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 Lêi nãi ®Çu 

TCVN 6470 : 1998 hoµn toµn phï hîp víi phÇn IV cña s¸ch H−íng dÉn yªu cÇu 

kü thuËt cho nh÷ng chó ý chung, thö nhËn biÕt, dung dÞch thö vµ c¸c tµi liÖu tham 

kh¶o kh¸c cña JECFA (Guide to specifications, general notices, general analytical 

techniques, identification tests, test solutions and other reference materials − 

JECFA − FAO FOOD and nutrition paper − 5 rev 2). 

TCVN 6470 : 1998 do ban kü thuËt tiªu chuÈn TCVN/TC/F4 Phô gia thùc phÈm 

biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn - §o l−êng - ChÊt l−îng ®Ò nghÞ, Bé Khoa häc, 

C«ng nghÖ vµ M«i tr−êng ban hµnh. 
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T I ª u c h u È n   v I Ö t   n a m tcvn   6470 : 1998 

 

 

Phô gia thùc phÈm − Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh cho phÈm mµu      

thùc phÈm 

Food additives − Methods for food colours 

 

 

 

Tiªu chuÈn nµy qui ®Þnh ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh cho phÈm mµu thùc phÈm. 

1   X¸c ®Þnh clorua theo natri clorua 

1.1   ThiÕt bÞ 

ThiÕt bÞ chuÈn ®é ®iÖn thÕ, víi ®iÖn cùc chØ ®Þnh b¹c, ®iÖn cùc so s¸nh calomel, vµ cÇu nèi la dung dÞch 

kali sunfat b·o hoµ. 

1.2   C¸ch tiÕn hµnh 

C©n 0,5 − 1,0 g mÉu phÈm mµu, hoµ tan trong 100 ml n−íc, vµ axit hãa b»ng 5 ml dung dÞch axit nitric 

1,5 N. §Æt ®iÖn cùc b¹c vµo dung dÞch mµu vµ nèi ®iÖn cùc calomel víi dung dÞch b»ng cÇu nèi kali 

sunfat b·o hoµ. Cã thÓ lo¹i bá cÇu nèi kali sunfat b·o hoµ b»ng c¸ch dïng mét ®iÖn cùc thuû tinh lµm 

®iÖn cùc so s¸nh. §iÒu nµy lµ ®¬n gi¶n thiÕt bÞ mét c¸ch ®¸ng kÓ vµ ®iÖn cùc thuû tinh nµy ®ñ æn ®Þnh 

®Ó ®−îc sö dông nh− mét ®iÖn cùc so s¸nh cho kiÓu chuÈn ®é nµy. 

X¸c ®Þnh hµm l−îng clorua cña dung dÞch b»ng chuÈn ®é víi dung dÞch b¹c nitrat 0,1 N, vµ tÝnh to¸n kÕt 

qu¶ theo natri clorua, 1 ml dung dÞch b¹c nitrat 0,1 N = 0,00585 g natri clorua. 

BiÓu thÞ kÕt qu¶ b»ng phÇn tr¨m cña l−îng mÉu ®· lÊy. 

 

 

 

 

Chó thÝch − NhiÖt ®é qui ®Þnh ë tiªu chuÈn nµy lµ ®é C (0C). 
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2   C¸c chÊt kh«ng tan trong clorofooc 

2.1   ThiÕt bÞ  

−   tñ sÊy, d¶i nhiÖt ®é: 00 − 2000; 

−   bÕp ®iÖn, ®un s«i ®−îc tetraclorua cacbon (CCl4) (®iÓm s«i 76,80); 

−   chÐn nung, cã líp läc b»ng b«ng thuû tinh; 

−   b×nh hót ch©n kh«ng; 

−   m¸y hót ch©n kh«ng; 

−   b×nh hót Èm. 

2.2   Thuèc thö 

−   tetraclorua cacbon, lo¹i thuèc thö, hay; 

−   clorofooc, lo¹i thuèc thö; 

(C¸c lo¹i thuèc thö nµy ®−îc gäi lµ "dung m«i" trong phÇn "c¸ch tiÕn hµnh"). 

2.3   C¸ch tiÕn hµnh 

TiÕn hµnh thö theo c¸ch sau: Trén l−îng mÉu c©n theo yªu cÇu (W1) víi 100 ml dung m«i trong cèc cã 

má dung tÝch 250 ml, khuÊy ®Òu, ®un ®Õn s«i trªn bÕp ®iÖn trong tñ hót (fume hood). Läc dung dÞch 

nãng trªn vµo 1 chÐn nung ®· c©n tr−íc (W2). ChuyÓn cÆn trong cèc cã má vµo chÐn nung b»ng dung 

m«i. Röa cÆn trong chÐn nung víi tõng phÇn 10 ml dung m«i cho ®Õn khi n−íc röa kh«ng mµu. §Æt 

chÐn nung nµy vµo tñ sÊy vµ sÊy ë 1000 − 1500 trong 3 giê. §Ó nguéi chÐn nung trong b×nh hót Èm. C©n 

chÐn nung ®· nguéi (W3). 

2.4   TÝnh to¸n 

TÝnh phÇn tr¨m chÊt kh«ng hoµ tan trong tetraclorua cacbon hay clorofooc (PIM) trong mÉu, theo c«ng 

thøc sau: 

 W3 − W2 
 PIM (%) =  x 100 
 W1 

TÝnh kÕt qu¶ lµ phÇn tr¨m chÊt kh«ng tan trong tetraclorua cacbon (CCl4) hay clorofooc cã trong mÉu 

ph©n tÝch. 

3   C¸c chÊt mµu thùc phÈm 

3.1   NhËn biÕt 

NhiÒu chÊt mµu thùc phÈm ®−îc sö dông trong c«ng nghiÖp chÕ biÕn thùc phÈm ë d¹ng hçn hîp c¸c 

chÊt mµu thùc phÈm nh− m« t¶ trong c¸c chuyªn luËn, ®«i khi trong hçn hîp cã thªm chÊt lµm lo·ng. 
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TiÕn hµnh phÐp thö ®¬n gi¶n ®Ó xem liÖu mÉu bét lµ mét chÊt mµu ®¬n, hay lµ mét khèi trén vËt lý cña 

mét sè phÈm mµu. R¶i mét l−îng bét mµu rÊt nhá vµo 2 cèc, mét cèc chøa n−íc, mét cèc kh¸c chøa 

axit sunfuric ®Æc. D−íi ®iÒu kiÖn nµy nh÷ng h¹t nhá li ti cña c¸c chÊt mµu riªng rÏ cã thÓ nh×n thÊy dÔ 

dµng khi chóng hoµ tan vµ, phÐp thö nµy cã ®é nhËy bÊt ngê. 

ViÖc x¸c ®Þnh sù cã mÆt c¸c chÊt mµu thùc phÈm riªng biÖt th−êng khã kh¨n. Mét sè l−îng lín c¸c 

muèi natri sunfonic vµ kÕt qu¶ lµ chóng kh«ng cã ®iÓm ch¶y vµ ®iÓm s«i chÝnh x¸c. Thªm vµo ®ã c¸c 

chÊt mµu tæng hîp th−êng cã chøa c¸c chÊt mµu phô trong khi c¸c chÊt mµu ®−îc chiÕt xuÊt tõ nguån 

thiªn nhiªn nh×n chung cã chøa mét sè mµu c¬ b¶n kh¸c nhau. Do ®ã viÖc nhËn biÕt thµnh c«ng nhÊt 

b»ng c¸ch so s¸nh c¸c tÝnh chÊt quan s¸t ®−îc víi c¸c ®Æc tÝnh cña mÉu th−¬ng phÈm thËt. 

C¸c kÜ thuËt chÝnh ®−îc sö dông lµ s¾c kÝ vµ quang phæ, hoÆc kÕt hîp 2 ph−¬ng ph¸p. VÝ dô khi cã mÆt 

c¸c chÊt mµu phô cã thÓ ¶nh h−ëng tíi phæ quan s¸t vµ viÖc x¸c ®Þnh sù cã mÆt c¸c thµnh phÇn chÝnh 

kh«ng thÓ thùc hiÖn ®−îc. V× lý do ®ã, nªn t¸ch c¸c chÊt mµu b»ng s¾c kÝ cét, s¾c kÝ giÊy hay s¾c kÝ líp 

máng tr−íc khi ®Þnh dïng c¸c ph−¬ng ph¸p nhËn biÕt kh¸c. 

S¾c kÝ giÊy vµ s¾c kÝ líp máng th−êng rÊt h÷u Ých trong viÖc nhËn biÕt c¸c chÊt mµu, mµ kh«ng cÇn ®Õn 

c¸c thiÕt bÞ ®¾t tiÒn. Nh−ng lu«n ph¶i nhí r»ng gi¸ trÞ R4 cña mét chÊt chØ kh¼ng ®Þnh b»ng lý thuyÕt. 

Trong thùc tÕ hÇu hÕt ®−îc dùa trªn qu¸ tr×nh kiÓm tra. Cã nhiÒu yÕu tè ¶nh h−ëng, lµm cho gi¸ trÞ Rf trë 

nªn rÊt kh«ng æn ®Þnh. C¸c yÕu tè ®ã bao gåm: thµnh phÇn vµ thêi h¹n (tuæi) cña dung m«i, nång ®é 

cña dung m«i bèc h¬i trong kh«ng khÝ, chÊt l−îng giÊy, m¸y mãc dông cô, lo¹i vµ chÊt l−îng cña c¸c 

chÊt phô, nång ®é, gi¸ trÞ pH cña dung dÞch vµ nhiÖt ®é. V× lý do ®ã, s¾c kÝ so s¸nh lu«n lu«n cÇn sö 

dông. B»ng c¸ch cho ch¹y ®ång thêi mét vµi chÊt víi nång ®é nh− nhau, mét sè yÕu tè ¶nh h−ëng nµy 

sÏ bÞ lo¹i bá. 

Sù trïng hîp vÒ kho¶ng di chuyÓn víi mét hÖ dung m«i ®¬n ph¶i ®−îc coi nh− lµ mét chØ tiªu nhËn biÕt 

vµ c¸c phÐp thö kh¸c sÏ ph¶i ®−îc tiÕn hµnh ®Ó kh¼ng ®Þnh ch¾c ch¾n. B¶ng sau ®©y cho nh÷ng thÝ dô 

vÒ gi¸ trÞ Rf cña dung dÞch 1 % c¸c chÊt mµu trong n−íc, triÓn khai trªn s¾c kÝ líp máng silicagel G t¹i 

10 hÖ dung m«i kh¸c nhau. Thµnh phÇn cña c¸c hÖ thèng dung m«i nµy, (tÊt c¶ ph¶i ®−îc chuÈn bÞ 

míi) - lµ: 

Dung m«i No: 

1.   lso - Propanol: amonac (tû träng 0,880): n−íc (7 : 2 : 1) 

2.   lso - Butanol: etanol: n−íc: amoniac (tû träng 0,880) (10 : 20 : 10 : 1) 

3.   Dung dÞch kali nitrat b·o hoµ trong n−íc 

4.   Phenol: n−íc (4 : 1, W/v) 

5.   Axit clohydric (tû träng 1,180): n−íc (23: 77) 

6.   Trinatrixitrat: amoniac (tû träng 0,880): n−íc (2 g : 15 ml : 85 ml) 

7.   Axeton: etylmetyl ketone: amoniac (tû träng 0,880): n−íc (60 : 140 : 1 : 60) 



tcvn 6470 : 1998 

 6

8.   n - Butanol: etanol: pyridin: n−íc (2 : 1 : 1 : 2) 

9.   lso - propanol: amoniac (tû träng 0,880) (4 : 1) 

10.   n - Butanol: axetic axit (b¨ng): n−íc (10 : 5 : 6) 

ViÖc ®¸nh gi¸ c¸c vÕt mµu cÇn lµm trong khi s¾c ®å h·y cßn Èm dung m«i, vµ c¶ sau khi sÊy kh«. C¸c 

vÕt mµu sÏ ®−îc xem xÐt d−íi tia s¸ng tr¾ng tíi vµ xuyªn qua, tèt h¬n nh− trong ¸nh s¸ng tö ngo¹i. 

