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Rau qua va cac san pham rau quéa - xac dinh ham lugng
axit ascorbic |
Phan 2 : Phuong phap thong thudng

Fruits, vegetables and derived products - determination of ascorbic acid content

Part 2 : Routine methods

1 Pham vi va linh vuc ap dung

Phan nay cla tiéu chudn quy dinh hai phuong phap théng thuong dé xac dinh ham lugng
axit ascorbic" trong rau qua va cac san pham tir rau qua.

Phuong phap A : phuong phap chudn do bang 2,6 diclorophenolindophenol.

Phuang phap B : phuong phap do quang phé voi 2,6 diclorophenolindophenol sau khi chiét
bang xylen.

Phudng phap A chi ap dung khi khéng c6 mét s chat gay nhiéu (xem 2.6).

Phuong phap B cé thé ap dung cho cac san phdm tu rau qua trong nhitng dung dich cé mau
manh.

2 Phuong phap A
Phudng phap chuidn dé bang 2,6 diclorophenolindophenol.

2.1 Nguyén tac

Chiét axit ascorbic clia phan mau thr bang dung dich axit oxalic, hodc bang dung dich axit
metaphotphoric - axit axetic. Chuan dé bang 2,6 diclorophenolindophenoi cho dén khi xuét
hién mau héng nhat.

W axit ascorbic duge xac dinh theo exit dehidroascorbic
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2.2  Thudc th

T&t ca cac thudc thlr phai Ia loai phan tich. Nudc st dung phai la nudce cét hoac co dé tinh

khiét tuong duong.
2.2.1 Dung dich chiét

Dung dung dich axit oxalic 2% (m/m), hoac dung dich axit metaphétphoric/axit axetic duoc

chuén bi nhu sau :

Hoa tan 15g axit metaphétphoric trong 40ml axit axetic bang va 200ml nuéc trong mét binh
dinh mlc dung tich 500ml thém nudc cho t6i vach va loc ngay qua gidy loc cho vao mot

chai thiy tinh.
Dung dich nay c6 thé bdo quan dugc trong tl lanh tir 7 dén 10 ngay.
2.2.2 2,6 diclorophenolindophenol, dung dich thuéc nhuém mau

Hoa tan 50mg mudi natri cta 2,6 diclorophenolindophenol trong 150ml nuéc noéng (50-60°C)
chira 42mg natri hydro cacbonat trong binh dinh mic dung tich 200ml thém nudc dén vach
va loc. Bao quan dung dich nay trong chai mau nau sam va dé trong td lanh. Vi dung dich

nay. bi phan huy theo thdi gian nén phai pha dung dich maéi theo dinh ky.
2.2.3  Axit ascorbic, dung dich chuén 1g/l

Can 50mg axit ascorbic, can chinh xac dén 0,01mg dudc bao quan trong binh hit 8m, cho

vao binh dinh mdc dung tich 50ml va thém dung dich chiét cho téi vach (2.2.1).
2.3  Thiét bi, dung cu

SU dung thiét bi, dung cu thi nghiém théng thuong, va

2.3.1 Can phan tich.

2.3.2 May tron.

2.3.3 Buret c6 dung tich tir 10m! dén 50ml.

2.4 Cach ti€n hanh

2.41 Chuan bi mau thir
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Néu can, loai bd hat va nhiing vach citng cla khoang chira hat réi tron ki mau. Loc va tién

hanh xac dinh d6i véi dich foc.

D€ san pham dong lanh tan gia trong mét binh kin va cho dich tan chay nay vao san pham

trude khi nghién tron mau.

2.4.2 Phan mau th

Can trr 10g dén 100g mau chinh xac d&n 0,1mg.
2.4.3 Xac dinh

2.4.3.1 Chiét

Tron phan mau thir véi dung dich chiét (2.2.1) sao cho thé tich dich chiét, tinh bang mililit,
gap tr 1 dén 5 1an khoi lugng phan mau thir tinh b&ng gam.

