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T I ª u   c h u È n   Q u è c  g i a  tcvn 7253 : 2003         

 

Thuèc l¸ vµ s¶n phÈm thuèc l¸ −−−−  

X¸c ®Þnh hµm l−îng nit¬ protein 

Tobacco and tobacco products − Determination of protein nitrogen content 

 

 

1 Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy qui ®Þnh ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh hµm l−îng nit¬ protein trong thuèc l¸ vµ s¶n phÈm 

thuèc l¸. 

2   Nguyªn t¾c 

Nit¬ protein cã trong thuèc l¸ ®−îc t¸ch d−íi d¹ng kÕt tña, nit¬ trong chÊt kÕt tña ®−îc x¸c ®Þnh b»ng 

ph−¬ng ph¸p Kjeldahl. 

3   ThiÕt bÞ, dông cô 

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô th«ng th−êng cña phßng thö nghiÖm vµ ®Æc biÖt lµ c¸c lo¹i sau : 

3.1   C©n ph©n tÝch, cã ®é chÝnh x¸c ®Õn 0,1 mg. 

3.2   Bé ph¸ mÉu, cã thÓ ®iÒu chØnh nhiÖt ®é ë 420 0C ± 5 0C.   

3.3   ThiÕt bÞ cÊt nit¬ theo ph−¬ng ph¸p Kjeldahl. 

3.4 ThiÕt bÞ chuÈn ®é, hiÖn sè hoÆc buret cã chia v¹ch ®Õn 0,05 ml.  

3.5 Tñ sÊy, cã thÓ duy tr× nhiÖt ®é ë 40 0C vµ 60 0C. 

3.6 M¸y nghiÒn mÉu, cã kÝch th−íc lç 0,5 mm. 

3.7 R©y, cã kÝch th−íc lç ≤ 0,5 mm. 

3.8   èng ph¸ mÉu, dung tÝch 250 ml.  
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3.9   PhÔu läc, cã ®−êng kÝnh 8 cm.  

3.10   §òa thuû tinh. 

3.11   Cèc thuû tinh chÞu nhiÖt, dung tÝch 100 ml, 250 ml vµ 1 000 ml. 

3.12   GiÊy läc nhanh. 

3.13   BÕp ®iÖn. 

3.14   B×nh hÊp thô. 

3.15   B×nh nãn. 

4   Thuèc thö   

ChØ sö dông thuèc thö ®¹t chÊt l−îng tinh khiÕt ph©n tÝch, trõ khi cã qui ®Þnh kh¸c, vµ sö dông n−íc cÊt 

hoÆc n−íc cã chÊt l−îng t−¬ng ®−¬ng.  

4.1 N−íc cÊt mét lÇn hoÆc n−íc cÊt 2 lÇn kh«ng chøa nit¬ 

4.2   Dung dÞch ®ång sunfat (CuSO4) 6%: Hoµ tan 60 g CuSO4. 5H2O trong 940 ml n−íc cÊt kh«ng 

chøa nit¬ (4.1) råi läc qua giÊy läc nhanh (3.12). 

4.3   Dung dÞch natri hidroxit (NaOH) 1,25%: Hoµ tan 12,5 g NaOH tinh thÓ hoµ tan trong 987,5 ml n−íc 

cÊt kh«ng chøa nit¬ (4.1). 

4.4   Dung dÞch bari clorua (BaCl2) 5%: Hoµ tan 5 g BaCl2 hoµ tan trong 95 ml n−íc cÊt kh«ng chøa 

nit¬ (4.1). 

4.5   Hçn hîp xóc t¸c: Trén lÉn ®ång sunfat vµ kali sunfat theo tØ lÖ khèi l−îng: 8,75 : 1. 

4.6   Axit sunfuric (H2SO4) ®Ëm ®Æc, d = 1,84. 

4.7   Dung dÞch axit sunfuric (H2SO4) tiªu chuÈn 0,05N: Dïng èng chøa axit sunfuric (H2SO4) tiªu 

chuÈn pha lo·ng thµnh 1 000 ml b»ng n−íc cÊt kh«ng chøa nit¬ (4.1). 

4.8   Axit boric (H3BO3) 4%: Hoµ tan 40 g H3BO3 trong 960 ml n−íc cÊt kh«ng chøa nit¬ (4.1), khuÊy 

tan råi läc qua giÊy läc nhanh (3.12). 

4.9   ChØ thÞ Tasiro: Hçn hîp metyl ®á vµ metylen xanh cã kho¶ng biÕn ®æi mµu ë pH = 5,2 ®Õn 5,6, 

trong m«i tr−êng axit cã mµu tÝm ®á, trong m«i tr−êng kiÒm cã mµu xanh lôc. Hoµ 0,05 g metylen xanh 

vµo 5 ml n−íc cÊt kh«ng chøa nit¬ (4.1), thªm 100 ml etanol vµ 0,15 g metyl ®á. KhuÊy cho tan hÕt, 

chuyÓn vµo lä cã n¾p ®Ëy kÝn råi bäc giÊy ®en. 
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5   C¸ch tiÕn hµnh  

5.1   ChuÈn bÞ mÉu:  SÊy mÉu ë nhiÖt ®é nhá h¬n hoÆc b»ng 400C ®Õn kh« råi nghiÒn nhá b»ng 

m¸y nghiÒn (3.6), cho qua r©y (3.7). MÉu ®−îc b¶o qu¶n trong lä tèi mµu.  

