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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8972-1:2011

Thyc pham — Xac dinh vitamin A bang sac ky léng hiéu néng cao —
Phan 1: Xac dinh 13-cis-retinol va tat ca cac déng phan trans-retinol

Foodstuffs — Determination of vitamin A by high-performance liquid chromatography -
Part 1: Measurement of all-trans-retinol and 13-cis-retinol

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phuong phdp xac dinh ham lwgng vitamin A trong thyc pham bang sic ky
Id6ng hiéu nang cao (HPLC). Ham lwgng vitamin A duwgc xac dinh béng cach do fcaroten, 13-cis-retinol
va tit ca cac ddng phan trans-retinol (all-trans-retinol). Tiéu chuén nay & cap dén phép do all-trans-

retinol va 13-cis-retinol.

Dich chiét thu duoc sau khi xa phong hoa cé thé duoc dung dé xac dinh B-caroten nhu quy dinh trong
TCVN 8972-2:2011 (EN 12823-2:2000).

2 Tailiéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chun nay. Ddi véi cac tai ligu vign dén ghi
nam cong bé thi ap dyng phién ban dwec néu. Di véi cac tai ligu vién dén khdng ghi ndm cdng bb thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gdm ca céc stra ddi, bd sung (néu cb).

TCVN 2625 (ISO 5555), Dau m& dong vat va thue vét — Lay méu

TCVN 4851 (ISO 3696), Nudrc ding dé phan tich trong phong thi nghiém — Yéu céu ky thuét va
phuong phap the

3 Nguyén tac

Retinol dwoc xa phong hoa béng dung dich kali hydroxit trong etanol hodic trong metanol va dwoc chiét
béng dung méi thich hop. Sau d6 dwgc xac dinh bang séc ky 16ng hiéu nang cao c6 detector huynh
quang (F) hoac detector tlr ngoai (UV). Cac chét dwoc nhan biét dwa vao thoi gian lwu va duoc xac
dinh bing phurong phap ngoai chuén, ding dién tich pic hogic chiéu cao pic, xem [1] dén [4].
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4 Thuéc thee

Trong qua trinh phan tich, chi stz dung cac thudc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc s dung it nhét
la loai 1 cua TCVN 4851 (1SO 3696), trir khi cé 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 d& xa phang héa, c6 cic ndng dd khéi Iwgng thich hop, vi du p (KOH) =
50 g/100 ml hosc 60 g/100 ml, hodc dung dich ancol, vi dy 28 g KOH trong 100 ml hdn hop
etanol/nudc (9 + 1) (tinh theo thé tich).

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

4.7 Dung méi va dung mdi chiét, vi dy dietyl ete (khdng chira peroxit), di-isopropylete, dau nhe (dai
s6i tir 40 °C dén 60 °C), n-hexan, butanol hodc cac hén hep thich hgp cua ching.

4.8 Pha déng HPLC

Céc vi du vé cac hdn hop thich hop (tinh theo thé tich) bao gbm:

n-hexan + 2-propanol (98 + 2);

iso-octan + 2-propanol (98,5 + 1,5);

iso-octan + iso-butanol (98 + 2);

n-hexan + n-butanol (98 + 2);

va gradient voi 2-propanol + n-heptan, trong khoang tir (0,5 + 99,5) dén (8,5 + 91,5) trong 12 min.
4.9 Chét chuin

4.9.1 Yéu cau chung

All-trans-retinol (ancol vitamin A all-trans) va 13-cis-retinol ¢6 thé thu dugc duéi mét vai dang khéc
nhau, ti¥ cac nha cung cip khac nhau. Vi vay, can xac dinh néng d6 dung dich hiéu chuan béng do
quang phd (xem 4.10.4). Néu st dyng cac este cta vitamin A (vi dy reti vyl palmitat hodc axetat) thi
kiém tra nong do sau khi xa phong héa (xem 7.3.1).
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CHU THICH Chu y vé ham Iugng vitamin A cia chét chudn do cac nha san xuét khac nhau cung cép.

