TRUONG DAl HOC SU PHAM KY THUAT
KHOA CONG NGHE HOA HQC - MOI TRUONG

BAI GIANG THI NGHIEM
HOA SINH

BIEN SOAN: TS. NGO THI MINH PHUONG

Pa Ning — Niim 2020




BAI 1: XAC PINH PUONG KHU BANG PHUONG PHAP LUFF SCHOORL
1. LY THUYET
1.1. Ungdung

Phuong phap xac dinh dudng khir bang phuong phap Luff Schoorl dya vao kha

nang khir Cu* trong méi truong kiém dé dinh luong cac loai mono va disaccharid.
1.2. Nguyén tic (Phuong phap nay c6 do chinh xac trong khoang 2+60 mg)
Trong mdi trudng kiém nhe, duong khir dé dang khir dugc ion dong (II) thanh ion
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Trong truong hop nay, su oxy hoa duong khir xay ra chdm hon — nhung phuong
phép nay co6 wu diém 1a khong phai loc, tach két tia dong (I) oxit. Luong dong (I) oxit tao
thanh dugc dinh phan bang phuong phép iot dua theo phan tng:

Cuy O+ L +4HCI —» 2 CuCl, +2 HI + HO

Luong iot du khong tham gia vao phan tmg duoc dinh phan bang Natri tiosunfat.

Chu y: Diéu kién can thiét 1a luong Iot phai du va pH méi trudng axit yéu (pH = 5).
I, + NaS:035 —  NaxS40¢ + 2 Nal

Tir lwong (ml) dung dich Na»S20s - 0,1N dung dé chuan dung dich kiém chung trir
di luong (ml) dung dich NazS,0; — 0,IN dung dé chuan mau thi nghiém ta biét duogc
lugng (ml) Natri tiosunfat 0,1N twong tng v&i lugng dong (I) oxit tao thanh do phan tng

cua duong khur voi dung dich Luffschoorl.

Tra bang sb tim ra lugng glucose tuwong tmg. Can cr vao d6 ma tinh ra ham lugng

duong khir cia mau phan tich tinh theo glucose.
2.  DUNG CU, HOA CHAT
2.1. Dungcu

2.1.1. Dung cu riéng cho méi nhém

STT Dung cu S6 lwong
1 | Binh nén 500ml 2 cai
2 | Céc 500ml 1 céi
3 | Coc250ml 1 céi
4 | Céc 100ml 2 céi
5 | Binh dinh muc 100ml 1 cai




6 | Binh tam giac 50ml 2 cai
7 | Pipet 25ml 1 ca
8 | Phéu loc nho 1 cai
9 | Nut mai cam dng sinh han héi luu nudc 1 cai
10 | biia thuy tinh 1 cai
11 | Pén con + Ludi amiing 1 cai
12 | Kep gb 1 cai

2.1.2. Dung cu ding chung cho cd té

STT Dung cu SO luwgng
1 | Binh tia nudc cit 1 céi
2 | Pipet 10ml dé lay HCI 5% 1 céi
3 | Pipet 10ml d¢ lay HCI 10% 1 cai
4 | Pipet 25ml dé lay Na,COs bdo hoa 1 céi
5 | Pipet 25ml lay Zn(CH3COO), 2 cai
6 | Pipet 25ml lay K4[Fe(CN)s] 2 cai
7 | Pipet 25ml 1dy miu nudc mia: 5ml 1 ca
8 | Noi cach thuy 1 cai
2.2. Héa chat
2.2.1. Héa chiit cin ding
STT Héa chat S6 lwong
1 | Dung dich Kali feroxianua - 15%: K4[Fe(CH)s] . 3 H20 2ml
2 | Dung dich kém axetat-23%: Zn (CH3COO). . 2 H,O 2ml
3 | Dung dich Luff Choorl 25ml




4 | Dung dich axit axetic — 0,4N 50ml
5 | Dung dich axit clohydric — 0,75N 55ml
6 | Dungdich Iot—0,IN 25ml
7 | Dung dich Natri tiosunfat-0,1N chuan do
8 | Dung dich phenolphtalein 1% Vai giot
9 | Dung dich tinh bot tan 1% Vai giot

2.2.2. Cdch pha héa chit

1 — Dung dich Kali feroxianua - 15%: K4[Fe(CH)s] . 3 H>O: Hoa tan 15g
K4[Fe(CH)s] . 3 H2O trong nude cat va dinh mirc t6i 100ml bang nudc cat.

2 — Dung dich kém axetat-23%: Zn (CH3COO), . 2 H;O: Hoa tan 23g Zn
(CH3COO): . 2 H,0 trong nudc cat va dinh mire téi 100ml bang nude cat.

3 — Dung dich Luffschoorl: Hoa tan 25 gam dong sunfat (CuSOs . 5 H,0) trong
100 ml nudc cat. Hoa tan 50 gam axit xitric trong 50 ml nuéc cat. Hoa tan 388 gam Natri
carbonat (Na2CO3 .10 H,0) hoic 145 gam NayCOs khan trong 300+400 ml nuéc cat. Cho
dung dich axit xitric vao dung dich Natri carnonat, roi tron dung dich déng sunfat vao,
cudi cing chuyén sang binh dinh muc dung tich 1000 ml va thém nudc cét téi vach mic.
Lac déu. Néu dung dich khong trong thi loc.

4 — Dung dich axit axetic — 0,4N: Thém 24 ml axit axetic glacial vao nudc cit cho

t61 1000 ml trong binh dinh muec.

5 — Dung dich axit clohydric — 0,75N: Thém 62 ml axit clohydric dac (d = 1,84)
vao binh dinh muc dung tich 1000 ml.

Chii y: Cho san mot it nude cit vao binh dinh mtrc 1000ml rdi méi cho axit vao,

sau do thém nudc cat td1 vach muec.

