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Xác định hàm lượng flavanol và procyanidin (DP 1-10) bằng phương pháp HPLC
Determination of flavanols and procyanidins (DP 1-10) by HPLC method
CẢNH BÁO – Khi áp dụng tiêu chuẩn này có thể liên quan đến các vật liệu và các thao tác nguy hiểm. Tiêu chuẩn này không đề cập đến tất cả các vấn đề về an toàn có liên quan trong việc sử dụng chúng. Người sử dụng tiêu chuẩn này phải tự thiết lập các thực hành liên quan đến sức khỏe và an toàn thích hợp và xác định khả năng áp dụng các giới hạn quy định trước khi sử dụng tiêu chuẩn.
1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng flavanol và procyanidin (DP 1 - 10) trong cacao nguyên liệu và sản phẩm có nguồn gốc từ cacao bằng UHPLC với detector huỳnh quang.
2   Nguyên tắc

Chất phân tích flavanol và procyanidin (DP 1 - 10) được rửa giải ra khỏi mẫu sử dụng UHPLC. Quá trình tách được thực hiện trên pha tĩnh diol sử dụng gradient nhị phân (dung môi A và B), dung môi A: axetonitril và axit axetic băng [tỷ lệ 98:2 (thể tích)] và dung môi B: metanol, nước, axit axetic [tỷ lệ 95:3:2 (thể tích)]. Các hợp chất này được phát hiện sử dụng detector huỳnh quang.
3   Thuốc thử

Tất cả thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích, dùng cho sắc ký lỏng siêu hiệu năng hoặc có chất lượng tương đương. Nước sử dụng là nước đã loại ion, được lọc qua màng lọc 0,45 μm hoặc nước có độ tinh khiết tương đương, trừ khi có quy định khác. 

3.1  Axetonitril (ACN)
3.2  Metanol (MeOH)
3.3   Axeton ((CH3)2CO).
3.4  Axit axetic (CH3COOH) băng.
3.5  n-hexan (C6H14).
3.6  Dung môi chiết
Pha hỗn hợp dung môi gồm 700 ml axeton (3.3), 295 ml nước và 5 ml axit axetic băng (3.4) trong vật chứa thích hợp. Trộn và để cân bằng đến nhiệt độ phòng.
3.7   Pha động HPLC
Pha động A: hỗn hợp axetonitril (3.1) và axit axetic (3.4) tỷ lệ 98:2 (thể tích). Pha 20 ml axit axetic (3.4) trong bình  định mức 1 lít bằng ACN (3.1), trộn kỹ, loại khí và lọc trước khi dùng, nếu cần.
Pha động B: hỗn hợp metanol (3.2), nước, axit axetic băng (3.4) tỷ lệ 98:3:2 (thể tích). Pha 20 ml axit axetic (3.4) trong bình  định mức 1 lít thêm 30 ml nước cất (3.6) định mức bằng MeOH (3.2), trộn kỹ, loại khí và lọc trước khi dùng, nếu cần.
3.8  Chất chuẩn (-)- epicatechin, độ tinh khiết 95,9 %.
CHÚ THÍCH: Sử dụng độ tinh khiết của các chất trong giấy chứng nhận chất lượng của chất đó để hiệu chỉnh nồng độ của các dung dịch chuẩn.
3.9   Dung dịch chuẩn 
3.9.1  Dung dịch chuẩn gốc 
Cân chính xác khoảng 25 mg (-)- epicatechin (3.8) vào bình định mức 25 ml (4.9), hòa tan trong một phần dung môi chiết (3.6) sau đó định mức đến vạch bằng dung môi chiết. Nồng độ dung dịch chuẩn gốc là 1 mg/ml. Dung dịch chuẩn gốc có thể đựng trong các lọ nhỏ 2 ml và bảo quản lên đến 28 ngày.

