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Sira — Xac dinh ham lwgng ure —
Phwong phap enzym str dung chénh léch pH
(Phwong phap chuan)

Milk — Determination of urea content —
Enzymatic method using difference in pH (Reference method)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phap enzym dé xac dinh ham lwong ure cOa siva bing cach do sy
chénh léch @6 pH.

2 Thudat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuan ndy sl dung thuat ngi¥ va dinh nghia sau:

21
Ham lwgng ure (urea content)

Phan khéi lwgng cla cac chét xac dinh duec bing quy trinh quy dinh trong tiéu chudn nay.

CHU THICH Ham lvgng ure dugc bidu thi bing miligam trén lit.

3 Nguyén tic

Ureaza dwoc bd sung vao mau thir dé tach ure thanh amoniac va cacbon dioxit. O pH 6,7, amoniac
thly phan ngay, do dé tach ra cac ion hydroxyl, con cacbon dioxit giai phong cac hat proton va cac hat
proton nay trung hoa mét phan cac ion hydroxyl. Sy can bing gitra \}iéc thdy phan amoniac va cacbon
dioxit v&i s trung hoa ddn dén thay dbi pH. Gia tri pH bién ddi theo ham lrong ure cla miu va dugc
do bang may do pH vi sai.
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4 Thubc thir

Chi st¥ dung thudc thi loai tinh khiét phan tich va chi str dung nuéc cét hodc nwéc da khir khoang
hodc nudc ¢b d tinh khiét twong duong, trir khi cé quy dinh khéc.

4.1 Thubc thir dé xac dinh ure
4.1.1 Dung djch dém, pH 6,7.

Hoéa tan 1,777 g kali monohydrophosphat (K;HPO,), 1,388 g kali dihydrophosphat (KH,PQ,), 7,600 g
kali clorua (KCI), 1,00 g natri azit (NaN;), 0,010 g acetazolamide (5-acetamido-1,3,4-thiadiazole-2-
sulfonamide), 1,040 g magie clorua ngdm sau phan tir neéc (MgCl,.6H;0), 2 g Triton X100, 1 g Brij 35
va 20 ml LM1" trong binh dinh md&c 1 000 mi (5.5). Pha loAng béng nuéc dén vach va trén. '

Dung dich d&m c6 thé bén trong 6 thang néu dwec bao quan & 4 °C.
41.2 Dung djch ureaza

Hoéa tan 360 mg ureaza déng khd (EC 3.5.1.5) trong 1 ml dung dich glyxerol 50 % (ph&n thé tich). Hoat
@6 cua dung dich ureaza thu dwgc phai 1a 2 100 don vi/ml £ 300 don vi/mi?.

Dung dich ureaza co thé bén trong 6 thang néu duoc bdo quan & 4 °C.
4.1.3 Dung dich chuin ure

Hoa tan 1,000 g ure khé (N.H,CO) (lam kho 1 ngay & didu kién chan khéng trong tl s&y 90 °C £ 1 °C),
7,45 g kali clorua (KCI) va 1,0 g natri azit (NaN;) trong binh dinh mirc 1 000 ml (5.5). Pha loang béng

nwéc dén vach va tron.
Dung dich chudn ure nay c6 thé bén trong 6 thang néu dugc bdo quan & 4 °C.
4.1.4 Sira"Zero"

Thém 20 pl dung dich ureaza (4.1.2) vao 1 ml si¥a twoi. Trén va G phan miu sira da chuln bj nay trong
10 min dé trong ndi cach thay (5.3) & 40 °C.

4.2 Thubc thir d& lam sach va bao tri cac dién cwe
4.2.1 Dung dich 1am sach

Hoa tan 1,742 g dikali monohydrophosphat (K.-HPO,), 1,361 g kali dihydrophosphat (KH,PO,), 7455 g

Y Chét tAy rira nay do Valetudo Srl, BG, ¥, cung cp, day la mdt vi du vé san phém thich hep co sdn trong thuvong mai.
Théng tin nay duwa ra tao thudn tién cho ngudi str dyng tiéu chudn va trong tidu chudn nay khong 4n dinh phai st dyng chang.