D−íi ¸nh s¸ng tö ngo¹i (UV) nhiÒu chÊt mµu cã ®Æc tÝnh thay ®æi mµu. H¬n n÷a ®iÒu nµy v× thÕ th−êng 

cã thÓ cã ®èi víi c¸c vÕt t¹p chÊt huúnh quang kh«ng mµu. NÕu cã thÓ, sö dông hai bøc x¹ UV víi c¸c 

chiÒu dµi sãng hiÖu xuÊt kh¸c nhau; mét ®Ìn ph¸t x¹ xung quanh 250 nm. 

Nªn tiÕn hµnh c¸c phÐp thö ®èi víi axit, kiÒm vµ thuèc thö thÝch hîp kh¸c, ®Ó ®¶m b¶o kÕt qu¶ ®óng. 

TÊt c¶ c¸c phÐp thö cã thÓ ®−îc tiÕn hµnh víi pipet mao qu¶n trªn mçi vÕt mµu. 

C¸c yªu cÇu sau ®©y ph¶i ®¹t ®−îc khi x¸c ®Þnh c¸c chÊt mµu: 

−   c¸c kho¶ng di chuyÓn ngang b»ng trong mét vµi dung m«i; 

−   c¸c vÕt ngang b»ng d−íi ¸nh s¸ng th−êng vµ ¸nh s¸ng tö ngo¹i; 

−   sù thay ®æi mµu t−¬ng ®−¬ng víi c¸c thuèc thö. 

ViÖc kiÓm tra b»ng ph−¬ng ph¸p quang phæ lµ ph−¬ng ph¸p tèt nhÊt ®Ó x¸c ®Þnh c¸c chÊt mµu. C¸c 

vïng tö ngo¹i, hång ngo¹i vµ ¸nh s¸ng nh×n thÊy ®−îc ®Òu ®−îc ¸p dông. 

Vïng nh×n thÊy ®−îc cña quang phæ nh×n thÊy ®−îc th«ng th−êng lµ phÐp kiÓm tra b−íc ®Çu tiªn trong 

viÖc thö nhËn biÕt mét chÊt mµu ch−a biÕt. Cã nhiÒu chÊt mµu cho ®é hÊp thô ®Æc tr−ng trong vïng 

nh×n thÊy ®−îc, trong khi c¸c chÊt mµu kh¸c th× kh«ng. Phæ trong vïng tö ngo¹i còng cã thÓ ®−îc sö 

dông, vµ nªn thu nhËn kÕt qu¶ nµy, nÕu cã thÓ ®−îc. 

Phæ hÊp thô hång ngo¹i th−êng lµ c¸ch tèt nhÊt ®Ó x¸c ®Þnh c¸c hîp chÊt kh¸c nhau, nh−ng cã mét sè 

khã kh¨n trong qu¸ tr×nh sö dông ph−¬ng ph¸p nµy. 

Trong viÖc ¸p dông phÐp ®o quang phæ nh×n thÊy ®−îc vµ tö ngo¹i, phæ cÇn ph¶i lu«n thu nhËn ®−îc 

trong mét vµi dung m«i, hay nÕu trong dung m«i riªng lÎ, th× ph¶i d−íi nh÷ng ®iÒu kiÖn kh¸c nhau. 

Phæ cña dung dÞch n−íc cÇn thu ®−îc trong nh÷ng ®iÒu kiÖn trung tÝnh (®Öm b»ng amoni axetat), axit 

(axit clohidric 0,1 N), vµ kiÒm (natri hydroxit 0,1 N). 
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Phæ hÊp thô ®−îc dùng thµnh nh÷ng ®å thÞ cho thÊy ®é hÊp thô ë mäi b−íc sãng. ViÖc kiÓm tra c¸c 

®−êng cong kÕt qu¶ bao gåm nhiÒu vïng cña b−íc sãng cã ®é hÊp thô cùc ®¹i. Toµn bé ®−êng cong 

cÇn ®−îc xem xÐt cËn thÈn ®Ó x¸c ®Þnh d¹ng riªng biÖt cña ®−êng cong tõ "c¸c gê" hay c¸c ®iÓm uèn 

cã thÓ lµ c¸c nÐt ®Æc tr−ng vµ h÷u Ých nhÊt cña phæ hÊp thô. Nh÷ng nÐt ®Æc tr−ng nµy th−êng cã thÓ 

ph©n biÖt ®−îc gi÷a hai hoÆc nhiÒu c¸c chÊt mµu cã ®é hÊp thô tèi ®a ë cïng b−íc sãng. NhiÒu chÊt 

mµu cã thÓ x¸c ®Þnh b»ng viÖc quan s¸t ph¹m vi mµ ®é hÊp thô cùc ®¹i vµ nh÷ng nÐt ®Æc tr−ng kh¸c 

cña ®−êng cong hÊp thô bÞ thay ®æi trong c¸c ®iÒu kiÖn pH kh¸c nhau hoÆc bëi cã thay ®æi kh¸c nhau 

trong dung m«i. 

Phæ hång ngo¹i cã thÓ thu nhËn ®−îc b»ng mét vµi c¸ch; nh÷ng c¸ch th«ng dông lµ: 

−   phæ cña dung dÞch chÊt thö trong c¸c dung m«i thÝch hîp; 

−   phæ cña chÊt huyÒn phï trong 1 chÊt láng thÝch hîp. 

−   kÜ thuËt t¹o viªn kali bromua (mét l−îng nhá chÊt mµu, th−êng tõ 1 - 3 mg ®−îc trén ®Òu, kÜ víi 

kali bromua kh«, tinh khiÕt, hçn hîp nµy ®−îc chuyÓn thµnh nh÷ng viªn nh− h¹t lùu thÝch hîp vµ 

®−îc Ðp thµnh d¹ng cøng b»ng c¸ch dïng ¸p suÊt nÐn tõ 700 ®Õn 1400 kg/cm2). 

Dùng ®å thÞ phæ thu ®−îc theo c¸ch th«ng th−êng. Nh÷ng nÐt ®Æc tr−ng næi bËt cña c¸c ®−êng cong kÕt 

qu¶ lµ c¸c b−íc sãng t¹i ®ã c¸c ®Ønh (Pic) hÊp thô vµ d¹ng cña c¸c ®−êng cong gÇn kÒ nh÷ng Pic ®ã. 

ViÖc th¶o luËn chi tiÕt ®Ó gi¶i thÝch phæ hång ngo¹i ngoµi ph¹m vi cña tiªu chuÈn nµy. Tuy nhiªn, cÇn 

ph¶i thËn träng ®Ó ®¶m b¶o ch¾c ch¾n r»ng c¸c Pic hÊp thô do c¸c chÊt t¹p nhiÔm v« c¬ th× kh«ng 

®−îc coi lµ do chÊt mµu. 

CÊu tróc tinh thÓ hoÆc tr¹ng th¸i vËt lÝ kh¸c cña mÉu thö cã thÓ ¶nh h−ëng ®Õn phæ thu ®−îc tõ huyÒn 

phï hay c¸c viªn kali bromua. CÇn ®¶m b¶o ch¾c ch¾n r»ng c¸c chÊt ch−a biÕt sÏ ®−îc xö lý chÝnh x¸c 

theo cïng c¸ch thøc nh− chÊt chuÈn hay mÉu ®· biÕt. C¸c chÊt mµu tan trong n−íc, th−êng cã thÓ 

®−îc xö lý b»ng c¸ch hoµ tan chóng trong n−íc, thªm mét Ýt axit axetic, cho bèc h¬i (c«) ®Õn gÇn kh«, 

vµ sau ®ã sÊy kh« ë kho¶ng 1000 ®Ó lo¹i hÕt n−íc cßn d−. TÊt c¶ c¸c chÊt mµu ®−îc kiÓm tra ph¶i 

kh«ng cßn n−íc hoÆc dung m«i kh¸c tr−íc khi thu nhËn phæ hång ngo¹i. N−íc dung m«i h÷u c¬ hÊp thô 

bøc x¹ hång ngo¹i. 

Mét thÝ dô vÒ viÖc sö dông hång ngo¹i, cã hai chÊt mµu, chÊt cã liÖt kª trong tiªu chuÈn nµy, cã thÓ 

®−îc ®Ó cËp ®Õn PhÈm mµu Sunset yellow vµ phÈm mµu Orange GGN cã phæ hÊp thô trong vïng nh×n 

thÊy ®−îc vµ vïng tö ngo¹i gÇn gièng nhau ®Õn nçi mµ chóng kh«ng thÓ ph©n biÖt ®−îc qua viÖc kiÓm 

tra ë nh÷ng vïng nµy. Tuy nhiªn, phæ hång ngo¹i cña chóng, hoµn toµn kh¸c trong vïng phæ mµ nhãm 

axit sunfonic hÊp thu rÊt m¹nh. 
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Trong mét vµi tr−êng hîp, quy tr×nh s¾c kÝ, qui tr×nh quang phæ, vµ bÊt k× mét sù kÕt hîp cña hai quy 

tr×nh trªn cã thÓ kh«ng cho kÕt qu¶ ®óng. Trong nh÷ng tr−êng hîp nh− vËy, vÊn ®Ò th−êng ®−îc gi¶i 

quyÕt b»ng c¸ch gi¶m bít chÊt mµu b»ng c¸ch kh¸c gi¶m c¸c hîp chÊt nµy vµ x¸c ®Þnh c¸c s¶n phÈm 

t¹o ra. Kü thuËt nµy ®Æc biÖt ®−îc ¸p dông cho c¸c chÊt mµu azot. C¸c hîp chÊt amin t¹o ra tõ sù ph©n 

gi¶m cã thÓ x¸c ®Þnh ngay b»ng kÜ thuËt s¾c kÝ vµ ®o quang phæ. 

NhiÒu kÜ thuËt kh¸c ®· tõng ®−îc ¸p dông ®Ó nhËn biÕt c¸c chÊt mµu. ViÖc m« t¶ chóng ë ®©y sÏ kh«ng 

®−îc ®Ò cËp, nh−ng mét vÝ dô sÏ ®−îc trÝch dÉn. NhiÒu s¾c tè cã cÊu tróc tinh thÓ nhÊt ®Þnh vµ cã thÓ 

®−îc nhËn biÕt b»ng h×nh nhiÔu x¹ X quang, hay b»ng quang häc tinh thÓ. Mét vµi chÊt mµu cã thÓ 

®−îc chuyÓn thµnh d¹ng dÉn xuÊt tinh thÓ vµ ®−îc nhËn biÕt theo c¸ch t−¬ng tù. 

3.2   X¸c ®Þnh hµm l−îng tæng sè (tæng hµm l−îng) 

Cã hai ph−¬ng ph¸p th−êng dïng ®Ó x¸c ®Þnh tæng hµm l−îng chÊt mµu: 

Quang phæ so s¸nh. 

vµ 

Sù ph©n gi¶m clorua titan. 

Khi sö dông ph−¬ng ph¸p ®o quang phæ cÇn nhí r»ng nhiÒu nhµ s¶n xuÊt quang phæ kÕ kh«ng ®¶m 

b¶o ®é chÝnh x¸c lín h¬n ± 1 %. 

TÊt c¶ c¸c chÊt mµu cã mÆt trong mÉu, mµ chóng cã Pic hÊp thô n»m trong vïng cña chÊt mµu chÝnh, 

nã sÏ gãp phÇn vµo chØ sè hÊp thô ®Ó tÝnh to¸n kÕt qu¶. C¸c chÊt mµu phô cña nhiÒu mµu s¾c kh¸c 

nhau sÏ kh«ng ®−îc tÝnh ®Õn b»ng kÜ thuËt nµy. Trong ®iÒu kiÖn lÝ t−ëng, quang phæ kÕ ®−îc sö dông 

®Ó tiÕn hµnh phÐp so s¸nh gi÷a mÉu thö vµ chÊt chuÈn cã hµm l−îng chÊt mµu ®· biÕt. ViÖc sö dông 

chØ sè hÊp thô nãi chung ®−îc chÊp nhËn thay cho b¶n th©n chÊt chuÈn, trong chõng mùc nµo ®ã ®−îc 

coi nh− Ýt thÝch hîp, nh−ng trong tr−êng hîp mét sè chÊt mµu, ®−îc ghi nhËn lµ kh«ng thay thÕ ®−îc. 