4.9.2 All-trans-retinol, ancol vitamin A, M (CzHa,0) = 286,5 g/mol, ¢6 d6 tinh khiét it nhat 90 %.
4.9.3 Este cua vitamin A

4.9.3.1 Retinyl palmitat, vitamin A palmitat, M (CasHeoO2) = 524,9 g/mol.

4.9.3.2 Retinyl axetat, vitamin A axetat, M (C2.H1,0,) = 328,5 g/mol, c6 d¢ tinh khiét it nhét 90 %.
4.9.4 13-cis-retinol, M (CH3,0) = 286,5 g/mol, c6 d6 tinh khiét it nhat 60 %, dung dé dinh tinh:
410 Dung dich géc va dung dich chuan

4,10.1 Dung dich géc all-trans-retinol

Cén khoang 50 mg all-trans-retinol (4.9.2), chinh xac dén miligam, cho vao binh dinh m&c mét vach
100 ml, hoa tan trong n-hexan hodc céc dung méi phu hop khéc (4.7) va pha lodng dung dich dén
vach. Dung dich gbc chira khoang 0,5 mg/ml.

Céch khac, can khoang 100 mg retinyl palmitat (4.9.3.1) hodc 50 mg retinyl axetat (4.9.3.2), chinh xac
dén miligam, cho vao binh dinh mi¢ mét vach 100 ml va xt ly twong tw nhw all-trans-retinol, ngoai ra
ndng dé can duoc xac dinh (4.10.4) sau khi xa phong hoa (7.3.1).

C6 thé st dung khéi lwong va thé tich khac tay thudc vao viéc tach va dinh lvong béng séc ky.
Bao quan dung dich gbc tranh anh sang va & nhiét dd nhé hon 4 °C.
4,10.2 Dung dich gbc 13-cis-retinol

Can khoang tir 1 mg dén 2 mg 13-cis-retinol (4.9.4), chinh x4c dén 0,1 mg, cho vao trong binh dinh
mirc mdt vach 100 ml, hda tan trong etanol tuyét di (4.2), hodc trong dung méi thich hop khéc rdi pha
lodng dung dich dén vach. Dung dich nay chira khoang tir 10 ug/ml dén 20 pg/ml va duoc ding chi dé
nhan biét.

4.10.3 Dung dich chun all-trans-retinol

Dung pipet ldy 5 ml dung dich géc all-trans-retinol (4.10.1) cho vao binh dinh m&c mét vach 100 ml va
pha loang dén vach béng n-hexan (4.7) hodc cac dung méi phu hop twong thich véi pha dong. Dung
pipet Iay 5 ml dung dich nay cho vao binh dinh mirc mét vach 50 ml, rdi pha loang dén vach béng ciing
mot loai dung méi. Dung dich chudn chira khoang 2,5 pug/ml. Tién hanh phép thir v& do tinh khiét va
nbng dé tinh khiét nhw quy dinh trong 4.10.4.
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Céach khac, co thé st dung cac dung dich gbc retinyl palmiat hodc retinyl axetat (4.10.1) dé chuén bj
dung dich chuén. Trong treéng hep do, xa phong héa cac dung dich str dyng céac quy dinh trong 7.3.1.
Sau khi chiét va Iam bay hoi, hoa tan lai can trong n-hexan hoac dung mdi thich hop va tién hanh nhw

dbi véi dung dich géc clia all-trans-retinol.
Bao vé dung dich chuén tranh anh séng va bao quan & nhiét d6 dwéi 4 °C.
4.10.4 Phép thir dé tinh khiét va xac dinh néng dé

Chuan bi dung dich chuén all-trans-retinol trong etanol va do dé hép thy trong cuvet thach anh cé chiéu
dai dwdng quang 1 cm, & bwéc séng cuc dai ttr 325 nm dén 326 nm voi cuvet dbi chirng chira etanol.

