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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 9672:2013

Dau m& dong vat va thwe vat — Xac dinh cac monoacylglycerol,
diacylglycerol, triacylglycerol va glycerol bang sic ki

ray phan ttr hiéu nang cao

Animal and vegetable fats and oils — Determination of monoacyliglycerols, diacylglycerols,
triacylglycerols and glycerol by high-performance size-exclusion chromatography (HPSEC)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuwong phap xac dinh cac monoacylglycerol, diacylglycerol va triacylglycerol
va glycerol t do bng séc ki ray phan t& higu ning cao. Tiéu chudn nay c6 thé ap dung cho cac san
pham (vi dy cac chét nhii héa) c6 thanh phan chinh 1a cac monoacylglycerol va diacylglycerol véi ham
legng Ién hon 10 % va c6 thé ap dung cho triacylglycerol véi ham lwgng nhd hon 20 %.

Phuong phap nay khdng ap dung cho chét béo sira hoac dau va mé& c6 chira nhiéu axit béo mach dai,
vi cac diacylglycerol ciia axit béo mach ngén c6 khéi lvgng phan t thdp hon cac monoacylglycerol
clia axit béo mach dai.

Phwong phap ndy bi han ché khi 4p dung cho cac hdn hop acylglycerol trén nén axit caprylic va axit
capric. Do d6, chi c6 ham lwgng glycerol ty do va ham lwgng monoacylglycerol ¢é thé xac dinh duoc.

CHU THICH Céc théng tin co bdn dugc néu trong cac tai liéu tham khao tir (1) dén [4).
2 Tai liéu vién din

Céc tai liéu vién dan sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. D&i voi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng bd thi 4p dung phién ban dwoc néu. Déi véi cac tai liéu vién dan khdng ghi ndm cdng bé thi ap
dung phién ban m¢i nhét, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu cb).

TCVN 6128 (ISO 661), Ddu m& déng vat va thuc vat — Chuéan bi mau thi.
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3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay slr dung thuat ng¥ va dinh nghia sau:

31

Ham lweng monoacylglycerol, diacylglycerol, tricylglycerol va glycerol (contents of monoacyiglycerol,
diacylglycerols, triacylglycerol and glycerol)

Phan khéi lwgng clia cac monoacylglycerol, diacylglycerol, tricylglycerol va glycerol xac dinh dwoc theo
céac didu kién quy dinh trong tiéu chuén nay.

CHU THICH Céc ham luvgng nay dugc biéu thi theo phan khéi lugng (gam trén 100 g) hodic bing phén tram cla tit ¢4 cac pic.

4 Nguyén tic

M3u thir dwge hoa tan trong tetrahydrofuran (THF). Phéan tich dung dich thu dugc bing sic ki tham
thau gel (GPC), str dung THF lam pha ddng. Glycerol va cac acylglycerol dwoc tach theo kich thwdc
phén t& cia ching. Phat hién béing detector chi sb khic xa.

5 Thubc thir

CANH BAO - Cén cha y vé cac quy dinh di véi viée xiv Iy cac chit nguy hai. Phai tuan thi cac
bién phap ky thuat an toan cho td chirc va ca nhan.

Chi str dung thuéc thir loai tinh khiét phan tich, trir khi c6 quy dinh khac.
5.1 Tetrahydrofuran (THF), dwoc én dinh bing BHT 250 pl/l.

5.2 Chét chuan

5.2.1 Glycerol (w2 99,5 %).

5.2.2 Monoacylglycerol, diacylglycerol, triacylglycerol”.

Céc chéat chudn duoc st dung la monoacylglycerol, diacylglycerol va triacylglycerol cé sy phan bé cla
axit béo cang giéng nhw trong méu cang tét. Tuy nhién, thanh phan acylglycerol khéng duoc 13p lai
hoan toan. Béi véi hau hét cac mau thi monopalmitat va/hodic monostearat va/hodc monooleat,
dipalmitat va/hodc distearat va/hodc dioleat, tripalmitat va/hoac tristearat va/hoac trioleat 1a au.

Cac he sb gap wng dbi voi glycerol, monoacylglycerol, diacylglycerol va triacylglycerol thwéng giéng
nhau trong cac diéu kién quy dinh trong tiéu chudn nay, nén trong hiu hét cac treong hop, khang cin
st dung céac dung dich chuén dinh lwgng va co thé st dung ty 1& phan tram dién tich pic. Tuy nhién,

" Vidy vé san phdm ban san tir Sigma-Aldric (http://www.sigmaaldrich.com/). Thang tin ndy dva ra tao thuan tién cho ngudi
st dyng tidu chudn va khong 4n dinh phdi si¥ dyng san phim dé.
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cén xéc dinh hé sé aap (ng déi véi glycerol khi ndng do trong mau I&n hon 3 %. Khéng phai tat ca cac
h& s6 dap wng déi véi acylglycerol déu dugc ap dyng trong Duoc dién chau Au. Didu nay phai dwoc
néu trong bao céo thir nghiém.