Trong ph−¬ng ph¸p titan clorua, gi¶ ®Þnh r»ng c¸c ®ång ph©n vµ c¸c chÊt phô cã cïng gi¸ trÞ ®−¬ng 

l−îng titan clorua nh− chÊt mµu chÝnh. 

3.3   X¸c ®Þnh hµm l−îng tæng sè b»ng ph−¬ng ph¸p quang phæ 

Cã hai qui tr×nh thùc nghiÖm ®−îc m« t¶, chóng kh¸c nhau ë chi tiÕt vµ c¶ hai ®Òu sö dông sè phæ hÊp 

thô ®−îc trÝch dÉn trong ®Æc tÝnh chÊt mµu ®Ó tÝnh to¸n kÕt qu¶. 

Qui tr×nh thø nhÊt lµ ®iÓn h×nh cho d¹ng sö dông ®èi víi c¸c chÊt mµu tan trong n−íc; Qui tr×nh thø hai 

thÝch hîp cho c¸c chÊt mµu tan trong dung m«i, ®Æc biÖt víi c¸c carotenoit tæng hîp. (Dung dÞch ®−îc 

chuÈn bÞ cho tr−êng hîp thø hai ®−îc dïng trong c¸c phÐp thö nhËn biÕt carotenoit). 
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3.3.1   Nguyªn t¾c 

§é hÊp thô cña dung dÞch chÊt mµu ®−îc x¸c ®Þnh t¹i b−íc sãng hÊp thô tèi ®a vµ ®−îc so s¸nh víi ®é 

hÊp thô cña chÊt chuÈn. 

3.3.2   Dông cô 

−   m¸y quang phæ cã ®é chÝnh x¸c (± 1 % hay chÝnh x¸c h¬n) vµ ®o ®é hÊp thô ë vïng b−íc sãng 

350 nm − 700 nm víi ®é réng khe s¸ng lµ 10 nm hay nhá h¬n. 

−   cuvet cã chiÒu dµi 1 cm ®−êng quang. 

3.3.3   Thuèc thö 

N−íc cÊt míi hoÆc dung m«i ®−îc chØ ®Þnh theo ®Æc tÝnh cña chÊt mµu. 

3.3.4   Qui tr×nh 1 

3.3.4.1   C©n chÝnh x¸c 0,25 g (± 0,02 g) mÉu, chuyÓn vµo mét b×nh ®Þnh møc 1000 ml. Thªm n−íc cÊt 

míi vµo hoÆc dung m«i chØ ®Þnh vµ l¾c cho hoµ tan hÕt. Lµm ®Çy ®Õn v¹ch vµ trén ®Òu. Pha lo·ng 

thµnh mét dung dÞch cã nång ®é thÝch hîp tuú theo chi tiÕt ®· cho vÒ ®Æc tÝnh chÊt mµu ®ã. X¸c ®Þnh ®é 

hÊp thô (A) t¹i b−íc sãng hÊp thô tèi ®a ®ung cuvet dÇy 1 cm. 

3.3.4.2   TÝnh to¸n: 

TÝnh to¸n tæng hµm l−îng c¸c chÊt mµu cña mÉu thö, theo c«ng thøc sau: 

 % tæng chÊt mµu = 100
W
Vol

A
A
1%
1cm

××  

trong ®ã 

 A   lµ ®é hÊp thô cña mÉu 

 A   1%1cm lµ ®é hÊp thô ®Æc tr−ng cña chÊt chuÈn tõ ®Æc tÝnh cña mµu 

 thÓ tÝch pha lo·ng 
     Vol  lµ hÖ sè pha lo·ng  (  ) 
 thÓ tÝch ®o 

 W   lµ l−îng mÉu c©n. 

3.3.5   Qui tr×nh 2 

3.3.5.1   C©n chÝnh x¸c kho¶ng 0,08 g (W) mÉu trong b×nh ®Þnh møc 100 ml (V1) vµ hoµ tan b»ng c¸ch 

l¾c kÜ víi 20 ml dung m«i clorofooc tinh khiÕt, kh«ng cã axit. Ph¶i lµm cho dung dÞch trong suèt. 
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Thªm xyclohexan tÝnh khiÕt ®Õn v¹ch. Hót 5,0 ml dung dÞch trªn (v1) cho vµo 1 b×nh ®Þnh møc 100 ml 

(v2) vµ thªm xyclohexan ®Õn v¹ch. T−¬ng tù nh− vËy, pha lo·ng 5,0 ml dung dÞch trªn (v2) thµnh 100 ml 

(v3) vµ ®o ®é hÊp thô t¹i ®é hÊp thô tèi ®a (A), dïng xyclohexan lµm mÉu tr¾ng, sö dông cuvÐt 1 cm. 

3.3.5.2   TÝnh hµm l−îng tæng sè chÊt mµu theo c«ng thøc sau: 

 A × V1 × V2 × V3 
 % tæng chÊt mµu = 
 v1 × v2 × W × A1% 
 1cm 

trong ®ã 

A    lµ ®é hÊp thô cña dung dÞch mÉu ë b−íc sãng cã ®é hÊp thô tèi ®a; 

V1   lµ thÓ tÝch b×nh ®Þnh møc ®Çu tiªn (= 100 ml); 

V2    lµ thÓ tÝch b×nh ®Þnh møc thø hai (= 100 ml); 

V3   lµ thÓ tÝch b×nh ®Þnh møc cuèi (= 100 ml); 

v1   lµ thÓ tÝch hót pipet lÇn ®Çu tiªn (5 ml); 

v2   lµ thÓ tÝch hót pipet lÇn thø hai (5 ml); 

W   lµ l−îng c©n mÉu, tÝnh b»ng gam; 

1%
1cmA lµ ®é hÊp thô ®Æc tr−ng cña chÊt chuÈn. 

Ph¶i hoµn thµnh viÖc x¸c ®Þnh nhanh chãng, ®Ó tr¸nh sù ph©n huû do kh«ng khÝ ®Õn møc cã thÓ, vµ 

tiÕn hµnh tÊt c¶ c«ng ®o¹n ë n¬i kh«ng cã ¸nh s¸ng. 

3.3.6   Qui tr×nh x¸c ®Þnh phÈm mµu ®á tÝa (lakes) 

Qui tr×nh 1 trªn, cã thÓ ®−îc ¸p dông theo c¸ch sau ®Ó x¸c ®Þnh tæng hµm l−îng chÊt mµu cña phÈm 

mµu ®á tÝa (lakes). 

ChuÈn bÞ dung dÞch ®Öm photphat pH theo c¸ch sau: 

Hoµ tan 13,61 g kali hidydrophotphat trong n−íc vµ pha lo·ng ®Õn 1000 ml. Thªm kho¶ng 90 ml dung 

dÞch NAOH N. X¸c ®Þnh pH b»ng pH met vµ thùc hiÖn viÖc ®iÒu chØnh dÇn dÇn pH ®Õn khi ®¹t pH = 7,0. 

B»ng c¸ch sö dông dung dÞch natri hydroxyt kho¶ng 0,1 N hoÆc axit photphoric lo·ng. 

C©n chÝnh x¸c mét l−îng phÈm mµu ®á tÝa, sÏ cho ®é hÊp thô xÊp xØ víi ®é hÊp thô cña dung dÞch mÇu 

gèc khi tiÕn hµnh thö theo qui tr×nh 1 ë trªn. ChuyÓn vµo 1 cèc cã má chøa 10 ml axit clohydric pha 

lo·ng ®Õn kho¶ng 50 ml víi n−íc. §un nãng vµ khuÊy ®Ó hoµ tan phÈm mµu ®á tÝa (lakes), ®Ó nguéi 

®Õn nhiÖt ®é phßng vµ pha lo·ng ®Õn ®óng 1000 ml víi dung dÞch ®Öm photphat pH 7. Råi tiÕn hµnh 
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nh− qui tr×nh 1 ë trªn, vµ trong b¶ng tra chÊt mµu, dïng dung dÞch ®Öm photphat cã pH 7 nh− mét dung 

m«i. 

3.3.7   X¸c ®Þnh tæng hµm l−îng chÊt mµu b»ng ph−¬ng ph¸p chuÈn ®é víi titan clorua 

3.3.7.1   ThiÕt bÞ, dông cô 

−   m¸y sinh cacbon dioxit, vÝ dô: bé b×nh Kipp; 

−   dông cô chuÈn ®é, nh− trong h×nh 1, bao gåm mét b×nh hót vµ mét buret ®−îc nèi víi mét ®«i vßi 

chÐo nhau vµ nh¸nh bªn c¹nh. B×nh hót ®−îc nót chÆt miÖng b×nh b»ng mét nót cao su cã hai lç, 

mét lç th«ng víi èng thuû tinh ®−îc nèi víi b×nh sinh cacbon dioxit, lç thø hai th«ng víi 1 èng thuû 

tinh vµ ®−îc nèi víi ®Çu buret. Nh¸nh bªn c¹nh cña buret ®−îc nèi víi ®¸y cña b×nh hót; 

−   b×nh nãn 500 ml cã èng dÉn CO2, (khi tiÕn hµnh chuÈn ®é víi titan clorua, ph¶i ®¶m b¶o miÖng 

èng buret lu«n lu«n ë bªn trong cæ cña b×nh nãn). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 1 − Dông cô ®Ó chøa dung dÞch titan clorua 

3.3.7.2   C¸ch tiÕn hµnh 

ChuÈn bÞ dung dÞch titan clorua 0,1 N. §ong vµo mét b×nh cÇu, lín, mét thÓ tÝch dung dÞch titan clorua 

15 % cã chøa 15,5 g - 16,5 g titan clorua trong mçi lÝt dung dÞch yªu cÇu. Thªm 100 ml axit clohydric (tØ 

träng 1,16 - 1,18) cho mçi lÝt dung dÞch yªu cÇu. §un s«i hçn hîp nµy trong 1 − 2 phót vµ råi rãt vµo 
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n−íc l¹nh. Lµm ®Çy ®Õn thÓ tÝch yªu cÇu trong b×nh hót, l¾c, vµ b¶o qu¶n dung dÞch nµy trong cacbon 

dioxyt (CO2). 

Phñ lªn dung dÞch mét líp paraffin láng (dµy kho¶ng 0,6 cm). 

ChuÈn ho¸ dung dÞch titan clorua: C©n 3 g amoni s¾t sunfat [(NH4)2 SO4 . FeSO4 . 6H2O] cho vµo mét 

b×nh nãn 500 ml vµ dÉn mét luång khÝ cacbon dioxit CO2 qua b×nh nãn liªn tôc cho ®Õn khi kÕt thóc x¸c 

®Þnh. Thªm 50 ml n−íc vµ 25 ml dung dÞch axit sunfuric 10 N råi thªm 30 ml dung dÞch kali dicromat 0,1 

N, ®· ®−îc chuÈn ho¸ chÝnh x¸c. ChuÈn ®é víi dung dÞch titan clorua ®Õn khi ®iÓm kÕt thóc theo tÝnh 

to¸n gÇn ®¹t tíi. Thªm 5 ml dung dÞch amoni thioxyanat 20 % vµ tiÕp tôc chuÈn ®é ®Õn khi mµu ®á mÊt 

®i vµ dung dÞch gi÷ mµu xanh. TiÕn hµnh x¸c ®Þnh mÉu tr¾ng víi 3 g amoni s¾t sunfat dïng cïng mét 

l−îng n−íc, axit vµ dung dÞch amoni thioxyanat vµ còng cho dßng CO2 liªn tôc qua b×nh nh− trªn. 

