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L&i n6i dau
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TIEU CHUAN QuUOC GIA TCVN 7080:2010

Sira va sira bt — Xac dinh ham lwong jodua -
Phwong phap séc ki I6ng hiéu niang cao

Milk and dried milk — Determination of iodide content —
Method using high-performance liquid chromatography

CANH BAO - Viéc ap dung tiéu chudn nay co thé lién quan dén cac vat ligu, thiét bj va cac thao tac
gdy nguy hiém. Tiéu chudn nay khdong dwa ra dweec tit ca cac vén dé an toan lién quan dén viéc sir
dung chung. Ngwoi str dung tiéu chudn nay phai ty thiét 1ap cac thao tac an toan va sirc khoé
thich hgp va xac djnh kha nang ap dung cac giéi han quy djnh trweére khi sir dung tiéu chudn,

1 Pham vi ap dung

Tiéu chun nay quy dinh phwong phap séc ki 16ng hiéu nang cao (HPLC) dé xac dinh ham lwgng iodua
trong sira nguyén chét thanh tring véi cac muc tir 0,03 pg/g dén 1 ug/g va trong sira bot gy tor
0.3 um/g dén 10,0 ug/g.

CHU THICH 1: Phwong phap nay da nghién clru cdng tac trén cac mau sita nguyén chat dang 16ng va sa bt gdy. Pheong
phap nay cing cé thé ap dung cho sra gly hoac siva bét tach mét phdn chét béo ciing gidng nhu siva bdt nguyén chat.

CHU THICH 2: Phwong phap nay dung dé dinh Ivgng iodua ty do (dang ion). Tuy nhién, tdng ham lwgng iodua cla sira troi
va sia bbt co chit lrong t8t, khéng cé vi sinh vat phat tridn, thi c6 thé chira tir 5 % dén 10 % khéi lugng iodua lién két hivu
co. Ham lrgng iodua lién két hiru co cé thé nhiéu hon trong sia da bi gidm chét lvgng do vi khuén phat trién.

2 Tailiéu vién dan

Cac tai lieu vién dan sau rit can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. B4i véi cac tailiéu vién dan ghi
nam cong bé thi ap dung phién ban dwoc néu. Péi véi cac tai liéu vién din khong ghi ndm cong bé thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gbm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851 (ISO 3696), Nude dung dé phén tich trong phong the nghiém  Yéu cdu ky thudt va
phuong phép thee
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3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay st dung thuat ngl va dinh nghfa sau:

3.1
Ham lweng iodua trong sira nguyén chét thanh trung (iodide content of pasteurized whole milk)
Ham lwong iodua trong sira bot gdy (iodide content of dried skimmed milk)

Phan khéi long cta cac chat xac dinh dugc bang quy trinh quy dinh trong tiéu chudn nay.

CHU THICH: Ham lwong iodua thrdng dwec bidu thi bing microgam trén gam.

4 Nguyén tic

Ph&n mau thir dwec pha lodng bing nwéc. Chat khéng tan va chét co khéi lvgng phéan tlr cao duoc
loai bd bang cach loc qua mang loc nguwéng 25 000 D. Cac ion iodua duec tach badng HPLC cap ion
pha ddo vo&i detector dién hoa va dién cuc lam viéc béng bac & 0 mV dén 50 mV. Ham lwgng iodua
duoc tinh tr dwéng chuln.

5 Thudc thir

Chi st dung cac thudc thir loai tinh khiét phan tich, hodc loai chuyén ding cho HPLC, néu thich hep.
5.1 Nwée, phl hop véi nwéc loai 2 cia TCVN 4851 (1ISO 3696).

5.2 Dung dich chudn iodua

CANH BAO - Cac dung dich iodua khéng bén khi tiép xic véi anh sang vi thé cin dwec bao vé
tranh anh sang.

5.2.1 Dung djch géc iodua, tvong dwong véi 100 mg iodua trong 1 lit.

Hoa tan 130,8 mg kali iodua (KI) trong nuwéc deng trong binh dinh mirc mét vach dung tich 1 000 ml
(6.2). Pha loang bdng nwé&c dén vach va tron déu.

Dung dich géc iodua bén trong 1 thang néu duec bdo quan noi téi & nhiét 6 phong.

5.2.2 Dung djch chudn lam viéc iodua, cé néng do twong (rng véi 20 pg, 50 pg, 150 pg va 250 pg

cla iodua trong 1 lit.