Loc dung dich, loai b mot vai mililit dich loc ban dau.
No6ng do6 axit ascorbic trong dung dich thr nay phai trong khoéng tir 0,1mg/l d&én 1mg/mi.
2.4.3.2  Chuéan héa dung dich thudc nhuém mau

Pha loang ‘Smt-dungdich axit ascorbic chugn (2.2.3) véi 5mi dung dich chiét (2.2.1) va
chudn dd nhanh bang dung dich thuéc nhudm mau (2.2.2) cho dén khi c6 mau héng bén it
nhat trong 5 gidgy. Lap lai qua trinh nay thém hai lan, va ghi lai thé tich dung dich thuéc

nhuém mau da si dung cho mdi lan, chinh xac dén 0, 1mi.

Tién hanh nhu vay d8i véi mau trang, thay 5m| dung dich axit ascorbic chuin bang 5ml dung
dich chiét.

L&y thé tich dung dich thudc nhuém st dung cho ba lan chusn do trir di két qua cia mau
trang va biéu thi néng dd cla dung dich thu6c nhudm mau theo khsi lugng, tinh béang
miligam cla axit ascorbic tuong duong véi 1,0m| dung dich.

2.4.3.3 Chuando

Lay ba phan dich loc thu dugc trong 2.4.3.1 sao cho mai phan chifa khoang 2mg axit
ascorbic va chudn dé nhanh vai dung dich thudc thi cho dén khi ¢6 mau hdng nhat bén i
nhét trong 5 giay. L&y thé tich trung binh cong cla dung dich thusc nhudm mau da s dung

dé tinh toan (xem 2.5).

2.44 Thirmau tréng
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Tién hanh thr mau trang nhu quy dinh trong 2.4.3, st dung cung mdt thé tich dich chiét nhu
trong 2.4.3.1 nhung bo qua phan mau thir.

2.4.5 S¢lan xac dinh
Thuc hién ba lan xac dinh trén cac phan mau th cla cung mét mau.
2.5 Biéu thi két qua

Ham lugng axit ascorbic, biéu thi bang miligam trén 100g san pham theo céng thic sau :

Vo - V) x my

)710

x 100

trong do :

m, 1a khoi lugng clia phan mau thit trong phéan dich 18y dé chuén @, tinh bang gam ;
m. & khdi lugng clia axit ascorbic tuong duongvdi 1,0ml dung dich thuéc nhudém xem
(2.4.3.2),tinh bang miligam ;

V. la thé tich clia dung dich thudc nhuém dung chuan dé, tinh bang mililit :

V', 1a thé tich clia dung dich thuéc nhudém ding trong mau trang tinh bang mililit.

Lay két qué trung binh cdng céac gia tri thu dudc cla ba lan xac dinh.
2.6 Nhing luu y trong trinh tu thd

Mét s6 chat anh hudng dén qua trinh phan tich dac biét la sat, dong, thiéc, nhimng chat kh,
hydrosulfit, sulfit va sunfua dioxit. Bac biét, nhitng chat khir c6 mat trong san pham bj s Iy

qué nhiét hoac da bao quan qua lau.
Néu nghi ngd ¢ nhitng chét ké trén can tién hanh nhu sau :

Thém hai giot dung dich xanh metylen 0,05% vao 10ml dung dich chita ludng dung dich thi
va dich chiét bang nhau. Lac tron. NEu mat mau trong khodng 5 - 10 giay ching to c6 mat

nhirng chat gay nhiéu.
Chd thich : riéng thi€c khong thé phat hién dugc theo cach nay ma phai tién hanh nhu sau :