2 pon vj nay (con goi 1a don vj quéc té hodc don vi chuan) dvec xac dinh 12 lugng enzym xuc tac sy chuyén ddi ctia mdt
micromol co chéat trong mdt phat dwdi giéu kién chudn
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kali clorua (KCI), 1,00 g natri azit (NaNs), 2 g Triton X100, 2gBrij35vadg LM 1" trong binh dinh murc
1 000 ml (5.5). Pha loang bang nuéc dén vach va tron.

Dung dich lam sach nay cé thé bén trong 1 nam néu dugc bao quan & nhiét dé phong.
4.2.2 Dung djch phyc hbi

S(r dung axit clohydric ¢6 néng d ¢(HCI) = 0,1 mol/l.

Dung dich phyc hdi nay cé th& b&n trong 1 nam néu dugc bao quan & nhiét d phong.
4.2.3 Dung dich phyc hdi nhanh

Hoa tan 30 g axit nitric (HNO3) cé néng d¢ khoang 69 % phan khéi lvgng, 30 g axit clohydric (HCI) co
ndng dé khodng 37 % phan khéi lvgng, 30 g natri florua (NaF) va 19 Triton X100 trong binh dinh muc
1 000 ml (5.5). Thém nwée dén vach va tron.

Dung dich phuc h&i nhanh nay cé thé bén trong 1 nam néu dwroc bao quan & nhiét dé phong.

5 Thiét bj, dung cu

Str dung céc thiét bi, dung cy clia phong thir nghiém thong thudng va céc thiét bi, dung cu cu thé sau:
5.4 Can phan tich, c6 kha ning can chinh xac dén 1 mg.

5.2 Micropipet (loai xyranh djch chuyén), dung tich 15 pl va 20 pl.

5.3 Nbi cach thuy, cé kha nang duy tri nhiét dd & 38°C £ 1°Cvad0°"C+1°C.

5.4 May do pH vi sai, thirong hoat ddng theo co ché néu trong Phuy luc A.

Viéc b tri va cac thanh phan duoc st dung co thé khac nhau.

May do pH vi sai gém c6 may bom nhu déng @& tudn hoan cac chét long, khoang tron, hai dién cwc
thay tinh mao ddn chdy qua (EL1 va EL2) va mot hé thédng do bang dién tur.

5.5 Binh dinh mirc mét vach, dung tich 1 000 ml.

6 Lay miu

M3u guri dén phong thr nghiém phai dung la mau dai dién. Mau khong bi hu hong hoac thay déi trong

subt qua trinh van chuyén hoéc bao quan.

Viéc 1Ay mau khéng quy dinh trong tiéu chuan nay. nén l4y mau theo TCVN 6400 (1ISO 707).

-
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7 Chuén bj miu thir
Lam néng mAu thir trong ndi cach thly (5.3) & 38 °C, duy tri nhiét d¢ trong khi trn. Lam ngudi dén

20 °C ngay trwéc khi chuén bj phan mau thi.

8 Cach tién hanh
81 Yéu cdu chung

Vi c6 s8n cac loai may do pH vi sai (5.4) khac nhau vé thiét ké va xt Iy, nén ngwéi thie hién phai tudn
thii cac chi din cla nha san xuit dé cai dat, hiéu chuin va van hanh may. Bat may va dé cho cac ché
dd hoat ddng clia may én dinh. '

Néu thoi gian gitra hai phép do lién tiép bing hosc nhidu hon 5 min, thi thay dung dich dém (4.1.1)

mai trong khoang trdn clia may.
8.2 Phép thir tring

Db aiy dung dich dém (4.1.1) vao cac dién cuc dong chdy EL1 va EL2 cuia may do pH (5.4). Do chénh
léch bu pH (D) gitra céc dién cyc. Chénh léch gitra hai dién cyc phai ndm trong gi¢i han + 150 mpH
(mili pH).

