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Heat-treated milk — Determination of lactulose content —
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1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap x4c dinh ham luong lactuloza trong sira, sita gdy, sita da tach
mét phan chat béo hodc sira nguyén chat da dugc xUr ly nhiét, sir dung sic ky Idng hiéu nang cao, dé
phan biét sira tiét tring béng xi¥ ly siéu nhigt (UHT) véi sifa tiét triing déng chai.

Phuong phap nay da dugc thr nghiém trén dai ham luong lactuloza tir 200 mg/l dén 1 500 mg/l va co

thé ap dung cho tAt ca cac loai sifa xif Iy nhiét.

Phuang phap qui dinh trong tiéu chudn nay dudc s dung trong cac trudng hop cé tranh chap.

2 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay st dung thuat ngif va dinh nghia sau day:
2.1

Ham lugng lactuloza cla sifa gdy, sira da tach mdt phdn chit béo hodc sira nguyén chat

(lactulose content of skimmed, partially skimmed or whole milk)

Khoi Iugng clia cac chét xac dinh duge bing qui trinh qui dinh trong tiéu chudn nay.

CHU THICH Ham lugng lactuloza dugc biéu thi bang miligam trén Iit m3u.

3 Nguyén tic

Chét béo va protein dugc loai ra khdi mau sifa, sau d6 dudc loc. Ham Iugng lactuloza trong dich loc
duqé xac dinh bang sac ky Iong hiéu nang cao (HPLC). Két qua thu dugc clia mAu duge danh gia bing
cach déi chimg v8i cac méu chudn bao gém sifa gdy khong chira lactuloza dudc bd sung mét lugng
lactuloza biét trudc.
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4 Thudc tha

T4t cA cac thubc thir duge sir dung phai 1a loai tinh khiét phan tich va nudc dude sir dung la nudc cat
hai I8n hoac nudc cd d6 tinh khiét tuong duong, trif khi o qui dinh khac.

41 Lactoza ngam mét phan tr nudc.
4.2 Lactuloza, c6 dd tinh khiét t8i thidu 99 %.
4.3 Dung djch mau da xir ly so b$

Hoa tan trong nudc 91,0 g k8m axetat ngdm hai phan t& nudc [Zn(CH,CO0),.2H,0]; 54,6 g axit
phosphotungstic ngadm hai bdn nudc Hy[P(W,0,)].24H,0 va 58,1 ml axit axetic b&ng trong binh dinh
mifc 1 000 ml va pha loang béng nudc dén vach.

4.4 Dich rira gidi

Loc nudc, loai dling cho HPLC qua mang loc c6 dudng kinh 16 0,45 um (5.8) va dun s6i A& loai bd
khdng khi hoa tan truéc khi ding.

DE loai bd khong khi hoa tan, ¢é thé sif dung cac phuong phap khac thay cho viéc dun séi nudc nhung
¢ling cho két qua tuong tu (vi du: suc khi hefi).

CHU THICH Céc phuong phap thay thé thudng t6n kém hon.
4.5 Miuchuin

4.5.1 Dung djch chuin lactuloza

Can khodng 75 mg lactuloza (4.2}, chinh xac dén 0,1 mg cho vao binh dinh mifc mdt vach 100 ml (5.6).
Hoa tan trong nuéc va pha lodng bang nudc dén vagh, -

4,5.2 Sira gdy thanh tring, khong chifa lactuloza duge xac djnh theo phuang phap qui dinh dudi day.

Sif dung cac miu slfa gay thanh triing gisng hét nhau, chifa khodng 250 mg, 500 mg, 750 mg va
1000 mg lactuloza trén lit, thu dudgc bang cach b8 sung tuong dng 5 ml, 10 mi, 15 mi va 20 ml dung
dich chudn lactuloza (nhu mé ta trong 8.2) vao sira géy thanh tring.