HÖ sè cho dung dÞch titan clorua 0,1 N lµ: 

 30 
 F =  
 ml (chÝnh x¸c) cña dung dÞch titan clorua yªu cÇu 

 

3.3.7.3   X¸c ®Þnh tæng hµm l−îng chÊt mµu cña mÉu 

C©n chÝnh x¸c mét l−îng mÉu chÊt mµu, ®−îc qui ®Þnh theo tõng chuyªn luËn, cho vµo mét b×nh thuû 

tinh dung tÝch 500 ml vµ thªm 10 g natri xitrat hay 15 g natri hydrotactrat, qui ®Þnh theo tõng chuyªn 

luËn, vµ thªm 150 ml n−íc. Cho mét dßng khÝ CO2 ®i qua b×nh, ®un nãng dung dÞch ®Õn s«i, vµ chuÈn 

®é víi dung dÞch titan clorua ®· chuÈn ho¸ gi÷ dßng CO2 æn ®Þnh. GÇn ®Õn ®iÓm kÕt thóc chuÈn ®é, 

thªm dung dÞch titan clorua tõng giät ®Õn ®iÓm kÕt thóc. ChÊt mµu gi÷ vai trß lµm chØ thÞ cña chÝnh b¶n 

th©n nã, trõ khi cã chØ dÉn trong chuyªn luËn t−¬ng øng. 

 A × D × 100 × F 
 % tæng sè chÊt mµu = 
 l−îng c©n mÉu 

 

trong ®ã  

A   lµ sè mililit dung dÞch titan clorua 0,1 N cÇn dïng (chÝnh x¸c); 

D   lµ l−îng chÊt mµu t−¬ng ®−¬ng víi 1,00 ml dung dÞch titan clorua 0,1 N (®−îc x¸c ®Þnh trong mçi 

tµi liÖu). 

3.3.7.4   Qui tr×nh x¸c ®Þnh phÈm mµu ®á tÝa (lakes) 

Cho 150 ml n−íc vµo b×nh nãn dung tÝch 500 ml, hoµ tan trong ®ã chÊt ®Öm ®−îc chØ ®Þnh cho chÊt mµu 

gèc. C©n chÝnh x¸c mét l−îng phÈm mµu ®á t−¬ng ®−¬ng víi 30 ml − 40 ml dung dÞch titan clorua 0,1 N 

vµ chuyÓn vµo mét b×nh nãn. §un ®Õn s«i hoÆc ®Õn khi phÈm mµu ®á tÝa tan hoµn toµn. ChuÈn ®é víi 

dung dÞch titan clorua nh− c¸ch chØ dÉn ë trªn. 
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3.3.8   Ph−¬ng ph¸p thö c¸c phÈm mµu thùc phÈm nhÊt ®Þnh (dù kiÕn) 

3.3.8.1   C¸ch tiÕn hµnh 

Hoµ tan mét l−îng chÊt mµu t−¬ng ®−¬ng víi gi¸ trÞ (p) trong b¶ng sau, vµo amoni axetat (1,542 g trong 

mét lÝt n−íc); pha lo·ng 1 ml dung dÞch nµy ®Õn 100 ml víi cïng dung dÞch amoni axetat trªn. 

Trong cïng mét ®iÒu kiÖn nh− nhau, chuÈn bÞ mét dung dÞch thö víi (p') mg chÊt mµu so s¸nh. 

X¸c ®Þnh b»ng phÐp ®o phæ nh×n thÊy ®−îc t¹i b−íc sãng cña chÊt mµu so s¸nh ± 5 nm, ®é hÊp thô cña 

dung dÞch thö (A1) vµ cña dung dÞch so s¸nh (A2). 

3.3.8.2   TÝnh to¸n hµm l−îng phÇn tr¨m chÊt mµu trong mÉu kiÓm tra nh− sau: 

A1 x p' x T 

 A2 . p 

trong ®ã 

 T lµ nång ®é (%) cña chÊt mµu tinh khiÕt trong chÊt mµu so s¸nh. 

B¶ng 2 

 p, p' λ nm C.l 

 

Azorubine 

Brillant xanh FCF 

Patent xanh V 

Ponceau IV R 

Erythrosine 

Indigotine 

Sunset vµng 

Quinolin vµng 

Brillant ®en 

Tartrazine 

 

160 mg 

40 mg 

50 mg 

170 mg 

75 mg 

150 mg 

150 mg 

100 mg 

150 

150 

 

561 nm 

630 nm 

640 nm 

507 nm 

525 nm 

612 nm 

480 nm 

416 nm 

573 

426 

 

14720 

42900 

42051 

16255 

45430 

73015 

15985 

47005 

28840 

19140 

 

 

 



tcvn 6470 : 1998 

 16

3.3.9   Hµm l−îng chÊt mµu phô 

3.3.9.1   L−u ý chung 

Trong niÒu n¨m s¾c ký giÊy ®· ®−îc sö dông cho viÖc x¸c ®Þnh hµm l−îng c¸c chÊt mÇu phô cña phÈm 

mµu thùc phÈm tan trong n−íc. KÜ thuËt ®· ®−îc x©y dùng vµ m« t¶ ®Ó ®−îc sö dông th«ng dông vµ 

®−îc thõa nhËn r»ng sù hÊp thô cña c¸c chÊt mµu phô còng gièng nh− c¸c chÊt mÇu chÝnh. Theo ®ã 

c¸c chÊt chuÈn cña tõng chÊt mÇu phô th× kh«ng cÇn ®Õn. 

Kü thuËt HPLC (s¾c ký láng - High - performance liquid chromatography) ®· ®−îc sö dông thµnh c«ng 

®Ó t¸ch chiÕt vµ x¸c ®Þnh hµm l−îng c¸c chÊt mÇu phô cña mét sè phÈm mµu thùc phÈm, gåm c¶ mét 

sè phÈm mµu tan trong n−íc, c¸c chÊt chuÈn cña tõng chÊt mÇu phô riªng biÖt lµ cÇn thiÕt cho ph−¬ng 

ph¸p nµy. MÆc dÇu vËy ph¶i nhí r»ng, ®Æc tÝnh c¸c d¹ng giíi h¹n, … trõ phi cã c«ng bè kh¸c th× cã liªn 

quan ®Õn ph−¬ng ph¸p s¾c ký giÊy vµ c¸c ®iÒu kiÖn ®−îc tra c−ó ë phÇn "phÐp thö". 

3.3.9.2   §Þnh nghÜa 

C¸c chÊt mÇu phô lµ c¸c chÊt mÇu ®−îc t¹o ra trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt ®Ó bæ xung cho chÊt mÇu ®−îc 

®Æt tªn chÝnh. BÊt kú mét chÊt mµu nµo kh¸c ngoµi chÊt mÇu chÝnh vµ phô ®Òu ®−îc coi nh− gi¶ m¹o vµ 

th«ng th−êng cã thÓ ph¸t hiÖn ®−îc chóng trªn s¾c ®å dïng trong qu¸ tr×nh x¸c ®Þnh c¸c chÊt mÇu phô. 

ViÖc ®äc (suy luËn) trªn s¾c ®å t×m c¸c chÊt mÇu gi¶ th−êng ®ßi hái Ýt nhiÒu kinh nghiÖm. 

3.3.10   X¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký giÊy 

3.3.10.1   Nguyªn t¾c 

C¸c chÊt mÇu phô ®−îc t¸ch ra tõ chÊt  mÇu chÝnh b»ng c¸ch cho ch¹y s¾c ký ng−îc trªn giÊy vµ ®−îc 

chÕt t¸ch riªng rÏ trªn giÊy s¾c ký. §é hÊp thô cña mçi chÊt chiÕt ®−îc ®o ë b−íc sãng hÊp thô tèi ®a 

cña nã trong vïng phæ nh×n thÊy ®−îc. 

V× viÖc nhËn biÕt tõng chÊt mÇu phô trong mçi phÈm mÇu thùc phÈm lµ kh«ng thùc tiÔn, nªn ng−êi ta 

chÊp nhËn mét ph−¬ng ph¸p gÇn ®óng, thÓ hiÖn chóng d−íi d¹ng phÇn tr¨m cña mÉu thö. Ta thõa 

nhËn kh¶ n¨ng hÊp thô cña tõng chÊt mµu phô lµ gièng víi kh¶ n¨ng hÊp thô cña tæng c¸c chÊt mÇu. 

§é hÊp thô cña c¸c chÊt chiÕt ®−îc gép chïng vµo, vµ sö dông cïng víi ®é hÊp thô cña mÉu thö vµ 

hµm l−îng cña tæng c¸c chÊt mÇu ®Ó tÝnh to¸n hµm l−îng c¸c chÊt mÇu phô. §iÒu nµy ®−îc coi lµ mét 

phÐp tÝnh xÊp xØ gÇn ®ñ cho viÖc x¸c ®Þnh mét thµnh phÇn thø yÕu. 
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3.3.10.2   ThiÕt bÞ: 

 −   B×nh s¾c ký vµ thiÕt bÞ phô trî. 

H×nh 1 vµ 2 cho thÊy thiÕt bÞ phï hîp gåm cã: 

•   b×nh thuû tinh (A) vµ n¾p ®Ëy (B); 

•   khung ®ì (C) cho c¸c tê giÊy s¾c ký; 

•   khay (D) cho dung m«i khai triÓn; 

•   khung thø 2 (E) ®Ó ®ì c¸c "tÊm mµnh" giÊy läc; 

•   c¸c tê giÊy s¾c ký, kÝch th−íc kh«ng nhá h¬n 20 cm x 20 cm. 

(GiÊy s¾c ký Whatman No.1 lµ phï hîp). 

−   Micr« x¬ - ranh, dung tÝch ph©n phèi 0,1 ml, cã sai sè chÊp nhËn lµ ± 0,002 ml. 

−   M¸y ®o quang phæ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 2 − Bé phËn cña thiÕt bÞ s¾c ký 
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H×nh 3 − C¸c chi tiÕt cña 

thiÕt bÞ s¾c ký 

 H×nh 4 − Ph−¬ng ph¸p vÏ lªn 

giÊy s¾c ký 

 

3.3.10.3   C¸ch tiÕn hµnh 

Ýt nhÊt 2 giê (h) tr−íc khi tiÕn hµnh phÐp thö, ®Æt mét tÊm giÊy läc vµo b×nh khai triÓn; rãt lªn c¸c líp 

giÊy nµy vµ rãt vµo ®¸y b×nh khai triÓn mét l−îng dung m«i ®ñ ®Ó phñ lªn ®¸y b×nh mét líp dµy kho¶ng 

1 cm. §Æt khay dung m«i (D) vµo vÞ trÝ vµ ®Ëy n¾p b×nh l¹i. 

§¸nh dÊu lªn 1 tê giÊy s¾c kÝ nh− trong h×nh 3. ChÊm 0,10 ml dung dÞch mÉu 1,0 % trong n−íc, cµng 

x¬- ranh ®Òu cµng tèt trong ph¹m vi giíi h¹n lµ 1 h×nh ch÷ nhËt kÝch th−íc 18 x 7 mm, gi÷ ch¾c ch¾n 

®Çu micro x¬ ranh (x¬ - ranh vi l−îng) khi ch¹m vµo giÊy. 

§Ó cho giÊy nµy kh« ë nhiÖt ®é phßng trong 1 h − 2 h, hoÆc ë 500C trong 5 phót, sau ®ã thªm 15 phót ë 

nhiÖt ®é phßng. G¾n tê s¾c ký nµy, cïng víi 1 tê giÊy s¾c ký kh«ng chÊm ®Ó lµm mµu tr¾ng vµo khung 

(C). 

Rãt mét l−îng võa ®ñ dung m«i s¾c ký vµo khay (D), sao cho bÒ mÆt líp dung m«i nµy thÊp h¬n ®−êng 

nÒn cña tÊm giÊy s¾c ký kho¶ng 1 cm. ThÓ tÝch dung m«i cÇn dïng sÏ tuú thuéc vµo kÝch th−íc b×nh 

khia triÓn vµ ph¶i ®−îc x¸c ®Þnh tr−íc. §Æt khung (C) vµo vÞ trÝ vµ ®Ëy l¹i n¾p. §Ó cho dung m«i ch¹y lªn 

phÝa tr−íc ®Õn kho¶ng c¸ch ®· ®Þnh phÝa trªn ®−êng nÒn, sau ®ã nhÊc khung (C) ra vµ ®−a nã vµo 

buång sÊy kh« ë 500 − 600 trong 10 − 15 phót. LÊy giÊy ®· ch¹y s¾c ký ra khái khung (C). 