Dung micropipet (5.2) cho 15 pl dung dich ureaza (4.1.2) vao khoéng trén clia may va trén. Chi cho hén
hep enzym/dung dich dém vao dién cuwc dong chay EL2, do lai chénh Iéch bl pH (D;) gilra hai dién cyrc.

Tinh sy chénh léch @ pH cho mau trng, AH,, bing céng thirc sau day:
AHy =D, - D,
trong do:
AH, la chénh léch pH gil}a; hai phép do bu pH, D, va D,, dbi voi phép thr tréﬁg:
D, 1achénh léch pH gilra cac dién cyc chira ddy dung dich dém:;

D, la chénh léch pH gitra cac dién cyc khi mét dién cyrc dwoc db day dung dich dém va mét duoc
ab ddy bing hén hep cla enzym/dung dich dém.

Do chénh léch AH, gitra hai dién cwc phai 1a £ 3 mpH, trong d6 d9 chénh léch gira hai phép do lién
tiép phai < 0,5 mpH.

Néu khong thu duoc cac két qua nhu thé, thi kiém tra dung dich dém va I13p lai quy trinh néi trén. Trong
trrong hop két qua van khéng dap (rng dwoc cac yéu cAu, thi lam sach cac dién cuc (xem 8.8) va bét
d4u lai quy trinh cla phép thir trAng noi trén.
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8.3 Hiéu chudn
8.3.1 Cach tidn hanh

Str dung micropipet (5.2) l&y 20 pl dung dich chudn ure (4.1.3) cho vao khoang tron ctia may do pH
(5.4) d& thu dugc tdng thé tich 1 000 pl (ty 1& clia thé tich chudn ure véi téng thé tich yéu cau 1a 1 : 50).
Lam dAy ca hai dién cyc dong chay EL1 va EL2 biing hdn hop chét chuan dém. Do d6 chénh Igch bu

pH (Ds).

Dung micropipet (5.2) l4y 15 pl dung dich ureaza (4.1.2) cho vao khoang tron cia may do pH vi sai.
Lam dAy dién cyc dong chay EL2 bang hdn hop chét chudn dém. Sau khi két thic phan (ng enzym, do
chénh léch bi pH (D).

8.3.2 Tinh chénh léch pH
Tinh d6 chénh léch pH dbi v&i dung dich hiéu chudn, AH,, bdng céng thirc sau day:
.ﬂHc= (Dg e Da) == AHQ

trong do:

AH, lachénh léch pH gitra hai phép do chénh léch bu pH D; va D, (8.3.1) ddi vdi viéc hiéu chuén
trir di phan chénh léch thu dworc dbi véi phép thir trang (8.2);

D, la chénh léch pH gitra cac dién ciec khi ca hai dugc db day hbn hop dém chuén (8.3.1);
D. la chénh léch pH gitra cac dién cuc khi mot dién cuc dwoc dé ddy dung dich dém va dién
cwre con lai degc db ddy hdn hop enzym/dung dich dém (8.3.1).

8.3.3 Tinh dd déc

Tinh 48 déc, s, ctia duong hiéu chun bing céng thirc sau day:

_ Py

AH,
trong do: py 1a ndng d6 ctia dung dich chudn ure, tinh bang miligam trén lit (mg/l) (4.1.3).

8.4 Kiém tra viéc hiéu chuln

Kiém tra viéc hiéu chuln bang cach lap lai phép the tréng (8.2) va sau dé phan tich 20 pl dung dich
chuén ure (4.1.3) theo quy trinh trong 8.5. Cac két qua thu dwoc phai trong gi¢i han + 15 mg/l abi voi
phép thir trdng va tir 970 mg/l dén 1 030 mg/l dbi voi dung dich ure chuan. Néu khang thu duoc cac
két qua nhuw vay thi 1ap lai viéc hiéu chudn.
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8.5 Xac dinh
Van hanh thiét bj va dwa phan mAu thir vao phan tich theo hwéng din clia nha sén xuét.

