TCVN TIEUCHUAN QUOC GIA

TCVN 8107 : 2009
ISO 22662 : 2007

Xuét ban I1ah 1

S(’A VA SAN PHAM SUA -
XAC DINH HAM LIPONG LACTOZA BANG SAC KY
LONG HIEU NANG CAO (PHUONG PHAP CHUAN)

Milk and milk products — Determination of lactose content by

high-performance liquid chromatography (Reference method)

HA NOI - 2009



TCVN 8107

L&i néi dau
TCVN 8107 : 2009 hoan toan twong duong véi ISO 22662 : 2007,

TCVN 8107 : 2009 do Ban ky thuat tiéu chudn québc gia TCVN/TC/F12
Sta va sén phdm sira bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Do luéng Chét
lwong @& nghi, B4 Khoa hoc va Céng nghé céng bd.

: 2009
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Sira va san phdm sira — Xac dinh Ham lwong lactoza bang séc ky
léng hiéu ning cao (Phwong phap chuin)

Milk and milk products — Determination of lactcse content by

high-performance liquid chromatography (Reference method)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuwong phap chudn dé xac dinh ham Ivgng lactoza trong sira nguyén liéu,
stra da qua xt¥ Iy nhigt, sira bdt, cream nguyén liéu va cream thanh trung.

Tiéu chudn nay khéng ap dung cho sira lén men va sira c6 bd sung oligosacarit.
2 Tailiéu vién dan

Cac tai lieu vién dAn sau rat cin thiét cho viéc ap dung tiéu chuln nay. Béi véi cac tai lidu vién dan ghi
ndm cdng bé thi ap dung phién ban dwoc néu. Béi vai cac tailiéu vién dan khéng ghi nam cong bb thi
4p dung phién ban méi nhat, bao gbm ca céc stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 7151 : 2002 (ISO 648 : 1977), Dung cu thi nghiém béng thuy tinh — Pipet mot murc.

TCVN 4851 : 1989 (ISO 3696 : 1987), Nudc dung dé phén tich trong phong thi nghiém ~ Yéu cau ky
thudt va phuong phap the.

3 Thuat ngi¥ va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay st dung:thuat ngr va dinh nghia sau day:

31
Ham Iu’qrhg lactoza (lactose content)
Khéi lwong clia cac chat xac dinh dwec bang qui trinh qui dinh trong tiéu chudn nay.

CHU THICH Ham Irgng lactoza dugc bidu thi béng phan tram khoi Irgng.
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4 Nguyén tic

Chét chun noi [D(+)-melezitoza] dwoc b sung vao phan sira da can va vao cac chuan lactoza. Thuéc
thir (dung dich Biggs-Sziarto) dugc bé sung vao dé 1am két tia chét béo va protein cla sira. Mau
duoc loc hai lan treéc khi tiém, 1an thir nhét dwgc loc qua gidy loc va 1an thir hai qua b loc nilon ¢6
kich thwoc 16 0,45 um. Lactoza va chét chudn ndi duoc tach bang cét trao ddi cation & dang ong va
duoc phat hién bing detector do chiét xuét vi phan hodc detector thich hop khac. S& dung nuoc loai
dung cho HPLC dé lam pha ddng.

5 Thubc thy
Chi sl¥ dung cac thubc thr loai tinh khiét phan tich, trlr khi cé qui dinh khac.

5.1 Nwdc diung cho HPLC da khtr khi.

Loc nudc dap *ng duoc cac yéu cau loai 1 clia TCVN 4851 : 1989 (ISO 3696 : 1987), thu dugc tir bd
phan tinh sach nwac (6.9) st dung bd loc dung maéi (6.10). D& cai thién tinh nang cua bom va dé thu
duoc dvong nén 6n dinh, hang ngay nén khir khi cla pha ddng béng cach chon mét trong cac ky
thuat thich hop nhw suc khi bang hé théng khtr khi ndi dong hodc chan khc‘:ng,lsiéu am, syc khi heli.

5.2 Dung dich D(+)-melezitoza ngam nwoc, ¢(Ci3H1;0:6.H,0) = 50 mg/ml

Hoa tan mét lugng D(+)-melezitoza ngam nuwdc trong nwéc (5.1) dé cd dwec ndng dé cudi clng trong

duwong voi 50 mg/ml dang khan.
Dung dich D(+)-melezitoza cé thé bén khong qua 1 tudn khi dwoc bdo quan & 4 °C.
5.3 «a-lactoza ngam mét phan tlr nwéc, Ci;H2,044.H0

Truéc khi st dung, lam khé a-lactoza ngam mét phan t&r nwéc & nhiét do 70 °C trong 4 h. Lam ngudi
trong td hut 4m dén nhiét 86 phong.

