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L&i ndi ddu
TCVN 7536:; 2005 hoan toan tudng ducong 1SO/TS 17234: 2003.

TCVN 7536: 2005 do Ban ki thuat Tiéu chudn TCVN/TC 120
San phdm Da bién soan, Tdng cuc Tiéu chuin Do ludng
Chaét luong dé nghi, B6 Khoa hoc va Cong nghé ban hanh.
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Xust ban Ién 1

Da — Phép th{r hoa — Xac dinh thudc nhudm azo c¢é trong da

Leather - Chemical tests — Determination of certain azo colourants in dyed leathers

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap xac dinh viéc sif dung thudc nhudém azo cb gidi phéng cac amin

thom.
2 Tailiéu vién dan

Céc tai fiéu vign dan sau rét can thiét cho viéc dp dung tiéu chudn. D3i véi cac tai liéu vién dan ghi nam
ban hanh thi 4p dung ban dugc néu. DS véi cac tai liéu vién din khong ghi nam ban hanh thi ap dung
phién ban mdi nh4t, bao gém ca cac sita ddi.

TCVN 4851: 1989 (1SO 3696: 1987), Nudc phan tich ding trong phong thi nghiém - Yéu cau k¥ thuat va
phuong phap thi. '

TCVN 7117 (1SO 2418), Da — Mau phong thi.nghiém — Vi tri va nhan dang.

TCVN 7126: 2002 (ISO 4044: 1977), Da - Chuéin bi mau thir hoa.

3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chuén nay sl dung cac thuat nglr va.dinh nghia sau:

31

thudc nhudm azo (certain azo colourants)

thudc nhudm azo 14 thuSc nhudrn ma khi tich mét hindc nhidu nhém azo cla ching thi tac nén cio
amin dudi day

Theo cac hiéu biét vé khoa hoc hién néy. van cé dau hiéu clia viéc sif dung céc thudc nhl..:ém azo da bj
cdm trong qua trinh s3n xust va x{ ly da, ma khi tach chiét da theo diéu kién clia qui trinh néu trong 8.2
thi s& sinh ra mot trong cac amin sau ddy va mirc phat hién dudc clia cac amin ndy vugt qué 30 mglkg.

5
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1) 4~ Aminodipheny! (CAS-No.: 92-67-1)
2) Benzidin (CAS-MNo.: 92-87-5}
3) 4-Clotoluidin _ (’CAs-No.:'Q&eg-z)
4)  2-Naphtyamin (CAS-No.; 91:66-8)
5) 4-Cloanilin (CAS-No.: 106-47-8)
6) 2,4-Diaminoanisol (CAS-ND.I: 615-05-4)
7) 4,4'-éiaminémphanytmetan (CAS-No.; 101-77-9)
8) 3,3-Biclobenzidin (CAS-No.: 91-94-1)
9) - 3,3"-Dimetoxybenzidin (CAS-No.: 119-90-4)
10) 3,3-Dimetylbenzidin ~ (CAS-No.: 119-93-7)

11) 3,3-Dimetyl-4,4'- diaminodiphenylmetan {CAS-No.: 838-88-0)

12) 4-Cresidin (CAS-No.: 120-71-8)
13) 4.4'-Metylen-bis-(2-cloanilin) (CAS-No.: 101-14-4)
14) 4,4'—Oxyd_ianilin. (CAS;NO.: 101-80-4)
15) 4,4'-Thiodianilin (CAS-No.: 139-65-1)
16) 2-Toluidin (CAS-No.: 95-53-4)
17) 2,4-Biaminotoluen (CAS-No.: 95-80-7)
18) 2,4,5—“frimetyi anilin. (CAS-No.: 137-17-7)
CHU THICH CAS = S§ dang ky hoa chét theo quéc 16.