Dung micropipet (5.2) 4y 20 pl phAn mAu thir cho vao khoang trén cia may do pH (5.4) dé thu duoc
téng thé tich 1 000 pl (ty 1& cua thé tich phAn mAu thi véi tdng thé tich yéu cdu la 1: 50).

CHU THICH Trong qua trinh phan tich, thyc hién quy trinh sau day cho may. Trén 20 pl phan miu thir véi dung dich dém
(4.1.1). Db a4y hdn hop phan miu véi dung dich 68m vao ca hai dién cyc dong chay EL1 va EL2 va do chénh léch d6 pH (Ds)
gitra cac dién cyc. Sau do, bd sung mdt lrgng dung dich ureaza (4.2} thich hep vao hdn hgp con lai trong khoang trén va mét
lrgng hén hgp tao thanh dwrge dua vao dign cyrc dong chay EL2. Theo d&i chénh léch 8¢ pH mdi (Ds) sau khi két thuc phan

rng enzym.
8.6 Kiém tra d¢ &n djnh

Sau khi phan tich 30 mAu thir va khi két thic day phan tich, tién hanh phan tich hai dung dich trang aé
kiém tra diém zero va 20 pl dung dich chudn ure (4.1.3) bang quy trinh xac dinh (8.5) dé kiém tra viéc
hiéu chuén.

Gia trj zero thir hai phai nim trong gidi han + 15 mg/l va gia tri chudn trong gidi han tir 8970 mg/l dén
1 030 mg/l. Néu gi4 tri thu dwroc ndm ngoai pham vi nay, thi Iap lai phép thir trdng bu (8.2) va quy trinh
hiéu chuén (8.3).

8.7 Kiém tra s nhiém bin cic dién cuc

Kidm tra sw nhidm ban cac dién cuc it nhat 1a hang thang bang cach phan tich mét miu sira zero
(4.1.4) bing quy trinh xac dinh (8.5). K&t qua phai < 30 mg/l. Néu gié trj thu dugc ndm ngoai pham vi
nay, thi thye hién quy trinh phyc héi nhanh (xem 8.2) va I3p lai quy trinh hiéu chuén (8.3).

8.8 AQuy trinh lam sach

Rira sach cac dién cwc va khoang trgn cia may do pH (5.4) béng dung dich lam sach (4.2.1), thay cho
dung dich d&m (xem Hinh A.1). Néu may dang hoat dong, thi @& cac dién cyc tiép xuc voi cac dung
dich lam sach cho dén 14n sir dung sau d6, c* sau 120 min lai thay méi dung dich lam sach. Khi may

khéng hoat déng, thi xa¥ ly cac dién cwe theo hudng dn cla nha san xuat.

9 Bao dwdng dién cuc

9.1 Phuc hbi

it nhat hang tun, rra cac dién cuc va khoang tron ctia may do pH (5.4) béng dung dich phuc hoi
(4.2.2). thay dung dich dém (xem Hinh A.1), sau dé thue hién quy trinh lam sach (8.8).

10
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9.2 Phuc hdi nhanh

it nhat hai thang mét 1An hodc s¢m hon, néu can (xem 8.4), rira cac dién cuc va khoang trgn cia may

do pH (5.4) bang dung dich phuc hdi nhanh (4.2.3), thay dung dich dém (xem Hinh A_1).

CHUTHICH Hiéu qua cua viéc xtr Iy c6 thé dugc cai thign bing cach syc khong khi vao dung dich phuc hdi nhanh.

Sau khi phuc hbi, rira sach may do pH béng nwéc (xem Hinh A.1), sau d6 thire hién quy trinh 1am sach
(8.8).

