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L&i néi dau
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TCVN 9684:2013 do Ban k¥ thuét Tiéu chuan quéc gia TCVN/TC/F4

Gia vi va phu gia thurc phdm bién soan, Téng cuc Tiéu chuén Do
Lwéng Chét lwong tham dinh, B6 Khoa hoc va Céng nghé céng bé;
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Hat tiéu va nhwa dau hat tiéu - Xac dinh ham lwong piperin -
Phwong phap sac ki Idng hiéu ning cao

Pepper and pepper oleoresins - Determination of piperine content -
Method using high-performance fiquid chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn ndy quy dinh phuong phap x4c dinh ham lwgng piperin cia hat tiéu (Piper nigrum
Linnaeus), nguyén hat hodc dang bét cling nhw dich chiét cla chang (nhiya dau hat tiéu) béng séc ki
16ng hiéu nang cao. '

Phwong phap nay ¢6 thé tach va xac dinh dugc céc alkaloid khac (isochavicin, isopiperin va piperittin)
trong hat tiéu, néu can.

2 Tailiéu vién dén

Céc tai lidu vién dan sau rét cn thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. D&i véi cac tai ligu vién dan ghi
n3m cong bé thi 4p dung phién ban duoc néu. Déi véi cac tai liéu vién dan khong ghi ndm cong b thi
4p dyng phién ban m&i nhit, bao gém ca céc si¥a G8i, b sung (néu cb).

TCVN 8960:2011 (ISO 2825:1981), Gia vj — Chuén bj méu nghién dé phén tich.

TCVN 9683:2013 (ISQ 5564:1982), Hat tiéu den va hat tiéu trdng nguyén hat hodc dang bt — Xéac dinh
ham lugng piperin — Phuong phép do quang phé.

3 Nguyén tic

3.1 Hat tidu dang bét

Chiét hdi lwu mAu bing etanol, sau @b xac dinh piperin béng séc ki 1dng hi¢u ning cao (HPLC), theo
quy trinh quy dinh trong tiéu chudn nay.
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3.2 Hat tiéu nguyén hat

Chuan bi mau bing cach nghién nhd, chiét bdt thu dwgc, sau @6 xac dinh piperin bng HPLC theo quy
trinh quy dinh trong tidu chudn nay.

3.3 Nhwa diu hat tiéu

Pha loang nhya diu hat tiéu bang etanol, sau @ xac dinh piperin bing HPLC theo quy trinh quy dinh

trong tiéu chudn nay.

4 Thuébc thir

Chi st¥ dung cac thuéc thir dat chat legng phan tich hodic nude cit hodc nwde da khir khodng hodc
nwéc co do tinh khiét twong dwong.

4.1 Chétchuin

Piperin ¢é db tinh khiét it nhat 98 %, xac dinh dwgc bang phwrong phép do phd duwgc quy dinh trong
TCVN 9683 (ISO 5564).

CANH BAO - $an phim nay gay kich (rng da manh, phai cin than khi st» dung.
4.2 Dung méi

4.2.1 Etanol, 96 % (thé tich).

4.2.2 Axetonitril.

CANH BAO - San phdm nay gay chiy nwéc mét, phai cdn thin khi ste dung.
4.2.3 Axit axetic, dung dich 1 % (thé tich).

4.3 Dung méi rira giai

Trdn 52 phan thé tich dung dich axit axetic (4.2.3) v&i 48 phan thé tich dung dich axetonitril (4.2.2).

5 Thiét bi, dung cu
Str dyng c4c thiét bj, dung cy clia phong thir nghiém théng thudng va cy thé nhw sau:
5.1 Pipet, dungtich2 ml, 5ml, 10 mL

5.2 Binh dinh mirc, dung tich 25 ml, 50 ml va 100 ml (b&ng thiy tinh phdn quang hodc duwoc boc
trong gidy nhdm).
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5.3 Mang loc, khéng hap phu.