6 — Dung dich Iot — 0,IN: Can chinh x4c 12,69 gam iot tinh khiét, hoa tan vao
dung dich dam dic cua KI (30+35 gam KI trong 50 ml nudc cat). Lic cho tan hét Iot.
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Chuyén vao binh dinh murc dung tich 1000 ml va thém nudc cat cho téi vach muc. Xac
1ap néng d6 chuan cua dung dich theo hyposunfit (tisunfat)-0,IN. Bao quan dung dich
trong binh thuy tinh mau.

7 — Dung dich Natri tiosunfat-0,1N: Can chinh x4c 20 gam hyposunfit (Na2S203.5
H>0). Hoa tan vio nudc cat vira méi dun dé ngudi trong binh dinh mirc dung tich 1000 ml,

thém nudc cat cho td1 vach muc, lac déu.

8 — Dung dich phenolphtalein 1% trong rugu: Hoa tan 1g phenolphtalein trong
100ml rugu 60°.

9 — Dung dich tinh bot tan 1%: Hoa tan 1 gam tinh bot trong 100 ml nudc cat roi

dun nhe cho tan hét.
3.  QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM
3.1.  Chuén bi dung dich thi nghi¢ém

Tuy dbi twong nghién ctru nhu: hat, rau, qua hay dich dudng,... ma cach chuan bi
dung dich nghién ctru dung dinh lugng duong khac nhau nhung déu cé nguyén tic chung
nhu sau:
3.1.1. Ly méu

- Truong hop nguyén liéu thi nghiém khong chira qua nhiéu tinh bot hodc inulin,
c6 thé chiét duong tir miu nguyén liéu bang nuédc: Can va cho vao cbi st 1+2g mau
nguyén liéu d3 duoc nghién nho ddi voi hat hay méu thi nghiém thuc vat kho nhu cay, 1a
hodc qua khé, ... Can 5+10g, néu la nguyén liéu tuoi (hoa qué twoi). Nghién can than véi
bot thay tinh hay cat sach va 300 ml nuée ndéng 70-80°C.

Chuyén toan bo hdn hgp vao binh do dung tich 100 ml, dun cach thuy & 75+80°C
trong 35+40 phut.



- Truong hop nguyén liéu chira qué nhiéu tinh bot hay inulin nhu khoai lang, sin,
khoai tay, ... ta chiét duong bang rugu 70+80°, dun cach thity hdn hop trong binh co lap

ong sinh han.

- Trudng hop cic nguyén liéu chira nhiéu axit hiru co nhu: Ca chua, dira, chanh,
khé,... can chi y 1a trong qua trinh dun chiét, dudng saccharose c6 thé bi thuy phan 1
phan. Do d6, khi can xac dinh riéng dudng khir va riéng saccharase, trudc khi dun cach

thity hdn hop phai trung hoa axit bang dung dich Na;CO;3 bdo hoa t6i pH = 6,5+7,0.

- Néu dung dich chiét c6 nhiéu axit hodc dung dich duong sau khi thuy phan mau
vét bang axit thi phai trung hoa bing dung dich natri carbonat bio hoa c6 thém vai giot

metyl do 1% lam chi thi.
Chuy:
. Trong bai thi nghiém nay ta sir dung dung dich thi nghiém la nuéc mia.
. Lugng mau: Sml nuéc mia
3.1.2. Lam sach tap chit
1. Ly 5ml nu6c mia.
2. Thém 2ml dung dich kali feroxianua va 2ml dung dich chi axetat.
3. Lic déu.
4. Bé yén 5 phit.

5. Loc qua gidy loc vao binh dinh mirc 100ml. Trang, rira vai lan binh nén va phéu
loc bang nudce cat cho chdy vao binh dinh mac. Thém nudc cat dén vach mitc, lac déu, ta

duoc dung dich dudng phan tich.
3.2.  Tién hanh xac dinh
1. Cho chinh x4c 25 ml dung dich Luffschoorl vao binh nén dung tich 500 ml.

2. Thém vao d6 25 ml dung dich duong can phan tich.



3. Lap 6ng sinh han dé hoi luu nudc.

4. Pun s6i diing 10 phit (dung dong hd bam giay).

5. L4y ra, dé ngudi nhanh binh dudi voi nuée chay hodc nhiing vao chiu nudce lanh.
6. Cho vao binh n6n nay 50 ml dung dich CH3COOH-0,4N.

7. Lac déu roi thém tir tir 25 ml dung dich Tot - 0,1N (tir buret)

8. Lac déu va cudi cung thém 55 ml dung dich HCI — 0,75N theo thanh binh non.

9. Pay niit binh nén lai va lic cho tan hét két tia CuO mau d6. Dung dich ¢6 mau

luc. M& nit binh, trang nat va thanh binh bang tia nudc cat cho chay vao binh.

10. Chuén d¢ luong Iot du bang Na2S>03-0,1N. Gan vé cudi, cho thém vai giot tinh
bot tan 1%. Chuén tiép tuc cho dén khi mau xanh dam chuyén dot ngot sang mau xanh lo

nhat 1a duoc.
11. Poc lay két qua Na>S>03-0,1N chuan duoc.

12. Lam mot mau kiém chimg song song véi cac luong thude thir va thao tic nhu

trén — nhung thay dung dich dudng bang nudc cat.

13. Sinh vién bao céo két qua dé gido vién huéng dan kiém tra.

14. Rtra dung cy, don dep, lau chui sach s€ vi tri thi nghi¢m cia nhom.

15. Sinh vién bao cdo dé gido vién huéng din diém danh va kiém tra lai dung cu
ctia mdi nhom.
4. PHUONG PHAP TiNH TOAN VA KET QUA

Ham lugng duong khir tinh theo cong thure:

a.V.100

V1.m.1000

Trong do:



- a : luong glucose tng v6i lugng (ml) natri tiosunfat-0,1N ding mau chuan kiém

chtng trir di lwong lugng (ml) Na2S,0; dung chuan mau thi nghiém (tra bang) [mg]
- V : dung tich binh dinh muc [ml]
- V1: lugng dung dich dudng lay dé xac dinh [ml]
- m : luong mau vat [gam]
- 1000 : hé s6 chuyén gam thanh mg
5. CAU HOI CHUAN BI
1. Thé nao 1a dudong khir? Phan biét dudng khir va dudng saccarozo.
1. Xac dinh ham lugng dudng khir dua trén nguyén tic nio?
2. Cach chiét mau dé thu dugc mau thi nghiém.
3. Lam thé nao dé két tha protein c6 trong mau? Giai thich co ché.
4. Céc budc tién hanh thi nghiém dé xac dinh ham luong duong khir.
5. Vi sao khi lay HC1, CH;COOH thi lay bang cbc ma khong dung pipet?
6. Vi sao dung dich Luffschoorl dung thi nghiém phai luén du?