Tinh ndng d6 khéi lwgng clia all-trans-retinol, pa.r, bing microgam trén mililit, theo Cong thive (1):

)(1 4
Pant= ;gaoo xP (1)
Tinh ndng d khéi lvgong ctia 13-cis-retinol, pysss, bang microgam trén mililit, theo Céng thirc (2):

104
Piacis = ia‘i%i&_B—_ xP (2)

Trong dé
Ayt la gid tri d6 hap thu & buérc séng cwc dai tir 325 nm dén 326 nm;
Aisss  la gid tri d6 hap thu & buéc séng cwe dai 328 nm;

1830 la gia tri E;2, ddi v6i all-trans-retinol da hoa tan trong etanol. Gia tri nay c6 thé thay ddi
dang ké véi cac dung méi khac;
1686 la gia tri E;’, dbi voi 13 cis-retinol d4 hoa tan trong metanol. Gia tri nay c6 thé thay ddi

dang ké véi cac dung méi khac;

P 2 hé s6 hiéu chinh vé& dé tinh khiét clia all-trans-retinol hodc 13-cis-retinol dwoc xac dinh
b&ng HPLC va tinh dwgc bing Céng thic (3):

B
P
B
Trong doé

B Ia dién tich pic hodc chidu cao pic cla all-trans-retinol hodc 13-cis-retinol thu duoc véi dung
dich chuan (4.10.3);
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B la téng dién tich hodc chidu cao pic tir all-trans-retinol va 13-cis-retinol thu dwgc véi dung
dich chuan (4.10.3).

Khi dung céac chat chuén vitamin A méi mua hodc da dwoc bao quan trong khodng thoi gian dai, cén
kiém tra dd hap thy cta dung dich chudn cua all-trans-retinol (4.10.3), ding may do quang phd phu
hop do & budc séng cwe dai tlr 325 nm dén 326 nm.

Dé kiém tra tiép vé cac chat chuan vitamin A, do d6 hap thy clia dung dich chuan trong cuvet thach anh
(5.1) & bréc séng 300 nm, 325 nm, 350 nm va 370 nm véi 2-propanol (hoac dung méi thich hop khc,
xem 4.7) lam dbi chirng. Xac dinh ty 1é sau ctia mbi budc song:

E
Eqos

dbi véi all-trans-retinol

Néu ty 1& nay khéng vwet qué 0,602 (& buédc séng 300 nm), 0,452 (& bwédc séng 350 nm) va 0,093 (&
bwéc séng 370 nm) dbi véi ancol vitamin A thi chét chun nay phi hgp @& st dung [5], [6).

Dai véi retinyl palmitat (4.9.3.1), xac dinh ty Ié clia E/E3z & cac bwéc séng 300 nm, 350 nm, 370 nm st
dung 2-propanoi (hodc cac dung méi phu hgp khac) lam déi chirng. Néu ty 1é nay khéng vuol qua
0,593 (& bwée séng 300 nm), 0,537 (& bwdc séng 350 nm) va 0,142 (& bwdc séng 370 nm) thi chét
chuén nay phu hop dé st dung [5), [6), (7).

5 Thiét bi, dung cy
St dung céc thiét bi, dung cu ctia phong thir nghiém théng thwdng va cu thé nhu sau:

5.1 May do phd UV-VIS, c6 kha nang do dd hép thy & cac bwéc séng xac dinh, véi cac cuvet thach
anh thich hop, vi du: chiéu dai dwéng quang 1 cm.

5.2 May cd quay, c6 ndi cach thiy va bd phan chan khéng.

CHU THICH Nén st dung nito d& gidi phéng chan khong.

5.3 Hé théng HPLC, gdm c6 may séc ky ldng hiéu nang cao, bom, dung cu bom mau, detector
UV-VIS hoac detector huynh quang va bd phan tich dir liéu.

