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Lời nói đầu

TCVN..........:20... được xây dựng trên cơ sở tham khảo AOAC 996.06 Fat (Total, Saturated, and Unsaturated) in Foods, Hydrolytic Extraction Gas Chromatographic Method.
TCVN..........:20... do Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia biên soạn, Bộ Y tế đề nghị, Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng thẩm định, Bộ Khoa học và Công nghệ công bố.


T I Ê U   C H U Ẩ N   Q U Ố C   G I A
                               TCVN           :2020
Thực phẩm – Xác định hàm lượng axit béo (tổng số, bão hòa, chưa bão hòa) – Phương pháp sắc ký khí

Foodstuffs – Determination of fatty acids (total, saturated, unsaturated) – 
Gas chromatographic method 
CẢNH BÁO ( Khi áp dụng tiêu chuẩn này có thể liên quan đến các vật liệu, thiết bị và các thao tác nguy hiểm. Người sử dụng tiêu chuẩn này phải tự thiết lập các thao tác an toàn thích hợp và xác định khả năng áp dụng các giới hạn qui định trước khi sử dụng tiêu chuẩn.

Bo triflorua rất độc có thể gây tử vong nếu hít phải, thực hiện tất cả những bảo hộ cần thiết, đặc biệt là khi thao tác với dung dịch chuẩn gốc.

1   Phạm vi áp dụng

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng axit béo (axit béo bão hòa, axit béo chưa bão hòa và axit béo tổng số) trong thực phẩm bằng sắc ký khí. 
2   Nguyên tắc 

Chất béo và axit béo được chiết ra khỏi thực phẩm bằng phương pháp thủy phân. Axit pyrogallic được bổ sung vào để giảm thiểu sự oxy hóa của axit béo trong quá trình phân tích. Triglycerid, triundecanoin (C11:0) được bổ sung làm chất nội chuẩn. Chất béo được chiết thành dạng este, sau đó được metyl hóa thành metyl este của axit béo (FAME) bằng bo triflorua 7 % trong metanol. Các axit béo được phân tích và định lượng bằng sắc ký khí với detector ion hóa ngọn lửa (GC-FID). Axit béo tổng số được tính bằng tổng các axit béo đơn lẻ tính theo triglycerid. Chất béo bão hòa và không bão hòa được tính bằng tổng các axit béo tương ứng. Chất béo không bão hòa đơn chỉ bao gồm dạng cis.
CHÚ THÍCH: Đối với hầu hết các sản phẩm thực phẩm thì thủy phân bằng axit, còn đối với các sản phẩm sữa và phomat thủy phân bằng kiềm.

3   Thuốc thử

Tất cả các thuốc thử được sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích, nước được sử dụng là nước cất hai lần hoặc nước có chất lượng tương đương, trừ khi có quy định khác.
3.1   Metanol (CH3OH), dùng cho sắc ký khí.

3.2   n-hexan (C6H6), dùng cho sắc ký khí.

3.3   Axit clohydric (HCl), 12 M.

3.4   Dung dịch axit clohydric, 8,3 M 
Thêm 250 ml axit clohydric 12 M (3.3) vào 110 ml nước, trộn đều.
3.5   Axit pyrogallic (C6H6O3)
3.6   Amoni hydroxit (NH4OH), 58 % (tính theo khối lượng).

3.7   Dietyl ete (C2H5)2O, độ tinh khiết ≥ 90 %.
3.8   Ete dầu mỏ, khan.
3.9   Etanol (C2H5OH), 95% (tính theo thể tích)
3.10  Toluen (C7H8).
3.11  Clorofom (CHCl3).
3.12  Natri sunphat (Na2SO4), khan. 

3.13  Natri hydroxit (NaOH).
3.14  Khí nitơ, độ tinh khiết ≥ 99,99 %.

3.15  Bo triflorua (BF3).
3.16  Dung dịch bo triflorua 7% trong metanol (tính theo khối lượng)

Cân chính xác 7 g ± 0,01 g bo triflorua (3.15) vào bình định mức 100 ml (4.9), sau đó hòa tan và thêm metanol (3.1) đến vạch, đậy nắp và lắc đều.
CHÚ THÍCH  Có thể sử dụng dung dịch bo trifluorua 7 % trong metanol được pha từ dung dịch  bo trifluorua 14 % dạng thương mại.

3.17  Hỗn hợp dietyl ete:ete dầu mỏ (1:1, tính theo thể tích)
Cho 500 ml dietyl ete (3.7) vào 500 ml ete dầu mỏ (3.8), trộn đều.

