TIEUCHUAN QUOC GIA

-
O
<
Z

TCVN 9675-1:2017
1ISO 12966-1:2014

Xuét ban fan 1

DAU MO DONG VAT VA THUC VAT -
SAC KY KHi CAC METYL ESTE CUA AXIT BEO -
PHAN 1: HWONG DAN DO SAC KY KHi CAC METYL ESTE
CUA AXIT BEO

Animal and vegetable fats and oils - Gas chromatography of fatty acid methy! esters -
Part 1: Guidelines on modern gas chromatography of fatty acid methyl esters

HA NOI - 2017



L& noi dau
TCVN 9675-1:2017 ciing véi TCVN 9675-4:2017 thay thé TCVN 10475:2014
va TCVN 9673:2013;

TCVN 9675-1:2017 hoan toan twong duong véi ISO 12966-1:2014;

TCVN 9675-1:2017 do Ban k§ thuat tiéu chuén quéc gia TCVN/TC/F2
Déu m& déng vat va thuc vét bién soan, Tong cyc Tiéu chuan Do lwéng
Chét luvong tham dinh, B Khoa hoc va Céng nghé cong bd;

Bo TCVN 9675 (1SO 128686), Déu mo déng vét va thue vat — S&c ki khi céc
metyl este ctia axit béo gdbm céc phén sau day:

— TCVN 9675-1:2017 (ISO 12966-1:2014), Phén 1: Huéng dén do séc
ky khi cac metyl este cla axit béo;

— TCVN 9675-2:2013 (ISO 12966-2:2011), Phén 2: Chudn bi metyl este
cua axit béo;

~ TCVN 9675-3:2013 (ISO 12966-3:2009), Phén 3: Chuén bi metyl este
béng trimetylsulfoni hydroxit (TMSH);

— TCVN 9675-4:2017 (ISO 12966-4:2008), Phén 4: X4c dinh béng séc
ky mao quén.
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L&i gidi thidu

Tiéu chudn nay la mét trong bon tidu chudn thich hop dé chuan bj va x4c dinh cac metyl este cla axit
béo trong dadu m& ddng vat va thuc vat bing phuong phap séc ky khi. Bd TCVN 9675 (1ISO 12966) co
thé ap dung cho chét béo thd, G4 tinh luyén, da hydro hda tirng phan hodc hydro hda hoan todn va céac
axit béo thu dugc tr cac ngubn dau md dong vat va thyc vét.

TCVN 9675 (ISO 12966) (tAt ca cac phan) khdng thich hop dé phan tich dau m& clia dong vat nhai lai va
chét béo siva (bao gbm ¢a sCra va san phdm sra hodic chét béo tir stra va san phdm sva) hoic cac san
pham duoc bd sung axit linoleic (CLA). Ngoai ra, tiéu chuan nay khong 4p dung cho dau m& da polyme
héa va oxi hoa.

Tiéu chudn nay duwa ra hwdng dan dé do sic ky khi cac metyl este cla axit béo, con TCVN 9675-2
(ISO 12966-2) va TCVN 9675-3 (ISO 12966-3) duoc diing dé chuan bi cac metyl este cia axit béo bang
cac phrong phap khac nhau, Trong TCVN 9675-4 (ISO 12966-4) dua ra cac diéu kién dé phan tich cac

metyl este clia axit béo bing sic ky khi mao quan.
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Dau m& ddng vat va thwe vat -
Sac ky khi cac metyl este cuia axit béo —
Phan 1: Hwéng dan do sic ky khi cac metyl este cua axit béo

Animal and vegetable fats and oils — Gas chromatography of fatty acid methyl esters —
Part 1: Guidelines on modern gas chromatography of fatty acid methyl esters

1 Pham vi 4p dung

Tiéu chudn nay mé ta tdng quan viéc phan tich cac axit béo dang tw do va dang lién két trong dau m&
ddng vat va thue vat khi dwge chuyén ddi thanh cac metyl este clia axit béo (FAME) bang s4c ky khi.

Viéc dinh tinh va dinh lwong thanh phan cla c4c axit béo bang sic ky khi 1ong (GLC) duoc st dung
rong réi trong phan tich chat béo. Phép phan tich duoe st dung dé xac dinh tinh dic trzng clia ddu m&
hoac thwe phdm co chira chét béo, sau khi chiét dau ra khdi nén miu. Cac axit béo lién két cla cac
triacylglycerol (TAG), axit béo tw do (FFA) va chét béo khac dwoc chuyén thanh cac metyl este clia axit
béo (FAME), phy thudc vao phwong phap este héa, dugc xac dinh bang sic ky khi mao quan. Tuy
thudc vao sb lwong axit béo khac nhau (theo ly thuyét cé thé c6 hon 50 axit béo khac nhau) ma sl
dung cac cdt mao quan ¢b chiéu dai tr 10 m dén 100 m dé tach.