CHU THICH Sau khi lam kha, lactoza v3n gir & dang ngadm mét phan ti nuéc.

5.4 Dung dijch Biggs-Sziarto

Hoa tan 25 g kém axetat ngam hai phan tir nwéc, Zn(CH;C00),.2H,0 va 12,5 g axit phosphotungstic
ngam mét phan t& nudc (W,,036.HiPO, H,0) trong khodng 100 mi nwée dung cho HPLC (5.1) trong
binh dinh mirc mét vach 200 ml.

Thém 20 ml axit axetic bang (CH;COOH). Pha loang bing nuéc (5.1) dén vach mdc 200 ml va tron.
Sau khi chuan bi, dung dich nay khi dwoc bdo quan & 4 °C ¢ thé bén khong qua 1 tudn.

CANH BAO AN TOAN - Tuan thu cac chi ddn vé an toan va y té vé bao quan va thai bo cac hoa
chét nay.
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6 Thiét bi, dung cu

St dung cac thiét bi, dung cu phong thir nghigém théng thuéng va cu thé nhu sau:

6.1 Cot resin trao ddi ion dung cho HPLC, dai 300 mm, dwéng kinh trong 7.8 mm, chira 8 %
copolyme lién két ngang, dya trén resin trao déi cation polystyren-divinylbenzen, duoc nhdi & dang 6ng.

6.2 Cotbao vé

pé kéo dai thei gian st dung cua cét resin trao ddi ion, nén thay cét bao vé sau khoang 200 lan tiém.
6.3 Gia d& cdt bao vé nho.

6.4 Bo phan lam néng cot, co thé duy tri nhiét @6 &n dinh & 85°C + 1 °C.

6.5 Bom dung cho HPLC, c-é thé duy tri tc dé dong tir 0 mlimin dén 10 mi/min.

6.6 Bo |4y miu ty ddng dung cho HPLC.

CHU THICH C6 thé st dyng cach tiém tha cong.

6.7 Detector do chiét xudt vi phan, cé dd nhay cao.

CHU .THICH Cé lhé si¥ dung cac detector khac, vi du nhw detector phén tan anh sang.

6.8 Phan mém., cé thé: tiém mAu ty dong, thye hién thu nhap sb lidu, xtr Iy va quan ly thong tin sac ky.

6.9 Bo phan tinh sach nwéc, co thé cung cip nwéc phu hop vdi loai 1 cGa TCVN 4851 @ 1989
(1SO 3696 : 1987) c6 dién tr& suét tor 10 MQ.cm dén 18 MQ.cm.

6.10 B¢ lgc dung mdi, cb ngudn chan khéng, co bd loc mang c& 16 0,45 um va duong kinh 47 mm.
6.11 Can phan tich, co thé can chinh xac dén 1 mg va cé kha nang doc duoc dén 0,1 mg.
6.12 N&i cach thuy, co thé duy tri dwoc nhiét 46 trong khodng tir 38 °C dén 40 °C.

6.13 BO phén phdi chinh xac, pipet ty dénj chinh xac hoac pipet mdt vach dung tich 2 mi phu
hop véi cac yéu cau loai A cia TCVN 7151 (ISO 648).

6.14 Phéu loc, dudng kinh 75 mm.

6.15 Gidy loc, dwong kinh 110 mm, logi Whatman sé 1" hoac loai twong dwong.

1) Gidy Whalman 12 mét vi du thich hep vé san phdm c6 ban sdn. Théng tin nay dua ra tao thuan tigén cho nguoi sir dyung
tiéu chudn. con ISO khéng 4n dinh phai sl dung san pham nay.
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6.16 BO loc dang bom phun nylon, ¢& 16 0,45 um.

CHU THICH Cé thé sl dung bb loc tryc ddng.

6.17 Xyranh, cé khoa ham luer, dung tich 5 ml.

6.18 Lo nho dung cho HPLé, c6 nép day.

6.19 Binh dinh mrc mdt vach, dung tich 10 ml + 0,02 ml.

CHU THICH Cé thé st dung cac binh cé dung tich Ién hen 10 ml va phai tinh dén yéu té dam dic.