5.4 CotHPLC

Cac ¢cot pha thwong phan tich thich hop, vi du nhw LiChrospher® Si 60" (5 um, 250 mm x 4 mm) va
LiChrosorb® Si 60" (5 um, 250 mm x 4 mm va 125 mm x 4 mm). Céc tiéu chi déi v&i cac cot phan tich
thich hop 1a sy phan giai dwéng nén cua all-trans-retinol va 13-cis-retinol.

"' LiChrospher® Si 60, LiChrosorb® Si 60 va Extrelut® 12 c4c vi du v& cac san phdm phi hop ban sn. Théng tin nay tao thuan
tién cho ngudi sir dyung tiéu chudn va tiéu chuln nay khong 4n dinh phai st dyng ching.
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C6 thé sir dung cac loai cot va c& hat khac véi quy dinh trong tiéu chuan nay. Cac diéu kién sac ky co
thé phai dwoc diéu chinh cho phll hop déi véi cac nguyén liéu d& dam bao cho két qua twong dwong.

5.5 Dungculgc

Cac dung cu loc loai I&n, nho dé loc pha déng HPLC va cac dung dich mau twong (g, vi du c6 c& 16
0,45 pm la thich hop.

CHU THICH  Viéc loc pha déng ciing nhw dung dich mau thir qua bé loc mang truére khi str dyng hodic bom c6 thé tang théi gian
sUr dyng cda cft.
5.6 Cot chiét (tly chon), vi du Extrelut ®"

5.7 B loc tach pha (t0y chon).

6 Lay mau

L4y mau theo TCVN 2625 (ISO 5555), néu thich hop.

7 Céach tién hanh
7.1 Yéu céu chung

Vitamin A nhay véi birc xa UV va cac tac nhan oxi hda (vi dy, oxi trong khéng khi). Vi vay, can tranh
anh sang UV (bang cach ding dung cy thiy tinh mau nau, 14 nhém hodc céc vat ligu khang hép thy
UV) va oxi (thdi nito) khi xt» ly vitamin A. Déc biét, khéng khi phia trén dich I6ng phai dwoc thay thé
bang nito trong qua trinh xa phong héa. Cac dung méi phai dugc lam bay hoi dwéi &p suét gidm, dung
may c6 quay chan khong (5.2) va & nhiét do khong qua 50 °C.

7.2 Chuén bj mau thir

Pdng héa mau thir. Nghién thé mau biing dung cu nghién thich hop va trén k§. Chu y nhw 1am lanh so
bd méu dé tranh mau tiép xtc vé&i nhiét do cao trong khoang théi gian dai.

7.3 Chuén bi dung dich mau the
7.3.1 Xa phong héa

Xa phong hoa tir 2 g dén 10 g mau thir bang cach cho déi lwu, tdt nhét dwéi dong nite, dung céc lugng
thich hgp cua metanol (4.1) hodc etanol (4.3), chat chéng oxi héa (4.6) (ty chon) va dung dich kali
hydroxit (4.5). Néu st dung chat chéng oxi héa nhuw axit ascorbic (AA), pyrogallol hodc hydroxytoluen
da butyl héa thi chung phai dwoc thém vao méu trwde khi thém dung dich kali hydroxit. C6 thé bd sung
natri sulfit & phong ngi¥a anh hudng clia cac kim loai dang vét.
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Cac vi du vé ty 1& cac thubc thir phi hgp dwec néu trong Bang 1.

Bang 1 - Ty I thich hep cua céc thubc thir

_I(;Ei Iwgng miu Ancol Chit chéng oxl héa Kali hydroxit
2gdénSg 50 ml metanol 0,25 g AA 5 ml dung dich 50 g/100 ml

| 59 dén10g 100 ml etanol 1g AA +0,04 g Na;S 20 m dung dich 60 g/100 ml

 10gdén20g | 150 mietanol 1gAA | 50 midung dich 60 g/100 ml

Théng thudng, thoi gian xa phong héa 1 t& 15 min dén 45 min & nhiét d6 tir 80 °C dén 100 °C. Qua
trinh xa phong héa c6 thé cing dugc tién hanh qua dém & nhiét do phong (khoang 16 h) trong cac diéu
kién tvong duong.