Thém 5 giot indigo carmin 0,05%vao 10ml dung dich th{r da chita 10ml axit HC| néng dé (1
+ 3). L&c tron. Néu méat mau trong 5 - 10 giay chiing td sy c6 mat cla thiéc hodc cac chat

gay nhiéu khac.
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3 Phuong phap B : Phuong phap do phd 2,6 diciophenolindophenol sau khi chiét véi

xylen.
3.1  Nguyeén tac

Chiét axit ascorbic tr phan mau thr bing dung dich axit oxalic hoac dung dich axit
metaphotphoric/ axit axetic. Khir tir tir thudc nhuém mau 2,6 diclorophenolindophenol bang
axit ascorbic, chiét lugng thudc nhuém mau du bing xylen va xac dinh lugng du nay bang

phucng phap do phé & budc séng 500nm.
3.2 Thuéc thir

Tat ca cac thudc thr phai la loai phan tich. St dung nudc cat hodc nudc cé do tinh khiét

tuong duong.

3.2.1 Dung dich chiét

Xem 2.2.1.

3.2.2  Natri axetat/axit axetic, dung dich dém, pH 4,0.

Cho 300g natri axetat khan vao 700ml nudc va 1000m! axit axetic bang.

3.2.3 2,76 Vc‘i;;lvcyrophtiavn;)rilgr;dorpxhénol,duné dlchthuoc nhudm.
Xem 2.2.2.

3.2.4  Axit ascorbic, dung dich chusn 1g/l.

Xem 2.2.3.

3.2.5 Xyien

Canh bao : xylen c¢6 tac dung gay mé & nong do cao cho nén tat ca cac thao tac lién quan

dén viéc sr dung xylen phai tién hanh trong ta hat.
Kiém tra d tinh khiét cla xylen nhu sau -

Cho axit ascorbic vao mét lugng nhé thuse nhuém (3.2.3) cho dén khi dung dich bj phai
mau, l&c v&i 10ml xylen. DE trong 10 phat. Néu c6 bat ky v&t mau nao trong 16p xylen thi

xylen d6 phai dugc chung cét.

Xylen sif dung trong viéc xac dinh nay cé thé dudc thu hi bang cach l4c véi dung dich natri

'Y N N

. \ i N P v »" .
{m/m}; d€ trung hoe axit axetic, sau dé cnung cat lai.
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3.3 Thiét b, dung cu

Su dung thiét bi dung cu thi nghiém thong thuong, va
3.3.1  Can phéan tich.

3.3.2 May tron.

3.3.3  Microburet cé dung tich 2ml, 5m! va 10ml.
3.3.4 6ng litam dung tich 25ml ¢é nut thuy tinh.
3.3.5 May li tam.

3.3.6 May do pho. thich hgp d& do & budc séng 500nm.
3.4 Cach tién hanh.

3.4.1  Chuén bi mau thir

Tién hanh nhu trong 2.4.1.

3.4.2 Phan mau thi

Tién hanh nhu trong 2.4.2.

3.4.3 Xac dinh

3.4.3.1 Chiét

Tién hanh nhu quy dinh trong 2.4.3.1 d€ thu dudc dung dich thr chia ti 0, .06mg dén 0,5mg

axit ascorbic trong mililit.

3.4.3.2  Chuén héa dung dich thudc nhuém mau
Tién hanh nhu trong 2.4.3.2

3.4.3.3 Kht

Dung pipet 18y to 1m! dén 5ml dung dich thit cho vao mét éng li tam (2.3.4)
mot lugng tudng duong dich dém (3.2.2). Thém ngay mét lugng du thude nhuém (3. 2.3),
va thém 10ml xylen (3.2.5). bay nat va lac manh trong 6 - 10 gidy. Ly tam dé tach r éng lép

xylen ¢ trén. L&y ra cén than idp xylen & trén va @4 day vao cuvei do phd.

&
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3.4.3.4 Dophd

Po d6 hap thu cla 16p xylen 6 budc song 500nm.
3.4.4 Thi mau trang.