5 Thiét bi, dung cu
S{r dung cac thiét bi, dung cu phong thir nghiém théng thudng va cu thé nhu sau:
5.1 Can phan tich, c¢d th& can chinh xac d&n 0,1 mg.

5.2 Phéu thuy tinh, dudng kinh khoang 7 cm.
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5.3 Boloc
5.3.1 Giay lgc, loai trung binh, dudng kinh khoang 12,5 cm.

5.3.2 Mang loc xeluloza axetat, dudng kinh 16 0,45 um.

5.4 Ong dong, dung tich 25 ml.

5.5 Pipet chia d§, dung tich 10 ml, dudc chia d6 0,1 ml.

5.6 Binh dinh mirc mdt vach, dung tich 50 ml, 100 mi va 1 000 ml,

5.7 Pipet mét vach, cé thé phan phéi duoc 5 ml, 10 ml, 15 ml .va 20 ml.
5.8 Dung cu loc bing thuy tinh, dudng kinh 16 0,45 um.

5.9 Binh thuy tinh, dung tich 20 ml, cé khoa.

510 Bé s.iéu am.

5.11 Bom nudc bing chan khéng.

5.12 Thiét bi HPLC, nhu sau:

5.12.1 May khudy tir va bép dun, dé gilr dich rlfa giai & nhiét dd 90 °C + 2 °C trudc khi chuyén sang
cot trude dé phan tich.

5.12.2 Bom, cd thé tao tc dé dong tir 0,3 mi/min dén 0,6 mi/min vdi xung ap suat nhd hon 1 % trén
khép cét (1,5 MPa dén 4 MPa). '

5.12.3 Cot HPX-87 P (Bio-Rad, 30 cm x 0,78 cm)”, ho#c ¢cbt tuong dugng dudc nhdi chat trao déi ion
sulfonic & dang can thiét, dua trén polime lién k&t ngang véi polystyren divinylbenzen 8 %. Cot trudc
(pre-column) gém hé khir tro Bio-Rad (mdt doan cdt 3 cm x 0,46 cm dudc nhdi resin trao ddi cation
dudi dang hidro va mét doan cot 3 cm x 0,46 cm dugc nhdi resin trao d8i anion dudi dang cacbonat)

hodc moét hé thong ¢ hiéu qua tuong duang.

Cac tién cot kéo dai ca han dung va ca chiéu dai clia c6t phan tich, gidm téi da cac van dé gap phai khi
tach va gidm co ban céac sai s8 dinh lugng. Khi hé théng HPLC bat dau gidm do phan giai, thi thay tién
cot da hét tac dung truée khi chung nhiém ban sang cét chinh.

Y Cot HPX-87P (Bio-Rad, 30 cm x 0,78 cm) va hé théng khir tro Bio-Rad 1a cac vi du ciia cac san phdm thich hdp ban sén
Théng lin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi st dung tiéu chudn, t3 chifc ISO khéng &n dinh phai st dung cac san pham nay.
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5.12.4 Lo cdt ddng nhiét, co thé duy tri nhiét d6 3 75°C = 1 °C.

Dt cac tién cat bén ngoai budng. Ong déin vao cot chinh nén cé phin dai khodng 10 cm dén 15 cm nam
trong 16 d€ lam cén béng chat rira gidi dén nhiét dd 75 °C, néu khang thi pic co.thé bi bién dang.

5.12.5 Detector chi s& khic xa, c6 dd nhay cao, ¢6 mlc 8n nhd hon 5 x 107 don vi chi s& khuc xa
(RIU), do duoc trong nudc.

Bo 8n nhiét bén trong nén d&t & nhiét dd cao hon nhiét dd phong, di d€ thu duge dudng nén 8n dinh.
Trong phén I6n cac trudng hop, nén dé § nhiét 46 35 °C d&n 40 °C.

CHU THICH Viéc duy tri d6 nhay cao clia chi s6 khiic xa bi can trd béi su tréi dudng nén do thay ddi nhiét do. D&
gidm thiéu sy tréi dudng nén, nén A&t thiét bi HPLC trong phong diéu hoa dé tranh nhiét 88 bi thay déi.