Néu sau khi xa phong héa va lam ngudi, van con chat béo hogc dau thyc vat trén bé mat hdn hop xa
phang héa, thi b sung kali hydroxit trong etanol va kéo dai thoi gian xa phong héa.

7.3.2 Chiét

Dé tranh tao nhi, nén bd sung mét lwgng nuéc vao dung dich mau da xa phong hda sao cho ty 1& cla
ancol voi nwéc cé trong dung dich tao thanh 1a 1:1.

Chiét retinol ra khéi dung dich mau da xa phong héa béng dung méi thich hgp hoéc hén hep dung moi
thich hop khac (4.7) va 13p lai quy trinh ti» 3 1an dén 4 1an véi cac thé tich tir 50 ml dén 150 ml. Rira
c4c dich chiét hdn hop cho dén trung tinh bang nudc (tir 2 1an dén 4 1an, méi 1an tir 50 ml dén 150 ml).
Viéc chiét co thé ciing dugc thyrc hién biing ky thuat chiét 16ng/ldng c6 hd trg pha rén (vi dy Extrelut®)
khi ham lugng retinol khdng quéa thdp va ham lwgng chét béo cia mu nhé hon 10 % [1].

7.3.3 Lam bay hoi

Cho bay hoi dich chiét bang may ¢ quay (5.2) dwdi ap suét gidm & nhiét @6 khong qua 50 °C. Loai b
hét nwéc bing cach ding natri sulfat (4.4) hodc bing cash chung cét ddng sbi véi etanol tuyét doi
(4.2). hoac dung gidy loc tach pha (5.5).

7.3.4 Phaloang

Hoa tan lai can, t&t nhat 1a dung pha dong (4.8), hodc dung méi thich hop khac dung cho HPLC dé thu
dwoc ndng db thich hop dé bom Ién cdt HPLC (5.4). Day I& dung dich mAu thir.

7.4 Chuan bj dung dich hiéu chuén

Ding cé4c dung dich chudn (4.10.3), ¢ chun bj c4c dung dich hiéu chudn dung cho HPLC, st dung
cac dung méi thich hop bao trum dai ndng dd can phan tich.
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7.5 Nhan biét va kiém tra d¢ tinh khiét

Nhan biét all-trans-retinol va 13-cis-retinol bang cach so s&nh thei gian Iuu tir sac @b cia mau véi thei
gian luu thu duoc tir cac chét chudn trong cung didu kién séc ky. Viéc nhan biét pic cé thé dwoc thye
hién bang cach bd sung cac chéat chuén vao dung dich méu thie.

CHU THICH 1 Viéc tach va dinh ligng cho théy 14 théa man néu tuan thl cac didu kién séc ky sau day (xem thém Hinh A.1).
Dbi vai cac hé théng HPLC thay thé, xem Béng C.1.

Pha tinh: Merck LiChrosorb®Si60, 5 pm

Kich thuwéc cot: 250 mm x 4 mm

Pha déng: n-hexan + n-butanol (98 + 2) (thé tich)

Téc do dong: 2 ml/min

Thé tich bom: 50 ul

Detector: huynh quang: bwéc séng kich thich 325 nm, bwéc séng phat xa: 475 nm

tlr ngoai (UV): bwée séng 325 nm.

Kiém tra d tinh khiét cia cac chét chuan cta all-trans-retinol va 13-cis-retinol béng cach bom mét thé
tich thich hop (vi dy: 20 pl) ctia cac dung dich chuén (4.10.3) chira khoang 10 pg all-trans-retinol hodc
13-cis-retinol trén mililit vao hé théng HPLC. Tich phan dién tich pic hodc chiéu cao pic cla all-trans-
retinol, 13-cis-retinol va hiéu chinh ndng do khéi long ctia dung dich chuén all-trans-retinol, néu can.