BPo do hap thu cla xylen (3.2.5) 6 budc séng 500nm
3.4.5 Chuan bi dé thi chuén

Chuyén vao bén 8ng li tam (3.3.4) mbi 6ng cung mét lugng dung dich chiét nhu dung aé
xac dinh (3.4.3.3). Cho vao méi éng li tam moét ludng dung dich dém (3.2.2) va thém vao
tung 6ng 1an luot 0,2ml, 0,4ml, 0,6ml va 0,8ml dung dich thudc nhudém mau (3.2.3).

Ti€n hanh nhu trong 3.4.3.3.

Dung dé thi clia d6 hap thu tuong ng véi thé tich dung dich thuéc nhuém da cho vao.
3.4.6 S6 lan xac dinh

Thuc hién hai 1an xac dinh trén cing mau thu.

3.5 Biéu thi két qua

Ham luogng axit ascorbic, tinh bang miligam trong 100g sén pham theo céng thic :

Ve = 1) x ml’><

my

100

trong do :
m, la khéi luong clia phan mau thir 1dy dé xac dinh, tinh bang gam ;
m, la khéi lugng axit ascorbic tudng duong véi 1,0mi dung dich thudc thi, tinh bang
miligam ;
V, la thé tich dung dich thuéc nhuém cho vao(3.4.3.3), tinh bang mililit ;
V, la thé tich thuSc nhudm du tuong (ng véi dd hap thu do dugc trong 3.4.3.4, doc tir

dé thi chuan, tinh bang mililit.
3.6 Do lap lai

Chénh léch gilra cac két qua cla hai 1an xac dinh (3.4.6), dugc thuc hién dong thdi hoac
lién ti€p nhanh bdi cling mét ngudi phan tich trén cing moét mau thlr, phai khong vugt qué

3% gia tri trung binh.

3.7 Nhing luu y trong trinh tu thi

[Xal
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3.7.1  N&u san pham chia nhiing sac t6 co thé chiét bang xylen, hiéu chinh mau trang

hydroquynon nhu sau :

Sau khi Go d6 hap thu cua 16p xylen (xem 3.4.3.4), thém 2 giot dung dich hydroguynon nda
bao hoa (dudc pha ché bang cach thém hai Ian thé tich axeton can thi€t d& dat dugc mot
dung dich hydroguynon b3o hoa), l4c tron, dé trong 30 giay va do lai 6 hap thy lan nia.

L&y do hap thu ban dau cla I6p xylen trir di d6 hap thu lan sau.

3.7.2 Néu san pham da bi qua nhiét hoac dugc bao quan qua tau, hoac, trong truong hop,
nhitng san pham tu nhién (vi du : nuéc nho tim den), cé thé x& Iy bang formaldehyt dé kiém
tra sy c6 mat cha nhimg chat khir khéng lién quan dén axit ascorbic. D€ thuc hién muc dich
nav, tién hanh mau déi chiing song song véi mau xac dinh, ti€n hanh nhu trong 3.4 dén khi
thém dung dich thuéc nhudm. Trudc khi thém thudc nhudm mau, cho vao dung dich thlr 1mi
nudc va cho vao dung dich kiém tra 1ml dung dich formadehyt 40%. Pé trong 10 phat roi

ti€én hanh xac dinh.

TU @8 thi chudn xac dinh thé tich dung dich thudc nhudm bi mat mau bdi nhiing chét gay

nhiéu va hiéu chinh két quéa sao cho phu hgp.
4 Bao cao két qua

Bao cao két qua phai néu phuong phap da sir dung va két qua thu dugc. Cling phai ké dén bat ky
chi tiét nao khong néu trong tiéu chudn nay, hoac dudc coi nhur tuy ¥ lya chon, cung véi nhing chi

tiét bat thudng nao anh hudng dén két qua.

Bao cao két qua phai bao gdém tat ca nhitng théng tin can thiét cho viéc nhan biét hoan toan mau
thar.




