TIEU CHUAN QUOC GIA

-
O
<
Z

TCVN 13283:2021

Xuét ban 1An 1

THUYC PHAM - XAC DINH HAM LUONG CHLOROPHYLL
TONG SO BANG PHUONG PHAP QUANG PHO

Foodstuff- Determination of total chlorophyil content by spectrophotometric method

HA NOI - 2021



TCVN 13283:2021

L&i néi dau

TCVN 13283:2021 duwgc xay dwng trén co s& tham khdo AOAC 942.04,
Chlorophyll in plants. Spectrophotometric method for total and the A and B
components;

TCVN 13283:2021 do Vién Kiém nghiém an toan vé sinh thyc pham quéc gia
bién soan, BG Y t& d& nghi, Téng cyc Tiéu chudn Do iwdng Chét lgng thém
dinh, Bd Khoa hoc va Cang nghé cang bé.
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Thwe phdm — Xac dinh ham lwong chlorophyll téng sé
bing phwong phap quang phd

Foodstuff— Detemination of total chlorophyll content by spectrophotometric method

CANH BAO: Viéc ap dung tidu chudn nay cé thé lién quan dén cac vat lidu, thiét bj va cic thao
téc nguy hiém. Tiéu chuidn nay khdng thé dwa ra dwoc hét tit ca cac vén dé an toan lign quan
dén viéc sir dyng chiing. Ngwoi str dyng tiéu chuin nay phai ty thiét 1ap cac thao tac an toan
thich hep va xac dinh kha niing 4p dung céc giéi han quy dinh triedc khi siv dung tiéu chudn.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap quang phd dé xéc dinh ham lwgng chiorophyll tdng s6 va cac
thanh phan chlorophyll A, B trong thye vat.

2 Nguyén tic

Cac chét cin phan tich dwoe chiét khdi nén mau bing axeton 85 % va dugc tinh sach. Do dd hép thy
clia dich chiét & bwéc séng 660 nm va 642,5 nm va xac dinh ham lwrgng cac chét,

3 Thubc thir

Chi sir dung cac thude thtr tinh khiét phan tich, st dung nuwée cét hodic nuéc cb 84 tinh khiét teong
duwong, trir khi cé quy dinh khéc.

3.1 Axeton

3.2 Dung dich axeton trong nwérc 85 % (phan thé tich)
3.3 Ete khan, loai thuong mai, khéng cin lam sach thém
3.4 Natri phosphat (NasPQy), khan

3.5 Canxi cacbonat (CaCO3), khan

3.6 Natri sulfat (Na,SQ.), khan
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4 Thiét bj, dung cu

St dung cac thiét bj, dyng cy clia phong thir nghiém thang thudng va cu thé nhw sau:
4.1 Céi va chay, cbi thuy tinh cé dudng kinh trong khodng 10 cm véi miéng cbi nhan.
4.2 Chal rira, loai c6 gén qua bop cao su, cé thé s dung bang tay.

4.3 BO tron téc o cao.

4.4 Binh djnh miFc, dung tich 100 ml.

45 Cuvet thach anh, c6 ndp ddy bang thiy tinh.

4.6 May do quang phd, cé thé do dugc & budc séng 660 nm va bwéc séng 642,5 nm véi bire xa
nhidu khang dang k&, str dung ng cuvet co nép thuy tinh kin khi khi lam viéc v&i ete.

4.7 Can, co thé can chinh xac dén 0,1g.
4.8 Phéu chiét Buchner,

4.9 Pipet.

4.10 Ong din, dudng kinh 20 mm

4.11 Binh phan (rng, dung tich 60 mL

5 Liy miu

Tiéu chuln nay khéng quy dinh viéc Iy mau. Tham khao cac tiéu chuln cu thé v& 1y mAu san phim,
Trong treéng hop chwa cé tiéu chudn cy thé lién quan dén san phim, viéc Iy mau theo thda thuan
gilra cac bén lién quan.

M3u gl dén phong thir nghiém phai 1a mau dai dién va khdng bj hw hong hodc bién ddi trong suét qua
trinh van chuyén va bdo quan.

6 Céach tién hanh
6.1 Yéuciuchung

C4c dyng cy thuy tinh phai dwgc rira biing dung dich natri phosphat dZc dé loai bd vét axit ¢6 thé lam
phan hily chlorophyll.
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6.2 Chudn bjméu thir
Cat nhd phan mau thir rdi tron k.
6.3 Chiét chlorophyll tir mé

Dung can {4.7), can tir 2 g dén 10 g mAu clia méd thyc vat twei (tuy thudc vao ham Iwgng chiorophyll)
cho vao cdc tron cla bd trén (4.3) ¢é chira khodng 0,1 g canxi cacbonat (3.5) hodic sl dung chay va
cbi (4.1). Sau 46 thém dung dich axeton 85 % (3.2) va nghién tiép cho dén khi md dwgc nghién nhd
hoan todn. Lec hén hop qua phéu (4.8) cé gan gidy loc dinh Iugng. Rira phan con lai bang dung dich
axeton 85 % (3.2), néu cAn, s dung mét lrgong nhd ete (3.3) 38 14y hét cac vét chat mau con lai. Thu
lay dich lgc vao binh thiy tinh. Néu chiét chura hét, cho lai ph3n con lai va gidy loc vao cbe trén cé chira
nhidu dung dich axeton 85 % hon va chiét lai. Loc, rira nhue trén va thu 1y dich loc vao binh chia dich
loc trwdic do.