7. Trong qua trinh tién hanh xac dinh ham lugng duong khtr, ta tién hanh cho CH;COOH

+ dung dich I vao va sau d6 phai cho HCI vao lién dé lam gi?
8. Khi chuan do cho tinh bot tan vao lac nao? Vi sao?

Bang tra lwgng glucose theo Luff Choorl:

Na2S,03 - 0,IN Glucose Na2S,03—-0,IN Glucose
[ml] [mg] [ml] [mg]
1 2,4 13 33,0
2 4.8 14 35,7
3 7,2 15 38,5




4 9,7 16 41,3
5 12,2 17 44,2
6 14,7 18 47,1
7 17,2 19 50,0
8 19,8 20 53,0
9 22,4 21 56,3
10 25,0 22 59,1
11 27,6 23 62,2
12 30,3 - -




BAI 2: XAC PINH SACCAROSE THEO PHUONG PHAP THUY PHAN

BANG AXIT
1. LY THUYET
1.1. Ungdung
Phuong phép xéc dinh saccarose ciing dua trén nguyén tic ctia phuong phap Luff
Schoorl.
1.2. Nguyén tic

Khi thity phan dung dich saccarose bang axit, ta duoc hdn hop cia 2 duong khir 13

glucose va fructose. Pinh lugng dudong khir tao thanh cho phép tinh dugc lugng saccarose

co trong mau vat thi nghiém:

2.1.

2.1.

C12H22011 + H20 — CsH1206 + CsH12056 (glucose va fructose)
DUNG CU, HOA CHAT

Dung cu

Cac dung cu nhu bai thi nghi¢m 1.

Ho4 chat

2.2.1. Héa chiit cin ding

STT Héa chat So lwong
1 | Dung dich Kali feroxianua - 15%: K4[Fe(CH)s] . 3 H2O 2ml
2 | Dung dich kém axetat-23%: Zn (CH3COO). . 2 H,O 2ml
3 | Dung dich Luff Choorl 25ml
4 | Dung dich axit axetic — 0,4N 50ml
5 | Dung dich axit clohydric — 0,75N 55ml
6 | Dung dich Iot—0,IN 25ml
7 | Dung dich Natri tiosunfat-0,1N chuan do
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8 | Dung dich phenolphtalein 1% Vai giot

9 | Dung dich tinh bot tan 1% Vai giot
10 | Dung dich HC1 5%

11 | Dung dich NaOH 5% hoac Na>xCOs3 bao hoa
12 | Dung dich metyl d6 0,02% Vai giot

2.2.2. Cich pha héa chit
1. Dung dich HCI 5%
2. Dung dich NaOH 5% hodc Na,COs bao hoa

3. Dung dich metyl dé 0,02% (hoa tan 0,02 gam metyl do trong 60ml rugu etylic

va 40ml nudc cat).
4. Cac thudc thir ding dé xac dinh duong khir theo Bectoran hoic LuffsChoorl
3. QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM

1. Lay vao binh nén (250ml) 10ml dung dich thi nghiém (di loai bé protein va

chuan bi cho xac dinh duong khir nhu trén).
2. Thém 5ml dung dich HCI 5%.
3. Pun cach thily hdn hop trong 6ng sinh han trong 30 — 45 phut.
4. Lam nguoi nhanh.

5. Trung hoa hdn hop bang dung dich NaOH 5% hodc tot hon 14 bang dung dich
Na»COs bio hoa téi pH = 6,5 — 7 voi chi thi metyl do (3 giot). Can thém kiém vao ting

giot cho dén khi mau do6 cia chat chi thi chuyén sang vang.
6. Xéac dinh tong luong duong bang phuong phap LuffsChoorl.

Chu y: Khi xac dinh saccarose trong cac dich chiét bang nude co thé két qua sé& bi

sai khac — boi vi c6 mot sO polysacarit cao phan tir khac cling chuyén vao dich chiét mot
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phan hay hoan toan. Trong qua trinh thuy phan, nhitg chit nay ciing tao thanh cac
monosacarit. Do d6, c¢6 thé chiét dudng bang rugu sao cho néng do cua rugu trong dung

dich dat 75 — 80%.
4. PHUONG PHAP TiINH TOAN VA KET QUA
Ham luong saccarose ctia mau vat thi nghiém duoc tinh theo cong thirc:
x = (A -B).0,95
Trong do:
- x: Ham luong saccarose (%)

- A: Ham lugng duong khur tinh theo glucose cua dich duong sau khi thuy phan
bang axit (%)

- B: Ham lugng duong khtr cua dich duong trudce khi thuy phan (%)
- 0,95: Hé s6 chuyén tir glucose sang saccarose
5. CAUHOI CHUAN BI
1. Viét cong thirc cAu tao cia saccarose.
2. Cho biét duong saccarose 1a duong khir hay duong khong khir? Giai thich.
3. Néu nguyén tic ctia viéc xac dinh ham luong saccarose.

4. Néu quy trinh tién hanh xac dinh ham luong saccarose (cach chuan bi mau, cach xac

dinh).

5. Sau khi thuy phan saccarose bang axit, ta nén trung hoa hdn hop bang chit gi? Giai

thich.

