
rira va bao 6n cot bing metanol trong khoang 10 min, sau d6 rira béing diclorometan, tiép theo béng
n-heptan & téc 46 dong khodng 1 mi/min.

Bom pha dong HPLC (5.4) qua cbt & téc d dong 1 mi/min trong thei gian it nhét 30 min,

CANH BAO - Metanol va diclorometan gdy déc cho ngwéi va mdi trwdng. Cén cin than khi s
dung ching.
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9.2.2 Bom 10 yl hodc 20 pl (theo dd nhay cla detector) dung dich chuan (xem 9.1.2) vao cbt va néu
cén, diu chinh tetrahydrofuran clia pha déng va téc 46 dong d& dat dwgc cac diu kién sau:

a) thoi gian lwu clia a-tocopherol tir 8 min dén 12 min;

b) hé sé phan gidi RF déi voi viéc tach B- va y-tocopherol khéng duge nhd hon 1,0; nghta la hdu hét
cAc pic tach dén dudng nén, trong d6 RF dwore tinh theo Céng thire (1):

= _d)=d

(1)
0,5 x[b(l)+ b{il)]

Trong dé:;
d{l) la thi gian lwu y-tocopherol;
d{ll) Ia théi gian lwu B-tocopherol;
b(l) la dd réng day cla pic y-tocopherol;
b(ll) 1a ad rdng Gay cilia pic p-tocopherol.

9.2.3 Chon ché d cai dat téi wu cho detector va bd tich phan, Bom 10 pl hodc 20 ul dung dich chun
(xem 9.1.2). Bom I3p lai va kiém tra d tai 1ap cac séc ky db thu duoc.

9.3 Chudn bi dung dich thir

Tuy thude vao ndng d6 cla tocol (xem 9.1.2), can khodng 0,25 g + 0,1 g mAu thir (xem Didu 8), chinh
xac dén 1 mg, cho vao binh dinh mirc mét vach dung tich 25 ml. Thém mét lwgng n-heptan (5.3), lac
dé hoa tan phan méiu thir va pha loang dén vach bing cing loai dung méi. Loc dung dich qua mang
loc nyléng 0,45 um clia HPLC néu dung dich chura trong.

Bigu quan trong Ia c4c dung dich thir dwoce bao vé tranh anh sang trude khi phén tich va dugc phan
tich trong ngay chudn bi.

CHU THICH: €4 thé chuén bj mot dung dich dam ddc hon hodc pha loang tiép dung dich nay truéc khi cho chay sic ky.
9.4 Xac dinh

9.4.1 Bom 10 pl hodic 20 pl (tuy theo dd nhay clia detector) dung dich chuén (xem 9.1.2) I&n cft va
ghi lai dién tich céc pic.

9.4.2 Bom 10 pl hodc 20 pl (luy theo dé nhay clia detector) dung dich thi¥ (xem 9.3) l&n cot va nhan
biét s c6 mat clia cac tocol biing cach so s&nh véi cac sic ky b higu chudn, Ghi lai dién tich cac pic.

10
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Lap lai viéc bom dung dich thir va do. Két qua clia phép xac dinh 14 gié tri trung binh cua hai Ian do.

Bom tiép 10 pl hodc 20 pl (tuy theo d6 nhay cia detector) dung dich chudn (xem 9.1.2) va ghi lai cac

dién tich cac pic.

Théi gian vy twong déi thu dwoc nhu trong Béng 2 14 thei gian dién hinh.

Bang 2 - Vi du vé thoi gian Iwu twong dbi clia cac tocopherol va tocotrierréd

Cét silica

(a-tocopherol l1am chét chuén)

Cat diol

(a-tocopherol 1am chét chudn)

a-tocopherol = 1,00

a-tocotrienol = 1,19

a-tocopherol = 1,00

a-tocotrienol = 1,24

B-tocopherol = 1,34

B-tocotrienocl = 1,63

p-tocopherol = 1,59

p-tocotriencl = 2,03

y-tocopherol = 1,63

y-tocotrienol = 2,00

y-tocopherol = 1,74

y-tocotrienol = 2,22

§-tocopherol = 2,24

&-tocotrienol = 2,79

&-tocopherol = 2,46

d-tocotrienol = 3,19

10 Biéu thi két qua

Ham lwong a-tocopherol clia miu, w, dugc biéu thi bdng miligam trén kilogam (mg/kg), theo Céng
thiee (2):

o pxA xV @)
A xm

Trong do:
p 13 ndng d8 clia a-tocopherol frong dung dich chun (9.1.2), tinh bang microgam trén mililit (ug/ml);

A_, 14 gi4 tri trung binh cia cac dién tich pic thu duoc a8i véi a-tocopherol chuén;

. la gia tri trung binh clia cac dién tich pic thu dugc ddi véi a-tocopherol ¢6 trong mau thi;

p

m  la khdi lugng clia ph&n mau thir (9.3), tinh bang gam (g);
V  lathé tich dung dich thir dwgc chudn bj (= 25 ml).