(Cã thÓ cho khai triÓn mét vµi s¾c tè ®å ®ång thêi, nÕu thÊy cÇn thiÕt). 
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C¾t tõ tÊm giÊy s¾c kÝ ra thµnh tõng d¶i b¨ng mµu phô, vµ c¾t lÊy mét d¶i giÊy t−¬ng ®−¬ng tõ vÞ trÝ 

t−¬ng øng trªn tÊm giÊy ®èi chøng. §Æt mçi d¶i, ®· chia thµnh mét sè phÇn phï hîp, xÊp xØ nhau, ®Æt 

vµo mét èng nghiÖm riªng. Thªm 5,0 ml hçn hîp n−íc: axeton (1 : 1 theo thÓ tÝch) vµo mçi èng nghiÖm, 

l¾c trßn trong 2 − 3 phót thªm 15,0 ml dung dÞch natri hidro cacbonat 0,05 N vµ l¾c èng nghiÖm ®Ó trén 

®Òu. Läc c¸c dÞch chiÕt cã mµu vµ mÉu tr¾ng qua giÊy läc ®−êng kÝnh 9 cm lo¹i ®Ýnh tÝnh (giÊy th−a) vµ 

x¸c ®Þnh ®é hÊp phô cña dÞch chiÕt mµu nµy ë b−íc sãng hÊp thô tèi ®a cña chóng, sö dông cuvet 40 

mm ®Ëy kÝn, so s¸nh víi hçn hîp ®· läc gåm 5,0 ml n−íc: axeton (1 : 1 theo thÓ tÝch) vµ 15,0 ml dung 

dÞch natri hidro cacbonat 0,05 N. §o ®é hÊp thô cña dÞch chiÕt tõ d¶i mÇu tr¾ng ë cïng b−íc sãng ®· ®o 

dÞch chiÕt mµu vµ hiÖu chÝnh ®é hÊp thô cña c¸c dÞch chiÕt mµu víi c¸c gi¸ trÞ ®o mÉu tr¾ng. 

§Ó chuÈn bÞ vÕt "chuÈn", tiÕn hµnh nh− sau: 

Tõ dung dÞch 1 % mÉu thö, chuÈn bÞ mét dung dÞch t−¬ng øng víi L/100%, trong ®ã L lµ giíi h¹n c¸c 

chÊt mµu phô. ChÊm 0,10 ml dung dÞch nµy lªn mét tÊm giÊy s¾c kÝ b»ng kÜ  thuËt ®· m« t¶ ë trªn, cho 

ch¹y s¾c ®å, sau ®ã lµm kh« nã ë 500 - 600 trong 10 − 15 phót. C¾t b¨ng giÊy tõ tÊm giÊy nµy thµnh 1 

d¶i vµ c¾t mét d¶i t−¬ng tù tõ mét tÊm giÊy tr¾ng nh−ng cã ®¸nh dÊu. TiÕn hµnh c¸c b−íc nh− trªn vµ 

x¸c ®Þnh ®é hÊp phô thùc (As) cña chÊt chuÈn. 

3.3.10.4   TÝnh to¸n phÇn tr¨m c¸c chÊt mµu phô theo: 

 Aa + Ab + Ac + … An 

 % c¸c chÊt mµu phô =  × L × D/100 

 As 

trong ®ã 

Aa + Ab + Ac + … An lµ tæng ®é hÊp thô cña c¸c chÊt mµu phô ®−îc hiÖu chØnh theo gi¸ trÞ mÉu tr¾ng; 

D   lµ tæng hµm tæng c¸c chÊt cña mÉu thö. 

3.3.10.5   C¸c dung m«i ch¹y s¾c kÝ: 

1.   N−íc: amoniac (tØ träng 0,880): trinatrixitrat (95 ml : 5 ml : 2 g) 

2.   n-Butanol: n−íc: etanol: amoniac (tØ träng 0,880) (600 : 264 : 135 : 6) 

3.   Butan - 2 - one: axeton: n−íc (7 : 3 : 3) 

4.   Butan - 2 - one: axeton: n−íc: amoniac (tØ träng 0,880) (700 : 300 : 300 : 2) 

5.   Butan - 2 - one: axeton: n−íc: amoniac (tØ träng 0,880) (700 : 160 : 300 : 2) 

6.   n- Butanol: axit axetic b¨ng: n−íc (4 : 1 : 5) 

L¾c trong 2 phót ®Ó yªn cho c¸c líp t¸ch ra. Sö dông líp trªn bªn trªn lµm dung m«i s¾c kÝ. 
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3.3.11   PhÐp thö nhËn biÕt vµ giíi h¹n nhanh b»ng s¾c kÝ líp máng (dù kiÕn)*) 

3.3.11.1   Nguyªn t¾c 

C¸c t¹p chÊt mµu ®−îc x¸c ®Þnh b»ng s¾c kÝ líp máng (T. L. C) trªn mét b¶n máng silicagen. 

3.3.11.2   ChuÈn bÞ c¸c dung dÞch: 

Dung dÞch 1: Hoµ tan 40 mg chÊt mµu thùc phÈm cÇn thö trong hçn hîp metanol/ n−íc (50/50) vµ pha 

lo·ng ®Õn 10 ml b»ng chÝnh dung m«i ®ã. 

Dung dÞch 2: Pha lo·ng 0,1 - 0,5 ml **) dung dÞch 1 thµnh 10 ml b»ng hçn hîp metanol/ n−íc (50/50). 

Dung dÞch 3 (dung dÞch chuÈn): Hoµ tan 40 mg phÈm mµu chuÈn t−¬ng øng trong hçn hîp metanol/ 

n−íc (50/50) vµ pha lo·ng ®Õn 10 ml b»ng chÝnh dung m«i ®ã. 

3.3.11.3   C¸ch tiÕn hµnh 

ChÊm 5 µl tõ dung dÞch 1; dung dÞch 2 vµ dung dÞch chuÈn. §Æt b¶n máng vµo bu«ng khai triÓn cã chøa 

n- butanol/ etanol/ n−íc/ dung dÞch amoniac (50 / 25 / 25 / 10) vµ ®Ó cho dung m«i ch¹y tíi 1 ®iÓm ë 

phÝa trªn c¸ch vÕt chÊm mÉu lµ 15 cm. 

C¸c vÕt chÊm chÝnh xuÊt hiÖn trªn s¾c ®å 1 vµ 3 dÞch chuyÓn gÇn tíi cïng gi¸ trÞ Rf. BÊt kú vÕt nµo kh¸c 

xuÊt hiÖn trªn s¾c ®å 1 th× sÏ kh«ng lín h¬n vÕt chÝnh xuÊt hiÖn trªn s¾c ®å 2. 

Chó thÝch − §«i khi cã thÓ röa (tÈy) c¸c vÕt chÊm trªn s¾c ®å 1 vµ thùc hiÖn mét phÐp thö gÇn ®óng. Trong 

tr−êng hîp nµy, c¸ch tiÕn hµnh ®−îc m« t¶ ë tµi liÖu FNP 31/ 1 (1984), trang A. 10 cã thÓ ®−îc c¶i tiÕn 

nh− sau: 

"C¹o tõng ®iÓm phô ra khái b¶n máng vµ c¹o ®iÓm t−¬ng ®−¬ng ë vÞ trÝ t−¬ng øng trªn b¶n tr¾ng. §Æt 

tõng…" 

3.4   ChÊt cã thÓ chiÕt ®−îc b»ng ªte 

3.4.1   Ph−¬ng ph¸p I 

3.4.1.1   ThiÕt bÞ 

 

 

*)   ViÖc sö dông ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ thay ®æi. 

**)   Tuú theo giíi h¹n cña c¸c t¹p chÊt mµu hoÆc c¸c mµu phô ®−îc phÐp cã trong chÊt mµu kiÓm 

tra (1 ®Õn 5 %) 
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Bé chiÕt chÊt láng / chÊt láng kiÓu h−íng lªn trªn, cã bé phËn ph©n phèi b»ng thuû tinh xèp, dung tÝch 

lµm viÖc lµ 200 ml. Mét mÈu d©y ®ång thau ®−îc treo l¬ löng qua bé ng−ng vµ mét miÕng d©y ®ång 

nhá, trßn (0,5 g) ®−îc cho vµo b×nh cÊt. 

3.4.1.2   £te : Dietyl ªte hoÆc diisopropyl ªte 

Ngay tr−íc khi sö dông, cÇn ph¶i cho ªte míi ch−ng cÊt ®i qua mét cét oxit nh«m - lo¹i dµnh cho s¾c kÝ 

- cao 30 cm, ®Ó lo¹i bá c¸c peroxit vµ c¸c chÊt c¶n. Thö ®Ó ®¶m b¶o lµ ®· hÕt peroxit theo c¸ch sau: 

Pha mét dung dÞch s¾t thioxyanat kh«ng mµu b»ng c¸ch trén mét l−îng dung dÞch s¾t sunfat 0,1 N víi 

mét l−îng t−¬ng ®−¬ng amoni thioxyanat vµ lo¹i bá hÕt bÊt k× vÕt mµu ®á nµo - do ion s¾t b»ng titan 

clorua. Thªm 10 ml ªte vµo 50 ml dung dÞch nµy vµ l¾c hçn hîp thËt m¹nh trong 2 − 3 phót. Kh«ng cã 

mµu ®á xuÊt hiÖn n÷a. 

3.4.1.3   C¸ch tiÕn hµnh 

a)   ChiÕt ªte tÝnh kiÒm: c©n chÝnh x¸c kho¶ng 5,0 g mÉu phÈm mµu, hoµ tan trong 150 ml n−íc, 

thªm 2,5 ml dung dÞch NaOH 2 N vµ chuyÓn dung dÞch nµy vµo dông cô chiÕt, pha lo·ng b»ng 

n−íc tíi 200 ml. Thªm 200 ml ªte vµo b×nh cÊt vµ chiÕt trong hai giê víi tèc ®é håi l−u kho¶ng 15 

ml/phót. Gi÷ l¹i dung dÞch mµu. ChuyÓn dÞch chiÕt ªte nµy vµo mét phÔu chiÕt vµ röa dÞch chiÕt ªte 

víi 2 l−îng (lÇn) × 25 ml NaOH 0,1 N vµ sau ®ã röa b»ng n−íc. Cho ch−ng cÊt ªte tõng phÇn tõ 

mét b×nh dung tÝch 150 ml, ®· c©n khèi l−îng tr−íc, cã chøa mét miÕng ®ång trßn, s¹ch, cho gi¶m 

thÓ tÝch tíi kho¶ng 5 ml. 

b)   ChiÕt ªte tÝnh axit: thªm vµo dung dÞch mµu ®−îc gi÷ l¹i tõ (a) - 5 ml axit HCl 3 N, trén vµ ®em 

chiÕt mét l−îng ªte n÷a nh− trong môc (a). Röa dÞch chiÕt ªte b»ng 2 lÇn × 25 ml axit HCl 0,1 N vµ 

sau ®ã röa b»ng n−íc. ChuyÓn tõng phÇn vµo b×nh chøa chÊt chiÕt kiÒm tÝnh ®· bèc h¬i, vµ cÈn 

thËn lµm bay h¬i toµn bé ªte. SÊy kh« hoµn toµn trong tñ sÊy ë 850 trong 20 phót, sau ®ã ®Ó cho 

b×nh thÝ nghiÖm nµy nguéi ®i trong b×nh hót Èm 30 phót, vµ ®em c©n. LÆp l¹i qu¸ tr×nh sÊy kh« vµ 

lµm nguéi cho ®Õn khi cã khèi l−îng kh«ng ®æi. §é t¨ng vÒ khèi l−îng cña b×nh thö nghiÖm ®· biÕt 

tr−íc khèi l−îng, ®−îc biÓu diÔn b»ng phÇn tr¨m khèi l−îng cña mÉu thö, chÝnh lµ "chÊt cã thÓ 

chiÕt ®−îc b»ng ªte". 