6 Thiét bi, dung cu

Str dung thiét bj, dung cu ctia phong thie nghiém thdng thwéng va cu thé nhw sau:
6.1 Can phan tich, c6 thé doc dén 0,1 mg.

6.2 Binh dinh mirc, dung tich 10 ml.

6.3 Pipet, dung tich 5 ml.

6.4 Bé siéu am.

6.5 Bom HPLC/GPC.

6.6 Bom mau, c6 trang bi mdt vong ldy mau dung tich 20 yl.

6.7 Detector, do chi s6 khic xa (detector RI).

6.8 B§ két hop cdt GPC, voi khdi lwong phan t& hiéu qua Ién dén 4 000 Da (vi du: ba cdt kich thuéc
300 mm x 7,5 mm Plgel ?, 5 ym, 100 A).

Cing c6 thé s dung cac cdt khac (hodc két hop cdt) mién la dam bao tach duwoc cac
monoacylglycerol va cac diacylglycerol cling nhw tach dwgc cac diacylglycerol va céac triacylglycerol.
Str dyng hai cét cling c6 thé tach dwoc theo yéu ciu.

6.9 Lo cot (diéu chinh nhiét cho cot).
6.10 Hé thdng danh gia va phan tich div liéu.
7 Lay mau

Mau glri dén phong thir nghiém phai dung la mau dai dién va khéng bi huv hdng hodc thay @i trong
subt qua trinh bao quan va van chuyén.

Vigc ldy mdu khéng quy dinh trong tiéu chudn nay. Nén Iy mau theo TCVN 2625 (ISO 5555)°.

? Vi dy v& san phim co ban san t Phong thir nghiém Polymer (http:/www.polymerlabs.com/). Théng tin nay dwa ra tao
thuan tién cho ngudi str dung tiéu chun va khéng &n dinh phai sir dung san phim d6.
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8 Chuén bi miu thir
Chuén bi mau thi» theo TCVN 6128 (1ISO 661).

Truéc khi ldy phdn mau this, trén ky mau dé& dam bao sw déng nhét. Do d6, déi voi mau dang rén thi
lam tan chay hoan toan mau.

9 Céach tién hanh
9.1 Chuén bj dung dich méu the

Can khoang 100 mg méu, chinh xac dén 0,1 mg, cho vao binh dinh mirc 10 ml. Néng dé dwoc tinh
bang miligam mau trén 10 ml. Sau khi pha loang bdng THF dén vach, dat binh trong bé siéu am tir
5 min dén 10 min.

Bom dung dich trong thu dwoc vao hé théng GPC.
9.2 Chuan bj cac dung dich déi chirng

Caén céac lvong glycerol, monoacylglycerol, diacylglycerol va tricylglycerol cao hon va thap hon so véi
mirc ndng @ du kién c6 trong méu, chinh xac dén 0,1 mg, cho vao binh dinh mirc 10 ml. Sau khi pha
loang béng THF dén vach, d4t binh vao bé siéu am tir 5 min dén 10 min.

Bom dung dich trong thu dwoc vao hé théng GPC.

Ghi lai néng dd m&i thanh phan bing miligam trén 10 ml déi véi tirng dung dich chuén. Néu khéng du
kién dugc nbng @6 trong mAu thi c6 thé chudn bi mét sé dung dich chuén ¢ dai ndng dd rong hon.

CHU THICH: Xem5.2.2.
9.3 Séc ki thdm thau gel (GPC)

Thiét Iap hé théng GPC nhw sau:

Thé tich bom: 20 ul

Cét tach: dai khéi lvgng phan ti: t6i thiéu tir 0 Da dén 4 000 Da (6.8)
Nhiét a6 16: 35°C hodc 40°C £ 0,1 °C

Téc d6 dong: tir 0,8 ml/min @én 1,0 mi/min

Detector RI: nhiét dd: 35 °C hoac 40 °C.

Séc @& dién hinh thu dugc trong cac diéu kién nay dwoc néu trong Phu luc A.
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Phép thlr xac dinh sy c6 mét clia cac monoacylglycerol, diacylglycerol, triacylglycerol va cla glycerol
dugc thyre hign béng cach so sanh thdi gian luu véi cac chét chun (vi du: C18-monoacylglycerol/C18-
diacylglycerol/C18-triacylglycerol) hodc cac nhém acylglycerol.