CHU THICH 2 Céac chit chudn cla all-trans-retinol méi dugc chuan bi (4.10.3) thuang khong chira bit ky 13-cis-retinol hodc
cac pic tap nhiéu nao khac. Este cla vitamin A (retinylpalmitat hoac axetat) cé thé chira mét lwgng nhd 13-cis-retinol sau khi

xa phong hoa.
7.6 Xac dinh

Bom céc thé tich thich hop (vi du 20 pl) ciia dung dich chuén (4.10.3) va dung dich thi (7.3.4) vao hé
théng HPLC (5.3). Tién hanh xac dinh béng phwong phap ngoai chudn, tich phén dién tich pic hodc
xac dinh chiéu cao pic thu dwoc di véi cac dung dich thir va so sénh cac két qua véi cac gia tri twong
&rng ddi v&i chat chudn cé thoi gian luu twong ty, hodic dyng dudng chuén.

Bom cac thé tich béng nhau cia dung dich mau thr va cac dung dich chudn da dwgc chuén bj phu
hop vé&i hé théng HPLC, hodc bu biing hé sb trong (rng trong phép tinh céc két qua (Piéu 8). Kiém tra
d6 tuyén tinh cta dwong chuén.

CHU THICH Co thé sir dyng céac quy trinh ndi chun néu cac phép thir vé @6 thu hdi teong (rng dugre chirng minh phi hop.
Ngoai ra. cac hop chét thich hgrp khéc cé thé dugce bd sung vao dung dich thi treére khi beem 18n cdt HPLC dé dinh lugngl6).
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7.7 Solan xac dinh

Tién hanh it nhét hai Ian xac dinh doc 14p.

8 Tinh két qua

Dva vao phép tinh theo dwéng chuén trén dai tuyén tinh hodc theo quy trinh da don gian héa.

Tinh néng dd khéi lugng cla all-trans-retinol, Pa.yans, baNg miligam trén 100 g (mg/100 g), theo Céng

thirc (4):

Trong do:

A

Carr

Va
100

: Aail-‘l

m

Ve

A x Cyr xV XV, x100

a (4)
a1 Xmx Vg x1000

pan-ltans =

la dién tich pic hodc chiéu cao pic déi véi all-trans-retinol thu dwec trong dung dich méu
thir (7.3.4), tinh bang don vj dién tich hodc don vi chiéu cao;

la ndng do cua all-trans-retinol do dwgc béng detector UV (4.10.4) trong dung dich
chuén (7.4), tinh bing microgam trén mililit (ug/ml);

1a téng thé tich cla dung dich mau thir (7.3.4), tinh bang mililit (ml);
1a thé tich bom cuia dung dich chuén (7.4), tinh béng microlit (ul);
la hé sé dé tinh ndng do khéi lvgng trén 100 g;

la dién tich hodc chiéu cao pic d6i véi tat ca all-trans-retinol thu dwoc béng dung dich
chun (7.4), tinh bang don vi dién tich hosc don vj chiéo cao;

la khdi lvgng ctia phan mau thir, tinh bang gam (g);

la thé tich bom ctia dung dich mu thi, tinh béng microlit (ul);

1000 12 hé sé chuyén dbi tir microgam sang miligam.

Tinh ndng d6 khdi lugng cta 13 cis-retinol, Psa.«s, bang miligam trén 100 g (mg/100 g), theo Cong thirc (5):

Trong do:

Az X Cyx XV XV, %100

5
A,y xFgxmxV,, x1000 )

Praes =
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A'IS-S

Canr

100

Aali“r

1 000

fr

Trong do:
Bises
Ball-‘l’
Ciracis

Call T

9 D6 chum

& dién tich pic hodc chidu cao pic déi véi 13-cis-retinol thu dwgc bdng dung dich mau
thir (7.3.4), tinh béng céc don vi dién tich hodc chidu cao;