3.18   Dung dịch gốc nội chuẩn dạng triglycerid-triundecanoin (C11:0), độ tinh khiết > 95 %.

3.19  Dung dịch nội chuẩn triundecanoin (C11:0), 5,00 mg/ml trong clorofom
Cân chính xác 2,50 g ± 0,01 g dung dịch gốc nội chuẩn (3.18) vào bình định mức 500 ml. Thêm khoảng 400 ml clorofom (3.11) và trộn đều cho đến khi hòa tan. Thêm clorofom (3.11) đến vạch. Đảo chiều bình ít nhất 10 lần. Dung dịch bền trong 1 tháng khi được bảo quản ở nhiệt độ từ 2 oC đến 8 oC.
3.20 Dung dịch chuẩn dạng FAME, độ tinh khiết > 95 %
3.20.1   Dung dịch chuẩn dạng FAME hỗn hợp, chứa các FAME bao gồm C18:1 dạng cis và trans (ví dụ GLC-85 từ Nu Chek Prep, Hoa Kỳ hoặc tương đương). 

Mở nắp lọ và cẩn thận chuyển toàn bộ dung dịch chuẩn vào lọ thủy tinh 12 ml (4.10). Tráng lọ bằng         n-hexan (3.2) để đảm bảo chuyển hoàn toàn dung dịch chuẩn vào lọ và pha loãng thành 3 ml bằng n-hexan (3.2).
3.20.2   Dung dịch chuẩn dạng FAME C11:0-undecanoic metyl este (C11:0), độ tinh khiết > 95 %
Mở nắp lọ chuẩn và cẩn thận chuyển toàn bộ chuẩn vào bình định mức 50 ml (4.9). Tráng lọ bằng               n-hexan (3.2) để chuyển hoàn toàn dung dịch chuẩn vào bình định mức. Thêm n-hexan (3.2) đến vạch.
Dung dịch bền trong 1 tháng khi được bảo quản ở 0 oC.
3.20.3  Dung dịch chuẩn dạng FAME đơn, C4:0-tetranoic metyl este, C6:0-hexanoic metyl este, C8:0-ctanoic metyl este, C10:0-decanoic metyl este, C12:0-dodecanoic metyl este, C13:0-tridecanoic metyl este, C14:0-tetradecanoic metyl este, C14:1-9-tetradecanoic metyl este, C15:0-pentadecanoic metyl este, C15:1-10-pentadecanoic metyl este, C16:0-hexadecanoic metyl este, C16:1-9-hexadecanoic metyl este, C17:0- heptadecanoic metyl este, C17:1-10-heptadecanoic metyl este, C18:0-octadecanoic metyl este, C18:1-9-octadecanoic metyl este, C18:2-9, 12-octadecanoic metyl este, C18:3-9, 12, 15-octadecanoic metyl este, C20:0-eicosanoic metyl este, C20:1-8-eicosanoic metyl este, C20:2-11, 14, 17-eicosanoic metyl este và C22:0-docosanoic metyl este. 
Mở nắp lọ và cẩn thận chuyển toàn bộ lượng dung dịch chuẩn vào lọ thủy tinh 12 ml (4.10). Dùng           n-hexan (3.2) để chuyển hoàn toàn dung dịch chuẩn trong lọ vào bình định mức. Thêm n-hexan (3.2) đến vạch. Bổ sung 1 ml dung dịch nội chuẩn C11:0 dạng FAME (3.20) và pha loãng đến 3 ml bằng           n-hexan (3.2).
Dung dịch bền đến 1 tuần khi được bảo quản trong tủ lạnh (từ 2 oC đến 8 oC).
4  Thiết bị, dụng cụ

Trong tiêu chuẩn này sử dụng các thiết bị và dụng cụ thông thường của phòng thử nghiệm và cụ thể như sau:

4.1  Hệ thống săc kí khí (GC), được trang bị detector ion hóa ngọn lửa (FID), ví dụ: Thermo trace 1310 hoặc tương đương.

4.2  Cột sắc ký (GC), ví dụ: SP-2560, Supelco hoặc tương đương.

4.3  Bình mojonnier, có nắp đậy.


4.4  Máy ly tâm, ví dụ: loại Allegra X-22R (VWR International) hoặc tương đương.

4.5  Nồi cách thủy, có thể điều chỉnh được nhiệt độ trong khoảng từ 70 °C đến 80 °C.
4.6  Máy lắc xoáy, tốc độ 400 r/min (loại VWR DS-500E) hoặc tương đương.

