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Lêi nãi ®Çu 

TCVN 7254 : 2003 do Ban kü thuËt Tiªu chuÈn TCVN/TC 126 Thuèc l¸ 

vµ s¶n phÈm thuèc l¸ biªn so¹n, Tæng côc Tiªu chuÈn §o l−êng  

ChÊt l−îng ®Ò nghÞ, Bé Khoa häc vµ C«ng nghÖ ban hµnh. 

Tiªu chuÈn nµy ®−îc chuyÓn ®æi n¨m 2008 tõ Tiªu chuÈn ViÖt Nam 

cïng sè hiÖu thµnh Tiªu chuÈn Quèc gia theo quy ®Þnh t¹i kho¶n 1 

§iÒu 69 cña LuËt Tiªu chuÈn vµ Quy chuÈn kü thuËt vµ ®iÓm a 

khoản1 §iÒu 6 NghÞ ®Þnh sè 127/2007/N§-CP ngµy 1/8/2007 cña 

ChÝnh phñ quy ®Þnh chi tiÕt thi hµnh mét sè ®iÒu cña LuËt Tiªu 

chuÈn vµ Quy chuÈn kü thuËt. 
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T I ª u   c h u È n   Q u è c  g i a                                      Tcvn 7254 : 2003         

 
 
 

Thuèc l¸ vµ s¶n phÈm thuèc l¸ −−−− 

X¸c ®Þnh hµm l−îng phospho tæng sè 

Tobacco and tobacco products −  Determination of total phosphorus content  

 

 

1 Ph¹m vi ¸p dông 

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

thuèc l¸.  

2 Nguyªn t¾c 

C¸c hîp chÊt phospho cña thuèc l¸ ®−îc chuyÓn thµnh d¹ng octophosphat, hµm l−îng octophosphat 

trong dung dÞch mÉu ®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p ®o quang phæ cña phøc chÊt mµu vµng t¹o 

thµnh gi÷a octophosphat vµ vanadomolypdat.1 

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   B×nh ph©n huû mÉu, dung tÝch 250 ml. 

3.3   B×nh ®Þnh møc, dung tÝch 50 ml, 500 ml vµ 1 000 ml. 

3.4   M¸y ®o quang phæ.  

3.5   R©y, cã kÝch th−íc lç ≤ 0,5 mm. 

3.6 Tñ sÊy, cã thÓ duy tr× nhiÖt ®é ë 400C. 

                                                
1 Cã thÓ sö dông ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh phospho tæng sè qui ®Þnh trong phô lôc A. 
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3.7  Bé ph©n huû mÉu, cã thÓ ®iÒu chØnh nhiÖt ®é lªn tíi 200 0C. 

3.8  M¸y nghiÒn mÉu. 

3.9  Pipet. 

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 

hai lÇn hoÆc n−íc cã ®é tinh khiÕt t−¬ng ®−¬ng.  

4.1   N−íc cÊt kh«ng chøa phospho, cã ®é dÉn ®iÖn nhá h¬n 2 µS/cm, pH 5,6 - 7,0. 

4.2   Dung dÞch vanadomolypdat  

Hoµ tan 25 g amonimolypdat (NH4)6MO7O24.4H2O trong n−íc cÊt ë nhiÖt ®é 60 0C ®ùng trong b×nh ®Þnh 

møc 500 ml, thªm n−íc cÊt (4.1) ®Õn v¹ch. 

Hoµ  tan 1,25 g amonivanadat (NH4VO3) trong 500 ml dung dÞch axit nitric 1N (4.3). 

Trén 2 dung dÞch trªn víi thÓ tÝch b»ng nhau tr−íc khi sö dông. 

4.3   Dung dÞch axit nitric (HNO3) 1 N. 

4.4    Dung dÞch axit nitric (HNO3) 2 N. 

4.5   Dung dÞch phospho tiªu chuÈn 25 ppm. 

Hoµ tan 0,44 g kali dihydro phosphat (KH2PO4) (4.8) trong n−íc cÊt ®ùng trong b×nh ®Þnh møc 1 000 ml 

vµ thªm n−íc ®Õn v¹ch, dung dÞch nµy cã nång ®é 100 ppm, pha lo·ng 4 lÇn ®Ó dung dÞch cã nång ®é 

25 ppm, c¸c dung dÞch nµy ®−îc dïng ®Ó lËp d·y dung dÞch tiªu chuÈn. 