Phwong phap GLC phan tich cac FAME c6 thé &p dung cho tat ca cac hdn hop tw nhién va tdng hop
clia cac tri-, di- v monoacylglycerol, este clia axit béo, axit béo tw do, hop chat xa phong va cac hgp
chét béo khac. St dung cac chat chudn thich hop, co thé xac dinh dwgc FAME tir C4 dén C26, bao
gdm cac metyl este cla axit béo bio hda, cac metyl este clia axit béo chuwa béo hoa don dang cis- va

trans va cac metyl este clia axit béo chwa bao hoa dang da cis- va trans.

Pé xac dinh cac axit béo mach ngén, thuwéng st dung isopropyl va butyl este dé tranh gay nhiéu véi pic
dung méi va dé giam sai sb trong dap ng detector.
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2 Tailidu vién din

Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Ddi véi cac tai fiéu vién dan ghi
nam cdng bd thi ap dung phién ban dwoc néu. Doi véi cac tai liéu vien dan khdng ghi nam cdng bd thi ap
dung phién ban méi nhat, bao gom ca céc stra ddi, bd sung (néu o).

TCVN 9675-2 (ISO 12966-2) Dau m& dong vat va thuc vat — Séc ki khi céc metyl este cuia axit béo —
Phén 2: Chuén bj metyl este clia axit béo.

TCVN 9675-3 (ISO 12966-3) Dau mé dong vét va thuc vét — Séc ki khi céc metyl este clia axit béo —
Phén 3: Chuén bj metyl este bang trimetylsulfoni hydroxit (TMSH)

TCVN 9675-4 (ISO 12966-4) Dau mé& dong vét va thuc vat — Sac ki khi céc metyl este clia axit béo —
Phan 4: X4c dinh bang séc ky khi mao quan.

3 Nguyén tac

Str dung phuong phép sic ky khi Ing (GLC) dé dinh tinh va dinh lwong cac FAME. Cac FAME duoc
chun bi theo TCVN 9675-2 (ISO 12966-2) hodc TCVN 9675-3 (ISO 12866-3) va dwoc hoa tan sau dé
bom 1én cét, héa hoi trong bd bom. C6 thé tach cac FAME trén cot phén tich c6 d8 phéan cure va chidu
dai khac nhau. Dé phat hién cac FAME, sir dung detector ion héa ngon Ira (FID).

Trong phéan tich s&c ky khi cac FAME dung FID nén st¥ dung khi hydro Iam khi mang (pha déng). Déi
v&i MSD (detector khdi phd chon loc) thi phai st dung khi heli. Qua trinh tach c6 thé thie hién trong
théi gian ngén hon voi cac pic nhon hon khi str dung khi hydro. Pha tinh 13 I6p mang mong chét [dng

trén bé mat ran tro, thép, thay tinh hoac silica nung chay.

Céc hop chat da hoa hoi di qua éng mao quan trong tac véi pha tinh trén bé mat tro' clia cot. Do sy
twong tac cla cac hop chét khac nhau nén chdng di ra khoi cot hodic riva gidi & cac thdi diém khac
nhau, con duwoc goi la thdi gian lwu clia hop chat & day cac thdng sé phan tich da cai dat. So sanh thai
gian luu dé nhan biét cac hop chat khac nhau.

CANH BAO - Khi str dung detector khéi phd chon loc, phai thin trong dé dat dwoc cac két qua
dinh lwong do ¢é sw khac nhau vé dang phan manh cta tisng FAME. D6i véi may do phd khdi
wong st dung cac din xuét khac véi cac FAME trong tiéu chudn nay, vi du: stv dung picolinyi
este hodc dimetyl oxazolidin va cac dan xuét khac.

4 Chuén bi FAME

Chuan bj cac metyl cste cla axit béo phai theo TCVN 9675-2 (ISO 12966-2) va TCVN 9675-3
(ISO 12966-3). Téng quan duoce néu trong Bang 1.