4.7   Thiết bị thổi khô bằng khí nitơ, có bể điều nhiệt có thể chỉnh được nhiệt độ trong khoảng từ         0 °C đến 100 °C.
4.8   Cân phân tích, có thể cân chính xác đến 0,1 mg.

4.9   Bình định mức, dung tích 10, 20, 50, 100 ml.
4.10  Lọ thủy tinh chịu nhiệt, có nắp đậy, dung tích 12 ml.

4.11   Ống đong, dung tích 25 ml.

4.12   Cốc thủy tinh có mỏ, dung tích 100 ml và 150 ml.
4.13   Giấy lọc, đường kính 11 cm.
4.14   Pipet pasteur, dung tích 3 ml.

4.15   Màng lọc, bằng PTFE, cỡ lỗ 0,22 µm.

4.16   Lọ thủy tinh, có nắp đậy, dung tích 2 ml, 11 ml và 20 ml.

5   Lấy mẫu


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

Việc lấy mẫu không qui định trong tiêu chuẩn này. Xem tiêu chuẩn cụ thể có liên quan đến sản phẩm. Nếu chưa có tiêu chuẩn cụ thể liên quan đến sản phẩm thì các bên có liên quan nên thoả thuận với nhau về vấn đề này.

6   Cách tiến hành

6.1   Chuẩn bị mẫu sơ bộ

- Mẫu dạng rắn: xay nhỏ, trộn đều. Xay lượng mẫu đủ lớn (tối thiểu 0,5 kg) để đảm bảo tính đồng đều.

- Mẫu dạng lỏng: lắc đều trước khi xử lý.

6.2   Chiết chất béo

6.2.1  Thực phẩm không bao gồm các sản phẩm sữa và pho mát

Cân chính xác phần mẫu thử đã đồng nhất (chứa khoảng từ 100 mg đến 200 mg chất béo) vào bình mojonier (4.3) có dán nhãn. Thêm 100 mg axit pyrogallic (3.5), 2,00 ml dung dịch nội chuẩn 5,00 mg/ml (3.19), vài hạt trợ sôi, 2,0 ml etanol (3.9), sau đó trộn đều cho đến khi đồng đều toàn bộ phần mẫu thử trong dung dịch. Thêm 10,0 ml axit clohydric 8,3 M (3.4) và trộn đều. Thủy phân mẫu 40 min trong nồi cách thủy ở nhiệt độ từ  70 °C đến 80 °C (4.5), cứ 10 min lắc 1 lần. Sau đó lấy bình ra để nguội về nhiệt độ phòng (khoảng từ 20 °C đến 25°C). Thêm đủ etanol (3.9) vào bình và trộn nhẹ.

6.2.2  Sản phẩm sữa
Cân chính xác phần mẫu thử đã đồng nhất (chứa khoảng từ 100 mg đến 200 mg chất béo) vào bình mojonier (4.3) có dán nhãn. Thêm khoảng 100 mg axit pyrogallic (3,5), 2,00 ml dung dịch nội chuẩn 5,00 mg/ml (3.19). Thêm 2,0 ml etanol (3.9), sau đó trộn đều cho đến khi toàn bộ phần mẫu thử trong dung dịch đồng đều. Thêm 4 ml nước cất và trộn đều kỹ. Thêm 2 ml NH4OH (3.6) và trộn đều. Thủy phân mẫu 10 min trong nồi cách thủy ở nhiệt độ từ  70 °C đến 80 °C (4.5). Sau đó lấy bình ra để nguội về nhiệt độ phòng (từ 20 °C đến 25 °C). Lắc xoáy (4.6) trong 5 min. Thêm vài giọt phenolphtalein cho đến khi dung dịch bắt đầu chuyển sang màu hồng. Duy trì màu hồng bằng cách bổ sung amoni hydroxit. Thêm đủ etanol (3.9) vào bình và trộn đều nhẹ.