Theo phudng phép 'néy. thuSc nhudm azo khi tdch cac nhém azo tao thanh amin 2-amincazotoluen
{CAS-No: §7-56- 3) va 2-amino-4-nitrotoluen (CAS-No: 99-55-8) dugc phat hién qua amin 2-toluidin

v:-‘v*’ho?_ic amin 2,4-diaminotoluen,

4 Nguyén tdc

Sau ki ty ddu ma, mau da dugc x{ Iy véi natri dithionit trong dung dich dém {pra) 4 70 °C trong binh
11+, Cac amin gidi phdng ra trong qua trinh tach duge chuyén vao pha ete t-butyl metyl bang phudng
phap chiGt Idrg- iong su dung cot kieselgur. Dung dich chiét ete rbuty1 melyl sau a6 duge co dée dudi
xwu kign ta (U trong may chd quay chan khdng, phan can duoc ko tan trong mét dung moi thich heir
;.iy deo p!'eru_‘ir‘.g phap st dung @8 xac dinh cac amin.

Ti&n hanh xéo dinh cac amin bé’mg thiét bi sac ky lony ap sudt cas sl dung detector diot arpwy
(H¢ ’*\A ) sdc kY ldp mong (T (" HPTLCY va do mat dd g iang, #3c ky  f mao CiUfﬂ‘! véi detector
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ion hod ngon Ira va/holic detector kh6i ph8 (GC/FID vahoac MSD), hodic blng phuong phép dign di
mao quén sif dung detector diot array. '

Céac amin phai duoc phat hién bang it nhét hai phuong phap séc phé khac nhau dé tranh bat ky sai léch
nao gay ra bdi cac chit gay nhidu (nhu 1& phét hign ra cac aéng phan vi tri clia cac amin) va do 46 dan
@&n k&t qua sal. Viéc dinh Jugng amin tién hanh theo phuang phap HPLC/DAD.

5  Thiét bj va nha cung cdp

Sir dung thi€t b phong thi nghiém va cac-thiét bj sau :

5.1 Binh phan (ng bing thuy tinh chiu-nhiét, kin khi.

5.2 B&p d6t bing cAt (cat bién 0;1 — 0,3 mm) hoc b&p cach thuy c6 bd 8n nhiét.
53 Nhiét k& 70 °C, db chinh x4c 0,5 °C .

5.4 Binh dinh mitc véi cac thé tich khac nhau.

5.5 Cot bang polypropyien hoac thuy tlnh c6 dudng kinh trong tor 25 mm dén 30 mm va chiéu dai tir
140 mm dén 150 mm, c6 pheu loc thuy ’unh & dau ra, dugc nhéi day kieselguhr dang hat x&p {vi du
Extralut NT 20, cét nhdi sn (Merck Ar‘t.No.11737}]A

5.6 - Bom tiem béng polypropylen hoac‘pdiyetyien, 2 mi.

5.7 May co quay chan khéng
5.8 Pipet, 10ml, 5 ml, 2 ml, 1 ml.

5.9. B& siéu am c6 bo 8n nhiét.

5.10 Binh day tron 100 ml 6 khdp ndi tren chudn NS 29132.

511 Thiét bj phan tich
- Thiét bj chdm tu dong vai HPTLC hogc TLC
- May do méat dd quang
- Dién di 'ﬁﬂao quan voi DAL
- GC mao quan, tém c.hia dong/khdng chia dong, tét nhat véi MS/MSD |

- HPLC c¢é diéu chinh gradient, t&t nhat véi DAD, hoic HPLC-MS.
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3 Hoéchat

Triz khi ¢4 cAc qui dinh khac, sUf durig hod chét ¢ c&p a6 phén tich:

8.1 Metanol. .

6.2 Ete { butyl metyi.

5.3 Natri dithionit, it nhat 87 % tinh khiét.

8.4 Dung dich natri dithionit, 200 mg/ml, chuén bi hang ngay.

8.5 n—Hexan.

6.6 Cacamintif 1 dén 18 ¢ diéu 3.1 (mUc tinh khiét cao nhat co thé).

6.7 Dung dich g6c cla cac amin {6.6): 400 mg/l trong ety! axetat cho phan tich TLC.

5.8 Dung.dich géc cla cac amin (6.6) : 200 mg/l trong mata'nol cho phén tich GC, HPLC, CE. .

6.9 Dung dich dém citrat, 0,06 M, pH 6 (vi du Merck Art. N0.1.09437.1 000), dun néng trudc dén
70°C. '

.40 Dung dich chudn diing d& kiém tra qua trinh amin hod: 30 Qg amin / m! dung méi, dugc chudn bi. _
mdi t&r dung dich g&c (6.7) hodc (6.8) {uy thudc vao phuaﬁg phap phan tich,
6.11 Metanﬁlio NaOH 20 % (wfv), 20'g NaOk hoa tan trong 100 rnl metancl.