14 ndng dé cla all-trans-retinol do dwoc bang detector UV (4.10.4) trong dung dich
chuan (7.4), tinh béng microgam trén mililit (ug/mi);

12 téng thé tich clia dung dich thir (7.3.4), tinh bing mililit (ml);
|& thé tich bom dung dich chudn (7.4), tinh bang microlit (ul):
la hé s6 dé tinh ndng d¢ khéi lvong trén 100 g;

la dién tich hodc chiéu cao pic di v&i tht ca cac ddng phan trans-retinol thu dugc bing
dung dich chuén (7.4), tinh bang don vi dién tich hodic don vi chidu cao:

la khéi lugng ctia phan mAu thi, tinh bing gam (g);
|4 thé tich bom clia dung dich m3u thr (7.3.4), tinh bing microlit (ul);
1a hé s6 chuyén dbi tr microgam sang miligam;

14 hé sb dap (rng clia 13-cis-retinol dén all-trans-retinol dwoc danh gia bang HPLC, diing
dung dich chuan da biét néng dé, str dyng Céng thirc 6:

FR = Blacis X Call-vT (6]
Bai1 % Craeis

Ia dién tich pic hogic chiéu cao pic thu dwgc déi véi dung dich chudn 13-cis-retinol:
la dién tich pic hodc chiéu cao pic thu dwoc déi voi dung dich chuén all-trans-retinol:
1a ndng d6 khéi lwong clia dung dich chuén 13-cis-retinol;

la nong d6 khéi lweng clia dung dich chudn all-trans-retinol.

9.1 Yéu ciu chung

Céc chi tiét ctia phép thi lién phong thir nghiém v& dd chym cua phwong phap dwec néu trong Phy luc B.
Cac gia tri thu droc tir phép thir lién phong thir nghiém nay cé thé khdng ap dung cho céc dai néng dé
va chét nén khac véi cac dai ndng d6 va chét nén a3 néu trong Phy lyc B.
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9.2 Do lap lai

Chénh léch tuyét dbi gitka cac két qua cla hai phép thir don 1é thu dugc khi st dung ciing phurong
phap trén vét liéu thtr gidng hét nhau trong cung mét phong thir nghiém, do mét ngwdi thwe hién, st
dung cung thiét bj, thyec hién trong mot khodng thai gian ngén, khdng qua 5 % cac tredng hop 16n hon
gi¢i han 1ap lai r.

Cacgiatrila: |

Margarin all-trans-retinol X =729 ug/100g r=784 pug/100g
13-cis-retinol X =39 ug/100g r=84 Hg/100 g

Stra bot all-trans-retinol X =653 ug/100g r=39,2 ug/100g
13-cis-retinol X =30 ug/M00g r=42 Hg/100 g

9.3 B¢ tailap

Chénh léch tuyét ddi gitra cac két qua cia hai phép the don 1é, thu dwoc khi str dung cung phwong
phap, tién hanh thir trén vét liéu giébng nhau, do hai phong thix nghiém thwe hién, khéng qua 5 % cac
treong hep Ién gidi han tai lap R.

Cac gia trj la:

Margarin all-trans-retinol X =729 pug/M00g R=204,4 ug/100g
13-cis-retinol X =39 ug/00g R=336 pug/100g

Sira bot all-trans-retinol X =653 pg/100g R=61,6 pg/100g
13-cis-retinol X =30 pg/100g R=20,2 pg/100g

10 Bao cao thir nghiém
B&o cdo thir nghiém it nhat phai bao gbm cac thong tin sau day:

moi théng tin can thiét dé nhan biét day du vé& mau thu;

vién dan tiéu chudn nay hodc phwong phap thir da st dung;

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

ngay va quy trinh ldy mau (néu biét);
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ngay nhan mau;

ngay thir nghiém;

cac diém dac biét quan sat dwoc trong khi tién hanh ther nghiém;

moi chi tiét thao tc khéng dwoc quy dinh trong tiéu chudn ndy hodc nhitng diéu dwoc coi la tuy

chon c6 thé anh hudng dén két qua.
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Phy lyc A
(tham khao)