6.2.3  Phomat

Cân chính xác phần mẫu thử đã đồng nhất (chứa khoảng từ 100 mg đến 200 mg chất béo) vào bình mojonier (4.3) có dán nhãn. Thêm khoảng 100 mg axit pyrogallic (3.5), 2,00 ml dung dịch nội chuẩn           5 000 mg/l (3.20). Thêm 2 ml etanol (3.9), sau đó trộn đều cho đến khi đồng đều toàn bộ phần mẫu thử trong dung dịch. Thêm 4 ml nước cất và trộn đều cho đến khi đồng đều toàn bộ phần mẫu thử trong dung dịch. Thêm 2 ml NH4OH (3.5) và trộn đều. Thủy phân mẫu 20 trong nồi cách thủy ở nhiệt độ từ  70 °C đến 80 °C (4.5). Sau đó lắc xoáy (4.6) trong 10 min. Thêm 10 ml axit clohydric 12 M (3.3) và trộn đều. Thủy phân mẫu 20 min trong nồi cách thủy ở nhiệt độ từ  70 °C đến 80 °C (4.5). Sau đó lắc xoáy (4.6) trong 10 min. Lấy bình ra để nguội về nhiệt độ phòng (từ 20 °C đến 25 °C). Thêm đủ etanol (3.9) vào bình và trộn đều nhẹ. 
Thêm 25 ml dietyl ete (3.7) vào bình mojonnier từ (6.2.1), (6.2.2) hoặc (6.2.3), đậy nắp bình và đặt vào giỏ máy ly tâm. Đặt giỏ vào máy lắc bằng cổ tay, vặn chặt bình trong máy lắc bằng nắp cao su. Lắc bình trong 5 min. Tráng nắp bình bằng hỗn hợp hỗn hợp dietyl ete dầu mỏ (3.17). Thêm 25 ml ete dầu mỏ (3.8), đậy nắp bình và lắc chiết trong 5 min. Ly tâm bình (đựng trong giỏ) 5 min ở 600 
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g . 
CHÚ THÍCH:  Nếu không có sẵn máy ly tâm thì để yên 1 h để tách lớp hoàn toàn. 
Tráng nắp bình mojonnier bằng hỗn hợp dietyl ete:dầu mỏ () vào bình. Gạn toàn bộ lớp dịch phía trên vào cốc có mỏ 150 ml (4.12) và tráng miệng bình mojonnier bằng hỗn hợp dietyl ete:dầu mỏ (3.17). Làm bay hơi trên nồi hơi, sử dụng dòng nitơ ở 40 °C. Chiết  phần còn lại trong cốc chứa chất béo.
6.4  Tạo dẫn xuất

Hòa tan chất béo được chiết bằng 2 ml đến 3 ml dietyl ete (3.7) và 2 ml đến 3 ml clorofom (3.11). Chuyển hỗn hợp vào lọ thủy tinh 12 ml có nắp (4.10) và làm bay hơi đến khô trên nồi cách thủy, sử dụng dòng nitơ. Thêm 2,0 ml thuốc thử bo triflorua 7 % trong metanol (3.16) và 1,0 ml toluen (3.10), đậy nắp bằng teflon/silicon. Làm nóng lọ 45 min trong tủ sấy ở 100 °C, cứ khoảng 10 min lắc nhẹ lọ một lần.
CHÚ THÍCH:  Nếu dịch lỏng trong lọ bị bay hơi chứng tỏ nắp đậy không kín; nếu có hiện tượng này thì loại bỏ dung dịch và loại bỏ toàn bộ dung dịch.
Để nguội lọ về nhiệt độ phòng (từ 20 °C đến 25 °C), Thêm 5,0 ml nước cất hai lần, 1,0 ml n-hexan (3.2) và khoảng 1 g Na2SO4 khan (3.12). Đậy nắp và lắc trong 1 min. Để yên cho tách lớp và chuyển cẩn thận lớp phía trên vào lọ đựng mẫu khác có chứa khoảng 1 g Na2SO4 khan (3.12). 

CHÚ THÍCH:  Lớp trên cùng chứa FAME bao gồm cả dung dịch chuẩn nội triglycerid của FAME.
Bơm FAME lên cột GC hoặc chuyển vào lọ lấy mẫu tự động dùng để phân tích GC.
6.4   Phân tích sắc ký khí

Bơm khoảng 2 µl dung dịch chuẩn dạng FAME đơn (3.22), chuẩn dạng FAME hỗn hợp (3.21) vào cột GC. Sử dụng chuẩn hỗn hợp FAME để tối ưu hóa sắc ký, sau đó bơm dung dịch mẫu thử. Xác định pic các axit béo trong dịch chiết mẫu bằng cách so sánh thời gian lưu với chất chuẩn. 
Thời gian lưu tương đối (so với FAME của dung dịch nội chuẩn triglycerid) và các yếu tố đáp ứng của từng FAME riêng lẻ có thể xác định bằng cách phân tích dung dịch chuẩn FAME đơn lẻ và hỗn hợp.

Các ví dụ về điều kiện phân tích trên thiết bị được nêu trong Phụ lục B.