842 Nutée loai 3 theo TCVN 4851 - 1988 (SO 3696: 1987)..
7 L&y mAu va chuin bi mau

Nu o6 thé Iy mAu thit phii hop véi TCUN 7117 (ISO 2418) va nghién da theo TCVN 7126; 2002
{150 4044: 1977). Néu khong thé I8y mau theo TCVN 7117 (ISO 2418) (vi du da 18y tir san ph&m &3 hoan
14t nhu giay ting, quan 4o) thi chi ti€t cdia qua trinh 1§y mAu phai dudc ghi trong béao c4o thif nghigm.

D61 véi qué trinh phan tich, mot mAu dai dién gém 1.0 g da da nghién duoc can chinh xac cho vao binh

rhan dng (5.1).

i.ai bb céac vét clia chat dinh két bang cu hoc, néu cin thiét.
5 Cachtign hanh

21 Khir dfumd

LAy 1 g mAu rda & nghidn x{r 1y trong binh kin 50 mi {5.1) v&i 20 ml hexan (G.7) t:orig bE siéu dm (5.8} &
40 °G trn g 20 phidt. Lép hexan sau 46 duge gan ra khdl m3u da. Mgay sc0 4% ‘iz hanh x{ 'y lai lan
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nita nhu 14n trdc cling v8i 20 mi hexan. Lp hexan can aé bay hoi tif nhién qua‘dém trong binh dé md.

2.2 Thch, khir

Cho mét lugng 17 mi dung dich 8&m (6.9) da dugc dun néng trudc dén 70 °C £ 5 °C vac mau thll, Binh
phan (mg duge day kin va sau khi lic thi @8 trong td théng gié !roné bé a6t bhng cat hoAc trong mbt bé
didu nhiét (5.2) trong (25 + 5) phut & 70 °C + 2 °C. Nhiét dd phan (mg 70 °C dat dugc & bén trong binh
phan (ng. Nhiét 46 ﬁéy dugc kidm tra bing mét nhiét k& dat & bén trong binh.

Sau dé cho thém 1,5 ml dung dich natri dithionit (6.4) va syrin (5.6) va-giT binh phén {mg trong 10 phat
& 70 °C. Sau dé cho thém 1,5 m! dung dich natri dithionit nita va tiép tuc gilr binh phan (ng thém
10 phat nfa va iam ngubi dén nhiét 66 phong b&ng nudc.

8.3 ' Chiét 1dng-idng
Dung mét chay bang thuy tinh §é ép dung dich phan (g ra khdi sgi, gan vao cot Kieselguhr (5.5) va @3
hép thu trong cét 15 phit.

Cho thém 5 ml ete t-butyl metyl (6.2) va 1 ml metanol NaOH 20 % (6.11) vac can sgi da ¢oHn trong binh
phan ting. Day binh phan (g va lac manh rdi chuyén vao cét Kieselguhr (5.5).

Trang binh phéh {ng va sgi da can lai mot in véi 15 mi va mét idn véi 20 mi ete ¢- butyl mety! rdi chuyén
vao cot Kieselguhr dé bét dau giai hdp cac amin. Sau ciing phun tnc tiép 40 ml ete t-butyl metyl vao cdt,
Dung dich giai hap thu duge cho vao binh day tron 100 mi ¢6 khép néi chuén (5.10).

Dung dich chiét ete t-butyl metyl dugc cod daé dén khoang 1 m! (khdng dé ki kiét) trong may cd quay
chan khong (5.7) trong diéu kién chan khong th&p va kiidng qua 50 °C. LAm bay hoi hoan toan phéan
ete con lai bang céch thdi nhe khi trd vao.

Phén can dugc chuyén ngay vao mét binh'd”;n_h mic 2 m! (5.4) va iam ddy dén vach mifc vdi metanol
(hozc etyl axetat d8i véi phan tich'TLC). Dung dich nay sin sang cho phan tich trén thiét bi. .