Bé xac dinh ham lwgng, chudn bj it nhat hai dung dich hiéu chun. Chon ndng dd cla cac dung dich
bao trum ndng 6 cla cac thanh phan trong miu. Bom I1an lvot mi dung dich hai Ian. Cac duwong
chudn thu dugc c6 thé dung dé tinh cac néng do ciia glycerol va acylglycerol trong mAu.

CHU THICH Xem 5.2.2.
10 Tinh két qua

Ham lwong glycerol trong mau, wg, dwoc biéu thi bang phan tram khéi lwgng, dugc tinh nhw sau:

we =T XFe 1009,

mg

Trong do:
we la ham lwong glycerol clia mau;
mg la khéi lwgng cla glycerol cé trong méau tinh dugc tir dwdng chuén, bang miligam (mg);
ms  |a khéi lvgng ctia phdn mau thiy, tinh bang miligam (mg);
Fs lahé sb dap (ng déi véi glycerol.
Cac ham lwgng mono-, di- va tri-acylglycerol cling dwgc tinh theo cach twong tu.
Khi danh gia cac dién tich pic thi st dung dwdng nén ndm ngang lam giéi han tich phan.

Cac hé s dap (rng dbi vé&i glycerol, monoacylglycerol, diacylglycerol va triacylglycerol thuéng gidng
nhau trong cac didu kién quy dinh, vi vay trong hau hét cac trdng hop khdng can phai st dung cac
dung dich ddi chirng dinh lgng va cac hé sé dap ng dwoc gid dinh Ia F = 1. Tuy nhién, can xac dinh
hé sb dap ng dbi véi glycerol khi néng dd trong mau Ién hon 3 %.

Trong hau hét cac truéng hop, cac axit béo ty do khdng tach dwgce ra khéi nhém pic monoacylglycerol.
Do dé, trong cac mau co tri s6 axit > 1 thi ham lwong axit béo co thé tinh dwoce tr ham lwgng
monoacylglycerol trir di tri s axit. Didu nay phai dwgc ghi trong bao cao thir nghiém.

Ghi lai két qua cla phép xac dinh dén mét chi sé thap phan, dugc biéu thi bang phan trdm khéi lvgng
trén 100 %.
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11 D6 chum
11.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Céac chi tiét ctia phép thir lién phong thlr nghiém vé dd chum cla phwong phap dwgc néu trong
Phu luc B. Cac gia tri thu dwgc tir phép thir lién phong thi» nghiém nay co6 thé khdng &p dung cho cac
dai néng dd va chat nén khac véi cac dai ndng do va cac chat nén da néu.

11.2 D% l3p lai

Chénh l&ch tuyét déi gitra hai két qua thir doc lap, riéng ré thu dwoc khi st dung cung phueng phap,
tién hanh trén vt liéu thir giéng hét nhau, trong cling mét phong thir nghiém, do mdt ngudi thue hién,
st dung cung thiét bi, trong mdt khodng théi gian ngan, khéng dwoc qua 5 % cac trwdng hop I6m hon
dd 1ap lai r néu trong Bang B.1 @én B.5.

11.3 D8 tai lap

Chénh Igch tuyét déi gitra hai két qua thir riéng ré thu dwoc khi st dung cang phwong phap, tién hanh
thir trén vt liéu thr gidng hét nhau, trong cac phéng thtr nghiém khac nhau, do nhirng nguéi khac
nhau thyc hién, st dung cac thiét bj khac nhau, khéng duoc qua 5 % cac tredng hop I6n hon dé tai
lap R néu trong Bang B.1 dén B.5.

12 Bao cao thir nghiém

Bao cao thtr nghiém phai néu rd:

moi thdng tin can thiét d& nhan biét ddy G v& mau thir;

phuong phap Iy miu da s dung, néu biét;

phwong phap thir da sir dung, vién dan tiéu chuén nay;

moi diéu kién thao tac khéng quy dinh trong tiéu chudn nay hoac dwoc xem Ia tuy chon, cling véi
moi tinh hudng bét thudng c6 thé anh hwdng dén két qua:

— két qua thtr nghiém thu dwoc;

— két qua cuédi ciing thu dwoc, néu kiém tra do 1p lai.