7 Lay miu

Phong thir nghiém phai nhan dwgc ding mau dai dién va miu khéng bj hv hdng hodc bi bién dbi chat
Iwgng trong sudt qua trinh van chuyén va bao quan.

Viéc ldy mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén l14y mau theo TCVN 6400 (ISO 707).

8 Chuéin bj mau thir

Déi v&i mau sira dang 1dng va cream, lam 4m mau thir trén ndi cach thuy (6.12) dén nhiét dé tir 38 °C
dén 40 °C. Tron k§ mau thir mot cach nhe nhang bang cach d3o chidu chai duwng mau. Lam ngudi mau
nhanh dén 20 °C + 1 °C trong khi trdn ngay trweére khi can phan mau ther (9.1).

9 Cach tién hanh
9.1 Chudn bj dung dijch chuin

9.1.1 Can mét lweng thich hop cia a-lactoza ngadm mét phan ttr nwéce (5.3), chinh xac dén 1 mg, cho
vao binh dinh mtrc 10 mi (6.19) dé co dwoc dung dich a-lactoza 20 mg/ml khan.

9.1.2 Hoa tan a-lactoza ngam mét phan td nwée (9.1.1) trong khoang 5 ml nuwéc dung cho HPLC
(5.1). Thém 2 mi dung dich D(+)-melezitoza (5.2) cho vao binh diing 1am chét chudn noi. Thém nuwdc
dung cho HPLC (5.1) dén vach va trén bing cach ddo chidu binh. Biéu thi ndng @6 cudi cung cla

a-lactoza bang miligam trén mililit theo dang khan.

9.1.3 Loc dung dich chu&n qua gidy loc gap nép (6.15) cho vao phéu loc (6.14). Rt dich loc qua
xyranh (6.17). Van chat bd loc dang bom phun nylon (6.16) vao xyranh va chuyén tirng dich loc sang
lp nhé ciia HPLC (6.18). Mdi dung dich chudn dwoc tiém hai 14n 1ap lai theo yéu cau clia 9.4.2.
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Dung dich chuan da chudn bi nay cé thé cung cdp duoc ba day dung dich hiéu chuan. S& dung moi
© day nay mét 1an dé hidu chudn cot HPLC. Bao quan cac day dung dich lactoza chudn chua st dung &
4 °C khéng qua mét tudn. Trudce khi sir dung, tiém dung dich chudn nhw mau chua biét tai diém bat

dau va tai diém két thic day cac phadn mau thir,
9.2 Chuin bj phdn miu ther
9.2.1 Mau siva dang Iong

Can khoang 3 ml mau thir d4 chudn bj (Diéu 8), chinh xac dén 1 mg, cho vao binh dinh mirc mét vach
10 ml (6.19). Tién hanh theo 9.3.

9.2.2 Miu sira dang bét

Can khoang 0,300 g m4u tht¥, chinh xac dén 1 mg, cho vao binh dinh m&¢c mét vach dung tich 10 mi
(6.19). Thém khodng 5 ml nuée ding cho HPLC (5.1) da duwoc lam &m dén khodng tir 50 °C dén 60 °C.
Trén cho dén khi ddng nhéat. D& cho phan mau thtr nay ngudi dén 20 °C + 1 °C. Tién hanh theo 9.3.

9.2.3 MAiu cream

Can khoang 1 g mau thir da chudn bj (xem Diéu 8), chinh xac dén 1 mg, cho vao binh dinh mirc mét
vach dung tich 10 ml (6.19). Tién hanh theo 9.3,

9.3 Chudn bj djch loc

Cho 2 ml dung dich chudn ndi D(+)-melezitoza va 1,2 ml dung dich Biggs-Sziarto (5.4) vao luveng chira
trong binh thu dworc trong 9.2.1, 9.2.2 hodc 8.2.3. Thém nwéc dung cho HPLC (5.1) dén vach.

Dao chiéu binh nam 14n @& trén nhe lwgng chira trong binh. D& yén 10 min & nhigt dé phong. Lap lai
thém hai 14n qua trinh trén va dé yén binh & nhiét d§ phong.

Loc lveng chira trong binh qua gidy loc gap nép (6.15), st dung phéu loc (6.14). Thu ly dich loc bang
xyranh (6.17). Van chat bd loc dang bem phun nylon (6.16) vao xyranh va chuyén dich lgc sang lp nhd
cta HPLC (6.18). M&i dung dich chudn duwec tiém hai 1an 13p lai theo yéu cau clia 9.4.2.