5.12.6 BO tich phan, do dugc chi_éu cao pic.

Chon c&n than cac thong s& kiém tra tich phan (vl du: dd réng pic, 46 déc, ngudng pic). BS tich phan
phdi v& duge dudng vudng goc gilta cac pic lactoza va pic lactuloza. (Viéc gan bd kem trong sifa sé
lam mét d6 chinh xac do céc lugng glucoza trong sifa ludn dao ddng). Bo tich phan phai han ché dudc
viéc can trd phat hién dudng nén gilta pic lactoza va pic lactuloza, trir khi véi moi néng dé cla lactuloza
thi chd th&p nhat giita hai pic d8u cham tai dutng nén.

C4 nhiéu b tich phan ty ddng thay ddi cac thong s6 phan tich pic trong qua trinh 1am viéc. Néu ¢ thé,
nén loai bd tinh nang nay dé thu dudc k&t qua cb d8 I4p lai cao hon.

6 Lay mau

Diéu quan trong ta phong thi nghiém nhan dugc dung mau dai dién va khéng bi hu hdng hoac bi bién
ddi chat lugng trong sudt qua trinh van chuyén va bio quén.

Viéc 14y mAu khdng qui dinh trong tigu chugn nay. Nén 18y m&u theo TCVN 6400 (ISO 707).

Béo quan mau dé tranh dugc su bi€n di chat lugng va tranh thay ddi thanh phan clia mau,

7 Chuin bj miu thir

Bua mau vé nhiét dd 25 °C + 5°C va trén cin than. Néu chat béo khéng phan tan-déu thi ham ndng
mAu tif tir G€n 40 °C, trén mAu mdt cach nhe-nhang bing cich chi ddo chiéu hép dung va lam ngudi
nhanh mau vé 20 °C + 2 °C.
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8 Cach tién hanh

8.1 Ph&n miu thlr

8.1.1 Dung pipet 1dy 15 ml mau thi (di€u 7) cho vao binh dinh mirc 50 m! (5.6). Dung 6ng dong chia
do (5.4) dé thém 20 ml nudc va xoay binh. Dung pipet chia 86 (5.5) lay 5,5 ml dung dich mau da xir ly
s0 bo (4.3) cho vao binh va xoay binh. Pha loang b&ng nuéc dén vach va tron.

8.1.2 Saukhidé yén 1 hd25°C + 5 °C, loc qua bd loc (5.3.1 hodc 5.3.2) vao phéu thuy tinh (5.2). Loai

bd 5 ml dich loc d4u tién. Thu Idy dich loc con lai vao lo thuy tinh sach.

8.2 Chuin bi cdc miu hiéu chuan

8.2.1 Khai quat

Duing pipet cho vao bén binh dinh mirc 50 mi, mdi binh 15 mi sita gay khong chifa lactuloza (4.5.2).
8.2.2 Dung dich chuan A

8.2.2.1 Dung pipet cho 5 ml dung dich chu#n lactuloza (4.5.1) vao binh dinh mirc 50 ml th(f nhét dung

sifa gdy khdng chua lactuloza (8.2.1) va xoay binh.
8.2.2.2 Dung 6ng dong (5.4) cho thém 15 mi nudc va xoay binh.

8.2,2.3 Dung pipet chia d6 (5.5) cho thém 5.5 ml dung dich _méu da xU ly sd b (4.3) va xoay binh.
Pha lodng bing nudc dén vach va lac binh. Sau khi d8 yén dung dich 1 h & 25 °C + 5 °C, loc qua bd loc
(5.3.1 ho#c 5.3.2) vao trong phéu thuy tinh (5.2). Loai bd 5 mi dich loc dau tién. Thu lay dich loc con lai

vao lo thuy tinh sach.