Bang 1 - Téng quan vé cac phwong phép este héa khac nhau
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Phwong phap Nguyén tac - B6 bom GC Chui thich 2
4.2 cia TCVN 9675-2 | Phuong phap chuyén Trén ct Cothé ap dyng cho | B v triglycerit mach |
(IS0 12966-2), héa metyl nhanh trong | chia déngfkhdng chia | du va m& chira axit trung binh (MCT) va
didu kign xc tac kigm déng béo dén butanoic axit béo mach ngéin,
bing KOH (C4:0) tao thanh tin hiéu
FFA khong dugc Chuyén héa este & khong dang ké. Xac
chuyn thanh FAME nhiét §6 phong, khéng dinh axit
; . | butanoic/hexanoic s
Canh bdo vé& qué trinh cén bay hoi dung méi ol Se
dung chét ndi chudn
x4 phong héa
Céc FAME mach ngén
dé hao hyt trong phan
doan mudi/dung mai
43 cha TCVN 9675-2 | Phuong phap chuyén Trén cot Céthé d4p dungcho | Céc FAME mach ngan
{ISO 12866-2} héa metylimetyl héa chia déng/khdng chia dau va mor dé hao hyt trong qua
hoan toan trong diéu dong Khéng ap dung cho trinh hi Iy va phén
kién xic tac kiém va At doan mubifdung moi
axit (NaOCHg)
FFA degc chuyédn
thanh FAME
4.4 cia TCYN 9675-2 | Chuyén hoa metylimetyl Trén oot Dung dich 14 % BF; Ap dyng cho déu ca.
(1SO 12966-2) bé&i bo triflorua chia ddng/khdng chia trong metanol phai Khéng &p dung cho
(BF3)metyl hda dong dugc mua san va hop chét chiva cAc
Thuc thit rét doc. Chi khang ¢an chudn bi Vi | nnom oxy hoa bac hai
str dyng dung dich Iy do réit ddc
trong lo kin va thire hign Dung dich ¢é han si¥
trong tu hat dung ngén
Hinh thanh cac phan
@ng phy
4.5 ciia TCVN 9675-2 Metyl hoa trong axit Trén cbt Can chudn bi thude Ap dung déi véi mau
{ISO 12966-2) sulfuric hodc axit chia dong/khéng chia thir; este héa trong cb ham lwgng axit béo
clohydric dong didu kién dun s6i trong tye do cao
Hinh thanh cac phan éng han kin 3 b
(rng phy. Can bay hoi,
khong bay hoi dbi v6i
axit béo epoxy
TCVN 9675-3 Trimetylsulfoni hydroxit | Chl dung bom chia | Dung dich TMSHcé | Phuong phép phan

(ISO 129G6-3)

(TMSH)

Cac pic clia san phdm
phu clia phén ¢ng bi
nhidu xudt hién trén sic
ky a8 gan véi tin higu
clia FAME mach ngén

dong

ban sin dé sir dung

tich nhanh ddi voi C4
dén C286, viéc este hda
cac axit béo ty do
¢huén khodng 80 %,
hinh thanh mét legng
nhd frans-FA
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5 Cét

Cac cdt mao quén phim méng (WCOT) duoc st dung dé tach cac FAME do ¢ nhiéu wu diém hon cot
nhdi nhu: viéc tach duoc cai thién voi do phan gidi cao hon, gidm thoi gian phan tich, ding c& mau thiy
nhé hon va ¢ d6 nhay cao hon. T4t ca didu nay ¢6 thé dat dwoc khi st dung cot rét dai voi sé lwong lon
Cac dia ly thuyét.

Dung tich mau ting theo duéng kinh cot, dwéng kinh nhd hon sé cho hiéu qua 1én hon va do phan giai
t6t hon. Do @6, dbi voi cac méu phire hop, sir dung cac cot mau cé dwdng kinh nhd va dung tich mau
nho. Cot c6 dwéng kinh trong (ID) 1a 0,1 mm (cét GC nhanh) dén 0,53 mm (c6t 6 16 réng); A6 day mang
trong khoang ti 0,1 um @én 0,3 pm. Bwdng kinh cdt phai phit hop véi hé théng éng dan mau: dwdng
kinh trong cua cét la 0,20 mm, 0,25 mm hodc 0,32 mm dung cho hé thdng bom chia déng va khdng chia
déng, dwéng Kinh trong clia cét 1a 0,32 mm ding cho bom khdng chia dong va bom I1én ¢ét, dwdng kinh
trong 0,53 mm dung cho hé thdng bom triec tiép. Théi gian lwu va dung tich mau ting theo viée tang do
day mang, dong thoi hiéu qua clia cot sé giam. D6 day mang ty 18 nghich véi s6 vong dia nhung ty 1&
thuan véi théi gian phan tich. Pidu nay chirng té A6 day mang Ién hon che thdi gian lwu Ién hon, do vay
¢an nhiét d6 10 cao hon trong c4c didu kién déng nhiét.