12



BAI 3: XAC PINH TINH BOT THEO PHUONG PHAP
THUY PHAN BANG AXIT

1. LY THUYET
1.1. Ung dung

Hién nay c6 rat nhiéu phuong phéap xac dinh tinh bot: Héa hoc, cuc pho, khiic xa
ké, hoa sinh... Cac phuong phap hoa hoc xac dinh bang cach do cudng d6 mau cua tinh
bot véi 1ot hoac béng cach dinh lugng glucose tao thanh sau khi thuy phén tinh bt béng

axit hodc bang enzim amylaza.

Phuong phép dua trén co s& do cuong do mau véi lot khong duge chinh xac vi
amylaza va amilopectin tao mau v6i lot rat khdc nhau ma ham luong cua ching trong

tung loai tinh bot lai khac nhau.

Phuong phap duya trén co sé thiy phan tinh bot bang axit ciing khong cho két qua
that dang mong mudn vi khi thity phén tinh bot bang axit, khong nhirng chi sb tinh bot ma
ca hemixenluloza va cac polysacarit phan tir thip ciing bi phan giai. Do d6 khi dung
phuong phap thity phan bang axit, trudc tién phai tach tinh bot khoi nguyén liu thuc vat
va chi sau d6 méi thuy phan né roi xac dinh ham luong glucose.

Phuong phap thity phan bang enzim cho két qua chinh xac hon ca vi khi ding ché
phém enzim dac hi¢u thi chi c¢6 tinh bot bi phan giai.

Duéi day, ta s& tién hanh 1am vé&i phuong phap thiy phan bang axit:

1.2. Nguyén tic

Duéi tac dung cua axit, tinh bdt bi thuy phan tao thanh duong glucose. Xac dinh
luong glucose tao thanh bang phuong phap LuffsChoorl., nhan véi hé s6 0,9, ta duoc ham
luong tinh bot:

(CsH1005)n + n H2O — n CsH 12056

162,1 18,2 180,12
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p= 162,1 _
180,12

0,9
2.  DUNG CU, HOA CHAT
2.1. Dungcu
Nhu bai 2
2.2.  Héa chit
Nhu bai 2.
Thém hoa chat HCI 10%.
3. QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM

1. Lay vao binh cau 100ml tir 200 — 250mg mau vat da nghién nho va biét rd ham

lugng am.

2. Pé loai bo dudng tan, thém vao binh 50ml nude cat, lac déu, gilt yén 30 — 40

phut, loc, bé nudc loc.

3. Rira tinh bdt bang nudc cat 2 — 3 1an va chuyén hoan toan vao binh cdu 25ml

dung dich HCI 5% sau khi di choc thung gidy loc.
4. Pay kin bang nut cao su ¢6 lip dng sinh han hoi luu.

5. Pun cach thity hdn hop trong 3 — 5 gid. Thir sy thity phan hoan toan cua tinh bot
bang dung dich Iot.

6. Lam ngudi.

7. Trung hoa hdn hop bang dung dich NaOH 5% t6i pH = 5,5 — 6 (b0 truc tiép miu
gidy quy vao binh).

8. Chuyén hdn hop vao binh dong 100ml.
9. Két tiia protein bang dung dich axetat chi 10% va loai bo axetat chi du bang

dung dich bao hoa Na;SO4 hoac NaHPO4. Thém nudce téi vach muec. Lic déu va loc.
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10. Xéac dinh luong duong glucose trong dung dich (Iiy 5 hodc 10ml) bang phuong
phéap LuffsChoorl, qua dd, ta tinh dugc ham lugng tinh bot.

4. PHUONG PHAP TiNH TOAN VA KET QUA

Ham lugng tinh bot tinh theo cong thurc:

a.V.100.0,9
x=___""""
V,.m

Trong do:
- x: Ham lugng tinh bot (%)

- a: Lugng glucose tmg voi lwong (ml) KMnOs ding chuin mau thi nghiém trir di

luong (ml) KMnO4 ding chuan mau kiém chimg (mg)
- V1: Thé tich dung dich dudng (sau thity phan) dé xac dinh glucose (ml)
- V: Dung tich binh dinh mrc (ml)
- m: Trong lwgng mau vat (mg)
- 0,9: Hé s6 quy chuyén glucose thanh tinh bot
5. CAUHOI CHUAN BI
1. Néu céu tao cua tinh bot.
2. Trinh bay cac phuong phap dé xac dinh ham lugng tinh bot.
3. Néu nguyén tic ctia viée xac dinh tinh bot theo phwong phép thuy phan bang axit.

4. Néu quy trinh tién hanh xac dinh ham luong tinh bot theo phwong phap thuy phan bang

axit.
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BAI 4: XAC PINH CAC CHI SO LY HOA CUA CHAT BEO

Céc chi s6 xa phong, axit, este, iot va peroxyt dic trung cho tinh chit ctia cht béo.
Céc chi s6 nay thay doi tiy thudc vao loai chat béo, diéu kién bao quan chung. Dua vao

cac chi s6 nay dé xac dinh chat lugng cta chit béo.
A. CHI SO AXIT
1. LY THUYET
1.1. Dinh nghia
Chi s6 axit 1a s6 mg KOH cin dé trung hoa cac axit béo tir do c6 trong 1g chit béo.
1.2. Nguyén tic

Trung hoa chat béo bang dung dich KOH chuan d6, khi d6 giita KOH va céc axit

béo tu do co trong chit béo s& xay ra phan Gng:
RCOOH + KOH — RCOOK +H>0O
Dua vao luong KOH dung dé trung hoa céc axit, tinh chi sd axit.
2.  DUNG CU, HOA CHAT

2.1. Dungcu

STT Dung cu S6 lwong
1 | Binhnon 250ml 01
2 | Binh dinh mirc 1000ml 01
3 | Pipet2 ml 01
4 | Pipet 25ml 01
5 | Buret25 ml 01

2.2. Hoéa chat
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STT Ho4 chat S6 lwong
1 | Eteetylic 25 ml
2 | Rugu etylic 96° 25 ml
3 | KOH 0,1N trong ruou chuan do
4 | Dung dich phenolphtalein 1% trong ruou vai giot
5 | Dung dich timolphtalein 1% trong rugu vai giot

3. QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM

1. Léy vao binh ciu hodc hinh nén sach, kho (dung tich 250ml) mdt lugng mau

chat béo khoang 3 — 5 gam (can trén cAn phan tich).