Dung pipet 14y 20 pl, 50 pl, 150 pl va 250 pl dung dich géc iodua (5.2.1) cho vao bén binh dinh murc
mét vach dung tich 100 ml riéng biét (6.2). Thém nwéc vao tirng dung dich dén vach va tron déu.

Céc dung dich chuan lam viéc icdua bé&n trong moét tudn néu dwroc bao quan noi tdi & nhiét dd phong.
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5.3 Axetonitril (CH,CN), loai ding cho HPLC.

5.4 Dung djch hexadexyltrimetyl amoni clorua [CH3(CH,)1sN{CH3)sCl]. dung dich 25 % (ph&n khéi
iwgng) trong nwéc, loai dung cho séc ki cép ion,

5.5 Dich rira gidi ding cho HPLC: H&n hop cua dinatri hydrophosphat va hexadexyltrimetylamoni
clorua trong hén hop cla axetonitril va nwéc (68 + 32 tinh theo_phén thé tich), pH = 6,8.

Hoa tan 1,42 g dinatri hydrophosphat (Na,HPO,} trong khoang 600 ml nwéc trong binh dinh mirc mét
vach dung tich 1 000 ml (6.2). Thém 1,3 ml dung dich hexadexyltrimetylamoni clorua (5.4) va trén déu.
Sau d6 thém 320 ml axetonitril (5.3) va l&c lai. Chinh pH dén 6,8 béng axit ortophosphoric (H3PO,) dam
dac. Pha lodng bang nwéc dén vach va tron déu.

Lam trong dung djch béng cach loc qua mang loc 1,2 um rdi loc tiép qua mang loc 0,5 um. Khudy dung
dich @& tron ddu, ddng théi loai khi bing siéu &m & ché dd chan khéng trong 2 min trwéc khi bét ddu
st dung. Dich rira gidi co thé thay ddi bing cach thém mét it nuoc hodc axetonitril @& viéc chinh thai
gian Iy clia iodua la khéng dang ké& Dich rira gidi bén trong 1 ndm, néu dugc bdo quan trong vét
chira c6 nép day kin.

5.6 n-Pentanol.

6 Thiét bj, dung cu

St dung cac thiét bi, dung cu ctia phong thir nghiém théng thurdng va cac thiét bi, dung cu cy thé sau:
6.1 C&n phan tich, co thé can chinh xac dén 0,01 g, ¢6 thé doc dén s6 thap phan thi ba.

s.zl Binh dinh mirc mét vach, dung tich 100 ml va 1 000 ml, loai A cia TCVN 7153 (ISO 1042) &
6.3 Micropipet, c6 thé phan phéi duoc 20 pl, 56 pl, 150 pl va 250 pl, 1ISO 8655-2 ©

6.4 Pipet chia dd, dung tich 2 ml, chia d6 dén 0,1 ml, loai A cia TCVN 7150 (1SO 8395) 2 hoac loai AS.
6.5 Ong dong chia 4, dung tich 500 ml, loai A ctia TCVN 8488 (ISO 4788) 1.

6.6 May do pH, co dién cyc thuy tinh két hop.

6.7 Bo loc mang, c& 18 1,2 um va 0,5 um, bang Nylon-6-6 hoac vat liéu trong duong, co thiét bi loc
dé lam trong dich rira giai HPLC.

6.8 May ly tam, co thé gitr cac éng ly tam 50 ml va cé thé tao gia toc quay 1 000 g.

6.9 Ong ly tdm, hinh nén, dung tich 50 ml, dwong kinh trong 27 mm, béng chat déo dung mét lan, cd

nap van.
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6.10 Dung cu d& mang lgc hinh nén, 3é d& phéu loc mang (6.11) trong cac ng ly tam (6.9) (Amicon
CS1A ", hodc twong duong).

6.11 Phéu loc mang, nguwéng tir 25 000 D dén 30 000 D (Amicon Centreflo "' CF-25, hoac tvong duong).

Chuan bi cac phéu loc mang mai trwée khi str dung nhw sau: Ngam phéu trong hdn hop cuia etanol va
nwoc (2 + 8 tinh theo phan thé tich) trong 1 h. L&y phéu ra va dé réo nwéc. Dat phéu vao trong dung cu
d& mang loc hinh nén (6.10) va dit dung cu d& vao trong dng ly tdm 50 ml. Ly tam phéu & gia téc quay
900 g dén 1 000 g trong khodng tir 5 min dén 10 min.