10
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Phu luc A

(Tham khao)

Vi du vé sic dé

a

: L

5 4
P

AR T L T T Y -

30,00 32,00 34,00 36.00 38,00 40,00 42,00 44,00 46,00 4800 50,00 52,00 X

[

TIPS B AR R A

CHU DAN
X thoi gian lwu, tinh bang phat

Y cwédng df pic, mV

-

triacylglycerol (39,132)

]

diacylglycerol (40,407)

3 monoacylglycerol (42,552)

£

glycerol ty do (47,560)
5 diglycerol monostearat (41,719)
tach tirng phan C16-/C18-monoacylglycerol.

CHU THICH: St dung nam ¢ét kich thude 300 mm x 7,5 mm Plgel, 5 um, 100 A.

Hinh A.1 — Sic dd cua miu chira mono-, di- va tri-acylglycerol thu dwegc tir m& lgn

11
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Béng A.1 - Mdu chira mono-, di- va tri-acylglycerol thu dwgc tr m& lon

Théi gian lwu

Chit | Diéntich | % dién tich
f min i g |
Triacylglycerol 39,132 | 1694 320 6,2 |
Diacylglycerol ' 40,407 10574930 | 38,5 .
Diglycerol-monoeste 41,719 311730 1.2
Monoacylglycerol | 42,552 14719338 = 535
| |
Glycerol ty do 47,560 155 732 0,57
Y
sof
3
sk
[ 2
0.0 - ﬂ
sk
sof
I 1
25F
[ b
0 '/¥=
1 L 1 1 .1..]. L 1 ..I<I.l....‘l >
1 2 1 1 18 20 2z X
CHU DAN
X thai gian lwu, tinh biing phut 2 diacylglycerol
Y cwéng dé pic, mAU (don vi hdp thy) 3 monoacylglycerol
1 triacylglycerol 4  glycerol ty do

CHU THICH: St dung hai cét kich thuéc 300 mm x 7,5 mm Plgel, 5 pm, 100 A.

Hinh A.2 - Tach hén hop thir

12
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Phu luc B

(Tham khao)

Két qua caa phép thir lién phong thir nghiém

Mot nghién cru cong tac quéc té do Uy ban hén hop vé phan tich chét béo, déu, sén phim chét béo,
cac san phén lién quan va nguyén ligu t& chirc ndm 2002. Nghién ciru thie hién trén ndm mau. Cac
két qua dwoc danh gia theo TCVN 6910-2 (ISO 5725-2)" dugc néu trong Bang B.1 dén B.5.

Bang B.1 - Cac két qua clia phép thir lién phéng thir nghiém (axit béo)

. Nhan biét miu: Monoacyl- | Di-ltriacyl- i
| . i Glycerol |
Mono-/di-acylglycerol cta axit béo C8/C10 _ glycerol | glycerol i
Sé lugng phong thir nghiém tham gia i 10 | 10 10 .
S6 Iwgng phong thir nghiém gi lai sau khi trir ngoai l& 10 10 ; 8
S6 lwong két qua ther trong tat ca cac phong ' 20 20 16
Trung binh 45,78 41,76 10,96
D6 léch chuén 13p lai, (s,) 0,24 0,27 0,14
P léch chudn twong déi I3p lai ' 0,5 07 1,20
| Gigi han Iap lai (r) 0.67 0.7 0.38
! |
| D6 léch chudn tai 13p, (sk) ; 1,38 1,08 | 0,61 :
| |
| D4 lech chudn twong déi tai lap 3.0 26 _ 5,5 !
P |
'| Gi&i han tai lap (R) 3.85 3.03 ! 1,70

13
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Bang B.2 - Cac két qua cua phép thir lién phong thir nghiém (m& lon)

Nhén biét méu Monoacyl- Diacyl- Triacyl- R,
Mono-/di-acylglycerol ctia m& lgn glycerol glycerol glycerol

S Ivgng phong tHCr nghiém tham gia i 10 10 10 9 :

S Ivgng phong thir nghiém gitr lai sau khi tri | it 5 9 . I

ngoai Ié :

S6 lugng két qua thtr trong tt ca cac phong 20 18 18 16 |

Trung binh 48,92 43,52 6,09 1,72 i

D3 léch chuén 13p lai, (s;) 0,15 0,12 0,08 0,04 i
| D§ lgch chudn tuong ddi 13p lai 03 03 13 2,1
; Gidi han I3p lai (r) | 0,41 'E 0,33 0,22 0,10

D0 léch chuén tai lap, (sg) [ 0,64 0,49 0,23 0,48

D4 lgch chuén trong déi tai lap 1.3 11 38 27,9

Gi¢i han lap lai (R) 1,78 1,37 0,65 1,35

Bang B.3 - Céc két qua clia phép thir lién phong thir nghiém (dau thwe vit)