2. Thém vao d6 30 — 50ml hdn hop ete : rwou 96% (ti 18 1: 1) dé hoa tan chit béo.
Néu sau khi lic cin than, chit béo van chua tan hét, ¢6 thé dun nhe hon hop trén ndi cach

thuy, lic déu.

3. Sau khi 1am ngudi dinh phan hdn hop bang dung dich KOH 0,1N trong ruou (dé
tranh nhitng sai s6t c6 thé xay ra do sy thity phan cua xa phong, trong trudng hop khi hdn
hop chita qua nhiéu nudc, tir 20% trd 1én) voi chi thi phenolphtalein (5 giot dung dich 1%
trong ruou) cho dén khi xuat hién mau hong tuoi. Trudng hop chat béo c¢6 mau thim thi
dung chi thi timolphtalein (Iml dung dich 1% trong ruou) dinh phan cho dén xanh hoic
dung ankali xanh — 6 — B (Iml dung dich 1% trong ruou).

4. PHUONG PHAP TINH TOAN VA KET QUA
Chi s6 axit tinh theo cong thirc:

_5611b.f
m

AXx

Trong do:
- b: Lugng dung dich KOH 0,1N dung dinh phan (ml)

- m: Luong mau thi nghiém (g)
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- f: Hé s6 diéu chinh néng do dung dich (KOH 0,1N) dem dung
- 5,611: Lugng KOH c6 trong Iml KOH 0,1N (mg)

5. CAUHOI CHUAN BI

1. Ung dung cua viéc xac dinh céc chi sb 1y hoa ciia chat béo.

2. Chi s6 axit 1a gi? Néu nguyén tic xac dinh chi s6 axit ciia chat béo.

3. Néu quy trinh tién hanh xac dinh chi s6 axit ctia cht béo.

B. CHI SO XA PHONG

1. LY THUYET

1.1. Dinh nghia

Chi sb xa phong 13 luong (mg) KOH can dé trung hoa céc axit béo ty do ciing nhu
lién két co trong 1 gam chat béo. No6i cach khac, 1a dé xa phong hoa cac glixerit cling nhu

dé trung hoa cac axit béo tu do ¢o trong 1 gam chét béo.
1.2. Nguyén tic

Pun s6i chat béo véi mot lwong du dung dich KOH chuan d¢ thi chat béo bi thily

phan.
Cac axit béo dugc gidi phong ra s€ phan irng vé1 KOH:
Céc axit béo tu do cling phan trng véi KOH.

Luong kiém du khong tham gia phan Gng véi cac axit béo dugc dinh phan bang
HCI chuan. Dua vao luong kiém tiéu ton dé trung hoa tit ca cac loai axit béo trong chit

béo tinh duogc chi s6 xa phong.
2.  DUNG CU, HOA CHAT

2.1. Dungcu
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STT Dung cu S6 lwong
1 | Binh cau 250ml c6 lap sinh han khong khi 01
2 | Binh dinh mrc 100ml 01
3 | Pipet 25ml 01
4 | Buret 25ml 01

2.2. Hoéa chat

2.2.1. Hod chit cin ding

STT Ho4 chat S6 lwong
I | KOH 0,5N trong ruou 25 ml
2 | HCI0,5N chuan do
4 | Dung dich phenolphtalein 1% trong ruou vai giot
5 | Dung dich timolphtalein 1% trong rugu vai giot

2.2.2. Cich pha hod chit

1. Dung dich KOH 0,5N trong ruou: 30 gam KOH tinh khiét hoa tan trong 1 lit
ruou etylic tinh khiét, dun nong c6 lap dng sinh han héi luu. Pé yén dung dich trong 1

ngay dém, sau d6 loc va bdo quan trong binh chira mau nau.

2. Dung dich HC1 0,5N

3. Dung dich phenolphtalein 1% trong rugu hoac timolphtalein
3. QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM

1. Ly vao binh cau 250ml chinh xac 2 — 3g chét béo.

2. Dung pipet hoac buret cho vao binh 20ml dung dich KOH 0,5N trong ruou.
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3. Pay binh bang nut ¢6 1ap éng sinh han va dun sbi cach thity hdn hop trong 1 gio.
Néu xa phong héa cac chat kho tan thi ¢ thé thém khoang 20ml mét trong cac dung moi
c6 nhiét do so6i cao nhu toluen, rugu propilic, butylic hoac amilic.

4. Sau khi xa phong héa xong, lam ngudi hon hgp, thém 5 giot dung dich
phenolphatalein hoac timolphtalein 1% trong rugu.

5. Pinh phan bang dung dich HCI 0,5N.

6. Lam thi nghiém kiém chimg song song (vi ndng do6 ctia kiém c6 thé bi bién doi):
thay chét béo bang mot luong nudc cit twong tng.
4. PHUONG PHAP TiINH TOAN VA KET QUA

Chi s6 xa phong tinh theo cong thic:

(a - b).f1.28,05.f2
m

m

Xp=

Trong do:

- a: Lwong HCI 0,5N dung dinh phan mau kiém chtng (ml)

- b: Lugng HC1 0,5N dung dinh phan mau thi nghiém (ml)

- f1: Hé s6 diéu chinh ndng d6 ciia HCI dem dung

- £: Hé s6 diéu chinh nong d6 ciia KOH dem dung

- m: Luong méu chit béo (gam)

- 28,05: Luong KOH c6 trong 1ml KOH 0,5N
5. CAUHOI CHUAN BI
1. Chi s xa phong 1a gi? Néu nguyén tic xac dinh chi s6 xa phong cta chit béo.
2. Néu quy trinh tién hanh thi nghiém xéc dinh chi s6 xa phong ciia chat béo.