Lat nguwroc phéu loc mang maéi dé tam khd hét phan dung méi con sét lai. Dat phdu da chudn bi vao cac
dung cu & trong 6ng ly tdm sach da duoc dén nhan (6.9) dung cho mA3u phan tich. Sau méi I1an st
dung, ngdm phéu ngay vao nwdc néng, rira bang nuéc néng va bao quan trong hdn hop clia etanol va
nuwéce (1 + 5 tinh theo phén thé tich). Loai bé dung méi trrde khi st dung ph&u cho 1an tiép theo nhu
trén ddi voi phéu méi.

Céch khac, co thé dung bd loc Milipore Ultrare-PF"” (UFP1, ngwéng 10 000 D). Bf loc ding mét 14n
khong c&n phai x(& ly trwde va qua trinh loc co thé duoc thuc hién bang ap suét nhe hodc chan khéng:
khong can ly tam.

6.12 Thiét bj HPLC, bao gbm:

6.12.1 Bom, co thé cai dat & toc a6 dong 2 mi/min.

6.12.2 B phan bom mau, bing tay hodc ty ddng, dung tich bom tir 50 pl d@&n 200 pl.

6.12.3 CHt phan tich, Partisphere C-18 V), 5 um, dwéng kinh trong 4,7 mm, dai 110 mm, hodic twong dwong.

6.12.4 Cét bao vé (tuy chon), cdt SPHERI-5 C-18" dwdng kinh trong 3,2 mm, dai 15 mm, hoac

twong duong.

6.12.5 Detector dién ho4, dung ché d3 dong mét chidu hodc ché d6 do ampe xung, cé dién cyc lam
viéc bang bac & dién thé ter 0 mV dén + 50 mV.

6.12.6 B ghi hodc bé tich phan, c6 thé do dién tich pic, tét nhat Ia ding bo may tich phan dién ter
c6 chirc nang do "pic &m” (vi du Spectra Physics" 1a thich hop).

7 Lay mau

Vigc 14y mAu khéng quy dinh trong tiéu chuén nay, nén 14y mau theo TCVN 6400 (ISO 707) 13,

M3&u gri dén phong thir nghiém phai ddng 1a mau dai dién. MAu khéng bi her héng hodc thay déi trong
subt qua trinh van chuyén hoac bao quan.

" Pay 1a cac vi dy vé cac san phAm phu hep cé ban s&n. Théng tin nay dwa ra tao thuan tién cho ngudi str dyng tiéu chuén,
tiéu chudn nay khang &n dinh phai st dung san phim d6. C6 thé st dung cac san pham khac néu cho cac két qua twong tw

8
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8 Chuin bj méu th

8.1 Yéu ciuchung

Tranh lam nhiém khuén trong subt qua trinh chuin bj mau.

8.2 Sira

Pura mau tht v& nhiét 49 20 °C + 2 °C va tron déu. Néu khdng thu duoc sy phan tan déng déu cla
chét béo thi dun nong mau tlr tr dén 40 °C va trén nhe bang cach dao ngwoc hdp chira mau. Sau dé
lam ngudi dén nhiét d6 20 °C + 2 °C.

8.3 Sira bot
Chuyén mau sang hép chira cé ndp day kin khi, cé dung tich I&n g&p hai 1&n thé tich mau. Day ngay

hép va tron déu mau bing cach lac va dao chiéu hop chira nhiéu 1an.

9 Cach tién hanh
9.1 Phéin méiu thir

9.1.1 Sira

Can 45 g + 5 g phan mau thir, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh dinh mic mét vach dung tich 100 ml
(6.2). Them nuoc dén vach va tron déu.

9.1.2 Sira bt

Can 4,2 g + 0,2 g méu thtr, chinh xac dén 0,01 g cho vao binh dinh mirc mét vach dung tich 100 ml
(6.2). Thém tir 70 m! d&n 80 ml nwéc va lac manh trong 5 min @én 10 min @& hoa tan m3u. Cho 1 giot
n-pentanol (5.6) dé khir bot va tron. Thém nwéc dén vach va tron déu.

9.2 Lam sach

R6t ddy phAn mau thir 43 dwoc pha lodng (9.1.1 hodc 9.1.2) vao hai phéu loc mang dén cach miéng
khodng 5 mm va cho li tam & gia tc tir 900 g dén 1 000 g khodng tir 15 min dén 20 min. Phan dich loc
trong thu dwoc (nghia 13 d6i véi mét mau hai dung dich thir) cé thé bom tryc tiép 1én hé théng HPLC.