Tinh ham lwgng tocol can lai trong mAu thir theo cling mét cach, st dung s6 lidu thu duoce tir chudn
twong (rng.

N&u chi c6 sin chét chudn a-tocopherol thi lién két tt ca cac tocopherol véi chét chudn nay, nhieng
phdi néu 15 trong bao cao két qua. Néu st dung detector UV thi lién két tat ca cac tocopherol véi

11
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a-tocopherol chuén, nhung can chuén hoa céc dién tich pic theo a-tocopherol, st dung cac hé sé chia
néu trong 9.1.1,

CHU THICH: Cirirng d§ huynh quang cla cac locotrienol cling giing véi cudmg 86 huynh quang cia céc tocopherol twong
(rng va cac dd hép thy UV ciing tuong ty.

Ham luegng dwgce biéu thj bang miligam trén kildgam la mdt sé nguyén.

11 B§ chum
11.1 Phép thiz lién phong thir nghiém

Chi iét clia phép thir lién phong thir nghiém vé d6 chum clia phuwong phap dugc théng ké trong Phu
lyc C. Cac gia tri thu dwerc tir phép thir lién phong thir nghiém nay co thé khéng 4p dung cho céac dai
néng d6 va nén miu khac véi cac dai ndng @ va cac nén miu da néu.

11.2 DS ldp lai

Chénh léch tuyét ddi gitra hai két qua thir dgc Iap, riéng ré, thu dwoc khi sl dyng cling mét phuong
phap, trén vét liéu thir giéng hét nhau, trong cing mét phong thir nghiém, do cling mét ngudi thyc
hién, sir dung ciing mét thiét bj, trong mét thei gian ngén, khdng dwoc quéa 5 % cac trudng hop Ién
hon gia tri r néu trong Bang 3.

11.3 D& tai lap

Chénh léch tuyét ddi gitra hai két qua thir riéng ré, thu dwgc khi sir dyng cling mét phuong phap, trén
vat ligu thir gi6ng hét nhau, trong cac phéng thir nghiém khac nhau, do nhirng ngudi khac nhau thyc
hién, str dyng cAc thiét bj khac nhau, khong dugc qué 5 % cac trudng hep va |én hon gid tri R néu
trong Bang 3.

Bang 3 - Gi&i han ldp lai (r) va gi&i han tai lap (R)

Ham lwong tocol Dii néng dé r R
mgrkg mgrkg mglkg mglkg

T,= gia tri trung binh cla ham leon

mgest g ) 0 dén 2 220 0,082 5 T, 0,209 4 T,
tocopherol riéng ré
T,= gia trj trung binh cta ham lugn

ol e e 10 dén 210 0,090 0 T 0,2552 T,
tocotrienol riéng ré
Ty= gia trj trung binh clia ham lugn

o " 200 dén 3 250 0,071 8T, 02557 T,

tdng (tocopherol + tocotrienol)

12
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12 Bdo cao thir nghiém

¥

Bao cédo thir nghiém phai néu ro:

a)
b)
c)

d)

f)

tAt ca cac thong tin cdn thiét @& nhén biét day du v& mau thir;
phwong phap ldy méu duoc st dung, néu biét;
phuong phép thir da sir dung, vién dén tiéu chudn nay;

moi didu kién thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuén nay hoac dugc xem Ia tdy chon, cling véi
moi tinh huéng bét thuong cé thé anh hudng dén két qua;

két qua thir thu dugc;

néu kiém tra d6 1ap lai thi néu két qua cudi cling thu duerc.