6.4.3  Định lượng các axit béo

Định lượng các axit béo bằng cách đo các diện tích tại thời gian lưu của từng axit béo và dung dịch nội chuẩn. Sau đó so sánh với thời gian lưu của dung dịch chuẩn tương ứng.

7  Tính kết quả

a)   Hệ số đáp ứng
Hệ số đáp ứng, Ri, đối với mỗi axit béo i, được tính bằng công thức (1):

Ri = 
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(1)
    Trong đó: 

PSi
là diện tích pic của từng axit béo riêng lẻ trong hỗn hợp dung dịch chuẩn FAME;
PSC11:0
 là diện tích pic của dung dịch nội chuẩn C11:0 trong hỗn hợp dung dịch chuẩn FAME;
WC11:0
là khối lượng của dung dịch nội chuẩn C11:0 trong hỗn hợp dung dịch chuẩn FAME, tính bằng gam (g);
Wi
 là khối lượng của từng axit béo riêng lẻ trong hỗn hợp dung dịch chuẩn tính bằng gam (g).
b)   Hàm lượng axit béo đơn 

Hàm lượng axit béo đơn (triglycerid) trong mẫu thử, WTGi, được tính bằng công thức (2):
WTGi = WFAMEi 
[image: image6.wmf]´

ƒTGi 


              (2)

Trong đó 

WFAMEi, được tính bằng công thức (3)
WFAMEi = 
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(3)
     trong đó



Pti 

là diện tích pic của từng axit béo riêng lẻ trong mẫu thử;
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là khối lượng của nội chuẩn C11:0 được thêm vào mẫu thử (g);



1,0067 
là hệ số chuyển đổi nội chuẩn triglycerid thành FAME;
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là diện tích pic của dung dịch nội chuẩn trong mẫu thử;



ƒTGi 

là hệ số chuyển đổi FAME thành triglycerid (xem Phụ lục A).
CHÚ THÍCH Nếu quy trình được thực hiện chính xác, thì 
[image: image10.wmf]10
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phải là 0,010 g.

c)   Tổng hàm lượng axit béo trong mẫu thử 
Tổng hàm lượng axit béo trong mẫu thử (tổng số axit béo từ tất cả các nguồn được biểu thị dưới dạng triglycerid bao gồm cả dạng cis và trans của axit không bão hòa đơn, X, tính bằng phần trăm (%), được tính bằng công thức (4):



X  = 
[image: image11.wmf]n
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(4)
Trong đó:
Wtestportion 

là khối lượng của phần mẫu thử, tính bằng gam (g);
d)   Khối lượng của từng axit béo
Khối lượng của từng axit béo, Wi, được tính bằng công thức (5)
Wi  = WFAMEi  x ƒFAi





(5)


Trong đó:
ƒFAi 
là hệ số chuyển đổi cho FAME thành các chất béo tương ứng của chúng (xem Phụ lục A);
e)   Chất béo bão hòa trong mẫu thử
Chất béo bão hòa trong mẫu thử (w/w, tổng của C4:0, C6:0, C8:0,…), Y, tính bằng phần trăm (%) được tính bằng Công thức (6):




[image: image12.png]Béo bio hda, % = (zb;amw./w...gm.» x 100%





  (6)
f)   Hàm lượng chất béo không bão hòa đơn trong mẫu thử 
Hàm lượng chất béo không bão hòa đơn trong mẫu thử (w/w), được biểu thị bằng tổng dạng cis của axit béo không bão hòa đơn (C16:1, C17:1, C18:1 cis, C20:1,…), tính bằng phần trăm (%) được tính bằng công thức (7):

[image: image13.png]Béo khong bio hba dom % = () khong bio hda don Wi/Wmiu thix) x 100%



   (7)
g)   Hàm lượng chất béo không bão hòa đa trong mẫu thử 
Hàm lượng chất béo không bão hòa đa trong mẫu thử (w/w), được biểu thị bằng tổng của axit béo không bão hòa đa (C18:2, C18:3, C20:5, C22:3,…), tính bằng phần trăm % được tính bằng công thức 8:
[image: image14.png]Béo khong bio hba da,% = () khong bio hda da Wi /Wmiu thi¥) X 100%




(8)
CHÚ THÍCH   Ngoài ra, có thể sử dụng đường chuẩn với tỷ lệ diện tích pic của chất phân tích với diện tích pic nội chuẩn (trục Y) và nồng độ chất phân tích (trục X) để xác định hàm lượng từng axit béo trong mẫu được tính theo công thức sau: 