4.6   Dung dÞch axit pecloric (HClO4) 70 %. 

4.7   Dung dÞch axit clohydric (HCl) ®Ëm ®Æc  37 %. 

4.8   Dung dÞch kali dihydro phosphat (KH2PO4). 

4.9   Dung dÞch axit clohydric (HCl) 1 %. 

5   C¸ch tiÕn hµnh 

5.1 ChuÈn bÞ mÉu thö 

SÊy mÉu ë nhiÖt ®é nhá h¬n hoÆc b»ng 400C ®Õn kh« råi nghiÒn nhá, cho qua r©y cã kÝch th−íc lç 

nhá h¬n hoÆc b»ng 0,5 mm (3.5). MÉu ®−îc b¶o qu¶n trong lä tèi mµu.  



TCVN 7254 : 2003 

 
 

7 

 
 
 
 

5.2   Ph©n huû mÉu: C©n chÝnh x¸c 0,2 gam mÉu bét thuèc l¸ ®· ®−îc chuÈn bÞ ë 5.1 cho vµo              

b×nh ph©n huû mÉu (3.2), thªm 5 ml hçn hîp cña hai axit HNO3 1 N (4.3) vµ HClO4 70 % (4.6) theo tû lÖ 

2 : 1. TiÕn hµnh ph©n huû mÉu ban ®Çu ë 50 0C trong 2 giê (hoÆc ng©m mÉu qua ®ªm ë nhiÖt ®é 

phßng). TiÕp tôc ph©n huû ë nhiÖt ®é 150 0C trong 1 giê, t¨ng nhiÖt ®é lªn 200 0C vµ gi÷ ë nhiÖt ®é nµy 

cho ®Õn khi mÉu chuyÓn sang mµu tr¾ng hoÆc h¬i vµng. §Ó nguéi, cho thªm 1 ml HCl ®Ëm ®Æc (4.7) vµ 

tiÕp tôc ph©n huû ë 200 0C trong 30 phót. §Ó nguéi, chuyÓn qua b×nh ®Þnh møc 50 ml råi pha lo·ng ®Õn           

v¹ch møc b»ng HCl 1 % (4.9). 

5.3   ChuÈn bÞ dWy tiªu chuÈn 

Sö dông b×nh ®Þnh møc 50 ml, cho lÇn l−ît vµo c¸c b×nh theo thø tù sè ml dung dÞch phospho tiªu chuÈn 

25 ppm theo b¶ng sau: 

TT 
Sè ml dung dÞch phospho                  

tiªu chuÈn 25 ppm/b×nh  
Nång ®é phospho tiªu chuÈn  

(0 ppm - 15 ppm) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

0 

2,5 

5,0 

7,5 

10,0 

12,5 

15,0 

Thªm vµo mçi b×nh 10 ml dung dÞch HNO3 2N (4.4) vµ thªm n−íc cÊt ®Õn 40 ml. Thªm 5 ml dung dÞch 

vanadomolypdat (4.2) vµ thªm n−íc cÊt ®Õn v¹ch møc 50 ml, l¾c ®Òu. 

§Ó yªn 20 phót, råi ®o trªn m¸y ®o quang phæ t¹i b−íc sãng 420 nm. 

Dùng ®−êng chuÈn (hoÆc ph−¬ng tr×nh) biÓu diÔn t−¬ng quan gi÷a ®é hÊp thô thu ®−îc vµ nång ®é 

dung dÞch tiªu chuÈn. 

5.4   §o mÉu 

Dïng pipet lÊy 5 ml dung dÞch ®· chuÈn bÞ ë 5.2 cho vµo b×nh ®Þnh møc 50 ml, l¾c ®Òu. §Ó yªn 20 phót, 

®o trªn m¸y ®o quang phæ t¹i b−íc sãng 420 nm. 