13



TCVN 6761:2017

Phu luc A

(Tham khao)

Vi du veé sac ky dé
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a) Cét diol
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b) Cét silica
Nhan biét pic
1 a-tocopherol 5 a-tocotrienol
2 p-tocopherol 6 pB-tocotrienol
3 y-tocopherol 7 y-tocotrienol
4 j-tocopherol 8 &-tocotrienol

Cac diéu kién phan tich

Pha 46ng: 3,85 % (phén thé tich) THF trong n-heptan

Téc ad dong: 1 miimin

Detector: huynh quang

CHU THICH: Sic ky d trén thé hién véi tryc x biu thi thai gian, tinh bing phat va tryc y bidu thi clrong a6 tin hidu,

Hinh A.1 = Hén hop diu thye vat (ddu twong, hat nho, phéi lGa mi, diu co)
duwoc bd sung a-tocopherol axetat
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Phu luc B

(Tham khao)

Xa phong héa

B.1 Gi&i thidu

Khi phan tich cac san phdm da ché bién c6 bd sung cac este tocopherol hodc este tocotrienal, thi
trrdre khi chay séc ky nén tién hanh qui trinh xa phong héa ngudi. Nén phan tich ddng théi cac méu
chira lugng este da biét tredre & cling mét thoi didm.

B.2 Thudc thir

Chi st dung céc thudc thir thudc loai tinh khiét phan tich.

B.2.1 Etanol, w = 94 g/100 g dén 96 g/100 g.

B.2.2 Etanol, tuyét déi, w > 99,7 g/100 g.

B.2.3 Pyrogallol.

B.2.4 Kali hydroxit, dung dich nwéc w = 60 g/100 g.

B.2.5 Dietyl ete, khong chira peroxit, c6 chira pyrogallol 0,1 %.
B.2.6 Axit clohydric, c(HCI) = 0,01 mol/.

B.2.7 Natri sunfat, khan.

B.2.8 Nwdéc, phi hop véiloal 3 cia TCVN 4851 (1SO 3696).

B.3 Cach tién hanh

CANH BAO - Phai dic biét chi ¥ dén nhiét dd va thoi gian xa phong hoa, néu khdng dé
thu héi este c6 thé cho két qua thip.

Can chinh xac 2 g miu da trén k§ cho vao binh dinh mirc day phéng dung tich 100 mi va phén tan ky
phan miu thi* 45 néng chay trong khodng 8 ml etanol (B.2.1) bdng cach xoay nhe binh. Thém 100 mg
pyrogallol (B.2.3) va xoay binh dé hoa tan.
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Théi sach binh dinh mirc bing nite, thém 4 ml dung dich kali hydroxit (B.2.4), thdi sach lai bing nito va
déy binh bang nép thuy tinh. DAt binh véo ndi cach thiiy & 26 °C va l&c manh trong 10min hoc cho
dén khi xa phéng héa hoan toan. Thipe hién tat ca cac thao tac nay tranh anh sang mat trori chiéu truc
tiép, str dung binh thiy tinh mau hd phach hodc dwec boc trong Ia nhom.

Thém 50 ml nuwéc (B.2.8) vao binh va chuyén lwgng chira trong binh sang ph&u chiét dung tich
250 ml. Rira binh béng 50 ml dietyl ete (B.2.5) va chuyén nuéc rira vao phéu. Léc manh phéu chiét
trong 1 min, thinh thodng néi léng nit @& gidm 4p suét. D& yén cho tach Iép va thao bd Iép nuée phia
dudi. Chiét tiép Iop chét Idng them bén I4n, méi I3n béing 30 ml dietyl ete va gdp cac dich chiét ete.

Rura dich chiét dietyl ete da gdp bang 50 mi nwéc (lic k§ dé tranh tao nha) va sau @6 rra tiép bing
30 ml axit clohydric lodng (B.2.6). Thém khodng 3 g natri sunfat khan (B.2.7) va trdn nhe dé hép thy
nwée. Loc chét chiét ete qua gidy loc tach pha va thu Hy dich loc vao binh bay hoi dang quay, mau hd
phéach, day tron. Loai bo ete dudi ap suét gidm & nhiét dd khéng vurot qua 40 °C. Néu chét 1dng con
s6t lai trong binh thi thém etanol (B.2.2) va cho bay hoi dén khd.

