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Dau m& déng vat va thuc vat — Xac dinh chat khéng xa phong héa
Phan 1: Phuong phap dung chét chiét dietyl ete (phuong phap

chuan)

Animal and vegetable fats and oils - Determination of unsaponifiable matter

Fart 1: Method using diethyl ether extraction (reference method)

1 Pham vi ap dung
Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap chuén ding dietyl ete dé chiét nham xac dinh ham luong chat khong
xa phong héa cla dau m& dong vat va thuc vat.

Phuong phap khong ap dung cho cac chat sap . Phuong phap nay cho két qua gan ding déi véi cac loai ma
cd ham lugng chét khéng xa phong hoa cao, thi du déi véi c4c loai m& dugc chiét tir cac loai ddng vat bién,

Phu luc A mé ta phuong phap str dung chiét xuat n-hexan, cho cac két qua giéng nhau déi vdi nhiéu loai diu
md cia déng vat, thuc vat, nhung do su khac nhau vé tinh hoa tan clia mét s thanh phin cla chit khéng xa
phong héa, trong hai dung méi, cho cac két qua cé thé khac nhau, phuong phap hexan cho két qua thap hon,
phuong phap hexan cé thé dung khi cac diéu kién khi hau hoic cac qui dinh khéng cho phép ding dietyl ete.

— ; 2
2 Tiéu chuan trich dan

TCVN 6128 : 1996 (ISO 661 : 1989) D&u md ddng vat va thuc vat. Chuin bi mau th.

ISO 5555 : 1991 D&u md dong vat va thuc vat. Ly mau.

3 Dinh nghia
Ap dung céc dinh nghfa sau déy cho tiéu chuin nay.

Chét khéng xa phong héa: tat ca cac chét tén tai trong san pham, sau khi di xa phdng héa bdi kali hidroxit
(KOH) va chiét bai dung méi qui dinh khéng bay hai duti cac diéu kién thao tac da duoc qui dinh.
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Cha thich — Ché&t khéng xa phang hoa bao gém cac lipit 66 ngudn géc tu nhién nhu sterol, cac hydro cacbon, co mach
cacbon cao, cac loai ¢8n, cbn b&o hoa, cbn terpenic, ciing nhu cac chét hiu co la duoc chiét bang dung moi va khong
bay hai & 103°C (c4c loai ddu khoéng) cb thé tén tai.

4 Nguyén tac

Xa phong héa ddu hodc md bang cach dun sbi dudi dang hoi luu vai dung dich kali hidroxit trong etanol,
" chiét chit khéng xa phong héa tir dung dich xa phong bang dietyl ete cho bay hoi dung méi va can phan con
lai sau khi da say kho.

5 Thuéc thir

T4t ca céc loai thudc thir phai thudc loai tinh khiét phan tich, nutic sir dung la nudic cét hoac nudc cé do sach
tuging duong.

51 Dietyl ete m&i chung cét khéng cé peroxit va can.

5.2 Axeton.
5.3 Kali hidroxit, dung dich trong etanol, ¢ (KOH) = 1 mol/l.

Hoéa tan 60 g kali hidroxit (KOH) trong 50 ml nudic va pha loang t&i 1 000 ml bang etanol 95% (V/V). Dung
dich phai khéng mau hodc mau vang nhat.

5.4 Kali hidroxit (KOH) dung dich nugc, ¢ (KOH) = 0,5 mol/.

5.5 Dung dich phenonphtalein 10 g/l trong etanol 85% (V/'V).

6 Thiét bi

Sir dung cac thiét bi théng thuting cua phong thi nghiém va :

6.1 Binh cdu day trén dung tich 250 ml, ¢6 c8 mai,

6.2 Bo sinh han ¢ chd néi mai gan khit véi binh (6.1).

6.3 Phéu chiét cé dung tich 500 ml, c6 véi khoa va nit lam bang polytetrafiuoroetylen.
6.4 NGicach thuy.

6. Tl say, co thé duy tri nhiét d6 & 103°C + 2°C.

7 Lay mau

Tién hanh 18y mau theo 1SO 5555 : 1991.
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8 Chuan bi mau thir

Mau thir dugc chudn bitheo TCVN 6128 : 1996 (IS0 661 : 1983).

9 Tién hanhthir

8.1 Phan mau thu

Can 5 g mau thir chinh x&c dén 0,01 g (diéu 8) cho vao binh 250 ml (6.1).

9.2 Xaphong héa
Thém 50 ml dung dich kali hidroxit (5.3) va thém vai hat chéng trao, gén bé sinh han (6.2) vao binh (6.1) va

dun sdi nhe trong 1 gid. Ngimg dun va thdm 100 ml nudc tir phia tr_én binh sinh han va xoay.