8.2.3 Dung dich chuin B

Dlng pipet 14y 10 ml dung dich chuan lactuloza (4.5.1) cho vao binh dinh mic 50 ml thif hai dung sira
gdy khéng chifa lactuloza (8.2.1) va xoay binh.

Dlng 6ng dong (5.4) cho thém 10 ml nudc va xoay binh.

Tién hanh ti€p theo qui dinh trong 8.2.2.3.

8.2.4 Dung dich chuan C

Diing pipet 18y 15 ml dung dich chudn lactuloza (4.5.1) cho vao binh dinh mitc 50 ml th( ba dung sifa
gay khdng chira lactuloza (8.2.1) va xoay binh.

Dung &ng dong (5.4) cho thém 5 ml nudc va xoay binh.
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Tién hanh ti€p theo qui dinh trong 8.2.2.3.

8.2.5 Dung dich chudn D

Dung pipet 18v 20 ml dung dich chudn lactuloza (4.5.1) cho vao birh dinn mic 50 mi thir tu dung sta
gdy khéng chira lactuloza (8.2.1) va xoay binh.

Tién hanh tiép theo qui dinh trong 8.2.2.3.

8.3 Xac dinh bing sic ky khi

8.3.1 Dung pipet Iy khoang 3 ml dich loc tif phdn méu thir (8.1.2) va tir cac mau hiéu chudn (8.2) cho

vao cac binh thuy tinh (5.9) riéng ré. Loai bd khéng khi hoa tan ra khéi dich loc bang cach néi van cta

binh v&i bom chan khéng nuée (5.11) va tién hanh dudi khi bang ndi cach thuy siéu am {5.10) khoang
30 s & nhigt 46 phong. Tranh tao bot, néu ¢ thé.

CHU THICH N&u 1&n khéng khi vao mau thi c6 thé xuét hién pic &m sau mét thdi gian luu lactuloza.

8.3.2 Bomti 10 ul dén 30 ul (dudc do chinh xac) dich IQ(": vao thiét bj HPLC (5.12) hoat ddng vdi téc
do dong la 0,3 ml/min.

Khi ham ludng lactuloza nhé hon 200 mg/kg sifa, thi phai ti€n hanh phan tich st dung hai cét trong day,

t&ng téc do dong Ién 0,6 mi/min.

CHU THICH S#c dd (phu luc A) cho thdy mét pic cla lactoza lén vugt ngoai thang do vdi thdi gian luu khoang
19 min va tudng ty trong truding hop ddi véi cac mBu chuln (8.2.2, 8.2.3, 8.2.4 va 8.2.5) va véi sifa x Iy nhiét, thi
c6 mét pic tuang ddi nhéd cha lactoluza véi thai gian luu khoang 24 min.

Chon cach diéu chinh may vé dé thi d8 cung cdp chiéu cao t&i thi€u cho pic lactuloza 1a 5 mm déi véi
mau chudn A (8.2.2). Tuy thudc vao chat lugng cia cot va tién cot da s dung (5.12.3), ma thu dugc
.pic lactuloza (5.12.6) tach biét tot hay tach khong tét. D& xac dinh do phan gidi t6i thiu yéu céu gilra
lactoza va lactuloza, can chuén bi dung dich tiéu chudn chifa 0,69 g lactoza (4.1) va 3,75 mg lactuloza
* (4.2) trén 50 m.

Théng s6 tach sau day, R, khong dugc nho hon 5:

trong doé
h, la chiéu cao cla pic lactuloza;

h,

v

la chiéu cac ché 16m gilfa cac pic lactoza va lactuloza.
Thoi gian bom hdp ly gilta cac mau lign ti€p Ia 60 min.

10
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8.3.3 B tich phan ghi lai chiéu cao cla timg pic h, va h,, trong dé h, la chiéu cao-cla pic lactoza va

h, 1a chiéu cao ctia pic lactuloza.
Can bom lai mau néu dudng nén vugt qua 10 % toan bd thang do.