CHU THICH: V& quy trinh 1am sach thay thé, xem 6.11, doan cubdi.
9.3 Xac djnh bing HPLC

9.3.1 Téi wu hoa cac didu kién HPLC
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Rira cét HPLLC mdi bdng cach boem qua cot mét hdn hgp axetonitril (5.3) va nwéc (5.1) (1 + 1 tinh theo
phan thé tich) va chay tiép 30 ml dich rira gidi HPLC (5.5). Sau do6 chay lai dich rlra gidi voi téc dé
2 mi/min trong vong it nhét 1 h. '

Bat detector dién hoa (6.12.5) (dién thé 0 mV dén + 50 mV; d4u ra voi thang do tir 10 NA dén 20 nA).
Tiép tuc bom dich rira gidi HPLC (5.5) cho dén khi thu dugc dwdng nén &n dinh.

Bom I4p lai 50 pl dung dich chuln 1am viéc iodua véi ndng 86 iodua 250 plfl (5.2.2) cho dén khi thoi
gian I va chiéu cao pic la 8n dinh; tire 14 chénh léch tuyét d6i gitra cac chidu cao pic clia hai lan bom
ké tiép nhau khéng vuot qua 3 %. Thoi gian lwu cac iodua ndm trong khodng tir 4 min dén 8 min;
néu khéng, thi chinh lai thanh phén cla dich rira gidi (5.5). Chinh dién thé cla dién cuc trong khoang
tr 0 mV dén + 50 mV @& tdi wu hinh dang va chiéu cao pic (xem Hinh 1).

Xac dinh thé tich bom cda dung dich chudn lam viéc iodua 250 pg/l (5.2.2) cho chiéu cao pic khodng
80 % toan thang do. St¥ dyung thé tich bom nay cho tat ca cac dung dich thr va cac dung dich chudn.

Dich rira giai HPLC (5.5) dwgc bom lai giGra céc 1&n phan tich mau hodc khi chi bom céac dung dich
chudn. Tuy nhién, khéng bom dich rira gidi khi dang bom céc dung dich the. P& duy tri tinh sdn sang
ctia hé théng khi st dung, cAn dat téc A6 dong cia dich rira gidi 0,2 ml/min. Khi cac 1&n sir dung céch
nhau trong khodng thé&i gian dai, thi hé théng HPLC cin dugc rira bang hdn hop axetonitril (5.3) va
nuoe (5.1) (1 + 1 tinh theo phén thé tich) va can bang lai bang dich rira gidi HPLC (5.5) trwde khi dung tiép.

9.3.2 Tién hanh do

Bom bén dung dich chudn lam viéc iodua (5.2.2). Sau khi rira gidi iodua doi 5 min réi bom tiép. Do cac
chiéu cao pic iodua ho3c cac dién tich pic cha cac dung dich chuén lam viéc iodua.

Bom cac phan mAu thir (13p lai hai lan nhw trong 9.2). Sau khi rira gidi iodua dei 5 min rdi bom tiép. Bo
céac chidu cao pic hodc cac dién tich pic cia iodua.

Sau khi bom 6 14n dén 8 IAn cac dung dich thtr, bom lai dung dich chudn lam viéc iodua 150 g/l
(5.2.2). Chénh léch v& chiéu cao pic hoac dién tich pic cla iodua khéng dwoc qua 5 % so vai gia tri thu
duoec truéc do.

Tuy thudc vao cac didu kién lam sach, chét lvong cla cac dung méi HPLC va dién circ ma co thé quan
st thAy phan pic am ndm canh pic iodua trong séc ki db. May tich phan phéi dugc chinh sao cho phéan
am cua pic (dwdi duong nén) khdng ndm trong phép do chiéu cao pic hodc dién tich pic.

9.4 Dwng dwong chudn

Thuc hién phép phan tich binh phuong nhd nhat tuyén tinh trén méi twong quan gitra ndng dd va tin
hiéu thu duoc (chidu cao pic hodc dién tich pic) déi véi bdn dung dich chuan lam viéc iodua. Khéng
tinh diém zero (0,0) trong phép tinh. Hé sb twong quan phai > 0,99

10
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a) Séc ki db ctia chudn iodua (102 ug/l)
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b) Séc ki db cua sira bot gy (2,3 pg/l)

CHU DAN:
1 Bom
2 lodua

CHU THICH: Séc ki @& LC dién hinh trong dung dich chun lam viéc iodua va trong mu sa bot phan tich trén cot
Partisphere C-18 5 um, dwdng kinh trong 4,7 mm, chiéu dai 110 mm.