Chiéu dai cot tr 10 m dén 100 m phu thudc vao d6 phan gidi yéu cu va khé khan trong viéc tach. Vi cot
ngén thi c6 han ché nhung phéan tich nhanh, théng tin ¢ thé thu dwoc trong kiém soat qua trinh v.v...
Thurdng st dung cac loai cdt mao quan khac nhau cé pha tinh khdng phan cwe, phén cye va phan cuc
cao dé tach cac FAME. Trinh ti riva gidi cac ¢ot cé do phén cwe khac nhau dwoce néu trong TCVN 96754
(1SO 12966-4) (xem Phu luc B va Phu luc C).

Cot silica nung chay phi pha tinh phan ciee cao nhw polysiloxan cyanoalkyl duoc dung dé phan tich cac
mau cb cac hén hop phire tap vé& cac ddng phan hinh hoc va ddng phén vi tri clia axit béo chura bdo hoa
da (PUFA). Thuan loi chinh clia pha phén cuwc cao ndy so véi cac pha khdng phan cuc la 6 phan giai
cao cac FAME chwa bao hoa, dac biét 1a trong viéc tach cac ddng phan FA dang cis va trans. Tuy nhién,

d3 phan cuc cia cbt ndy cho thdy it dn dinh nhiét so véi cac pha tinh khac.

Chiéu dai cdt 1a yéu td quan trong d6i vi vigc tach cac FAME, dac biét Ia trong viéc tach cac ddng phan.
Cot dai hon sé cho dd phan giai tot hon so vdi ¢dt ngén, méc dit cé mdt sd han ché thuc té dbi véi viec
tang chiéu dai cla cét. Tang chidu dai cot gép dai (vi dy: 30 m [én 60 m) s& 1am tang d6 phan gidi theo hé
s6 ~2 =1,4112 40 %. O cling thei diém, thai gian phan tich s& tang ciing nhu ting ap sudt dAu vao. Cot
ngan hon dwoc didu chinh gitea téc dd va do phan giai. Tuy nhién, tach cac FAME ddng phan hinh hoc
va ddng phan vi tri yéu cdu trong mét s6 trwdng hop cot c6 chidu dai 100 m. Nén st dung cbt dai 100 m,
cé dwong kinh trong 0,20 mm hodc 0,25 mm, d6 day mang 0,20 um, ¢b pha tinh phan cuc
biscyanopropyl (SP-2560) hodc pha tinh cyanopropyl thay thé (CP-Sil 88) vi kha nang tach cla cac ¢t
nay dt 3é tach hdu hét cac ddng phan C18:1 dang trans- va cis-. Mot sé c6t dai 50 m hodc 60 m ciing cb
thé dat duoc dd tach yéu ciu dbi véi hdu hét cac loai dau thye vat. Ciing cb thé st dung céc loai cdt
khac co cac cyanopropyl polysilpehyelen-siloxan (BPX70, DB-23, HP-23, Rix-2330, SP-2330, SP-2380,

8
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SLB-IL111 v.v...) khac nhau, nhung cé thé thay ddi thir t riva gidi. Trong phuong phap AOCS Ce 1h-05
(2009) nén st dung cot dai 100 m SP-2560 hodc cét mao quan CP-Sil 88 @& xac dinh cac FAME dang
cis-, trans- va cac FAME chua bio hda trong dau thuc vat hodic chat béo ddng vat khdng phai tir Gdng
vat nhai lai. D& xac dinh cac FAME trong chat béo dong vat bién va chat béo khac chira cac PUFA mach
dai, nén str dyng phwong phap AOCS Ce 1i-07 (2009), cit mao quan Supelcowax 10, phan cyc cao cb
pha polyetylen glycol va phuwong phap AOCS Ce 1b-89 (2009) dung Omegawax dé& xac dinh cac FAME
omega-3 mach dai".

Pha tinh clia tit ca cac c6t ndy la mang mong trén bé mat tro' clia 6ng mao quan, dugc ldm bang thiy
tinh thach anh dic biét, dwoc phl bang polyimid dé én dinh (silica nung chay). Tuy nhién, c6 thé chap
nhan ct mao quan bang thép hoac thiy tinh,

CHU THICH 1: C4t nhédi hign nay It duge st dung, tuy nhién trong mdt s6 trrémg hop van cén s dung.