5.4 Hé théng tach
5.4.1 May sic ki 1ong higu ning cao.

5.4.2 Hé théng bom, co thé tao va duy tri téc @ dong khéng ddi hodc theo chuwong trinh cai dat & ap
e cao.

5.4.3 Hé théng khiv khi, ding cho dung mai.
5.4.4 Hé théng detector thich hop, c6 thé diéu chinh dén burdc séng 343 nm.

5.5 May ghi hodc may tich phan, hoat dong twong thich véi toan bé thiét bi.

56 Cot
Vit liéu: thép khdng gi hodc thiy tinh
Chiéu cao: tlr 10 cm @én 25 cm

Puong kinh trong: tir 0,4 cm @én 0,5 cm

Pha tinh: ¢t nhai silica véi nhdm chirc octadecyl, Cy, ¢ hat téi da 5 pm.
5.7 H¢théng bom
Van bom c6 véng bom 10 pl hodic hé théng bom khac ¢ @ chinh xac twong tu.

5.8 Sang thir nghiém, c& 16 500 pm.

6 Phwong phap hiéu chuin

CANH BAO - Trong sudt qua trinh vian hanh, khéng dé dung dich tiép xac véi 4nh sang (vi du
boc binh biing gidy nhdm) va st dung cing nhanh cang tét vi dung dich piperin khong bén.

6.1 Dung djch chuin
Chuén bj dung dich géc piperin (4.1) 1 g/l trong etanol (4.2.1) ngay trwédc khi s& dung.
6.2 Puwong chudn

Tt dung dich chudn (6.1), chuin bj it nhét ba dung dich chuén lam viéc piperin ¢6 dai néng d9 trong
khodng tir 0,05 g/l dén 0,2 g/l. Bom tirng dung dich vao méy sic ki (5.4.1). Lap lai phép xé4c dinh it nhat
mét 1an. Do dién tich pic va I3p lai phép thir néu cac két qua chénh léch qua 5 %.
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Dung dwéng chudn khéi legng piperin dugc bom theo dién tich pic.
Xac dinh d6 déc trung binh cla dudng chuén.
6.3 Tinh hé sé dap (ng, K
Tinh hé sb dap (rng K theo cdng thirc:
K=m'lA
m'=mxP,
Trong dé:
m  la khéi lwong cla piperin tinh bing miligam (mg) ;
A ladién tich pic cia pipérin, tinh bgng don vi tich phan;
P, lado tinh khiét cua piperin (4.1);

m’  1a khoi lvong da hiéu chinh cta pepirin, tinh bang miligam (mg).

7 Liy miu

MAu gl Gén phong thir nghiém phai ding la mau dai dién va khong bi hue hdng hodc thay dbi trong
subt qua trinh bdo quan hosc van chuyén.

Viéc l4y mau khdng quy dinh trong tiéu chuan nay. Nén Iy mu theo TCVN 4889 (SO 948)".

8 Chuan bj mau thw

CANH BAO - Cac thao tac phai dwoc thwe hién trong diéu kién tranh anh sang vi dung djch
piperin khéng bén.

8.1 Hattiéu bt

8.1.1 Kidm tra d& dam bao ring tAt ca mau thir Gdu lot qua sang c& 16 500 pm (5.8). Néu khdng dat yéu
cu thi nghién bét theo TCVN 8960 (ISO 2825) cho dén khi dat duge ¢ hat yéu cau.

8.1.2 Tir miu thir d3 dwoc chudn bi trong 8.1.1, can tir 0,5 g dén 1 g mau, chinh xac dén 0,01 g va
chuyén vao binh ciu day trén 100 ml (5.2) dugc ndi véi b sinh han. Thém 50 ml etanol (4.2.1) rbi dun sbi.
Hun s6i hdi lwu trong 3 h.

' TCVN 4889:1989 (ISO 948:1980), Gia vj - L4y méu
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P& ngubdi dung dich. Loc va thu léy dich loc vao binh dinh mirc mét vach 100 mi (5.2). Rra binh chiét va
mang loc nhiéu [an bing etanol (4.2.1). Cho nwéc rira vao binh dinh mirc 100 ml va cho etanol dén vach.

8.2 Hat tiéu nguyén hat

8.2.1 Nghién mau thir theo TCVN 8960 (ISO 2825) cho dén khi bat nghién thu duoc lot hét qua sang
c& 16 500 pm (5.8).

8.2.2 Ding mau da nghién trong 8.2.1, tién hanh tiép theo quy dinh trong 8.1.2.
8.3 Nhwa du hat tiéu

Pbng hoa ky mau thir nhra dau hat tiéu.