8.4 Kiém tra ha théng phan tich

D8 kidm tra qua trinh phan tich, cho 1,0 ml dung dich chuZn (5:10) vao binh phan (ng (5.1) cé chia
16 mi dung dich dém @3 dun néng (6.9). Sau dé qua trinh va cac budc ti€p theo ducce ti€n hanh theo
didu 8.2. Ty 18 thu héi dat dugc phai it nhat 1a 70 % cho cacamin 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,

15, 18'va it nh&t 50 % cho aimin 16, 17 va 20 % cho amin 6,

9  Higy chuin

Dung dich chudn (6.10) véi ndng 5 30 pg/mi dudc cling dé higu chuén.
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10 Phan tich sic ky

'N&u sir dung cAc loai thiét bi khac nhau, khang thé thuc hién mét qui trinh chung. Céc thong s6 sau 43
duge thir nghi@ém thanh cong va duge sif dung trong cac phép phén tich nay.

1G.1 Phéan tich séc ky phat hién dinh lvgng va djnh tini: Sic ky 16ng higu suit cao (HPLC)

Dung méi risa gidi 1: Mletanol;

Dung méi'n‘ra gidi 2: 0,575 g Amoni dihydro phosphat + 0,7 g dinatri hydro phosphat trong
1 000 mi nuée, pH 6,9;

Pha 6n dinh: LiCﬁrospher 80 RP-select B (5 um) 250 mm x 4,6 mm;

Nhiét d6 cot: 40 °C;

Téc @ dong: 0,8 1,0 mi/phit;

Gradien: BAt @4u 15 % dung dich rlta gidi 1, tang d&n 80 % dung dich rifa giai *
trong 45 phut; | | '

Thé tich bom: 10 ui;

Phét hign: DAD & 240 nm, 280 nm va 305nm.

12.2 Phin tich sic ky phat hién dinh lugng

16.2.1 Séac ky khi mao quan (GC)

Céi mao quénﬁ c6 cuc trung binh, vi dl_j'TSE' 54 hoac DB 5, dai: 50 m, dudng kinh
trong: 0,32 mm, chiéu da;( 16p phim: 0,5 mm

Hé th8ng bom mau: chia dong /khéng chia dong

Nhiét 45 budng bom mau: 250 °C

Chugng trinh nhiét do 70 °C trong 2 phat, sau 66 ting 1&n 280 °C vdi t6c d6 10 °C/ phut,
gilr 6 280 °C trong 5 phut;

Detactor: MSD, scan 45—300 amu

Ahl mang: .Hﬁ'ii

ison; 1 1, khdng chia dong 2 phit
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10.2.2 Phuong phép dijn di mao quin (HPCE) '

250 ul dung dich mAu thir duge trdn véi 50 pl HCI (¢ = 0,01 molfl) va cho qua mét t&m loc mang
(0,2 um). Dung dich nay dudc phan tich biing thiét bi dién di mao quan.
‘Mao quéan 1: 56 cm, khang phil, dudng kinh trong: 50 um, v6i dudng di clia anh sang kéo dai;
Mao quan 2! 56 cm, phii bang polyvinyl aicohol {PVA), dudng kinh trong: 50 um, v&i duding di cla
&nh sang kéo dai; |
Dung dich d@ém: Dung dich d&ém phosphat (c= 50 mmol/l), pH 2,5;
Nhiét do cot: 25°C;
Pién ap: 30 kV;
Thai gian bom: 4 gigy,
Théi gian rira: 5 giay;
Phat hién: DAD 214 nm, 240 nm, 280 nm, 305 nm.
10.2.3 S#c ky khi ldp mong (TLC)
10.2.3.1 T4m phéng (HPTLC): Silica gel ¢4 chat chi thj huynh quang F 254, 20 x 10 cm;
Thé tich strdung: 5 pl dugc bom theo dong véi thiét bi ch&m ty ddng;
Dung mai-ddng: clorofom : axit axetic 90:10 theo thé tich;
10.2.3.2 Tam phing (TLC):  Silica gel €0, 20 x 10 om, budng béo hoa;
Thé tich s{rdung: - 10 i dﬁgc ap dung nhu mét diém chdm véi thiét.bi cham tu dong;
Dung méi déng 1: ‘Clorafom . etﬂ axetat :.axft axetic = 50:30:10 theo thé tich;