CHU THICH Viéc loc qua gidy loc cd thé thay bing cach cho ly tam miu.

9.4 Xac dinh bing HPLC

9.4.1 Chuén bj so b HPLC

Dé thu duoc dwong nén bn dinh, bat detector (6.7) it nhat 24 h trudc khi bat dau phan tich. Cai dat
nhiét o bén trong & 35 °C. Cai dat bom HPLC (6.5) dé phan phéi dugc téc d6 dong 0,2 ml/min trong it
nhat 20 min trong khi bd phan lam néng cét (6.4) duoc cai dat & nhigt do phong.
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Tang nhiét d6 ctia bd phan fam nong cét 1én 85 °C. Khi dat dén nhiét do nay, thi tang déu toc d¢ dong
tr 0.2 mimin 1&n 0,6 mi/min. D& hé théng can bing & téc d6 dong 0,6 ml/min va & 85 °C trong 2 h
ho3c cho dén khi thu dwoc dwéng nén n dinh.

CHU THICH Kiém tra va ghi lai p suét clia hé théng hang ngay dé phét hién xem cé xuét hién nhi¥ng thay déi vé ap xuél

bt thudng hay khong.
9.4.2 Didu kién sdc ky khi -

Cac didu kién sac ky khi nhu sau:

-

Didu kién

Chi tiét

Pha ddng

Nuwéc dung cho HPLC d3 khir khi

Nhiét ¢ detector

35°%C

Nhiét d6 cot bao ve

Nhiét dd mobi treong

Nhiét a6 cot 85°C

Tée d6 dong 0,6 mi/min
Thé tich tiem 20 pl

Thi gian van hanh 15 min

Thoi gian lvu D{+})-melezitoza 8 min + 1 min

11 min £ 1 min

Thei gian lvu lactoza

Chon cAn than cac thong sé thu dwgc va théng sb tich phan nhu dé nhay, hé sb thang do, héng sb
thoi gian, chiéu réng pic va ngudng. Xem Hinh 1 v& mét vi du cUa sac ky do.

Po hiéu qua cdt, con duoc goi la sé dém Iy thuyét, N, it nhat 1a mdt tun mét 1an. Gidam N 1a co lién
quan dén khoang rong dai pic thuréng la do hiéu ndng cda cdt d3 bi gidm. Tinh A theo cong thirc sau day:
¢ 2
N =554 x(—ﬂ)
w
trong do
t= la th&i gian lwu cta pic lactoza, tinh b&ng phat (min);

w la chidu réng pic lactoza, twong duong véi chénh léch théi gian tinh bang phut tai 50 % chiéu

cao pic
Khi s dém Iy thuyét giam nhiéu hon 25 % so v&i phép.do ban ddu, thi nén thay cot.
CHU THICH Trong nhiéu tredmg hop, tinh nang cla cft da sir dyung co higu qua thdp ¢ thé duge phyc héi lai trang thai ban

dhu bang cach rira cot bang dung mdi phuc hdi néu trong tai lidu cla nha san xuét cit.

10
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Hinh 1 - Vi dy ctia séc ky dé vé& miu sira nguyén ligu chira chét chuin noi

10 Tinh va bidu thj két qua
10.1 Tinh toan
May tinh sé thiwc hién cac phép tinh sau day:

Thr nhét, phadn mém may tinh (6.8) sé tao ra @6 thi, v& mdi lién quan gizra ty 1& dién tich pic chudn
lactoza, As va chat chudn ndi, As, nhan v&i ndng dd chat chudn ndi, cis, nghia la (Ay/Ais) X Gis vOi ndng

dg lactoza ¢),. Dudrng nay Ia tqyén tinh di qua toa do.

11
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Dé& dinh Ivong mau thir chura biét, phan mém sé ty ddng chia ndng d6 thu duoc tr dudng chuln cho
khéi lrgng ctia mau thir dé tinh phan trdm khéi lveng lactoza khan.

10.2 Bidu thi két qua

Biéu thi két qua chinh xac dén ba ch¥ sé thap phan.
11 D6 chum

11.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Cac chi tiét cia phép the lién phong thir nghiém vé d6 chum cla phuong phap dwgc néu trong
Phu luc A.