Chuyén dich loc vao binh dinh mdc 100 ml (4.4) va thém dung dich axeton 85 % (3.2) dén vach.

Diing pipet (4.9) 14y 25 ml d&n 50 ml dich chiét cho vao phéu chiét c chira khodng 50 ml ete {3.3).
Thém nwére tir tir cho d@én khi tit ¢a chat mau tan trong dAu chuyén hét sang 1&p ete, Bé phan 1op va
loai bd 1&p nwéc.

Dt phéu chiét cé chira Iop ete vao gia d& phia trén. Thém khodng 100 ml nieére vao phéu chiét thir hai
dugc a3t & dwdi phéu chiét thir nhat. Dat dng dén (4.10) vao phéu chiét thir nhét va dé 16p ete chay
qua dng xudng day clia phéu chiét thir hai. Khi tht ca dung dich chay hét khdi phéu chiét thir nhit,
tréng phéu va éng dan béng cach cho nhd giot mét leeng nhé ete (3.3). D4t éng dan vao phéu chiét
thir nhét va d@di ché cho phéu chiét thir hai dang chira I6p ete. D& phan 16p va loai b I6p nuéc & phéu
chiét thir nhét, thém mét lgng nwée vao phéu chiét ther hai va Iap lai qua trinh rira. Tiép tuc riva 16p
ete cho dén khi axeton dwgc loai bd hét (tir 5 1An dén 10 1n réra). Sau d6 chuyén I&p ete vao binh dinh
mirc 100 ml (4.4), pha loang béing ete dén vach va tron déu.

6.4 Do quang phd

Thém 1 mudng natri sulfat khan (3.6) (1 mudng twong duong 5 g hodc 5 ml) vao binh phén tng dung
tich 60 ml (4.11) va cho dung dich ete cé chira chdt mau thu dwgc trong (6.3) vao binh, Khi dung dich
trong, cho phan dich trong vao mét binh khé khac va pha lodng vira dl bing ete khan (3.3) @& thu
dugc dd hap thu A trong khodng tir 0,2 dén 0,8 & bwéc sdng dugre str dung.

CHU THICH: B¢ hép thy thich hop nhét 1 khoang 0,6 do duge & bude séng 660 nm, khi dé d hip thy cla dung dich nay sé
thich hgp khi do & bwréc séng 642,5 nm.

Rét dy ete vao hai cuvet sach va Jau xung quanh bé mét cuvet béng béng wét tAm cén, sau dé bing
béng khé. Dat cuvet vao may do quang phd (4.6), tién hanh hiéu chudn méy truéc méi 16 m&u phan
tich. Xac dinh d6 hép thu quang ctia m&i dung dich mau thdr & bwréc séng 660 nm va 642,5 nm.
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7 Tinh két qua

Néng dd chlorophyll téng b, C, va néng @6 cac thanh phén chlorophyll A (Ca), B (Ca), biéu thj bang
miligam trén lit, tinh theo Cong thire (1), (2), (3):

C=7,12x Aseop + 16,8 Asszs (1)
Ca=9,93x Asso.0— 0,777 x Acz;s @
Cs = 17,6 x Asiz s — 2,81 x Aseo0 (3)

Ham lwgng chlorophyll tdng sé va ham lugng cac thanh phan chicrophyll A, B, X, bidu thj bang miligam
trén gam (mg/g), dugc tinh theo Cong thirc (4):

CxVxk
AL @
mx=1000

Trong d6:
G 12 ndng db clia chiorophyli (C, Ca hodc Ca) dwoc tinh theo Céng thirc (1), (2) hodc (3);
V 12 thé tich dinh mdre, tinh béng mililit (& gy V =100 mL);
k  1ahésbphalodng;
m  1akhéi lweng ciia phin miu thi, tinh bang gam (g);

1000 12 hé sb quy ddi tir lit thanh mililit.

8 Bao cao thlr nghiém

Bao cao thir nghiém phai bao gbm it nhét cac théng tin sau day:
a) moi thdng tin cAn thiét d& nhan biét dy dl vé mau thi;

b) phuong phap ldy miu, néu biét;

) phuong phap thir, vien dén tiéu chun nay;

d) moi didu kién thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuln nay hodc dwgc xem la tiy chon, clng véi
moi tinh hudng bét thuéng co thé anh hirdmg dén két qua;

e) két qua th(r nghiém thu ducc.
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