Céc vi du vé sic dé HPLC

a) b) 6.5 cl

all-trans Retinel
ali-trans Retinel
all-trans Retinel

13c1s Retinol
13c1s Retlinol

< 13cis Retinol

g Ci1s Keline
|

"~

ot

NS | WS

M N

e i L 1 1 e L L 1 A " R | A 1 .
0,1 2 & & min 10 0,1 2 & 6 min 10 0,1 2 & 6 ma 10
d) — d) — d) —
d) Thei gian;
cot: Merck LiChrosorb®Si 60 (5 pm);
Kich thudc cot: 250 mm x 4 mm;
Pha dong n-hexan + n-butanol (98 + 2) (thé tich);
Téc dé dong: 2 mi/min:
Detector: Huynh quang, budc séng kich thich: 325 nm, budc séng phat xa: 475 nm.

Hinh A.1 — Séc dd HPLC cuia cac chat chuéan vitamin A (a),
vitamin A trong margarin (b) va sira bot (c)
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Phy lyc B
(tham khao)

Di¥ liéu vé do chum

Hwéng dén phu hop véi cac nghién clru chirng nhan EU MAT, céc thong sb cho trong Bang B.1 da
duoc xac dinh trong mét phép thlr lién phong thir nghiém [3]. Nghién ctru nay do Vién nghién cliru thyc

pham, Norwich, Vwong quéc Anh té chirc.

Bang B.1 - Két qua thir lién phong thir nghiém

Margarin Bét siva

! Miu (CRM 122)' (CRM 421)*

| All-trans-retinol | 13-cis-retinol | All-trans-retinol | 13-cis-retinol
Nam tién hanh phép thir lién phong thir nghiém 1994 1994 1994 1994
86 lwgng phong thr nghiém 9 5 8 5
Sé lwgng mau 2 2 2 2
Sb lugng cac phong thir nghiém cdn lai sau
khi trir ngoai l& 9 5 6 5
S0 lwgng cac phong thir nghiém ngoai lé 0 0 2 0
S Iwgng cac két qua duge chap nhan 45 25 40 21
Gia tri trung binh, X, ug/100 g 729 39 653 30
Do léch chuén 13p lai, s, ug/100 g 28 3 14 1,5
D6 léch chudn twong déi lap lai, RSD,, % 3.8 7,7 2,1 5,0
Gidi han lap lai, r, ug/100 g 78,4 8,4 39,2 4.2
D¢ léch chudn téi lap, sp, ug/100 g 73 12 22 7.2
D¢ léch chuan tvong déi tai lap, RSDg, % 10,0 30,8 34 24,0

Et;i:a:‘l;i- I;::'E-:l.-ug_ﬁoo g 204,4 33,6 61,6 20,2

* CRM = chat chudn da duoc chimg nhan.

34




Phu lyc C
(tham khao)

Hé théng HPLC thay thé

TCVN 8972-1:2011

Viéc tach, dinh lvong all-trans-retinol va 13-cis-retinol cho thdy thda man néu st dung [3] cac didu kién
séc ky trong Bang C.1 dwéi day:

Bang C.1 - Cac diéu kign sic ky

Cot Kich thwéc Pha déng Phat hién (A/nm)

(c& hat) (dai x dwong kinh) (V+V)

LiChrospher®Si 60 250 mm x 4 mm n-hexan + 2propanol (98 + F (325/480)
(5 um) | 2)

|

LiChrosorb®Si 60 250 mm x 4 mm n-hexan + n-butanol (98 + F (325/475)
(5 um) 2)

LiChrosorb®Si 60 250 mm x 4 mm Iso-propanol: n-heptan, Uv 325

(5 um)

gradient: tir (0,5 + 99,5)
dén (8,5 + 91,5) trong
12 min
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