Rira phia trong thanh binh béng n-heptan (5.3) va chuyén sang binh dinh mirc mét vach dung tich
50 ml va pha lo&ing dén vach bing n-heptan. Tao d pha loang thich hep clia dung dich thir G& chudn
bi (theo mé ta trong 9.3) va tiép tuc tién hanh theo 9.4.
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Phu luc C

{Tham khao)

Két qua thiy lién phong thir nghiém

D6 chum cita phurong phap nay d4 duorc thiét 14p bdi phép thir lién phong thir nghiém quéc té IUPAC
duoc td chire vao ndm 2003 bdi Trung tdm nghién ciru Dinh dudng va Thyc pham thude Vién nghién
clru Lipit (Munster, PGc) va tién hanh phi hop wéi TCVYN 6910-1(ISO 5725-1) va
TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Trong thir nghiém nay c6 12 phdng thir nghiém cla bdn nwéc (1 cla
Hungari, 1 cia Canada, 4 clia Phap, 6 clia Dirc) tham gia va nghién clru trén tém loai m&u chat béo
khéc nhau d4 duoc kidm tra (xem Bang C.1). Céc két qua théng ké dwgc néu trong Béng C.2.

Céc loai HPLC pha d6ng khac nhau dugc cac thanh vién sir dung trong phép thir nay liét ké trong
Bang C.3. Trong khi sdu phong tham gia sir dung cjt silica gel, sau phong s dung cét diol. Do vay,
cac két qua théng ké néu trong Bang C.2 1a ¢o gia trj ddi véi ca hai loai cit.

Bang C.1 - Mb ta mau

Mau A Dau phéi hat ka mi

Miu B 50 % déu phdi hat loa mi + 50 % dau ngd

Mau C 25 % déu phdi hat Ita mi + 75 % déu ngd

Miu D 25 % déu phdi hat lua mi + 75 % déu d3u tvong
Miu E 10 % dAu phdi hat IGa mi + 90 % déu co

Mau F 25 % dau phéi hat lia mi + 75 % dau co

Miu G Déu co

Mau H Dau eili:l‘n-g-uy_ﬁ;l-chét
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Bang C.2 - Két qua thong ké
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a-Tacopherol A B c D E F . e H
S6 Iwgng phang thir nghiém tham gia 12 12 12 12 12 12 12 12
R 2 | 12 | 22| 22| n]n
sau khi trlr ngoai l&
j:;::";:it;:mm stadich ol 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 220 | 220
Gia tri trung binh, mg/kg 2214,5 | 1284,8 | 813,7 | 6628 | 311,5 | 6250 | 106,5 | 193,1
09 léch chun I3p lai (s,), mg/kg 683 | 349 | 243 | 184 | 104 | 254 | 50 | 7.8
D4 léch chudn twong adi 1ap lai, % 3,1 e 30 | 28 33 | 41 | 47 | 40
Giéi hen 13p lai (), mgikg 1913 | 97,7 | 681 | 51,5 | 2901 | 71,1 | 139 | 21,7
D3 léch chudn t4i 13p (ss), mga/kg 1731 | 87,9 | 564 | 485 | 209 | 381 | 7.1 | 114
D6 lech chuln trong abi tai 1ap % 7.8 6,8 69 73 6,7 6.1 6.6 59
Gidi han tai lap (R), mghkg 4847 | 2461 | 1578 | 1359 | 584 | 1066 | 197 | 31,8

p-Tocopherol A B Cc D E F G H
S4 lrgng phong thir nghiém tham gia 12 12 12 12 12 12 7 9
f:u'::;"‘gn::g:& IR COn g 12 | 12 | 12| 2| 12| 7]
Sé lwgng két qua thir cila tit ca cac
ohding e nghig 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 240 | 140 | 180
Gia tri trung binh, mglkg 8414 | 4178 | 2125 | 2145 | 791 | 2026 | 07 | 22
D4 léch chudn 13p lai (s;), mg/kg 22,6 6,8 5,1 6,1 28 76 0,0 0.3
B9 léch chuén twong dbi 13p lai, % 27 1,6 24 28 35 37 | 00 | 150
Gi&i han 1ap lai (r), mg/kg 634 | 190 | 143 [ 171 | 78 | 212 | 00 | 09
D6 léch chuén tai 18p (sg), mg/kg 1083 | 557 | 247 | 263 | 102 | 259 | 11 0,7
B4 léch chudn twong di téi lap % 129 | 133 | 116 | 123 | 129 | 128 | 1558 | 298
Gidi han i lap (R), maikg 3031 | 1560 | 691 | 738 | 287 | 724 | 3.1 1.9
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Bang C.2 (tiép theo)