C. CHISOESTE
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1. LY THUYET
1.1. Dinh nghia

Chi s este 12 s6 mg KOH can dé xa phong hoa cac glyxerit (este) ¢6 trong 1 gam

chat béo.
1.2. Nguyén tic
Chi s6 este chinh 14 hiéu s6 giita chi s6 xa phong va chi sd axit:
Es=Xp - Ax

Trong thuc té san xuét, chi sd este cho phép tinh dugc luong glyxerin c¢é thé thu

duoc khi xa phong hoa chét béo.

Ham lugng glyxerin cta chat béo tinh theo cong thic:

G =10,0547 . Es (%)

2.  DUNG CU, HOA CHAT
2.1. Dungcu

Nhu phan A + B
2.2. Hoa chat

Nhu phan A + B
3. QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM

Nhu phan A + B
4.  PHUONG PHAP TiNH TOAN VA KET QUA

Chi s6 este = Chi s6 xa phong — Chi s axit
5. CAUHOI CHUAN BI
1. Chi sd ester la gi? Néu nguyén tac xac dinh chi sd ester ctia chét béo.
2. Néu cong thue tinh chi s axit, chi s6 xa phong va chi sd este.
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D. CHISOIOT

1. LY THUYET

1.1. Dinh nghia

Chi s6 16t cta chét béo duoc xac dinh bang sd gam i6t lién két vai 100g chat béo.

Chi s6 nay cho ta biét ham lugng axit béo chua no cé trong chéat béo. Néu chi sb iot

cang cao thi nhiét do nong chay cta chit béo cang thap. Lién két doi cang xa nhom

COOH thi dé cong hop véi iot.

1.2. Nguyén tic

Phuong phép nay nhanh va ciing 13 mot phuong phap tiéu chuan.

Iot clorua duogc tao thanh theo phan Ung:

Tot clorua két hop vao cac ndi kép cuia axit béo co trong chat béo. Lugng CII dy

dinh phan bang dung dich tiosunfat nhu trong phuong phap dung dung dich Giulo. Tir d6

2 KI+KIO; +6 HC1 =3 CII + 3 KCI + 3 H20

dé dang biét dugc luong CII da két hop voi chit béo va tinh chi sé iot.

2.  DUNG CU, HOA CHAT

2.1. Dungcu

STT Dung cu S6 lwong
1 | Binh nén ¢6 nit mai 250ml 01
2 | Binh dinh mirc 1000ml 01
3 | Pipet 25ml 03
4 | Buret 25ml 01

2.2. Héa chat

2.2.1. Hod chit can diing
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STT Ho4 chat S6 lwong
1 |KI 11,1g
2 | KIOs g
3 | HCI dam dac 50 ml
4 | Cloroform 20 ml
5 | KI1% 10 ml
6 | Tinh bot tan 1% vai giot
7 | NazS»03 0,IN chuan d6
8 | Eteetylic 5 ml

2.2.2. Cich pha hod chit

1. Dung dich iot clorua trong HCI 0,2N: Cho vao binh (nat mai) 11,1g KI va 7g
1odat kali (KIO3), 50ml nudc cat, 50ml HC1 dam diac (d=1,19) va lic cho Tot hoa tan hoan
toan. Sau d6, thém 20ml cloroform. Vira lic that manh, vira cho thém tung giot KIO3 1%
cho dén khi mau tim ciia cloroform bi mét di. Chuyén dung dich sang phéu chiét dé yén,
b6 16p nude di va chuyén dung dich con lai sang binh dinh muc rdi thém nude cat cho toi
1 1it. Bao quan thudc trong binh thuy tinh mau & chd tbi.

2. Dung dich KI 1%: Lay 1g KI hoa tan trong 100ml nudc ct.

3. Dung dich tinh bot tan 1%: Hoa tan 1 gam tinh bot trong 100 ml nudc cit roi

dun nhe cho tan hét.

4. Dung dich Na;S>03 0,IN: Can chinh xac 20 gam hyposunfit (Na>S>03.5 H>0).
Hoa tan vao nudc cat vira méi dun dé ngudi trong binh dinh mirc dung tich 1000 ml, thém

nudce cat cho t6i vach muc, lac déu.

3. QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM
1. Ly chinh x4c vao binh nén 250ml ¢6 nat mai tir 0,2 — 0,5g dau (3 — 7 giot).
2. Thém 5ml ete etylic vao binh dé hoa tan chat béo.
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3. Sau d6 thém 25ml dung dich clorua iot trong HC1 0,2N.
4. Lac déu, day kin binh lai va dé yén 15 phut.
5. Tiép d6, cho thém 10ml dung dich KI 10%, 50ml nudc cat.

6. Dinh phan Iot giai phong ra bang dung dich tiosunfat natri 0,1N cho dén mau

vang rom.

7. Sau d6, thém 1ml dung dich hd tinh bot 1%, 3ml cloroform va dinh phan tiép

cho dén khi dung dich mat mau hoan toan.

8. Cho thém cloroform vao dé giai phong ot bi hip phu trén chat béo. Chu ¥ lac

manh trong luc dinh phan.

5.