Chu thich — N&u nhu chigt chadt khdng xa phong héa véi muc dich xac dinh thanh phén tocopherol thi vigc thém
pyrogalol 1a céin thiét, chit phai hoan thanh nhanh (trong véng 30 phat).
9.3 Chiét chat khéng xa phong héa

Sau khi lam ngudi chuyén dung dich sang phéu chiét 500 mi (6.3). Rira binh va chat chéng trao vai lan vdi
dietyl ete (5.1), ding tat ca 100 ml va rét nudc rira sang phéu chiét. Day nat va Iic déu lién tuc trong veng 1
phat. Diéu chinh khoa véi ciia phéu chiét theo chu ky.

Dé yén tinh dén khi hai pha dugc tach ra hoan toan, sau dé rét I6p ling bén dudi vao phéu chiét thir 2.
Chu thich - N&u hinh thanh thé nha thi phai pha huy né bang cach thém mat liong nho etancl hodc kali hidroxit dam
dac hodc dung dich natri clorua,

Chiét dung dich xa phéng etanol nudc hai lan, méi I3n theo cung mét phuong thire vai 100 mi dietyl ete. Gop

ba dich chiét cua ete vao mét phéu chiét c6 chira 40 ml nutc.

“").4 R phan chiét ete

Xoay nhe phéu chiét chira cac chét hén hop va 40 ml nudc.

Chu thich - Lic manh trong giai doan nay 1a nguyén nhén tao nén thé nha.

Dé cho cac I6p tach riéng hoan toan, thao bé 16p nudc phia dudi. Rira dung dich ete hai 14n, mdi 13n 40 mi
nudc, lac manh, méi I&n nhu vay loai bé Idp nudc thap hon sau khi tach va méi 1&n chira lai 2 ml sau dé xoay
phéu chiét quanh truc cla né. Doi vai phut dé gilr I6p nudc con lai. Hit hét nutc d6, déng khéa véi, khi dung
dich ete vira cham tdi khéa voi.

Rura dung dich ete véi 40 ml dung dich kali hidroxit (5.4), 40 ml nudc va ria lai véi 40 ml dung dich kali
hidroxit, sau dé rua it nhét 1a 2 14n véi 40 ml nudie. Tiép tuc rira véi nude dén khi nudc ria khéng con mau
héng, khi thém mét giot phenonphtalein (5.5).
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9.5 + bal.ay hol dung mél

C:huyén luong dung dich ete mdi 1&n mét it qua dinh phéu chiét sang binh 250 ml (6.1) da sdy khd trong tl
=gy & hidt 46 103°C + 2°C (6.5), dugc lam ngudi va cén chinh xac dén 0,1 mg. Cho bay hai dung mbi trong

A P

15 % phén con lgl va xéc dinh
S48y phan con lai trong th sy (6.5) & 103°C + 2°C trong 15 phut véi binh dugc dé & trang thai nam ngang.
Lari rigudi trong binh hat 4m va can chinh xac dén 0,1 mg. Lap lai chu ky sdly 15 phit dén khi sir chénh léch
clia kh#i liong gitra hai 14n cén lién tiép 7. .nhd hon 1,5mg.  Néu nhu khdi lugng khéng ddi khéng thu duoc
aut 10 say Jhi chdt khéng xa phong héa cb thé bi nhiém bén va phai xac dinh lai.

& 1 dugc, c6 thé ding may quay i tam chan khong, dac biét néu nhu chét khong xa phong hoa, phai dugc
ﬂ,

P
o T
£)  MNeu i itudt didu chinh lai axit béo tu do sau khi can phén con lai, hoa tan trong 4 mi dietyl ete (5.1) va sau dd
tham 20 il atannl da dugc trung hoa 16i mau héng nhat, khi thém vai giot phenonphtalein (5.4) nhu chét chi thi. Chufin
i v %ali hidroxit (KOH) trong etanol chudn, c{KOH) = 0,1 molA, cho tdi clng mdt mdu. Tinh khdi lugng axit

Lo o nbs axit oleic va didu chinh khdi lugng cla phén con lai tuong (ng (xem digu 10).
3¢ Sapiér vac dinh
L S i phép xac dinh trén cling mét mau thir.

9.8 Thi mau tring

Tié: +ooh o¢ nAu trdng cing mét trinh tu va ciing mét lugng cla c4c loai thuGe thir, nhung bé qua phén
mAL i1 Med ohvin cdn lai lon hon 1,5 mg, thi xem xét lai phén thao tac ky thuat va thudc thi. ~

1n Thim o rE g Yok quﬁ

Ha@ ling wiai khong xa phong héa tinh theo phén tram (%) khéi lugng cla mau thir duge tinh bang cong

thims :
100 (my - mz - M)

Mo

i, la khéilugng cla phan méau thir, tinh bang gam;
my la kh6iluong phén con lai clia mau thi, tinh bang gam;
m, |a kh&i lugng phan con lai thu dugc clia mAu trang, tinh bang gam;

la kh8i luong clia axit béo tu do néu cé (xem 9.6), (chi thich 2) va bang 0,28 Ve

fiiy
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trong do
V 1a thé tich cia dung dich chudn kali hidroxit Yong etanol d& dung dé-ehudn db, tinh bang
mililit;
¢ la néng dé 1an phan chiét clia dung dich chudn kali hidrexit trong etanol, tinh bang mol trén
lit.