9 Cach tién hanh
9.1 Phan miu thiv
9.1.1 Hat tiéu nguyén hat hodc dang bét

Duing pipet (5.1) l4y 10 ml dich chiét thu duoc trong 8.1.2 hodic 8.2.2 va chuyén vao binh dinh mirc mét
vach 25 ml (5.2). Thém dung méi rlra gii (4.3) Gén vach.

CHU THICH 1:  Cé thé thay ddi budc pha lo2ing ndy, néu cén, tily thudc vao lugng piperin dy kién clia mdu va d§ nhay clia
detector.

9.1.2 Nhwa diu hat tiéu

Can 0,2 g nhya diu hat tiéu (xem 8.3), chinh xac dén 0,1 mg cho vao binh dinh m&¢ mjt vach 100 ml
va thém etanol (4.2.1) @én vach.

Dung pipet l4y 10 ml hn hop nay cho vao binh dinh m&c mét vach 50 ml va thém dung mdi rira gidi
(4.3) dén vach.

CHU THICH 2:  C6 thé thay déi budc pha lodng nay, néu cin, tiy thudc vao lugng piperin dy kién clia mu va db nhay cla
detector.

9.2 Xacdinh

Dung dich pha loang cudi clng phai trong. Néu khdng thi loc dung dich pha loang cuéi cling trén mang
loc (5.3) rdi bom dung dich mau thir vao may sic ki (5.4.1).

Trén séc @b thu dwoc, do pic cia piperin (xem séc @b dién hinh trong Phu luc A).

Tién hanh hai phép thlr va Iap lai viéc xac dinh néu cac két qua chénh léch qua 5 %.
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10 Tinh két qua

10.1 Hat tiéu nguyén hat hodc dang bét

Tinh ham lwong piperin bang phan tram khéi lwong, theo cdng thire:

AxKxgs-xl-o——qx100
10

mn
Trong do:
A 14 dién tich pic cta piperin, tinh bang don vj tich phan;
m, 13 khéi lwvong mau, tinh bing miligam (mg);
K 1 hé sb dap tng xac dinh duwgc dbi véi chét chuén.,

CHU THICH 3: Ti 18 25/10 lién quan 6én dung dich pha losing trong 9.1.1 va cin dugc thay ddi cho phu hep khi st dyng d%
pha lodng khéc.

10.2 Nhia diu hat tiéu
Tinh ham lwong piperin bing phan tram khéi lwgng, theo céng thirc:

AxKx-s—oxltEx‘lUO
10 m

x

Trong d6 A, m, va K c6 ¥ nghia gidng nhw trong 10.1.

CHU THICH 4: Ti I& 50/10 lién quan dén dung dich pha lodng trong 9.1.2 va cin dugc thay ddi cho phis hop khi sir dyng dd
pha lodng khéc.

11 Db l3p lai

Ly két qua hé sé dap Gmg K va ham lugng piperin 12 gia trj trung binh clia vai 13n xac djnh (it nhét 1a
ba I1&n) dwoc tién hanh trén cling mét mau thie. Chénh léch clia cac gia tri nay khong dwoc vuot qua
5 % gia tri trung binh.

12 Baéo céo thir nghiém
Bao cao thlr nghiém phai ghi ré cac théng tin sau:
a) vién dan tiéu chuén nay;

b) hé théng thiét bi;

10



c)
d)

e)

Q)

dic tinh cOa cot (vat ligu, kich thuéce, cdt nhéi, pha tinh);
dic tinh ctia detector (ty chon) va cac didu kién van hanh;
dic tinh clia pha dong (tbc do dong va ban chét);

nhan biét mau thi (lvgng bom va dd pha loang cubi cung);

két qua thu dwoc.
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Phu luc A
(Tham khao)

Sic dd dién hinh

Hinh A.1 dua ra sic dd dién hinh, dwoc thyc hién theo cac didu kién thao tac quy dinh trong tiéu
chuin nay.

Piperin

Piperin

U | Y | NN

Piperin chuén Nhura ddu hat tiéu

Hinh A.1 - Sdc dd dién hinh cua piperin chudn va nhya dau hat tiéu

12
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