10 Tinh va biéu thj két qua

10.1 Tinh toan
Tinh ham Iwong ure ctia mAu the, w, bing miligam trén lit, theo cong thirc sau day:
w = 5§ [(Dg— Ds) — AHo]
trong doé:
s 1a d6 déc clia dwdang hiéu chuan (8.3.3);
AH, 1a chénh léch pH gitra két qua clia hai phép do chénh léch bl pH dbi véi phép thir trdng (8.2);

Ds la chénh léch pH gira hai dién cwc khi cd hai dién cuc dwec dé day hdn hop dung dich
dém/phan mau thir (8.5);

Ds la chénh léch pH gitra hai dién cwc khi mét dién cyc dugc dd day hén hop dung dich
dém/phan mau thir va dién cyc con lai duoc db day hén hop enzym/dém/phan mau thir (8.5).

10.2 Biéu thj két qua

Biéu thj két qua dén mét chir sb thap phan.

CHU THICH  Viéc chuyén a8i cac két qua vé millimol trén it co thé ap dung béng cach nhan hé sb 0,01 665 voi cac két qua
dugc bidu thi bing miligam trén lit, hoac bang cach tinh d6 déc véi ndng dd ctia dung dich chuin ure tinh bang milimol trén lit
{mg/l x 0,01 665).

11 D6 chum
11.1 Phép th lién phong thtr nghiém

Cac chi tiét cia hai phép thir lién phong thtr nghiém lién tiép v& do chum cta phuong phap duec néu

trong Phu luc B.
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Céc gid trj v& gidi han Iap lai va giéi han tai lap duoc bidu thi & mirc xac sult 95 % va co thé khdng ap
dung dwoc cho cac dai ndng 36 va chat nén khac véi dai ndng dd va chat nén da néu.

11.2 DO l3p lai

Chénh l&ch tuyét abi gitra cc két qua clia hai phép thir ddc Iap, don 1& thu duwoc khi sir dung cing
_phuwong phép, tién hanh trén vat liéu thir gibng het nhau trong mdt phong thir nghiém, do mét ngudri
thue hién st dung cung thiét bi, trong mét khodng thei gian ngén, khdng qua 5 % céc truérng hop 16n
hon 15 mg/l.

11.3 DY tai l3p

Chénh Ié&ch tuyét dbi gitra hai két qua thir nghiém dbc 1ap, thu dwoc khi sir dung cung phuong phéap,
tién hanh thir trén vat liéu gidng nhau trong cac phong thir nghiém khac nhau, do cac nha phan tich
khac nhau str dung cac thiét bj khac nhau, khdng qua 5 % céac truéng hep Ién hon 50 mg/l.

12 Bao cao thir nghiém

Bao cao thir nghiém phai ghi ro:

a) moi thdng tin cAn thiét d& nhan biét diy a0 vé méu thd;
b) phuong phép ldy miu da st dung, néu biét;

¢) phuong phap thir da dung, vién dan tiéu chudn nay;

d) tht ca cac chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuin nay, hodc tuy y lwa chon cling vé&i cac
chi tiét bat thudng ndo khac cb thé anh huwdng téi két qua;

e) két qua thu dwoc hodc néu kiém tra dd 13p lai, néu két qua cudi cung thu dugc.

12
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Phu luc A

(Tham khao)

May do pH vi sai

CHU DAN

1

2

5

6

khoang trén

micropipet dung dé bom méau
b6 khuéch dai vi sai

bélng dién &

may in

hién thi

EL1 va EL2 la cac dién cec mao dan thiy tinh

P1 dén PS5 la cac bom nhu dong

7 ban phim

8 ddu thai

9 nén

10 khudy tir

11 dung djch dém

12  dung dich enzym

Hinh A.1 - Vi du vé may do pH vi sai
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Phuy lyc B

(Tham khao)
Phép thtr lién phong thir nghiém
M6t phép thtr lién phang thir nghiém gém 18 phong thir nghiém tham gia thiec hién trén 10 mau thir
nghiém I3p lai hai IAn. Cac két qua dugc dua ra trong Tai liéu tham khao [4].