X¸c ®Þnh nång ®é octophosphat trong dung dÞch mÉu dùa vµo ®−êng chuÈn vµ gi¸ trÞ ®o ®−îc            

trªn m¸y, tõ ®ã suy ra khèi l−îng phospho (mg) cã trong dung dÞch. 
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6   TÝnh to¸n vµ biÓu thÞ kÕt qu¶ 

Hµm l−îng phospho, c, trong mÉu kh« tuyÖt ®èi ®−îc tÝnh theo c«ng thøc sau: 

 

c =    
mv

kVa

'.

... 3
10

  

 

 c   =   
10.m'.v

k.V.a
 

trong ®ã 

m   lµ khèi l−îng mÉu ph©n huû, tÝnh b»ng gam; 

V   lµ tæng thÓ tÝch dung dÞch mÉu thö, tÝnh b»ng mililit; 

v'   lµ thÓ tÝch dung dÞch dïng ®Ó x¸c ®Þnh, tÝnh b»ng mililit; 

a   lµ khèi l−îng phospho cã trong dung dÞch trÝch, tÝnh b»ng miligam.; 

        k   lµ hÖ sè chuyÓn ®æi vÒ kh« kiÖt,  ( k =              ;  w lµ ®é Èm). 

Chó thÝch:  

1)   Ph−¬ng ph¸p vanadomolypdat cã ®é nh¹y thÊp, thÝch hîp cho nh÷ng mÉu cã hµm l−îng phospho cao, 

dung dÞch ®o cã nång ®é phospho lín h¬n 5 ppm. 

2)   NhiÖt ®é vµ nång ®é axit cña dung dÞch ®o ¶nh h−ëng ®Õn kh¶ n¨ng t¹o mµu. Do ®ã cÇn l−u ý: 

-   NhiÖt ®é khi ®o dung dÞch d·y tiªu chuÈn vµ c¸c dung dÞch mÉu kh«ng ®−îc chªnh lÖch nhau qu¸ 10 0C. 

-   Theo c¸ch tiÕn hµnh nµy, nång ®é HNO3 trong dung dÞch ®o lµ 0,4 M. NÕu khi c«ng ph¸ mÉu cßn d− axit 

(®Æc biÖt khi sö dông H2SO4) th× ph¶i trung hoµ dung dÞch mÉu b»ng NH4OH (sö dông chØ thÞ mµu 2.4 

dinitrophenol hoÆc congo ®á). Cã thÓ thay thÕ HNO3 2N b»ng HClO4 2N nh−ng ph¶i tiÕn hµnh dïng          

thèng nhÊt cïng mét lo¹i axit trong d·y tiªu chuÈn vµ trong c¸c dung dÞch mÉu. 

3)   Nh÷ng mÉu cã hµm l−îng phospho thÊp cã thÓ sö dông ph−¬ng ph¸p t¹o mÉu xanh molypden do         

ph¶n øng cña phosphat víi molypdat t¹o thµnh phøc ®a dÞ vßng cã mµu xanh khi bÞ khö. 

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

7   B¸o c¸o thö nghiÖm 

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

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

 w- 100

 100
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Phô lôc A 

(tham kh¶o)  

Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh phospho tæng sè b»ng t¹o mÇu xanh molypden 

 

A.1   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 : 

A.1.1   C©n ph©n tÝch, cã ®é chÝnh x¸c ®Õn 0,1 mg. 

A.1.2   B×nh ®Þnh møc, dung tÝch 50 ml, 1 000 ml. 

A.1.3   M¸y ®o UV/VIS. 

A.1.4   Buret. 

A.1.5   Pipet. 

A.1.6   GiÊy qu× congo ®á. 

A.1.7   B×nh ph©n huû. 

A.1.8   Nåi c¸ch thuû. 

A.2   Thuèc thö, hçn hîp khö vµ t¹o mÇu 

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 

hai lÇn hoÆc n−íc cã ®é tinh khiÕt t−¬ng ®−¬ng.  

A.2.1   Dung dÞch amoni molypdat 1,25% trong H2SO4 5N (dung dÞch 1): 

Hoµ tan 12,5 g amoni molypdat (NH4)6Mo7O24. 4H2O trong 200 ml n−íc cÊt ®· ®un nãng ®Õn 600C. §Ó 

nguéi vµ läc nÕu ®ôc (dung dÞch a). 