Loai pha tinh rat quan trong trong viéc chon ¢dt, dd phan gidi va db tach. Pha tinh c6 dd phan cwc cang
cao thi axit béo khéng bao hda dwgc gilr lai cang nhiéu.

Céc axit béo dang trans nam gilra cac axit béo chwa béo hoa dang cis va cac axit béo bao hda. Trén cét
khdng phan circ, cac axit béo chwa bao hda rira giai trwvde axit béo bao hoa.

CHU THICH 2: Thir ty rira gidi phu thudc vao nhigl d cdt. Kidu rira gidi d6i véi mot sé FAME c6 thé thay ddi st dyng céc
chuong trinh nhigt dd 16 khac nhau.

Néu phan tich dau v& m& c6 chiva cac axit béo da polyme héa varhodc 6xi héa thi tht cad céc axit nay
khéng chuyén héa thanh cac FAME. FAME dz polyme hoa khong bay hoi & cac diéu kién phan tich
khuyén céo va s& khéng phan hly trong bd bom. Diéu nay dan dén hao hut FAME khéng mong mudn
trong sudt qua trinh phan tich tiép theo.

6 Phan tich sac ky khi long cac FAME

Ap dung TCVN 9675-4 (ISO 12966-4) d& dinh tinh va dinh lvong cac FAME. Tuy thudc vao d6 rira giai
va d6 tach yéu clu, ma s dung phwong phap déng nhiét hodc chuong trinh nhiét do dbi véi cac oot
c6 dé phan cwc va chiéu dai khac nhau.

7 Panh gia sic ky dé
7.1 Dién tich pic va phan tram dién tich

Thong thudng, dau va mé, loai trir diu lauric, chira cac axit béo co mach carbon tir 16 dén 22. Trong
trong hop nay, c6 thé khéng can st dung hé sé dap ng hodc hé sd higu chinh vi tin hiéu FID Iy

" Supelcowax 10 va Omegawax 13 t&n thwong mai cia cac san pham t& c4c nha cung c4p khac nhau. Thong tin nay dira ra
130 thuan tién cho ngwéi sir dung tiéu chudn, cé thé sl dung cac san phdm tuong t néu cho két qua twong duong.
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thuyét tir cdc FAME nay gén gidng véi dién tich pic ctia FAME. Tuy nhién, cin kiém tra phuong phap
cdng cu theo cac chudn da dwoc chieng nhan va cac chudn thich hop dé& xac dinh cac hé sé dap g
thue té/hé s6 dap trng clia thiét bi. Néu cac hé sé dép (ng nay khac 1 hodc yéu ciu cac két qua co do
chinh xac cao hon thi can ap dung hé s dap &ng cla thiét bj.

Ludn ludn &p dung hé sé d&p (ng cla thiét bi di véi ddu dira, dau co, dAu lauric khac va dau c4, néu
khéng sé cho két qua sai I6i nghiém trong.

Cac hé s6 hiéu chinh FID Iy thuyét néu trong Phu luc A clia TCVN 8675-4 (ISO 12966-4).
7.2 Danh gia bing chat ndi chuan hodc hé sé hiéu chinh

Trong médt sé phép phan tich nhét dinh, vi du néu khéng dinh lweng dwoc tht ca cac FAME thi nén sk
dung chét néi chuén. Béi voi ddu va md co axit béo mach ngn va axit béo khéng théng dung thi tét ca
cac thanh phan phai dwoc hiéu chun ding chét noi chuén va hé sb hidu chinh, vi du: déi vai paimitic,
stearic hodc metyl este cla axit béo heneicosanoic hodc cac triacylglycerol bao gdm céc axit béo
chuén nay.

Trong mdt s treong hop, nén st dung triacylglycerol tinh khiét 1am chét ndi chuan. Chét ndi chuén
nay dugc thém vao trudc khi chuan bi cac FAME.

8 Bdo cao thir nghiém

B4o cdo thir nghiém phép phan tich FAME phai cu thé nhu sau:

a) phwong phap thir da s dung, vién dan tiéu chuan nay;

b) moi théng tin can thiét d& nhan biét day a0 mau;

c) phirong phép iy mau siv dung, néu biét;

d) mgi chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chuan nay ho3c tuy y lya chon;
e) chi tiét moi tinh huéng c6 thé anh hudng dén két qua;

f) kétqua thir thu duoc hodic néu kiém tra d6 1ap lai thi néu két qua cudi cling thu duoc.

10
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