Nhan biét miu E Monoacyl- Diacyl- Triacyl-
Mono-/di-acylglycerol cuia diu thie vat ’ glycerol glycerol glycerol Glycerol |

.I $6 lwgng phong thir nghiém tham gia ‘ 10 10 10 9 ﬂ‘
| 88 lwgng phong thir nghiém gitr lai sau khi trir ; : 8 | 10 " I

ngoai l& : l

S6 lugng két qua thir trong tAt ca c4c phong | 18 16 | 20 16

Trung binh 57,29 34,68 I 6,95 0,81

D9 léch chuén Iap lai, (s,) | 0,08 0,05 0,08 0,06

D0 léch chuén twong déi 1ap lai " 0,1 0,1 | 1,2 7,2 i

Gi6i han I3p lai (r) 0,23 0,14 ‘ 0.23 016 |

D0 léch chuén tai 1ap, (sg) ‘ 0,44 0,29 J 0,46 0,16 !

0 Iéch chudn twong déi tai 1ap 08 0.8 I 6.6 19,6

Giéi han tai lap (R) 1,23 0.80 | 1,28 0,44

14
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Bang B.4 - Cac két qua cua phép thi» lién phong thir nghiém (m& Ion)

Nhan biét miu Monoacyl- = Diacyl- |  Triacyl-
. = : | | Glycerol
Monoacylglycerol ciia m& lon glycerol glycerol glycerol
| e i | ' R
i S0 lwgng phong thir nghiém tham gia . 10 10 [ 9 | 8
i S6 lwgng phong thir nghiém giwr lai sau khi trir | 8 1 [ 9 .
! ngoai lé I I i
| | i
| S6 lwong két qua thir trong tit ca cac phong 16 20 ’! 18 14
! |
| Trung binh 97,18 | 2,52 i 0,02 032
| D6 lgch chuan 13p lai, (s) . 009 | 009 | 000 | 003
| D6 léch chudn tvong déi I3p lai 0,1 3,7 | 0,0 8,9
| Gi6i han I3p lai () _ 0,26 0,26 ; 0,00 i 008 |
‘ D6 léch chuén tai lap, (sg) . 0.38 3 0,26 0,04 ' 0,23 ,
' D6 léch chudn twong dbi tai lap I‘ 04 102 | 1984 72,5
| I : I
| Gi¢i han tai 1ap (R) ; 1,07 0,72 | 0,12 : 0,65 i
L ) | | 1
Bang B.5 - Cac két qua clia phép thie lién phong thir nghiém (axit oleic)
f 1 . —
' Nhan biét miu Monoacyl- |  Diacyl- Triacyl-
' 5 Glycerol
Mono-/di-acylglycerol ctia axit oleic | glycerol I glycerol glycerol |
| $6 lvgng phong thir nghigm tham gia l 10 10 0 | 9
| $6 lwgng phong thir nghiém gt lai sau khi tri | -
| SO ‘angp g thtr nghiém git la | 10 10 10 | 8
| ngoai lé [ ‘
' 86 lvong két qua thir trong tét ca cac phong | 20 ; 20 ;' 20 T
| | [ l
| Trung binh 52,38 } 39,91 | 6,87 | 074
| i | |
| D6 léch chudn I3p lai, (s) o0 | 008 ‘ 0,06 ‘ 0,09
| D6 léch chuan twong déi 1ap lai i 0,2 0.2 0,8 Lo124
i: |
| Gigi han 13p lai (r) ; 0,29 0,22 0,15 ‘ 0,26 ,
f | |
| D3 lgch chuén tai lap, (sg) 0,54 0,42 0,54 .04
r D3 léch chuln twong déi tai 1ap 1,0 1,0 7.9 ‘ 18,4 l|
| |
| Giéi han tai 1ap (R) i 1,51 , 1,17 1,52 . 038 |
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Thw muc tai liéu tham khao

[11 AQOCS Official Method Cd 11-57

[2] European Pharmacopoeia, 2.2.30, Size-Exclusion Chromatography

(3] European Pharmacopoeia — Supplement 2000, Glycerol Monostearate, pp.40-55
[4] European Journal of Lipid Sience Technology, 105 (2003) pp.45-48

[5] TCVN 2625:2007 (ISO 5555:2001), Ddu mé& dong vét va thuc vat — Lay méu

[6] TCVN 6910-2:2001 (ISO 5725-2:1994), B4 chinh xéc (d ding va do chum) cua phuwong phap do
va két qua do — Phén 2: Phurong phap co ban xac dinh do I3p lai va do tai Iap ciia phuong phép
do tiéu chuén.
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