y-Tocopherol A B c D F H
S6 lwgng phong thir nghigm tham gia 10 12 12 12 8 12
::i Itur:z :;ﬁ;g thiz nghiém cdn lai sau " - y 5 " 12
S0 kromg kit qul e ol .08 odo 120 | 220 | 140 | 180 16,0 240
phéng thi¥ nghiém
Gia tr trung binh, mg/kg 19,5 4038 | 5466 | 3254 36 13.8
D& léch chudn I3p lai (s,), maikg 14 75 | 117 | 105 0,4 1.1
D& lach chudn trong abi lap lai, % 7.3 19 2,1 3.2 9.8 8,1
Gici han ldp lai (r), mg/kg 4,0 21,0 32,7 | 294 1,0 31
D3 lach chudn i 18p (sk), mg/kg 24 | 629 | 123 | 192 22 42
D6 léch chudn trong dbi tai 1ap % 125 | 156 23 59 59,7 30,2
Gii han tai 14p (R), ma/kg 68 | 1760 | 345 | 538 6,1 16
&-Tocopherol A B c D F H
& Igng phong thir nghiém tham gia 12 12 12
:::::E :::;g thir nghiém c¢on lai sau - - =
::ﬁ m:;;u: thir clia t4t ca céc 200 | 240 | 240
Gia trj trung binh, mg/kg 13,0 20,0 710
D& léch chudn Kp lai (s,), mglkg 0,6 1.7 25
D4 1&ch chuln twong déi i3p lai, % 4,9 8,5 3,5
Gidri han Iap lai (r), mg/kg 1.8 4,7 6,9
D4 léch chudn tai 1ap (sg), mgfkg 2,7 39 8,3
D9 lgch chudn twrong di tai 1ap % 208 | 193 | 1186
Gidi han 1ai l2p (R), malkg 7.6 10,8 231
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Bang C.2 (tiép theo)

TCVN 6761:2017

a-Tocotrienol A B c D E F G
Sé lvgng phong thik nghiém tham gia 9 9 8 7 9 9 9
86 lwong phong thir nghiém cdn lai sau
" :snz:;i?? SR 0N 7 7 7 7 8 8 8
iﬁ:ﬁ ::Li::? Rarsin 8 ols 14,0 | 140 | 140 | 140 | 160 | 160 | 160
Gié tri trung binh, mg/kg 420 | 251 | 181 | 10,1 | 149,7| 1381 | 1625
D4 léch chudn 13p lai (s,), mg/kg 1,1 1,2 08 09 [ 53| 74 | 50
D6 léch chudn trrong dbi lap 1ai, % 25 4.9 4,7 838 36 54 3,1
Gidi han Iap lai (), mg/kg 3,0 34 24 25 | 149 | 208 | 14,0
P56 léch chuin tai 1&p (ss), mg/kg 24,7 12,0 6,3 6,7 126 | 26,3 11,0
D8 léch chudn twong abi tal lp % 587 | 478 | 346 | 662 | 84 | 191 | 67
Giéi han tai lap (R), mglkg 69,0 | 336 | 176 | 187 | 383 | 73,7 | 307

p-Tocotrienol A B c D E F G H
S6 lwgng phong thir nghiém tham gia 7 7 7 7 9 9 8
Sé legng phong thir nghiém con lai sau
5 ::n:aie;:g o ' 6 7 6 6 8 G 7
::ﬁ:;q::; ::L:f At ol 120 | 140 | 120 | 120 | 160 | 180 | 140
Gia tr trung binh, mafkg 1135 | 837 343 | 286 | 239 | 37,7 | 158
£ léch chudn 1p lai (s,), mg/kg 3,0 25 09 | 10 | 20 | 29 | 21
D9 léch chudn twong déi 13p lai, % 2,6 40 25 33 | 82 | 768 | 134
Gidi han 1ap lai (r). mg/kg 8,3 7.1 24 27 | 55| 81 | 59
£ lech chudn 14 1ap (sa), mg/kg 548 | 343 | 260 | 204 | 83 | 141 | 37
D6 léch chulin teong ddi tai tap % 483 | 538 | 758 | 714 | 346 | 373 | 237
Gioi han tai l&p (R), mgikg 1536 | 961 | 728 | 57,1 | 232 | 394 | 105
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Bang C.2 (tiép theo)

y-Tocotrienol A B c E F G
S8 lwgng phong thir nghiém tham gia 8 9 9 9
S8 legng phong thir nghigém can lai
sau khc: ti':\hgo:?Ie o : £ 8 6 8
j:om&k:;h?:i b ol 46120, 98 14,0 120 | 120 | 120
Gia tri trung binh, mg/kg 36 1863 | 152,1 | 205,2
B4 1éch chuan 13p lai (s,), mg/kg 0.7 34 | 49 | 83
D0 1&ch chuln twong d6i I3p lai, % 194 1,9 3,2 3.1
Giéi hen I3p lai (), mg/kg 20 96 | 136 | 17,6
D% léch chuan tai lap (sr), ma/kg 1,9 8.1 6.9 8,5
D9 léch chuén trong dbi tai lap % 53,0 44 | 45 | 4.2
Gi&i han t4i 18p (R), mg/kg 54 228 | 193 | 239