Hoµ tan tõ tõ 140 ml H2SO4 ®Æc (d = 1,84) vµo 500 ml n−íc cÊt ®Ó nguéi (dung dÞch b). 
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Rãt tõ tõ dung dÞch b vµo dung dÞch a ®ùng vµo b×nh ®Þnh møc 1 000 ml råi thªm n−íc cÊt cho                

®Õn v¹ch, l¾c ®Òu, ®ùng trong lä tèi mÇu, thu ®−îc dung dÞch 1. 

A.2.2   Dung dÞch kali antimoantartrat 0,06% m/V (khèi l−îng/thÓ tÝch) trong n−íc (dung dÞch 2). 

A.2.3   Dung dÞch axit ascorbic 1% m/V (khèi l−îng/thÓ tÝch) trong n−íc (dung dÞch 3), pha dïng trong ngµy. 

A.2.4   Hçn hîp cña 3 dung dÞch 1, 2, 3 theo tû lÖ 2 : 1 : 1 (V/V) cã ®−îc hçn hîp khö vµ t¹o mÇu. 

A.3   ChuÈn bÞ dWy tiªu chuÈn 

Sö dông c¸c b×nh ®Þnh møc 50 ml (A.1.2), lÇn l−ît cho vµo c¸c b×nh theo thø tù sè ml dung dÞch phospho 

tiªu chuÈn 10 ppm nh− b¶ng sau: 

TT 
Sè ml dung dÞch phospho 
tiªu chuÈn 10 ppm/b×nh 

Nång ®é phospho tiªu chuÈn  
(0 ppm - 1 ppm) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

0,00 

0,50 

1,00 

2,00 

3,00 

4,00 

5,00 

0,00 

0,10 

0,20 

0,40 

0,60 

0,80 

1,00 

 

Thªm vµo mçi b×nh kho¶ng 30 ml n−íc. 

Thªm 3 ml amoni molypdat  vµ 1 ml axit ascorbic 1%, l¾c ®Òu dung dÞch vµ ®un s«i trong nåi c¸ch thuû  

15 phót. §Ó nguéi dung dÞch ®Õn nhiÖt ®é phßng, thªm n−íc ®Õn v¹ch råi ®o mÇu trªn m¸y UV/VIS t¹i 

b−íc sãng λ =  825 nm.  

Dùng ®−êng chuÈn (hoÆc ph−¬ng tr×nh) biÓu diÔn sù t−¬ng quan gi÷a ®é hÊp thô thu ®−îc vµ nång ®é 

dung dÞch tiªu chuÈn. 

A.4   C¸ch tiÕn hµnh 

LÊy chÝnh x¸c 2 ml c¸c dung dÞch mÉu cÇn x¸c ®Þnh cho vµo b×nh ®Þnh møc 50 ml. Thªm kho¶ng 30 ml 

n−íc vµ nhá 2 giät chØ thÞ α- dinitrophenol hoÆc giÊy congo ®á. 
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Trung hoµ axit d− b»ng NH4OH 10 % (tõng giät) cho ®Õn khi dung dÞch chuyÓn mÇu vµng, sau ®ã             

axit ho¸ b»ng vµi giät H2SO4 10 % cho hÕt mÇu vµng. 

Thªm 3 ml amoni molypdat  vµ 1 ml axit ascorbic 1%, l¾c ®Òu dung dÞch vµ ®un s«i trong nåi c¸ch thuû 

15 phót. §Ó nguéi dung dÞch ®Õn nhiÖt ®é phßng, thªm n−íc ®Õn v¹ch råi ®o mµu trªn m¸y UV/VIS t¹i 

b−íc sãng 825 nm. 

A.5   TÝnh to¸n kÕt qu¶ 

Dùng ®−êng chuÈn biÓu thÞ sù t−¬ng quan gi÷a ®é hÊp thô thu ®−îc víi nång ®é phospho trong          

c¸c b×nh chuÈn. Dùa vµo ®−êng chuÈn (hoÆc ph−¬ng tr×nh) vµ ®é hÊp thô thu ®−îc cña c¸c dung dÞch 

mÉu suy ra nång ®é phospho trong dung dÞch mÉu, råi tÝnh hµm l−îng phospho cã trong mÉu. 

 

 

__________________________ 