Cén thiét phai ki€m tra hinh dang clia sic dd truc khi dinh Iugng, dé phat hién suf bt thuang do thiét

bi hay do ngudn g&c va ban chét ciia mau cén phan tich.

N&u con nghi ngd, 1ap lai phép phan tich. Chiéu cao pic lactoza trong mé&u thif khong dugc sai léch qua
10 % so véi cac chudn. Néu vuot qua, can chudn bj cac mau chudn khac. :

D6i véi timg day mAu thi, luén can cd cac mau higu chudn. Cir 10 mau dén 15 mau thi higu chuén lai.

8.4 D& thu hdi

Né&u can, kiém tra d6 thu hdi bang qui trinh b8 sung chudn. N&u d6 thu hdi nho hon 99 % trong cac
mau c6 ham lugng lactuloza bang ho#c I6n hon 200 mg/l thi phai 1&p lai phép phan tich.

9 Tinh toan va biéu thj két qua
9.1 Hiéu chuan

Sau mdi 14n bom dung dich chusn va tach bing thiét bi HPLC, b tich phan sé ghi lai chiéu cao cia

cac pic sau day:
h,, la gia tri bAng s& clia chiéu cao pic lactuloza cla dung dich chudn A;
h,, la gia tri bing s6 clia chiéu cao pic lactuloza clia dung dich chudn B;
h,. la gia tri béng s6 clia chiéu cao pié lactuloza clia dung dich chuén C;
h,s la gia tri bAng s& clia chiéu cao pic lactuloza clia dung dich chuén D;

Tinh ndng do lactuloza, c,-4, trong cac dung dich chudn A, B, C va D (8.2), tinh bang miligam trén 50 ml
nhu sau:

c, = m_x5/100

¢, = my x 10/100

c.=mx 15100

cs = my x 20/100

trong d6 m, 14 gia tri kh&i lugng lactuloza clia dung dich chudn (4.5.1).-

"



TCVN 6837:2007
Phép phan tich héi qui tuyén tinh binh phuang nhd nhat d6i v8i cac cap My — €, hay = Cp, e — C VE

hg = Ca, V8i €, Cy, C. VA C4 1 caC bién thién ddc Iap, cho cac hé s6 hoi qui, a va b trong cong thlrc sau:
h,=a+bxc

trong d6
h, la gia tri bAng s& ciia chiéu cao pic lactuloza dugc coi la bién thién phu thudc trong héi qui;

¢, la gia tri bAng 8 ndng dd cla lactuloza, miligam trén 50 ml dugc coi la bién thién doc lap

trong héi qui.

8.2 Tinh ham lugng lactuloza

Tinh ham luong lactuloza cila mau thi, w,, dugc bi€u thi bang miligam trén It theo céng thic sau day:

5

b.Vs

trong dé
h,. la gia tri béng s6 cla chiéu cao pic lactuloza cia mau:
V, la gia tri bang s& thé tich clia m3u thi, tinh bang mililit (8.1.1);

d 1ahé s& pha loang, dugc biéu thj bang miligam trén lit (d = 10%)

10 Do chum

10.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Céc chi tiét clla phép thif lién phong thlr nghiém vé dé chum clia phuong phap dugc néu trong phu luc
B va dudc ghi lai trong [4]. Céc gia trj thu dugc tir phép thif lién phong nay co thé khong ap dung dudc

cho cac dai néng dd va cac chat nén khac véi cac dai néng dd va cac chét nén da néu.

10.2 Do lap lai

Chénh léch tuyét dsi gira hai két qua thir nghiém riéng ré doc lap, thu dugc khi sir dung ciing phuong
phép, tién hanh trén vat liéu thir gi6ng hét nhau trong mét phong thir nghiém, do mét ngudi thuc hién
st dung ciing thiét bi, trong mdt khoang thai gian ngan, khéng qua 5 % cac trudng hap I6n han 15,6 mg/l.