Céc két qua thir nghiém da dugc phan tich théng ké theo TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va TCVN 6910-2
(ISO 5725-2) 4 duva ra cac d liéu v& dd chum nhu trong Bang B.1 va Bang B.2.

Bing B.1 - Phép thir lién phong thir nghiém thir nhit

Gi4 trj tinh béng milligam trén Iit

CcV(n CV(IR)
Miu Tbr:.:‘r’l‘g sL s, Sr r R
% %

1 217.0 11,9 4.2 12,7 1,95 5,84 11,9 357
2 2563,2 13,8 4.8 14,6 1,91 5,78 13,8 41,3
3 2911 15,8 29 16,0 0,99 5,48 8,3 45,2
4 3294 15,3 4.3 16,0 1,31 4,85 12,2 451
5 368,7 17,5 37 17.9 1.01 4,86 10,5 50,8
6 410,7 11.4 7.2 13.6 1,76 3,31 20,5 38,4
7 446,9 17.7 37 18,1 0,83 4,06 10,5 51,3
8 486,8 16,1 6,5 17.3 1,33 3,55 18,2 48,9
9 526,9 20,0 34 20,3 0,65 3,85 9.6 575
10 563,0 20,1 9.1 22,0 1,61 3,92 25,6 62,4

Trung binh téng 1,40 4,64

S d6 lech chuén gitra cac phoéng thdr nghiém

S a6 I&ch chuln I3p lai

Sr: a6 lech chudn tai lap

r gi¢i han 13p lai

R: gi¢i han tai lap

CV(r): hé sb bién thién I&p lai
CV(R) hé sé bién thién tai lap

14
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Phép thitr cdng tac lién phong ther nghiém thir hai gdm 23 phang thir nghiém tham gia thyc hién trén
10 mAu ther 1&p lai hai l4n.

Bang B.2 - Phép thir lién phong thir nghiém th hai

Gia trj tinh bang milligam trén lit

g CVv CV(R
Miu TI:;:'I r||19 5 s Sk "/:n c;:, ) r R

1 167.9 12,3 41 13,0 2,45 7.73 . 11,6 36,7
2 187,7 10,1 25 10,4 1,32 5,54 7,0 29,5
3 2350 13,7 4,3 14,3 1,84 6,09 12,2 40,5
4 2664 13,3 35 13,7 1,31 514 9,8 38,8
5 307,0 13,1 50 14,0 1,64 4,56 1.4 39,7
6 3442 13,3 35 13,8 1,02 4,01 10,0 39,0
7 380,8 13,1 52 14,1 1,35 3,71 14,6 39,9
8 4154 13,5 4,0 14,0 0,97 3,37 11,3 39,8
9 450,2 139 3.4 142 0,75 3,16 9.6 40,4
10 487 2 15,0 3,6 15,5 0,74 3,17 10,3 43,7

Trung binh téng 1,43 - 4,86
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(1]
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(3]

(4]

1A

Thw muc tai ligu tham khao

TCVN 6400 (ISO 707), Sira va sén phdm sia - L8y méu.

TCVN 6910-1:2001 (1ISO 5725-1:1994), D¢ chinh xac (¢ ding va d6 chum) cua phuwong phap do
va két qué do — Phan 1: Nguyén téc va dinh nghia chung.

TCVN 6910-2:2001 (ISO 5725-2:1994), D¢ chinh xéc (4 dung va 60 chum) cda phuong phép do va
két qua do — Phén 2: Phuong phép co ban xac dinh 0 I8p lai va &6 tai Iap cda phuong phap do tiéu
chuén.

LuzzaNA M. and GIARDINO R. Urea determination in milk by a differential pH technique. Le Laft,
79, 1999, pp. 261-267.