Hinh 1 — Séc ki d4 dién hinh cua cac dung djch iodua

11
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10 Tinh va biéu thj két qua

10.1 Tinh toan

Ham lwgng iodua, w, tinh bang microgam trén gam, theo céng thirc:
W| =‘& x 0,1
m

trong do:

oy la ham lweng iodua cla dung dich thir dwoc tinh tir duong hdi quy hoéé doc tir duwirng
chudn, tinh bang microgam trén lit (ug/l);

m la khéi lvgng clia phan miu thir (9.1), tinh bing gam ().
10.2 Biéu thj két qua
10.2.1 Sira

Biéu thj két qua thir nghiém dén ba chir sé thap phan déi véi ham Ireng iodua nhé hon 0,1 pg/g va
dén hai chir s6 thap phan déi véi ham lvong iodua tir 0,1 pg/g dén 1 uglg.

10.2.2 Stra bot
Biéu thi két qua thtr nghiém dén hai chi s thap phan déi véi ham lweng iodua nhé hon 1 ug/g va dén
mdt chlr s6 thap phan déi véi ham lweng iodua tir 1 pg/g dén 10 pg/g.

11 B9 chum

11.1 Phép thir lién phong thir nghiém:

Cac gia tri 1ap lai va tai lap thu duwoc tir cac két qua cla phép thir lién phéng thie nghiém theo
ISO 5725:1986 ™. Cac két qua nay duoc néu trong Tai liéu tham khao [7].

11.2 D6 I3p lai

Chénh léch tuyét ddi gitra hai két qua thir ddc 1ap, riéng ré thu dwoc khi st dung cung phwong phap,
tién hanh trén vat liéu thir gidng hét nhau, trong mot phong thir nghiém, do mét nguei thue hién, so
dung cung thiét bi, trong mét khodng thai gian ngén, khéng qua 5 % cac tredng hop Ién hon 25 %
trung binh céng cua hai két qua.

12



TCVN 7080:2010

10.1 DO tai lap

Chénh léch tuyét @i gitra hai két qua thir riéng ré thu dwoc khi st dung cuing phwong phap, tién hanh
thir trén vat liéu gidng thtr hét nhau, trong cdc phong thir nghiém khac nhau, do nhitng ngudi khac
nhau thyc hién, sir dung cac thiét bj khac nhau, khéng qua 5 % cac truvong hep lén hon 30 % trung
binh cdng cla hai két qua.

12I Bao cao thir nghiém

~ Bao cdo thlr nghiém phai ghi ré:

a) moi thdng tin cin thiét d& nhan biét ddy dd vé mau th;
b) phuong phap IAy mau da dung, néu biét;

c) phwong phap ther 83 dung, vién dan tiéu chuén nay;

d) tt ca cac chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chudn nay, hodic tuy y lwa chon cung voi cac
chi tiét bAt thwong nao khac co thé dnh hudng téi két qua;

e) két qua thu dwoc hodc néu kiém tra d6 I3p lai, néu két qua cudi cung thu dugc.

13
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Thw muyc tai ligu tham khao

[1) TCVN 6400 (IéO 707), Stra va sén phédm sira — L&y méu.

[2] TCVN 7150 (ISO 835), Dung cu thi nghiém béng thuy tinh — Pipet chia dé.

[3] TCVN 7153 (ISO 1042), Dung cy thi nghiém bdng thdy tinh — Binh dinh mdc mét vach.
[4] TCVN 8488 (ISO 4788), Dung cu thi nghiém bang thdy tinh — Ong dong chia dé

[5] 1SO 5725:1986 %, Precision of test methods — Determinaion of repeatability and reproducibility for a

standard test method by inter-laboratory tests.
[6] 1SO 8655-2, Piston-operated volumetric appratus — Part 2: Piston pipettes.

[7] SERTL, D., MALONE, W. Liquid chromatographic method for determination of iodine in milk:
Collaborative study. J. AOAC Int. 1993. 76. pp. 711-719.

*' Tiéu chudn nay d3 huy.
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