9. Pong thoi tién hanh 1am thi nghiém kiém ching.
PHUONG PHAP TiNH TOAN VA KET QUA

Chi s6 Iot tinh theo cong thirc dd dan trong phuong phap Giulo.
= (a-b).f.0,01269.100

m

Trong do:

- a: Luong dung dich Na>S>03 0,1N dung dinh phan mau thi nghiém
- b: Lugng dung dich Na>S,03 0,1N dung dinh phan mau kiém chting
- f: Hé s hiéu chinh néng do cua NaxS>03; dem dung

- m: Luong mau chét béo

- 0,01269: Lugng iot tuong tng véi 1ml dung dich NaxS>03 0,1N (g)

CAU HOI CHUAN BI

1. Chi s6 iot 1a gi? Néu nguyén tic xac dinh chi sd iot ctia chét béo.

2. Muyc dich cua vi¢c thém ete etylic vao khi xac dinh chi s iot.

3. Néu quy trinh tién hanh xac dinh chi sd iot ctia chat béo.
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E. CHI SO PEROXYT

1. LY THUYET
1.1. Dinh nghia

Chi sb peroxit 1a lwong (gam) ot c6 thé phan tng véi hydro hoat dong cia céac
peroxit chira trong 100 gam chét béo — noi cach khac, 1a luong (gam) Iot dugc giai phong
ra khi cho dung dich Iodua kali tac dung v&i 100 gam chat béo nho tac dung cua cac

peroxit co trong chat béo.
1.2. Nguyén tic

Viéc xac dinh chi sb peroxit dwa trén nguyén tic: Cac peroxit ciia chat béo (tao
thanh trong qua trinh 6i hoa ciia chat béo) trong méi trudng axit co kha ning phan Gmg

v61 K1, tao thanh Iot.

Iot tao thanh dugc dinh phan béng dung dich Na;S;03. Dya vao luogng NaxS>03

tiéu ton khi dinh phan Iot tinh chi sd peroxit:
2 Na2S>03 + o — 2 Nal + NaxS40s
2.  DUNG CU, HOA CHAT

2.1. Dungcu

STT Dung cu S6 lwong
1 | Binh tam giac 100ml 01
2 | Binh dinh mrc 100ml 01
3 | Pipet 10ml 01
4 | Céichay st 01

2.2. Hoéa chit
STT Ho4 chat S6 lwong
1 Cloroform 10 ml
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1:2.

(P):

2 | Axit axetic bang 20 ml

3 | Dung dich KI bao hoa méi pha tuy thudc mau
4 | Dung dich ho tinh bot 1% vai giot

5 | Dung dich NaS:03 0,01N (pha truéc khi chuan 46

dung tir dung dich Na,S,05 0,1N bang nudc

cat dun s6i dé ngudi khong chia CO»).

QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM

1. Lay 5 gam dau hoa tan trong 10ml cloroform va 20ml axit axetic bing v&i ti 1

2. Sau d6 thém mot it KI & dang tinh thé bio hoa vao.

3. Pay kin va lac déu trong 10 — 15 phit.

4. Chuan d6 luong Iot giai phong bang Na2S>03 0,1N véi chi thi ho tinh bt.
PHUONG PHAP TiNH TOAN VA KET QUA

Nguoi ta sir dung cong thirc da néu dé tinh chi s6 Iot cho viéc tinh chi s6 peroxit

p= (a-b).f.0,01269.100

C

Trong do:

- a: S6 ml dung dich Na,S,05 0,01N dung chuan do binh thi nghiém
- b: S6 ml dung dich Na»S,0;3 0,01N dung chuan d6 binh kiém tra

- ¢: Khéi luong chét béo

- f: Hé s6 hiéu chinh ndng d6 NayS,05

- 100: Hé s6 quy chuan cho 100g chat béo

- 0,01269: S6 gam iot twong Gmg v6i 1ml dung dich Na2S>03 0,01N.
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5.  CAUHOI CHUAN BI
1. Chi sd peroxit 1a gi? Néu nguyén tac xac dinh chi sd peroxit ctia chat béo.
2. Néu quy trinh tién hanh x4c dinh chi sd peroxit ciia chat béo.

3. Vai tro cua cloroform va axit axetic bang trong qua trinh xac dinh chi s6 peroxit cua

chét béo.
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BAI 5: PINH LUQNG VITAMIN C

1. LY THUYET
1.1. Ungdung
Xéc dinh ham lugng vitamin C ¢6 trong nguyén liéu nhu rau thi 14, rau cai, qua tdo,
cam, budi,... dua vao tinh chat khir cua axit ascorbic ddi véi cac chat mau.
1.2. Nguyén tic

Axit ascorbic ¢6 tinh khir manh dugc oxy héa bang dung dich I, véi chi thi 1a dung
dich tinh bot. Piém két thuc ctia phan Gng nhan biét duoc nhd chi thi tinh bot. Pay 1a
phuong phép xac dinh nhanh va cho két qua gan dung.

Phan img nhu sau:

0 P
X f
HO _?I: — O =C| E—
HO —(|3 O + L —— 0= |C 0O + 2HI
H- ? - H- |C—
HO — C| -H HO - F
CHOH CHOH
2.  DUNG CU, HOA CHAT
2.1. Dungcu
STT Dung cu S6 lwong
1 | Binh tam gidc 100ml 01
2 | Binh dinh mtc 100ml 01
3 | Pipet 10ml 01
4 | Céichay st 01
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2.2. Héa chat can dung

STT Ho4 chat So lwong
1 | HCI2% 40
2 | Tinh bot 0,5% 01
3 | Iot0,01N 01

3. QUY TRINH TIEN HANH THi NGHIEM

1. Cho vao cdi sit 2g nguyén liéu va 10ml HC1 2%.

2. Nghién nho, chit nuée chiét trong sang coc (V = 50ml).

3. Cho thém 10ml HCI 2% vao cbi su, tiép tuc nghién, chit nudc chiét trong sang
ce.

4. Lap lai lan tha 3, két thuc qua trinh chiét rat.

5. Dung 10ml HC1 2% trang lai c6i chay st

6. Chuyén toan bd dich chiét va dich trang cdi chay st sang binh dinh muc (V =
50ml), dung nudc cat din dén muc cua binh.

7. Bé binh dinh muc trong bong tdi khoang 10 phut cho lwong axit ascorbic ¢
trong nguyén liéu dugc hoa tan hoan toan, loc léy dich trong.

8. Ldy 10ml dich loc cho vao binh tam giac (V = 100ml), thém vao d6 10 giot tinh
bot 0,5%, lac nhe. Dung I> 0,01N chuin d6 dén khi dung dich bat dau xuét hién mau xanh
lam nhat la duoc.