X (µg/100 g) = 
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     Trong đó

 A
là tỉ lệ diện tích pic mẫu/ diện tích pic nội chuẩn;
            a, b 
là hệ số a, b trong phương  trình  tương quan  tuyến  tính y = ax + b suy ra từ đường chuẩn;
 V
là thể tích dịch chiết n-hexan cuối cùng, tính bằng mililit (ml);
 K
là hệ số pha loãng;
 m
là khối lượng mẫu, tính bằng gam (g).
 8  Báo cáo thử nghiệm

Báo cáo thử nghiệm phải bao gồm ít nhất các thông tin sau đây:

a) mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử;
b) phương pháp lấy mẫu, nếu biết;

c) phương pháp thử, viện dẫn tiêu chuẩn này;

d) mọi điều kiện thao tác không quy 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;

e) kết quả thử nghiệm thu được;
Phụ lục A
(quy định)

Hệ số (ƒTG) để chuyển đổi dạng FAME sang triglycerid
	Axit béo
	FAia
	Tri/FAME (FTgi)b

	4:0 Butyric
	0,8627
	0,9868

	6:0 Caproic
	0,8923
	0,9897

	8:0 Caprylic
	0,9114
	0,9915

	10:0 Capric
	0,9247
	0,9928

	11:0 Undecanoic
	0,9300
	0,9933

	12:0 Lauric
	0,9346
	0,9937

	13:0 Tridecanoic
	0,9386
	0,9941

	14:0 Myristic
	0,9421
	0,9945

	14:1 Tetradecenenoic
	0,9417
	0,9944

	15:0 Pentadecanoic
	0,9453
	0,9948

	15:1 Pentadecenoic
	0,9449
	0,9947

	16:0 Palmitic
	0,9481
	0,9950

	16:1 Hexadecenoic
	0,9477
	0,9950

	17:0 Margaric
	0,9507
	0,9953

	17:1 Margaroleic
	0,9503
	0,9952

	18:0 Stearic
	0,9530
	0,9955

	18:1 Octadecenoic
	0,9527
	0,9955

	18:2 Octadecdieoic
	0,9524
	0,9954

	18:3 Linolenic
	0,9520
	0,9954

	18:4 Octadectetraenoic
	0,9517
	0,9954

	20:0 Arachidic
	0,9570
	0,9959

	20:1 Eicosenic
	0,9568
	0,9959

	20:2 Eicosadienoic
	0,9565
	0,9958

	20:3 Eicosatrienoic
	0,9562
	0,9958

	20:4 Arachidonic
	0,9560
	0,9958

	20:5 Eicosapentaenoic
	0,9557
	0,9958

	21:0 Heneicosanoic
	0,9588
	0,9961

	22:0 Behenic
	0,9604
	0,9962

	22:1 Docosaenoic
	0,9602
	0,9962

	22:2 Docosadienoic
	0,9600
	0,9962

	22:3 Docosatrienoic
	0,9598
	0,9961

	22:4 Docosatetraenoic
	0,9595
	0,9961

	22:5 Docosapentaenoic
	0,9593
	0,9961

	22:6 Docosahexaenoic
	0,9590
	0,9961

	23:0 Tricosanoic
	0,9620
	0,9964

	24:0 Lignoceric
	0,9963
	0,9965

	24:1 Nervonic
	0,9632
	0,9965

	a FAi   là hệ số chuyển đổi FAME thành axit béo tương ứng;

b FTgi  là hệ số chuyển đổi FAME thành triglycerid cho các axit béo tự do.


Phụ lục B

(Tham khảo)
Ví dụ về điều kiện phân tích các axit béo bằng thiết bị GC-FID

(   Cột SP- 2560 (100 m x 0,25 mm x 0,2 μm) hoặc cột tương đương;
(   Khí mang: nitơ có độ tinh khiết ( 99,999 %;
(   Tốc độ khí mang 1 ml/min;
(   Chương trình gradient nhiệt độ: Nhiệt độ đầu 80 ºC, giữ 2 min; tăng 30 ºC /min lên 170 ºC, giữ 10 min; tăng 10 ºC/min lên 230 ºC và giữ trong 5 min; tăng 1 ºC/min lên 250 °C và giữ trong 15 min;
(    Nhiệt độ buồng bơm mẫu: 250  ºC;
(    Bơm chia dòng: 1:10;
(    Nhiệt độ detector: 260 °C;
(    Thể tích bơm: 1 μl;  

_________________________
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