3.4.2   Ph−¬ng ph¸p ll 

3.4.2.1   ThiÕt bÞ: Bé chiÕt soclet. Mét mÈu d©y ®ång thau ®−îc treo l¬ löng qua phÇn ng−ng vµ mét d©y 

®ång nhá (0,5 g) ®−îc cho vµo b×nh ch−ng cÊt. 

3.4.2.2   £te: Dietyl ªte hoÆc diisopropyl ªte 

Tinh chÕ ªte nh− chØ dÉn trong ph−¬ng ph¸p l. 
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3.4.2.3   C¸ch tiÕn hµnh 

C©n chÝnh x¸c kho¶ng 2 g mÉu phÈm mµu. ChuyÓn vµo èng chiÕt soclet (thimble) vµ chiÕt víi 150 ml 

ªte trong 5 giê. §em c« ®Æc dÞch chiÕt ªte trªn thiÕt bÞ c¸ch h¬i n−íc cßn kho¶ng 5 ml. Lµm kh« phÇn 

cÆn nµy trong mét "®Üa bèc h¬i" ®· biÕt khèi l−îng, trong mét bÕp c¸ch thuû, sau ®ã sÊy kh« ë 1050 ®Õn 

khi cã khèi l−îng kh«ng ®æi. 

§é t¨ng vÒ khèi l−îng ë "®Üa bay h¬i", ®−îc biÓu thÞ b»ng phÇn tr¨m khèi l−îng cña mÉu thö, chÝnh lµ 

"chÊt cã thÓ chiÕt b»ng ªte". 

3.5   C¸c chÊt cã trong phÈm mµu ®á tÝa (lakes) kh«ng tan trong axit clohydric 

3.5.1   Thuèc thö 

−   Axit clohydric ®Ëm ®Æc; 

−   Axit clohydric nång ®é 0,5 % V/V. 

3.5.2   C¸ch tiÕn hµnh 

C©n chÝnh x¸c kho¶ng 5 g phÈm mµu ®á tÝa cho vµo mét cèc cã má dung tÝch 500 ml. Thªm 200 ml 

n−íc vµ 60 ml axit clohydric ®Ëm ®Æc. §un s«i ®Õn khi hoµ tan toµn bé mµu vµ alumin. Läc qua phÔu 

läc xèp sè 4 ®· biÕt khèi l−îng. Röa phÔu läc nµy b»ng axit clohydric HCl 0,5 % nãng cho ®Õn khi n−íc 

röa kh«ng cßn mµu. SÊy kh« phÔu ®Õn khèi l−îng kh«ng ®æi ë 1350C. 

BiÓu thÞ khèi l−îng cña cÆn b»ng phÇn tr¨m khèi l−îng ®· lÊy. 

3.6   NÒn tr¾ng trong c¸c chÊt mµu triarylmetan ®−îc sunfonat ho¸ 

3.6.1   Nguyªn t¾c 

Kh«ng khÝ ®−îc thæi qua mét dung dÞch n−íc cã chøa clorua vµ dimetylformamit. Trong ®iÒu kiÖn nµy, 

chÊt nÒn tr¾ng ®−îc oxi ho¸ thµnh c¸c chÊt mµu vµ ®é t¨ng kh¶ n¨ng hÊp thô lµ sè ®o l−îng chÊt nÒn 

tr¾ng vèn cã (trong mÉu). 

3.6.2   Thuèc thö 

* Dimetylformamit (DMF) 

 −   Dung dÞch A: C©n 10,0 g CuCl2 . 2H2O vµ hoµ tan trong 200 ml DMF. ChuyÓn vµo mét b×nh ®Þnh 

møc dung tÝch 1 L vµ thªm DMF lµm ®Çy ®Õn v¹ch møc. 
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−   Dung dÞch B: C©n chÝnh x¸c khèi l−îng mÉu thö ®· ®Þnh. Hoµ tan trong kho¶ng 100 ml n−íc, 

chuyÓn l−îng ®ã vµo mét b×nh ®Þnh møc dung tÝch 1 L vµ thªm n−íc tíi v¹ch møc. 

3.6.3   C¸ch tiÕn hµnh 

ChuÈn bÞ c¸c dung dÞch sau: 

−   Dung dÞch a: Dïng pipet cho 50 ml DMF dung dÞch A vµo mét b×nh ®Þnh møc dung tÝch 250 ml. 

§Ëy b»ng mµng "parafilm" vµ ®Æt vµo chç tèi. 

−   Dung dÞch b: Dïng pipet cho chÝnh x¸c 10 ml dung dÞch B vµo mét b×nh ®Þnh møc dung tÝch 250 

ml. Thªm 50 ml DMF. §Ëy b»ng mµng "parafilm" vµ ®Æt vµo chç tèi. 

−   Dung dÞch c: Dïng pipet hót 50 ml DMF vµo mét b×nh ®Þnh møc dung tÝch 250 ml. Cho sôc khÝ 

qua dung dÞch nµy trong 30 phót theo c¸ch d−íi ®©y: 

Luån mét pipet 5 ml vµo mét hép cã g¾n víi mét nguån d¹ng uèn cong ®Ó thæi kh«ng khÝ. Cho khÝ thæi 

qua mét c¸ch tõ tõ. Nh−ng ®Çu pipet vµo dung dÞch chøa trong b×nh vµ ®iÒu chØnh dßng khÝ víi mét tèc 

®é nhanh nh−ng kiÓm so¸t ®−îc. Sau 30 phót, kÐo pipet trªn ra khái dung dÞch vµ tr¸ng, röa c¸c thµnh 

pipet b»ng n−íc, cho vµo trong b×nh, sö dông b×nh tia. Sau ®ã, t¾t dßng kh«ng khÝ. 

 −   C¸c dung dÞch d1 vµ d2: 

Dïng pipet hót chÝnh x¸c 10 ml dung dÞch B cho vµo hai b×nh ®Þnh møc riªng rÏ, dung tÝch 250 ml, theo 

cïng c¸ch nh− ®· lµm víi dung dÞch b. Thªm 50 ml dung dÞch A vµo mçi b×nh. Cho sôc kh«ng khÝ qua 

c¸c dung dÞch nµy trong 30 phót, sö dông ph−¬ng ph¸p nªu trªn. 

Sau khi ®· sôc kh«ng khÝ nhanh qua c¸c dung dÞch trªn, cho thªm n−íc vµo tÊt c¶ 5 b×nh nµy gÇn tíi 

v¹ch møc. Khi DMF vµ n−íc trén víi nhau sÏ cã ph¸t nhiÖt, v× vËy ®Æt c¸c b×nh trªn vµo mét thïng n−íc 

(n−íc lÊy tõ vßi n−íc) cho ®Õn khi chóng nguéi xuèng nhiÖt ®é phßng. §õng gi÷ c¸c b×nh l©u h¬n møc 

cÇn thiÕt; th«ng th−êng 5 − 10 phót lµ ®ñ. §æ thªm n−íc chÝnh x¸c ®Õn v¹ch møc. §o ngay c¸c dung 

dÞch nµy trªn m¸y quang phæ. Toµn bé tiÕn tr×nh ®−îc thùc hiÖn cµng nhanh cµng tèt. 

3.6.4   X¸c ®Þnh quang phæ  

VÏ c¸c ®−êng cong d−íi ®©y tõ b−íc sãng 700 - 500 nm, sö dông mét d¶i hÊp thô c¸c cuvet 0,1 vµ 1 

cm. Cho ch¹y tÊt c¶ c¸c ®−êng cong trªn cïng mét ®å thÞ phæ, vµ (®Ó chÝnh x¸c tèi ®a) bá ®i c¸c sè ®äc 

trªn mµn h×nh hiÖn sè ë b−íc sãng tèi ®a gi÷a 620 nm vµ 635 nm b»ng c¸ch quay ng−îc l¹i sau khi 

®−êng cong ®−îc dùng lªn. 
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3.6.5   MÉu so s¸nh 

§−êng cong Cuvet Cuvet NhËn xÐt 

1 a a §Æt ®iÓm 0 ë 700 nm, cho ch¹y; ghi l¹i ®é hÊp 

thô ë Abs chuÈn ®èi víi chÊt mµu 

2 a b Cho ch¹y ®−êng cong mµ kh«ng ®Æt ®iÓm 0 

hiÖu chØnh. Ghi l¹i ®é hÊp thô tèi ®a. 

3 c c §Æt ®iÓm 0 ë 700 nm; ghi ®é hÊp thô Abs chuÈn 

®èi víi chÊt mµu. 

4a c d1 Ch¹y ®−êng cong kh«ng ®Æt ®iÓm 0 hiÖu chØnh. 

Ghi l¹i ®é hÊp thô tèi ®a. 

4b c d2 Ch¹y ®−êng cong kh«ng ®Æt ®iÓm 0 hiÖu chØnh; 

ghi ®é hÊp thô tèi ®a. 

(d1 vµ d2 lµ c¸c lÇn ®o song hµnh) 

 Chó thÝch − C¸c cu vÐt cÇn ph¶i tr¸ng röa kü tr−íc mçi lÇn ®o. §Ó röa s¹ch theo däc cuvet, sö dông 3 

lÇn tr¸ng riªng rÏ víi Ýt nhÊt 40 ml dung dÞch mÉu thö. 

3.6.6   TÝnh to¸n 

 [(4 − 3) − (2 − 1)] × 25 × 100% 

  = % chÊt nÒn tr¾ng 

 a × 1 cm × mg mÉu × tû sè  

trong ®ã 

a   lµ kh¶ n¨ng hÊp thô 100% c¸c chÊt mµu; 

mg   mÉu lµ l−îng mÉu thö ®−îc c©n, tÝnh b»ng mg; 

 MW cña chÊt mµu 

tû sè =  (®−îc cho trong c¸c tµi liÖu riªng); 

 MW cña chÊt nÒn tr¾ng 

 1, 2, 3 vµ 4   lµ ®é hÊp thô tèi ®a cña c¸c cuvet 1, 2, 3 vµ 4. 
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3.7   C¸c hîp chÊt h÷u c¬ kh¸c ngoµi chÊt mµu 

3.7.1   Chó thÝch chung 

§Ó t¸ch vµ x¸c ®Þnh c¸c hîp chÊt kh«ng mµu, s¾c kÝ láng (HPLC) cã mét vµi −u thÕ h¬n c¸c kü thuËt 

s¾c kÝ kh¸c, ®ã lµ: c¶i thiÖn ®−îc qu¸ tr×nh t¸ch, tèc ®é, (cã thÓ tù ®éng ho¸), vµ ®é chÝnh x¸c. Khi x¸c 

®Þnh tªn c¸c hîp chÊt h÷u c¬, sÏ cÇn ®Õn mét mÉu thö tõ mçi nguyªn liÖu cã thÓ b¾t gÆp, tr−íc khi 

ph©n tÝch bÊt k× mét mµu cô thÓ nµo (®Æc biÖt). Th«ng th−êng ph−¬ng ph¸p HPLC ®−îc ph¸c th¶o h¬n 

lµ m« t¶ chi tiÕt. 

Nªn nhí r»ng s¾c kÝ láng vÉn ®ang ë thêi k× ph¸t triÓn ®¸ng kÓ. C¸c nguyªn liÖu nhåi cét, c¸c cét mao 

dÉn, kiÓu vµ ®é nhËy cña c¸c detectoz lµ mét vµi khÝa c¹nh vÉn ®ang tiÕp tôc thu hót sù chó ý cña c¸c 

nhµ s¶n xuÊt vµ do thÕ, sù ph¸t triÓn chóng cã thÓ dÉn ®Õn viÖc t¸ch ®−îc c¸c t¹p chÊt, ngoµi nh÷ng 

chÊt th−êng xuyªn ®−îc kÓ ®Õn trong b¶n m« t¶ mét phÈm mµu thùc phÈm nµo ®ã. 