3.9.2  Dung dịch hiệu chỉnh

Chuẩn bị dãy pha loãng của dung dịch gốc trong dung môi chiết. Sử dụng dung dịch hiệu chỉnh và dung dịch gốc để tạo bảy điểm trên đường chuẩn dùng để định lượng mẫu. Dải tuyến tính của phương pháp đánh giá hiệu chuẩn là từ 0,02 mg/ml đến 0,60 mg/ml. Chuẩn bị dung dịch hiệu chỉnh mới mỗi ngày và loại bỏ vào cuối ngày.
4   Thiết bị, dụng cụ

Sử dụng các thiết bị, dụng cụ của phòng thử nghiệm thông thường và cụ thể như sau:

4.1   Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao, gồm bộ bơm nhị phân có bộ phận khử khí chân không, buồng cột, bộ bơm mẫu tự động, detector mảng diot và detector huỳnh quang

4.2   Cột phân tích HPLC, ví dụ: HP-Diol (1,8 µm, 4,6 × 50 mm).
4.3   Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,1 mg.
4.4   Bể siêu âm.
4.5   Máy trộn Votex.

4.6   Máy ly tâm, có thể ly tâm được ống ly tâm 15 ml và 50 ml.
4.7   Máy đo pH.
4.8   Bộ phân phối mẫu, dung tích 10 ml.
4.9   Bình định mức, dung tích 25 ml và 1 L.

4.10   Ống ly tâm, dung tích 15 ml và 50 ml.
4.11   Bộ lọc xyranh, làm bằng polytetrafluoroetylen (PTFE), cỡ lỗ 0,45 μm hoặc tương đương. 
CHÚ THÍCH:  Có thể dùng màng polypropylen (PP) ưa nước hoặc Polyvinylidene fluoride (PVDF)
4.12   Xylanh, bằng chất dẻo, dung tích 1 ml hoặc 3 ml.
4.13   Lọ HPLC, tối màu, 12 mm x 32 mm, dung tích 2 ml, phù hợp với bộ bơm mẫu của máy HPLC.
4.14   Pipet, có các dung tích thích hợp.
4.15  Ống đong, có các dung tích thích hợp.
5    Lấy mẫu
Việc lấy mẫu không được quy định trong tiêu chuẩn này.

Mẫu gửi đến phòng thử nghiệm phải đúng là mẫu đại diện. Mẫu không bị hư hỏng hoặc không bị thay đổi trong suốt quá trình vận chuyển hoặc bảo quản.

6   Cách tiến hành
6.1   Chuẩn bị mẫu thử

6.1.1   Các mẫu chứa < 10 % chất béo tổng số (dịch chiết cacao)
Dùng cân (4.3), cân một lượng mẫu thích hợp cho vào ống ly tâm 15 ml (4.10) và chiết các flavanol bằng một lượng thích hợp dung môi chiết, sử dụng bộ phân phối mẫu (4.8). Bảng 1 đưa ra khối lượng mẫu và thể tích dung môi chiết của các sản phẩm cacao có hàm lượng các flavanol và procyanidin khác nhau.
Bảng 1 ( Khối lượng mẫu và thể tích dung môi chiết (3.7) của từng sản phẩm khác nhau