12
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10.3 DS tai lap

Chénh léch tuyét d&i gifa hai két qua thir nghiém riéng ré, thu duge khi sif dung cling phuong phép,
ti€n hanh thr trén vat liéu giéng hét nhau trong cac phong thir nghiém khac nhau, do cac nguﬂi khac
nhau thuc hién, si dung cac thiét bi khac nhau, khéng quéa § % céac trudng hop [6n han 47,6 mgl/l.

11 Bd&o cao thi nghiém

..Béo c4o thir nghiém phai ghi ré:

a) moi thong tin can thiét dé nhan biét ddy dd vé mau thi;

b) phuong phap I8y mau da s dung, néu biét;

¢) phuong phap thi da dung, vién dan tiéu chugn nay;

d) moi chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chuén nay, hoac tuy v Iua chon cling véi céc chi tiét
bét thuding nao khéc cé thé anh hudng téi két qua;

e) két qu5 thir nghiém thu dugc.

13



TCVN 6837:2007

Phuy luc A
(Tham khao)

Vidy vé sic do

20,19

N 23

Cha giai

X thdi gian Iuu, min

1 lactoza

2 lactuloza (750 mg/| sifa)

14
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Phuluc B
(Tham kh&o)

Két qua cla phép thirlién phong thir nghiém

Mét phép thlr cong tac qudc té gém chin phéng thir nghiém tir nam quéc gia tham gia, tién hanh trén
sau mau sira. Cac két qua thu dugc da dudc phan tich théng ké theo TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va
TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) va dua ra dit liéu vé d6 chum nhu trong bang B.1.

Bang B.1 — Cac két qua ctia phép thir lién phong thr nghiém vé lactuloza

Mau
1 2 3 4 5 6 Trung binh
Gia tri trung binh, mg/| 357,07 362,82 376,98 273,09 331,78 331,11
S& lugng phong thd nghiém 9 9 8 9 9 9

con lai sau khi trr ngoai 1& *

Giihan I8p lair (2.8 ). mg/l | 16217 | 20,187 | 11521 | 14483 | 14,344 | 16509 15,543

D6 léch chudn tap lai, s, mg/l | 5792 | 7.210 | 4115 | 5172 | 5123 | 589% 5,550
| Hé s6 bién thién lap lai, % 1622 | 1987 | 1,091 1,894 | 1,544 | 1,781 1,536
Gidi han tai 13p R (2,8 sq), mg/l | 47,737 | 52,783 | 49,214 | 48,091 | 43230 | 44,541 47,599

D6 léch chun tai lap, sg mgll 17,048 18.851 17,567 17,175 15,439 15,908 16,998

He sé bién thién tai lap, % 4,775 5,196 4,662 6,289 4,653 4,804 5,064

* Céc gia trf trung binh gidi han Iap lai va tai 1ap, dé léch chudn da duge tinh khdng ké 1 ngoai 1& Irong m3u 3 va khong
phai 1a 2 nhu da dé cap trong [4). Khéng cho phép ti€n hanh lai cac phép thir ngoai I& trén cac két qua thu dugc sau khi bo

céc con 8 ngoai lé.

15
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Thu muc tai liéu tham khao

(1] TCVN 6400 (ISO 707), Sita va san pham sita - Hu8ng dan Isy mau.

[2] TCVN €910-1:2001 (ISO 5726-1:1994), D5 chinh x4c (d6 ding va d6 chum) ciia phuong phéap do
va két qua do. Phan 1: Nguyén tic va dinh nghia chung.

(3] TCVN 6910-2:2001 (ISO 5725-2:1994), D5 chinh xac (96 dung va d6 chum) clia phuong phap do va
két qua do. Phan 2: Phuong phép cd ban x4c dinh % 13p lai va db tai lap cla phudng phép do tiéu chuan,

[4] MOTTAR. J. Milk. Determination of lactulose. Bullentin of the international Dairy Federation, 285
(1993), pp 86-97.
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