Ph−¬ng ph¸p ®−îc chän sö dông mét cét trao ®æi anion, nh−ng c¸c cét pha ng−îc ®· dïng mét c¸ch 

réng r·i vµ cho ®é t¸ch lý t−ëng. 

Ph−¬ng ph¸p kh¸c (truyÒn thèng) dïng s¾c kÝ cét, kÜ thuËt nµy nh»m thu thËp c¸c phÇn röa gi¶i ph©n 

®o¹n, vµ sö dông phæ hÊp thô tö ngo¹i cña chóng ®Ó nhËn biÕt c¸c hîp chÊt cã mÆt, vµ ®Ó tÝnh to¸n 

nång ®é c¸c chÊt nµy. 

3.7.2   X¸c ®Þnh b»ng s¾c kÝ láng 

C¸c hîp chÊt h÷u c¬ - ngoµi chÊt mµu - ®−îc t¸ch ra b»ng s¾c kÝ láng, cã sö dông gradien röa gi¶i vµ 

®−îc ®Þnh l−îng b»ng c¸ch so s¸nh kho¶ng "pic" cña chóng víi c¸c "pic" thu ®−îc tõ c¸c (dung dÞch) 

chuÈn ®· biÕt. C¸c ®iÒu kiÖn m« t¶ ë ®©y cÇn xö lý nh− nh÷ng h−íng dÉn mµ th«i, vµ còng cÇn ®Õn c¸c 

söa ®æi thªm ®Ó ®¹t ®−îc ®é t¸ch tèt. 

C¸c ®iÒu kiÖn ®Ó tiÕn hµnh s¾c kÝ ®−îc cho d−íi ®©y: 

1)   ThiÕt bÞ (Instrument) − s¾c kÝ láng cao ¸p, cã l¾p mét bé phËn phï trî: gradien röa gi¶i. 

2)   Detector − Detector UV (tö ngo¹i) ghi ®é hÊp thô ë b−íc sãng 254 nm. 

3)   Cét − b»ng thÐp kh«ng rØ, 1 m x 2,1 mm (®−êng kÝnh trong). 

4)   ChÊt nhåi cét − chÊt trao ®æi anion m¹nh mµng máng (SAX). VÝ dô: mét phÇn t− amon ®−îc 

thay thÕ líp phñ polime metacrylat 1 % theo khèi l−îng. 

5)   Nång ®é mÉu thö: − 2 % (khèi l−îng / khèi l−îng) trong dung dÞch natri tetraborat 0,01 M. 

6)   ThÓ tÝch b¬m − 10 µl. 
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7)   HÖ dung m«i −  •   thø nhÊt: natri tetraborat 0,01 M. 

 •   thø hai:   natri tetraborat 0,01 M. 

 natri peclorat 0,1 M 

8)   Gradient − xem theo tõng chuyªn luËn. 

9)   Tèc ®é dßng − 1,0 ml/phót. 

10)   NhiÖt ®é − phßng. 

C¸c ®iÒu kiÖn thùc nghiÖm kh¸c nh−: chiÒu dµi cét, lo¹i chÊt nhåi cét vµ hÖ dung m«i, vµ c¸ch thøc sö 

dông c¸c cÆp ion cã thÓ cho c¸c sai lÖch (biÕn thiªn) vÒ ®Æc tÝnh röa gi¶i nh− trËt tù vµ ®é chuyÓn ®æi. 

3.7.3   X¸c ®Þnh b»ng s¾c kÝ cét 

3.7.3.1   ThiÕt bÞ 

 (èng) Cét s¾c kÝ (xem h×nh d−íi). M¸y ®o quang phæ phï hîp cho sö dông ë vïng ngo¹i. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 §¬n vÞ: cm 

 

 

3.7.3.2   ChuÈn bÞ cét s¾c kÝ 

ChuÈn bÞ mét khèi bét xenluloza nhuyÔn lo¹i Whatma, trong dung dÞch amoni sunfat 25%. NÕu dïng 

lo¹i xenluloza kh¸c, cÇn ph¶i lµ lo¹i cã hµm l−îng s¾t (Fe) rÊt thÊp. 
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Thö nghiÖm: ChuÈn bÞ cét nh− chØ dÉn vµ cho 200 ml dung dÞch amoni sunfat 25% ch¶y qua cét. §é 

hÊp thô tö ngo¹i cña dung dÞch nµy ph¶i ®ñ thÊp ®Ó tr¸nh g©y nhiÔu cho chÊt ®Þnh ph©n tÝch. Dïng 

kho¶ng 75 g xenluloza cho 500 ml chÊt láng. §Æt mét ®Üa nhá vµo l−íi thÐp kh«ng rØ vµo chç th¾t phÝa 

trªn vßi phÔu cña èng s¾c kÝ. Rãt mét l−îng võa ®ñ bét nhµo vµo èng (s¾c kÝ) ®Ó cã mét cét víi ®é cao 

c¸ch miÖng èng kho¶ng 5 cm. ThØnh tho¶ng vç nhÑ vµo èng ®Ó ®¶m b¶o cét ®−îc nhåi chÆt. Röa cét 

b»ng 200 ml chÊt röa tr«i. 

3.7.3.3   C¸ch tiÕn hµnh 

Cho 0,200 g mÉu phÈm mµu vµo mét cèc cã má thÝch hîp, vµ hoµ tan trong 20 ml n−íc. Thªm kho¶ng 

5 g bét xenluloza. Thªm 50 g amoni sunfat ®Ó muèi ho¸ phÈm mµu. ChuyÓn hçn hîp nµy vµo èng s¾c 

kÝ, tr¸ng cèc b»ng dung dÞch amoni sunfat 25% vµ cho n−íc tr¸ng nµy vµo èng s¾c kÝ. §Ó cho cét rót 

n−íc cho ®Õn khi ngõng ch¶y, hoÆc gÇn nh− ngõng ch¶y. 

Thªm dung dÞch amoni sunfat vµo cét ë tèc ®é t−¬ng ®−¬ng víi tèc ®é dßng ch¶y qua cét. Thu vµo mçi 

èng 100 ml dung dÞch ch¶y ra theo tõng ph©n ®o¹n. TiÕp tôc cho ®Õn khi thu ®−îc 12 phÇn t¸ch nh− 

trªn. Gi÷ l¹i cét vµ c¸c chÊt trong cét cho ®Õn khi ®· kiÓm tra xong phÇn dÞch t¸ch cuèi cïng. 

L¾c trén kÜ tõng phÇn dÞch t¸ch ®−îc, vµ ®o phæ hÊp thô tö ngo¹i cña mçi dung dÞch b−íc sãng tõ 220 

nm − 400 nm. NÕu phæ hÊp thô cña phÇn dÞch thø 12 cho thÊy sù cã mÆt cña bÊt kú mét hîp chÊt nµo, 

th× tiÕp tôc thu c¸c phÇn t¸ch ra tõ cét cho ®Õn khi c¸c hîp chÊt cã trong ®ã ®· ®−îc röa tr«i hÕt. 

Th−êng th−êng chØ gÆp mét hîp chÊt. ViÖc nhËn biÕt vµ ®Þnh l−îng ®−îc hoµn tÊt b»ng c¸ch so s¸nh 

phæ hÊp thô cña chÊt ®−îc röa tr«i víi phæ hÊp thô cña dung dÞch hîp chÊt tinh khiÕt nµy trong cïng 

lo¹i dung m«i. 

Khi cã mÆt nhiÒu h¬n mét hîp chÊt, víi mét l−îng ®¸ng kÓ trong bÊt k× phÇn dÞch t¸ch ph©n ®o¹n nµo, 

c¸c sè liÖu ®o quang phæ sÏ chØ cho thÊy ®iÒu ®ã. Trong tr−êng hîp nµy, khèi l−îng c¸c hîp chÊt kh¸c 

nhau ®ã cÇn ph¶i x¸c ®Þnh qu¸ tr×nh sö dông trong ph©n tÝch quang phæ cu¶ c¸c hçn hîp c¸c chÊt hÊp 

thô. 

Mét vµi mÉu thö cã chøa l−îng nhá c¸c chÊt kh¸c nhau, ®Æc biÖt lµ c¸c muèi v« c¬, sÏ cho "®é hÊp thô 

nÒn". HiÖu chØnh ®iÒu nµy nh− sau: 

X¸c ®Þnh l−îng chÊt hÊp thô nµy ë phÇn dÞch thu tõ cét ngay tr−íc, vµ liÒn sau c¸c phÇn dÞch t¸ch ph©n 

®o¹n mµ ta b¾t gÆp c¸c hîp chÊt trªn. LÊy ®é hÊp thô quan s¸t ®−îc cña c¸c phÇn dÞch t¸ch cã chøa 

hîp chÊt ®ã tõ ®i mét nöa (1/2) cña tæng hai lÇn x¸c ®Þnh nµy. PhÇn cßn l¹i (hiÖu) ®−îc lÊy lµm ®é hÊp 

thô do cã hîp chÊt trªn. 
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3.8   Gèc sunfat, tÝnh theo natri sunfat 

3.8.1   C©n 5,0 g mÉu phÈm mµu, cho vµo mét b×nh nãn dung tÝch 250 ml vµ hoµ tan trong kho¶ng 100 

ml n−íc b»ng c¸ch h©m nãng trong b×nh c¸ch thuû. Thªm 35 g natri clorua kh«ng chøa sunfat. §Ëy nót 

b×nh, vµ l¾c trßn ®Þnh k× trong vßng 1 giê. Lµm nguéi, chuyÓn b»ng dung dÞch natri clorua b·o hoµ, vµo 

mét b×nh ®Þnh møc dung tÝch 250 ml, vµ pha lo·ng tíi v¹ch møc ë 200. L¾c b×nh, vµ ®em läc dung dÞch 

nµy qua mét giÊy läc kh«. Dïng pipet hót 100 ml dÞch läc cho vµo mét cèc thuû tinh 500 ml, pha lo·ng 

tíi 300 ml b»ng n−íc vµ axit ho¸ b»ng axit clohydric, thªm 1 ml d−. §un dung dÞch tíi s«i, vµ thªm mét 

l−îng d− dung dÞch bari clorua 0,25 N, tõng giät, võa thªm võa khuÊy. §Ó yªn hçn hîp nµy trªn bÕp 

®iÖn trong 4 h, hoÆc ®Ó qua ®ªm ë nhiÖt ®é phßng vµ sau ®ã gia nhiÖt tíi kho¶ng 800 vµ ®Ó cho tña l¾ng 

xuèng. Läc bá tña bari sunfat, röa b»ng n−íc nãng vµ ®èt ë ®é nãng mµu ®á ®Ëm, trong mét chÐn nung 

®· biÕt khèi l−îng, cho ®Õn khi thu ®−îc khèi l−îng kh«ng ®æi. 

3.8.1   TiÕn hµnh x¸c ®Þnh mét mÉu tr¾ng, ¸p dông hiÖu chØnh cÇn thiÕt vÒ khèi l−îng bari sunfat t×m 

thÊy trong phÐp thö (nÕu cã), vµ tÝnh to¸n kÕt qu¶ theo natri sunfat. 

Khèi l−îng natri sunfat trong mÉu thö = 2,5 x khèi l−îng ®· hiÖu chØnh cña bari sunfat x 0,6086 

Tr×nh bµy kÕt qu¶ d−íi d¹ng phÇn tr¨m khèi l−îng mÉu thö ®· lÊy. 

3.9   C¸c gèc amin th¬m kh«ng sunfonat ho¸ 

3.9.1   Nguyªn t¾c  

C¸c gèc amin th¬m kh«ng sunfonat ho¸ ®−îc chiÕt t¸ch trong toluen tõ mét dung dÞch mÉu thö kiÒm 

tÝnh, ®−îc chiÕt l¹i trong axit vµ sau ®ã ®em ®o trªn m¸y quang phæ, sau khi ®· diazo ho¸ 2 lÇn vµ kÕt 

hîp c¶ 2 lÇn. 