	Loại mẫu
	Khối lượng mẫu, mg
	Thể tích dung môi chiết, ml

	Dịch chiết cacao
	50
	10

	Cacao nib
	100
	5

	Cacao lỏng
	250
	5

	Bột cacao tự nhiên
	500
	5

	Bột cacao đã kiềm hóa
	1000
	5

	Socola đen
	1000
	5

	Socola sữa
	1000
	5


Lắc trộn 1 min trong máy trộn Votex (4.5), siêu âm ở 50 °C trong 5 min, ly tâm ở 1 006g trong 5 min. Thu lấy dung dịch phía trên chứa các flavanol chiết được và lọc qua bộ lọc xyranh PTFE 0,45 µm (4.11) vào lọ HPLC (4.13) tối màu để phân tích.
6.1.2   Các mẫu chứa ( 10 % chất béo tổng số (bột cacao và socola đen)
Dùng cân (4.3), cân 10 g mẫu, chính xác đến 0,1 mg, cho vào ống ly tâm 50 ml (4.10). Tách chất béo sử dụng khoảng 45 ml n-hexan (3.5). Lắc trộn trong 1 min, siêu âm ở 50 °C trong 5 min, ly tâm ở         1 006g trong 5 min và gạn bỏ lớp dịch nổi phía trên. Lặp lại quá trình tách chất béo thêm hai lần. Để mẫu khô trong ( 12 h cho bay hơi hết n-hexan dư. Sử dụng mẫu đã tách chất béo và chuẩn bị mẫu như 6.1.1.

6.2   Xác định
6.2.1   Xác định độ tuyến tính

Bơm bảy đung dịch chất chuẩn và dựng đồ thị diện tích theo nồng độ để xác định độ tuyến tính đối với epicatechin.

6.2.2   Các điều kiện sắc ký
Các điều kiện sắc ký được coi là thích hợp nêu trong Bảng 2.
Bảng 2 – Điều kiện sắc ký đối với hệ thống UHPLC

	Thông số
	Điều kiện

	Cột phân tích
	Xem 4.2

	Pha động 
	A và B (3.7) theo chương trình dung môi Bảng 3

	Tốc độ dòng
	1,0 ml/min 

	Thời gian phân tích
	15 min và thời gian cân bằng ban đầu 5 min

	Thể tích bơm 
	1 µl

	Bước sóng kích thích
	210 nm

	Bước sóng phát xạ
	321 nm

	Nhiệt độ cột
	35 °C

	Nhiệt độ buồng mẫu
	5 °C


Bảng 3 ( Chương trình dung môi

	Thời gian 
phút
	Tốc độ dòng 
ml/phút
	Pha động A 
%
	Pha động B
 %

	-5
	1
	93
	7

	0
	1
	93
	7

	1
	1
	93
	7

	11,5
	1
	70
	30

	13
	1
	0
	100

	14
	1
	0
	100

	15
	1
	93
	7


7   Tính kết quả

Tính nồng độ mẫu của từng đồng phân, Cn, tính bằng miligam trên gam, theo Công thức sau:

                                    Cn = An​/as x RRF x D/W
Trong đó:

n    là hệ số oligomer (1 = monomer, 2 = dimer, .....);
An​   là diện tích pic có trong mẫu;
as     là độ dốc của đường chuẩn (-)-epicatechin;
RRF  là hệ số đáp ứng tương đối, xem Bảng 4;
D   là hệ số pha loãng tính theo ml;
W   là khối lượng của mẫu thử, tính bằng gam (g).
Bảng 4 ( Hệ số đáp ứng tương đối (RRF) sử dụng trong định lượng

	Tên chất
	RRF

	Epicatechin
	1,000

	DP 2
	0,377

	DP 3
	0,152

	DP 4
	0,146

	DP 5
	0,146

	DP 6
	0,119

	DP 7
	0,090

	DP 8
	0,071

	DP 9
	0,068

	DP 10
	0,067


8   Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải nêu rõ:

(  mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử;

(  phương pháp lấy mẫu đã sử dụng, nếu biết;

(  phương pháp thử đã sử dụng và viện dẫn tiêu chuẩn này;

(  mọi thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, hoặc được xem là tùy chọn, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả thử nghiệm;

(  kết quả thử nghiệm thu được hoặc nếu đáp ứng yêu cầu về độ lặp lại thì nêu kết quả cuối cùng thu được.
Phụ lục A
(Tham khảo)

Ví dụ về sắc ký đồ 

Phép xác định được tiến hành theo phương pháp tích phân điểm uốn, Hình A.1 ví dụ về phép tích phân mẫu, monomer không hiển thị đầy đủ do sự khác nhau về mật độ tín hiệu giữa monomer và các oligomer khác (DP 2 đến DP 10).
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Hình A.1 – Sắc ký đồ của mẫu tích phân (DP 2 – DP 10)
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