Dung mdi dong 2.~ Clorofom : metanol = 95 5 theo thé tich;

Thuéc thir 1: 0,1% NaNOz trong KOH (c= 1 mol/!);
Thuéce thit 2: 0,2 % alpha-Naphtol, trong KOH (c= 1 mol/i).
11 Danh gia

Néng do amln ducc tinh toan dya trén diéntich cac pic clia cac amin thanh phan riéng biét tudng ducng
véi nhém amin hiéu chudn 30 pg/mt (6.10). Ham lueng amin dugc tinh toan la phan khdi lugng w tinh

"theo my cla phan riéng biét/kg da theo cHng thifc sau:
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trong 46

A
B
Vv

=

[ =

14 dién tich pic clia amin tinh theo don vi didn tich;
12 nong G5 cl'a amin trong dung dich hiéu chusn tinh theo pg/ml;
la thé tich ma mau th ddg‘c tao thanh theo 8.3 (thé tich cubi clia mau thir) tinh theo mi;

i2 phén khéi luigng duge tinh theo mAu da trong thé tich cubi clia mAu thir tinh theo g-

w  |a phdn khéi luong;

Cac chi s8 dudi;

£ la mau thin

K 1a dung dich amin hiéu chusn.

12 Béo cao thir nghidm

BAo cao thif nghicm phai bao gém céc théng tin sau:

2)
b)
¢)

d)

vien dan tigu chudn nay:
loal, ngudn gdc va md ta vé mau phan tich hoac mét phan cla mau:
bat ky sai iéch nao so véi qui trinh phan tich, cac budc tién hanh dac biét thém vao:

céng bG qui trinh tién hanh riéng biét va cac phuong phép st dung G& phat hién va xac dinh
(phuong phap thir hai phai st dung dé xac nhan két qua dtng):

k&t qua phan tich theo mg/kg (xem didu 11) dsi véi amin (3.1) phai dugc liét ké riéng bigt va
bao cao dua vao cic gia tri h_gu'ang sau day:
Trong trudng hop gia tri cia mdt amin < 30 mg/kg:

Theo phan tich da tién hanh, thudc nhuém azo gidi phéng cac amin thom da ligt k& khang phéat

hign dugc.

Trong trudng hop gia tri cda mdt amin > 30 mg/ky:

K&t qua phan tich cho thdy: mau da dura ra d8 xem xét da dugc san xudt hasc Xt Iy b sir dung
thudc nhudm azo cb giai phdng mét hodc nhidu loai aimin da st k3.

Trong trudng hgp mire cta 4-amincdiphenyl valhodc 2-naphtyiamin - 30 mgfky:

S¢ dung phitong phap:phan tich nay d3 phai hién ra 4-aminodiphenyi valhodc 2-naphtylamin
Theo nhitna hifu bidt hién nay khong the khiing dinh chic chén ring da i dung thude nhusi

azo cb gidi phéng cac amin da ligt k& kb ikhdng o6 thém théng tir,
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13 B chinh xéc ciia phudng phap
S8 ligu cho sau day thu dugc tir thi nghidm fién phong clia c4c loai da khac nhau. S6 iiéu thu duge qua

vigc sl dung HPLC vdai DAD. Mau dugc nghié_n theo TCVN 7126: 2002 (ISO 4044: 1877). DSi vai cbt
chiét 1dng-1éng clia hdmg MERCK, d3 sif dung loai EXTRALUT NT20 phén s§ 11737.

_ - D6 13p lai theo Do tai 1ap theo
.Mau da Amin §da phat hién Gia tri theo mg/kg mg/kg _ mg/kg
_ r ' R
Benzidin 13,5 . 54 8,4 ]
A 3, 3' - Pimethoxybenzidin 154 4,4 S 6,4
3, 3' - Dimetylbenzidin 20,5 7.1 9.5
Benzidin 12.9 3.8 89
& | 2-Toluidin 37,5 15,4 : 38,5
3, 3' - Dimetylbenzidin 256 _ 8.0 170
? 2-Toluidin | 501 - 20,2 42,1
b Benzidin 16,5 L 30 74 |