Chóng ®−îc tr×nh bµy d−íi d¹ng anilin, trõ khi ®· biÕt tr−íc chóng lµ d¹ng amin kh¸c nµo ®ã. 

3.9.2   ThiÕt bÞ 

M¸y ®o quang phæ ®o ë d¶i nh×n thÊy ®−îc. 

3.9.3   Thuèc thö 

−   C¸c thuèc thö ph¶i ®−îc c«ng nhËn cã chÊt l−îng thuèc thö ph©n tÝch. 

−   N−íc cÊt, hoÆc Ýt nhÊt lµ n−íc cã ®é tinh khiÕt t−¬ng ®−¬ng. 

 1.   Toluen; 
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2.   Axit clohydric, dung dÞch xÊp xØ 1 N; 

3.   Axit clohydric, dung dÞch xÊp xØ 3 N; 

4.   Kali bromua, dung dÞch xÊp xØ 50 %; 

5.   Natri cacbonat, dung dÞch xÊp xØ 2 N; 

6.   Natri hydroxit, dung dÞch xÊp xØ 1 N; 

7.   Natri hydroxit, dung dÞch xÊp xØ 0,1 N; 

8.   Muèi R (muèi 2 - naphtol - 3,6 axit disunphonic, dinatri), dung dÞch xÊp xØ 0,05 N; 

9.   Natri nitrit, dung dÞch xÊp xØ 0,5 N; 

10.   Dung dÞch anilin chuÈn. 

C©n 0,100 g anilin ®· cÊt l¹i vµo mét chÐn c©n nhá, sau ®ã tr¸ng röa nã cho vµo b×nh ®Þnh møc, dung 

tÝch 100 ml, tr¸ng cèc c©n vµi lÇn b»ng n−íc. Thªm 30 ml dung dÞch axit clohydric xÊp xØ 3 N vµ pha 

n−íc tíi v¹ch, ë nhiÖt ®é phßng. Gäi lµ dung dÞch A. 

§em pha lo·ng 10,0 g dung dÞch A b»ng n−íc tíi 100 ml trong b×nh ®Þnh møc, vµ trén kÜ. Gäi lµ dung 

dÞch B; 1 ml dung dÞch nµy t−¬ng ®−¬ng víi 0,0001 g anilin. (Khi sö dông míi pha dung dÞch B). 

3.9.4   C¸ch tiÕn hµnh 

3.9.4.1   ChuÈn bÞ ®å thÞ chuÈn 

§ong vµo mét d·y c¸c b×nh ®Þnh møc, dung tÝch 100 ml, lÇn l−ît c¸c thÓ tÝch anilin chuÈn, (dung dÞch B) 

nh− sau: 5 ml, 10 ml, 15 ml, 20 ml, 25 ml. 

Pha lo·ng tíi 100 ml b»ng dung dÞch axit clohydric 1 N vµ trén kÜ. Dïng pipet hót 10 ml tõ mçi hçn hîp 

nµy cho vµo c¸c èng nghiÖm kh«, s¹ch vµ lµm nguéi trong 10 phót b»ng c¸ch ng©m vµo mét cèc cã 

chøa hçn hîp ®¸/n−íc. Thªm vµo mçi èng nghiÖm 1 ml dung dÞch kali bromua vµ 0,05 ml dung dÞch 

natri nitrit. Trén vµ ®Ó yªn trong 10 phót trong bån ®¸/n−íc. LÊy 5 b×nh ®Þnh møc dung tÝch 25 ml, cho 

vµo mçi b×nh 1 ml dung dÞch muèi R vµ 10 ml dung dÞch natri cacbonat. Rãt mçi dung dÞch anilin ®· xö 

lý vµo mét b×nh riªng cã chøa dung dÞch muèi R vµ dung dÞch natri cacbonat, tr¸ng c¸c èng nghiÖm 

b»ng mét Ýt n−íc. Dïng n−íc pha lo·ng tíi v¹ch møc. §Ëy nót b×nh, trén kÜ dung dÞch trong b×nh vµ ®Ó 

yªn 15 phót ë chç tèi. 

§o ®é hÊp thô cña mçi dung dÞch kÕt hîp ë b−íc sãng 510 nm trong c¸c cuvet 40 mm, sö dông mÉu so 

s¸nh lµ mét hçn hîp gåm 10,0 ml dung dÞch axit clohydric 1 N: 10,0 ml dung dÞch natri cacbonat: 2,0 ml 

dung dÞch muèi R, pha lo·ng ®Õn 25,0 ml n−íc. Dùng mét sè ®å thÞ t−¬ng quan gi÷a ®é hÊp thô vµ khèi 

l−îng anilin trong mçi phÇn 100 ml dung dÞch anilin. 
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3.9.4.2   ChuÈn bÞ vµ kiÓm tra dung dÞch thö 

C©n kho¶ng 2,0 g mÉu phÈm mµu, chÝnh x¸c ®Õn 0,01 g. Cho vµo 1 phÔu chiÕt cã chøa 100 ml n−íc. 

§æ theo thµnh phÔu mét l−îng 50 ml n−íc n÷a, l¾c trßn ®Ó hoµ tan mÉu thö, vµ thªm 5 ml dung dÞch 

natri hydroxit 1 N. ChiÕt víi 2 l−îng × 50 ml toluen vµ röa dÞch chiÕt toluen kÕt hîp b»ng tõng l−îng 10 

ml dung dÞch natri hydroxit 0,1 N ®Ó lo¹i hÕt c¸c vÕt mµu. ChiÕt phÇn toluen ®· röa nµy b»ng 3 lÇn × 10 

ml dung dÞch axit clohydric 3 N vµ pha lo·ng phÇn dÞch chÕt gép chung nµy tíi 100 ml b»ng n−íc. Trén 

kÜ. Gäi lµ dung dÞch T. 

Dïng pipet hót 10,0 ml dung dÞch T cho vµo mét èng nghiÖm kh«, s¹ch lµm nguéi trong 10 phót b»ng 

c¸ch ng©m trong mét cèc cã hçn hîp ®¸/n−íc, thªm 1 ml dung dÞch kali bromua vµ tiÕn hµnh tiÕp nh− 

®· m« t¶ ë trªn cho viÖc chuÈn bÞ ®å thÞ chuÈn, b¾t ®Çu víi viÖc thªm 0,05 ml dung dÞch natri nitrit. 

Sö dông mét dung dÞch ®−îc chuÈn bÞ tõ 10,0 ml dung dÞch T, 10 ml dung dÞch natri cacbonat vµ 2,0 ml 

dung dÞch R, pha n−íc tíi 25 ml, lµm dung dÞch so s¸nh trong phÐp ®o ®é hÊp thô. 

§äc trªn ®å thÞ chuÈn khèi l−îng anilin t−¬ng øng víi ®é hÊp thô quan s¸t ®−îc tõ dung dÞch mÉu thö. 

3.9.5   TÝnh to¸n 

PhÇn tr¨m c¸c gèc amin th¬m kh«ng sunfonat ho¸ (tÝnh theo anilin) cã trong mÉu thö. 

 Khèi l−îng anilin x 100 

 = 

 Khèi l−îng mÉu thö ®· lÊy 

3.10   Hµm l−îng n−íc (hay l−îng hao hôt sau khi sÊy kh«) 

3.10.1   C¸c chÊt phÈm mµu cã chøa c¸c nhãm SO3Na hay COONa th−êng cã tÝnh hót Èm, vµ bÊt k× 

l−îng n−íc nµo chóng gi÷ l¹i tõ n¬i s¶n xuÊt (hoÆc sau ®ã hÊp thô tõ khÝ quyÓn) nãi chung sÏ hiÖn diÖn 

trong phÈm mµu ®ã ë d¹ng hydrat. Khi nh÷ng phÈm mµu nµy ®−îc sÊy kh« ë 1350, ®é hao vÒ khèi 

l−îng cã thÓ lµ t−¬ng ®−¬ng víi tæng hµm l−îng n−íc, nh−ng ®iÒu nµy kh«ng ph¶i ®óng cho mäi tr−êng 

hîp. VÝ dô, Erytrosin vµ Ponceau 4 R, mçi lo¹i gi÷ (ngËm) 1 ph©n tö n−íc d¹ng kÕt tinh ë 1350, vµ th«ng 

th−êng trong thùc tÕ ph¶i l−u ý ®Õn ®iÒu nµy khi tÝnh tæng hµm l−îng c¸c chÊt chÝnh cã mÆt trong mÉu 

thö. 

3.10.2   C¸ch tiÕn hµnh 

C©n 2,0 g − 3,0 g mÉu trong mét chÐn c©n ®· biÕt khèi l−îng, cã mét n¾p trßn. ChÐn c©n thuéc d¹ng 

lïn, cã ®−êng kÝnh kho¶ng 50 mm vµ cao 30 mm lµ thÝch hîp. SÊy nãng ë nhiÖt ®é ®· m« t¶ ± 50 cho 

®Õn khi cã ®−îc khèi l−îng kh«ng ®æi. BiÓu thÞ ®é hao hôt khèi l−îng theo phÇn tr¨m cña khèi l−îng 

mÉu ®· lÊy. 
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3.11   ChÊt kh«ng tan trong n−íc 

C©n 4,5 − 5,5 g1) mÉu thö vµo mét cèc thuû tinh dung tÝch 250 ml. Thªm kho¶ng 200 ml n−íc nãng (800 

- 900), khuÊy ®Ó hoµ tan, vµ ®Ó cho dung dÞch nguéi tíi nhiÖt ®é phßng. Läc dung dÞch nµy qua phÔu läc 

thuû tinh xèp G 4, ®· biÕt khèi l−îng (B.S.1752, phÔu läc ®Üa xèp ®−îc sö dông trong phßng thö 

nghiÖm) vµ röa b»ng n−íc l¹nh cho ®Õn khi dÞch röa kh«ng cßn mµu. SÊy kh« phÔu läc vµ cÆn ë 1350 

cho ®Õn khi cã ®−îc khèi l−îng kh«ng ®æi. 

BiÓu thÞ khèi l−îng cña cÆn nµy theo phÇn tr¨m khèi l−îng cña mÉu thö ®· lÊy. 

3.12   C¸c gèc clorua vµ sunfat tan trong n−íc cã ë phÈm mµu ®á tÝa (lakes) cã nguyªn 

tè nh«m 

C©n chÝnh x¸c 10 g mÉu thö. Thªm 250 ml n−íc. KhuÊy ®Ó mÉu thö hoµ vµo n−íc vµ sau ®ã khuÊy 

®Þnh k× khuÊy, trong vßng 30 phót. §em läc dung dÞch. 

§ong 50 ml dÞch ®· läc, thªm 50 ml n−íc n÷a vµ axit ho¸ b»ng 5 ml dung dÞch axit nitric 1,5 N. X¸c ®Þnh 

hµm l−îng clorua b»ng ph−¬ng ph¸p chuÈn ®é ®iÖn thÕ sö dông cho c¸c phÈm mµu tan ®−îc. 

§ong lÊy 50 ml dÞch läc, pha lo·ng tíi 300 ml b»ng n−íc vµ axit ho¸ b»ng axit clohydric, thªm 1 ml d−. 

§un dung dÞch tíi s«i vµ thªm mét l−îng d− dung dÞch bari clorua 0,25 N, tõng giät, võa thªm võa 

khuÊy. Thùc hiÖn qu¸ tr×nh ph©n tÝch víi c«ng ®o¹n v« c¬ ho¸, läc, vµ nung kÕt tña nh− ®· m« t¶ trong 

ph−¬ng ph¸p dïng ®Ó x¸c ®Þnh sunfat ë c¸c phÈm mµu tan ®−îc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1) Chó thÝch − Mét vµi phÈm mµu cã tÝnh tan Ýt h¬n 5 g / 200 ml vÒ viÖc sö dông l−îng c©n Ýt h¬n sÏ ®−îc 

tr×nh bµy trong chuyªn luËn, trong môc "kiÓm tra" 