4. PHUONG PHAP TINH TOAN VA KET QUA

V..V.0,00088.100
X — Vf.g
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Trong do:
- X: Ham lugng vitamin C c6 trong nguyén liéu (%)
- Ve: S6 ml dung dich 1> 0,01N chuan d6
- Vf: S6 ml dung dich mau dem phan tich
- V: Dung tich mau pha lodng (50ml)
- g: S6 gam nguyén liéu dem phan tich (2g)
- 0,00088: S6 gam vitamin C twong duong voi Iml I, 0,01N
5. CAUHOI CHUAN BI
1. Néu nguyén tic dinh lwong vitamin C bang phuong phap chuan do.

2. Vai trd ctia HCI trong qua trinh chiét rat vitamin C trong mau nguyén liéu chira vitamin

C.

3. Néu quy trinh tién hanh xac dinh ham lugng vitamin C.
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BAI 6: XAC PINH HAM LUQNG PROTEIN BANG
PHUONG PHAP KJELDAHL
1. Pham vi ap dung:

Phuong phap nay dugc ap dung dé xac dinh ham lugng protein co trong mau thyc
pham (theo FAO 14/7), trong mau thyc pham (ISO 1871:2009) va thirc 4n chin nudi
(AOAC 988.05, 984.13) bang phuong phap Kjeldahl.

2. Nguyén tic:

Mau dugc phan hay bang axit sunfuric véi su c6 mit ciia chat xuc tac. San pham
phan tng dugc kiém hoa, sau d6 duoc chung cét va chuén do lugng ammoniac giai phong.
Tinh ham luwong nito va nhan két qua voi hé sé quy ude dé co duoc ham luong protein tho.
3. Dung cu va thiét bi:

- Thiét bi pha mau

- Thiét bi chung cat dam

- Can phan tich

- Binh dinh mrc, binh tam giéc, buret, pipet

Thiét bi phd méu Thiét bi chung cit dam
4. Héa chit:
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- Héa chat duoc str dung trong qua trinh phén tich 14 hoa chat tinh khiét. Nudc dung
trong qua trinh phén tich 1a nudc cat theo TCVN 4851:1089 hodc nudc ¢ do tinh khiét
tuong duong.

- Dung dich H>SO4 0,IN

- Hon hop xuc tac K2SO4 va CuSOs ti 18 10:1 vé khéi luong

- Chi thi hon hgp: 200mg metyl d6 va 100mg xanh metylen hoa tan trong 200ml
etanol 96%.

- Dung dich NaOH 30%: Can 30g NaOH hoa tan thanh 100ml bang nudc ct.

- Axit boric 40g/l: Can 40 gam axit boric hoa tan thanh 1 lit bang nudc cat.

5. Tién hanh thi nghiém:

- Can chinh xac khoang 0,5 —1g mau, chuyén vao binh phan hity Kjeldahl.

- Thém 1g hdn hop xtic tac va 25ml axit sunfuric

- Pau tién dun nhe, sau d6 tiép tuc dun dén khi dich 16ng s6i déu

- Thoi gian phan hiy két thuc khi dich vo co hoa trong binh ¢6 méau xanh trong

- Pé ngudi, chuyén vao binh dinh mirc 100ml, dinh mirc bang nude cat (dung dich A)

- Qua trinh chung cat:

. Dung pipet hat chinh xac Vml dung dich A (tuy thudc vao ham lugng nito co6 trong
mau) cho vao binh cét, thém vai giot chi thi hdn hop, ldp binh cét vao thiét bi chung cét.

. Cho vao binh hung cta thiét bi chung cat 50ml axit boric (hoic dung pipet lay
25ml axit sunfuric 0,1N) va vai giot chi thi hon hop.

. Nhung dau ra cua thiét bj chung cit ngap trong dung dich cta binh himng.

. Diéu chinh luvong NaOH thém vao binh cit phai du (nhan biét bang sy d6i mau cua
chi thi)

. Tién hanh chung cit mau trong 5 phut.

- Qua trinh chuan do:

. Néu dung axit boric lam dich thu thi chuan d6 lugng ammoniac bang axit sunfuric
0,1N; qua trinh chuin dd két thic khi dung dich trong binh hing chuyén to mau xanh 14

ma sang mau tim.
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. Néu dung axit sunfuric lam dich thu thi chuan d¢ lwong ammoniac bang dung dich
NaOH 0,IN; qua trinh chuan d6 két thic khi dung dich trong binh hting chuyén tir mau
tim sang mau xanh 14 ma.

6. Tinh két qua:

- Tinh ham lugng nito nhu sau:
> Dich cét thu trong axit boric:

Ham luong nito c6 trong mau duoc biéu thi bang phan trim theo cong thirc sau:

_ (V3=V,)x0,0014x100x100
: m.V

X

Trong do:
X1: Ham lugng Nito tong s6 (%)
V3: thé tich ciia H2SO4 0, IN dung dé chuan d6 (ml)
Va: thé tich cia H2SO4 0, 1N ding dé mau tring (ml)
V: thé tich mau ldy dé cat (ml)
m: Luong mau thir nghiém (g)
> Dich cét thu trong H>SOx:
Ham luong nito c6 trong mau duoc biéu thi bang phan trim theo cong thirc sau:

_ (V= V)x14xCx100x100

X1
1000x Vxm

Trong do:
X1: Ham luong Nito tong s6 (%)
Vo: thé tich cia NaOH 0, 1N dung dé chuin d6 mau trang (ml)
V1: thé tich cia NaOH 0, IN dung dé chuan d6 méu (ml)
C: ndng d6 ciia NaOH 0,1N (mol/1)
V: thé tich mau lay dé cat (ml)
m: Luong mau thir nghiém (g)

. Tinh luong protein tho
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Ham luong protein thd c6 trong mau duogc biéu thi bang phan trim theo cong thirc
sau:
X2 =XixK
Heé s6 chuyén dbi nito ra protein 13 6.38.
Bao cao két qua chinh xac dén 0,01g/kg hoic 0,1%. Sai léch cho phép giita hai két
qua song song dugc tham khao theo TCVN 4328-1:20.
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