5.2   TiÕn hµnh thö nghiÖm 

C©n kho¶ng 0,2 g ®Õn 0,5 g mÉu thuèc l¸ ®· ®−îc chuÈn bÞ ë 5.1 cho vµo cèc thuû tinh chÞu nhiÖt     

100 ml (3.11), thªm 20 ml n−íc cÊt råi ®un trªn bÕp ®iÖn cho ®Õn s«i. Thªm 5 ml CuSO4  6% (4.2) vµ            

5 ml NaOH 1,25 % (4.3) tiÕp tôc ®un ®Õn s«i, ®Ó nguéi 30 phót cho nit¬ protein kÕt tña hoµn toµn. Läc 

kÕt tña qua giÊy läc (3.12), röa kÕt tña nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt mét lÇn, giai ®o¹n cuèi röa l¹i b»ng n−íc cÊt 

kh«ng chøa nit¬ (4.1). 

Dïng thuèc thö BaCl2 5 % (4.4) thö cho ®Õn khi hÕt SO4
2−. 

SÊy kÕt tña ë nhiÖt ®é 50 0C ®Õn 60 0C trong kho¶ng 5 giê cho ®Õn kh«. 

ChuyÓn mÉu vµ giÊy läc vµo èng ph¸ mÉu (3.8), thªm 12 ml H2SO4 ®Ëm ®Æc (4.6), 7 g ®Õn 8 g hçn hîp 

xóc t¸c (4.5). §Æt èng ph¸ mÉu vµo bé ph¸ mÉu råi tiÕn hµnh ph¸ mÉu trong kho¶ng 60 phót kÓ tõ khi 

nhiÖt ®é cña bé ph¸ mÉu ®¹t ®−îc 420 oC. 

Sau khi ph¸ mÉu xong ®Ó nguéi Ýt nhÊt 15 phót råi ®em cÊt trªn bé ch−ng cÊt ®¹m (3.3) theo h−íng dÉn 

cña nhµ s¶n xuÊt. Dïng b×nh nãn miÖng réng chøa 10 ml H3BO3 4% (4.8) ®Ó hÊp thô nit¬. 

X¸c ®Þnh nit¬ trong b×nh hÊp thô b»ng c¸ch chuÈn ®é víi axit H2SO4 tiªu chuÈn (4.7) ®Õn khi dung dÞch 

chuyÓn tõ mµu xanh l¸ m¹ sang mµu ®á thÉm th× kÕt thóc. 

TiÕn hµnh thö mÉu tr¾ng ®ång thêi víi viÖc ph©n tÝch mÉu thö, b»ng c¸ch dïng tÊt c¶ c¸c thuèc thö  

nh−ng sö dông n−íc cÊt kh«ng chøa nit¬ (4.1) thay cho phÇn mÉu thö. 

5.3   TÝnh to¸n vµ biÓu thÞ kÕt qu¶ 

Hµm l−îng nit¬ protein, X, ®−îc tÝnh b»ng % chÊt kh« cña mÉu thö theo c«ng thøc sau: 

                              0,014 x (V1 - V2) x N x  100                   100 
                   X % =                                                     x   
                                              m                                         100 - w            

trong ®ã 

V1   lµ thÓ tÝch dung dÞch H2SO4 tiªu chuÈn dïng ®Ó chuÈn ®é mÉu thö, tÝnh b»ng mililit;      

V2   lµ thÓ tÝch dung dÞch H2SO4 tiªu chuÈn dïng ®Ó chuÈn ®é mÉu tr¾ng, mililit; 

0,014   lµ hÖ sè chuyÓn tõ miligam ®−¬ng l−îng thµnh gam nit¬;  
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m    lµ khèi l−îng mÉu thö, tÝnh b»ng gam; 

N    lµ nång ®é dung dÞch H2SO4 tiªu chuÈn; 

w     lµ ®é Èm cña mÉu thö tÝnh b»ng phÇn tr¨m khèi l−îng (%). 

Hµm l−îng nit¬ protein cã trong thuèc l¸ ®−îc biÓu thÞ b»ng phÇn tr¨m khèi l−îng (%). 

6   B¸o c¸o thö nghiÖm 

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i nªu râ hµm l−îng nit¬ protein thu ®−îc vµ ph−¬ng ph¸p ®· sö dông, cïng tÊt 

c¶ c¸c chi tiÕt thao t¸c kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy, hoÆc tuú ý lùa chän cïng víi c¸c chi tiÕt bÊt 

th−êng kh¸c cã thÓ ¶nh h−ëng tíi kÕt qu¶. 

 

 

 