Két qua la trung binh céng clia hai phép xac dinh.

11 Bao cdo két qua

Bao cdo két qua phai chi ra phuong phap da st dung va két qua di thu duoc dong thdi phai dé cdp dén tat ca
c4c chi tiét thao tac ma khong ghi trong tiéu chudn nay, hoac tat cd cac chi tiét bat thugng co6 thé dnh hudng
dén két qua.

Bao cdo két qua ciing bao gém tat ca cac thang tin c¢an thiét dé nhan dang ddy di mau thir.
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Phu luc A
(tham khao)

Phuong phap dung chat chiét n-hexan

A.1 Nguyén tac

Xa phong héa ddu ho&c m& bang cach dun sbéi héi luu voi dung dich kali hidroxit trong etanol. Chiét chét
khong xa phong hoéa tir dung dich xa phong béng hexan hoac thiéu nd thi dung xang nhe; cho bay hoi dung

mbi va can phan con lai sau khi sdy kho.

A2 Thuéc thir

Thuéc thir phai thudc loai tinh khiét phan tich. Dung nudc cét hoac nudc cé do sach tuong dung.

. o S
A2.1 rhexan hodc ding xang nhe chung cat & nhiét do tir 40°C dén 60°C, chi s6 brém nho hon 1. Ca ha.
dung méi phai khéng co can.

A.2.2 Etanol 50% (V/V) trung tinh vdi phenonphtalein (khéng mau).
A.2.3 Kali hidroxit, dung dich trong etanol, ¢ (KOH) = 4 mol/l dugc chudn bi nhu sau:

Hoa tan 60 g kali hidroxit trong etanol 95% (V/V) va pha loang toi 250 ml. Dung dich phai khéng mau hoac

mau vang nhat.

A2.4 Kali bj F:flcbunat, dung dich nudc 10 g/l .

A.25 Phenonphtalein, dung dich 10 g/l trong etanol 95% (V/V).
A3 Thiét bi o
Sir dung cac thiét bi théng thuding trong phéng thi nghiém va :

A.3.1 Binh cdu dung tich 250 ml, c& mai.

A.3.2 B sinh han c6 chd ndi mai gan khit vgi binh (A.3.1)

A.3.3 B6 phéu chiét cé dung tich 250 ml va 1 000 ml c6 véi khda va co nat lam bang polytetrafiuotylen.
A.3.4 Nbicach thuy.

A35 Ti sdy, cé thé duy tri nhiét 6 103°C + 2°C hoac cAc thiét bi sdy chan khang, cac thiét bi bay hoi,
ho#c thiét bi tuong tu .
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A.4 Lay mau

Tién hanh |14y mau theo ISO 5555 : 1991.

A.5 Chuan bi mau thir

Mau thir duge chudn bi theo TCVN 6128 : 1996 (1SO 661 : 1989).

A.6 Tién hanh tha

A.6.1 Phéan mau thir

Can khoang 5 g mau thir chinh x&c dén 0,01 g (diéu A.5) cho vao binh 250 ml (A.3.1).

A.6.2 Xaphong héa

Thém 25 ml dung dich kali hidroxit (A.2.3) va chat chéng trao, gan bé sinh han (A.3.2) véi binh cau va dun
sbi nhe trong 1 gid, sau dé ngimg dun, thém 50 ml dung dich kali bi cacbonat (A.2.4) qua dinh cua binh sinh
han va xoay.

Chu thich - Néu chist chat khéng xa phang hda dé xac dinh thanh phén cla tocopherol. Thi cdn phai thém pyrogalol
va viéc chist nén k&t thic nhanh (trong 30 phat).

A.6.3 Chiét chat khéng xa phong héa

Sau khi 1am ngudi chuyén dung dich sang phéu chiét 250 ml (A.3.3), trang binh cau va chét ching trao vai
lan véi hexan (A.2.1), dung tat cd 50 ml va rét nudc trang nay sang phéu chiét. Day nat réi lac manh trong
veng 1 phit, giam ap sudt bang cach ddo nguoc phéu chiét va than trong md khéa voi.

Dé yén dén khi dung dich dugc tach hoan toan lam hai I6p. Thao I6p dudi sang phéu chiét th hai.

Chu thich — Néu dung dich hinh thanh thé nhi thi phai pha v& bang cach thém vai giot etanol hoac dung dich kali
hidroxit dam dac hodc dung dich natri clorua.