5-Tocotrienol A B c E F G
Sé lrgng phang thir nghiém tham gia 10 9 8
Sb legng phang thir nghiém con lai 3 2 .
sau khi trir ngoai I&
Sé | K ¥
pharl:::.“g} nith::: thir clia t4t ¢& cac s80 | 180 | 180
Gia trj trung binh, mglkg 40,8 | 353 | 47,7
D4 léch chudn I3p lai (s,), mglkg 2,1 16 | 14
D3 léch chudn teong d6i 13p Iai, % 50 | 46 | 29
Gii han I2p lzi (), mg/kg 58 | 46 | 39
B4 1gch chudn téi 13p (se). mg/kg 44 | 41 | 66
D4 léch chudn trong dbi tai lap % 108 | 11,7 | 138
Gi6i han ti I4p (R), mg/kg 124 | 116 | 184
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Bang C.2 (két thac)

TCVN 6761:2017

Téng ham lwgng A B Cc D E F G H
56 rgng phang thir nghiém tham gia 12 12 12 12 12 12 12 12
6 lugng phéng thir nghiém con lai

iu :: :uigo:m o ol I 9 9 8 8 | & | & | 1
::;ﬂi:‘:h?:: thirclatitedode | oo | 1g0 | 180 | 160 | 160 | 160 | 120 | 220
Gi4 trj trung binh, mg/kg 32488 | 2209,4 | 1708,7 {12904 | 8137 |1192,1| 5225 | 2106
D& léch chudn 13p lai (s), mg/kg 911 | 474 | 336 398 | 224 | 325 | 148 | 88
D0 1&ch chudn twong ddi 13p lai, % 28 2.1 20 3.1 2.7 2.7 28 | 42
Giéi han 13p lai (), mg/kg 2551 | 1326 | 940 | 1113 | 627 | 909 | 415 | 248
D& léch chudin tai 13p (sr), mglkg 2023 | 2175 | 1612 | 623 | 882 | 852 | 17,1 | 149
Db léch chudn twong ddi tai lap % 9.0 9.8 94 48 120 | 71 33 | 71
Gigi han téi lap (R), mg/kg 8184 | 609,1 | 4513 | 1744 | 2748 | 2385 | 47,8 | 416
CHU THICH: Nbng a4 trung binh, gidi han I3p iai va giti han tai 14p A bidu thj bing mg/kg.
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Bang C.3 - Vi du vé pha déng ctia HPLC dweoc sir dung
trong phép thir lién phong thir nghiém nam 2003

Hbn hop riva gidd S lwong phong thir nghiém sir dung
chét riva giai nay
3,85 % (thé tich) tetrahydrofuran trong n-heptan 2
Tetrahydrofuran/n-heptan (1:99) 1
Tetrahydrofuran/n-hexan (2:98) 1
Ebutyl metyl ete/n-hexan (4:96) 1
5 % t-butyl metyl ete trong n-hexan 1
6 % t-butyl metyl ete trong isohexan 1
t-butyl metyl ete/n-heptan (5:95) 1
t-butyl metyl etefisooctan (4:96) 1
2,8 % dioxan trong n-hexan 1
Dioxinfiso-octan (3:97) 1
isopropanol/n-heptan (0,5:99,5) 1
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Thw muc tai liéu tham khao

[1] TCVN 4851 (1SO 3696) Nude dung dé phén tich trong phong thi nghiém - Yéu céu kg thuét va
phuong phép the.

[2] TCVN 2625 (ISO 5555), Ddu mé& dong vt va thyc vét — Lay méu.

[3] TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) B chinh xéc (d6 dung va d chum) clia phuong phép do va két qué
do - Phén 1: Nguyén téc va djnh nghia chung.

[4] TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) D6 chinh xéc (46 dung va do chum) cua phuong phap do va két qué
do — Phén 2: Phuong phép co ban xéc dinh db Iap lai va do tai lap cla phuong phap do tiéu
chuén.
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