Chiét dung dich xa phong etanol thé nudc it nhat 8 1dn hodc nhiéu hon thé, tat ca theo cing mét phuong phap

vai 50 ml hexan. Gan nutc that nhanh. GOp phéan chiét bang n-hexan vao phéu chiét dung tich 1 000 ml
(A.3.3).

A.6.4 Ruaphan chiét hexan

Rira phan chiét hén hop ba I4n véi khodng 150 mi etanol 50% (V/V) (A.2.2) mbi 44n rira phai lac manh va dg
dung dich etanol thé nudc sau moi 1an rira, mdi Ian nhur vay dé 2 ml nudc ra, sau dé quay phéu chiét xung
quanh truc clia nd. Dai vai phit cho 16p nudc con lai dén lai hét. Thao, déng khoda vdi khi dung dich hexan
vira cham dén véi khaa,
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Tiép tuc rira bang etanol 50% (V/V) (A.2.2) dén khi nudc rita khdng con mau héng khi thém vai giot
phenonphtalein (A.2.5).

A.6.5 Cho bay hoi dung moi

Chuyén dén dén lugng dung dich hexan qua dinh cla phéu chiét sang binh cdu 250 mi (A.3.1) da dugc sdy
kho trong th sdy (A.3.5) & nhiét dd 103°C = 2°C, dugc lam ngudi va can chinh xac t6i + 0,1 mg, cho bay hoi
dung méi trong néi cach thuy (A.3.4).

A.6.6 Siy kho phan con lal va xac dinh
Say khd phan con lai trong td sdy & nhiét do 103°C + 2°C trong 15 phut, vdi binh ciu dé & tu thé nam ngang,
lam nguéi trong binh hit &m va cn chinh xac dén + 0,1 mg.

Gan binh ciu vdi thiét bi 1am khd bang chan khéng (A.3.5) va sdy kho trong néi cach thuy ¢ dd chan khong
16n nhét clia bam hit chan khéng trong khodng 15 phit. Lam  ngudi dén nhiét do cla phong dudi dé chan
khéng I&n nhat. Lau binh va can chinh xdc dén 0,1 mg -

Lap lai chu ky sdy 15 phat, dén khi su chénh léch cla khéi lugng gidra hai lan can lién tiép nho han 1,5 mg. Néu
nhu khéng nhan duoc khdi lugng khang déi gira ba Ian sdy, chat khong xa phong héa co thé bi nhiém ban va
phai xac dinh lai.

Chu thich - N&u c&n thiét chinh lai luong xa phong, sau khi can phén con lai hda tan trong 20 ml axeton (chia 2% nudc
(V/AV)). Trude do da trung hoa tdi mau vang nhat, ding cht chi thi xanh bromophenol. Chudn dd véi dung dich chudn axit
clohydric. ¢ (HCI) = 0,01 molA (34 dugc chuin bi sdn bang cach pha lodng dung dich nudc 0,1 moldl véi axeton) cho tdi
clng mat méu,

Tinh khdi lugng xa phang va hiéu chinh phdn can cho phi hgp (xem digu A7),
A.6.7 S0 phép xac dinh -
Tién hanh 1am hai phép xac dinh trén cung mét mau thir.
A.6.8 Thirmau trang

Tién hanh thir mau tring theo ciing mét trinh tu, cung lugng tat ca céc loai thude thu, nhung bo qua phan
mdu thir. Néu phén con lai sau khi thirlan hon 1,5 mg, thi xem xét lai phan thao tac ky thuat va thudc thu.

A.7 Biéu thi két qua

Ham luong chat khéng xa phong héa tinh theo phan tram khéi luong mau thir, duge tinh bang cong thic:

100 (my - mz - M)

my

10
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trong do
m, la khéi lugng phdn méu thu, tinh bang gam;
my 1a khéi lugng phén con lai clia mau thi, tinh bang gam;
my la khéi quna;; phén con lai cha mau trang, tinh bang gam;
ms- 1a khéi luong ciia xa phdng tinh bang gam, néu ¢6 (xem A.6.6 chii thich) va bang 0,32 Ve
trong dé
V la thé tich clia dung dich chun axit clohydric diing dé chuén db, tinh bang mililit;

¢ la néng d6 phan chiét clia dung dich chudn axit clohydric.
Két qua |4 trung binh cbng clia hai phép x4c dinh.
A.8 Bao cao két qua

Bao cao két qua phai chi ra phuong phap da sir dung va két qua da thu dugc, né phai dé cap dén tat ca cac
chi tiét thao tac ma khéng cé trong phan phu luc nay hodc tat ca cac chi tiét bat thuting khac ma anh huong
dén két qua.

Bao cdo két qua ciing bao gom tat ca cac thong tin can thiét dé nhan dang diy di mAu thir,

11