Céc gia tri thu dwgc tir phép the lién phong ndy co thé khong ap dung dugc cho céc dai ndng dé va
cac chat nén khac véi cac dai ndng dd va cac chat nén da néu.

11.2 D% l3p lai

Chénh léch tuyét dbi gitra hai két qua thir nghiém riéng ré déc lap, thu dwoc khi st dung cung phuong
phap, tién hanh trén vat liéu ther gibng hét nhau trong mét phong thtr nghiém, do mét ngudi thye hién
st dung cung thiét bi, trong mot khodng thei gian ngén, khéng qua 5 % cac tredng hep Ién hon:

a) sira dang Idng: 0,06 %
b) cream: 0,06 %
c) slra bét: 0,37 %
11.3 B¢ tailap

Chénh l&ch tuyét ddi gitra hai két qua th&r nghiém riéng ré, thu dwece khi str dung cung phuong phap,
tién hanh thee trén vat liéu gibng hét nhau trong cac phong thir nghiém khac nhau, do cac nguwéi khac
nhau thie hién, str dung cac thiét bi khac nhau, khéng qua 5 % cac treong hgp 16n hon:

a) sira dang long: 0,13 %
b) cream: 0,38 %
c) sira bot: 2,94 %
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12 Bao cao thir nghiém

Béo céo thi nghiém phai ghi ré:

a) moi thong tin can thiét d& nhan biét ddy au vé& mAiu the:
b) phuwong phap lAy miu @3 st dung, néu biét;

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

d) moi chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chudn nay, hodc tuy y Iwa chon cung vdi cac chi tiét
bat thudng nao khac c6 thé anh hudng téi két qua:

e) két qua thir nghiém thu dwec va néu dap (ng dwoc cac yéu clu vé& @6 1ap lai thi néu két qua cudi

cung thu dwoc.

13



TCVN 8107 : 2009

Phuy luc A

(Tham khao)

Két qua cuia phép thir lién phong thir nghiém

Mét phép thir cong tac quéc té gdm chin phong thir nghiém tir ndm quéc gia tham gia, tién hanh trén
18 mAu (sau miu sira nwdc, sdu mAu cream va sau mAu sra bot), tat ca Géu dugc Iy tir ba nha may
san xuat & Québec, Canada. Phép thir nay do Programme des Analysis des Troupeaux Laitiers du
Quebec 16 chire.

Cac két qua thu dugc da dugc phan tich théng ké theo TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va TCVN 6910-2
(ISO 5725-2) va dwa ra d liéu v& d3 chum nhu trong céc Bang ter A.1 dén A.3. Tat ca cac gi tri duoc
bidu thj bing phan trdm., trir cac hé s bién thién duoc biéu thj bang phan khoi lveng.

Bang A.1 — Cac két qua déi voi sira dang long

Mau !'
1 I 2 3 4 5 6 ' Trung
' : binh 1'
Sé lwgng phéng thlr nghiém con lai 8 8 7 -8 7 8 : |
sau khi trir ngoailé :
Trung binh khéi lwvgng lactoza, % 4,530 4,466 4,718 4,644 4,364 4,551
DO lech chuan I3p lai, s, % 0,025 0,023 0,017 0.035 0,011 0,018 0,022
Gidihan l3plair=28 s, % 0,071 0,065 0,047 0,098 0,031 0,051 0,061
He sd bién thign 13p lai, % ? 0,559 0,523 0,360 0,751 0,258 0.397 .0'4?4 |
Do léch chudn tailap, sg, % 0.04.2 0,056 0,044 0,046 0,030 0,058 0,046
Gidihantailap R=2,8 ss, % 0,118 0,156 0,123 0,128 0,085 0,162 0;29__
Hé sé bién thién tai lap, % 0.931 1,249 0,929 0,986 0,692 1,273 1,010 _i

14
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Mau
1 2 3 4 5 6 Trung
' binh
86 luvgng phbn; thir nghiém con lai 8 8 7 8 6 6
sau khi trir ngoai 1&
Trung binh khéi lvong Ia;:loza, % 1,461 3,822 3,686 2,886 3.256 3,103
D¢ l&ch chudn 1ap lai, s, % 0,030 0,015 0,025 0,032 9.009 0,007 0,020
Gigihan lap lair=28 s, % 0,084 0,041 0,069 0,080 0,026 0,020 0.055
Hé sd bién thién I4p lai, % 2,066 0,381 0,672 1.117 0,283 0.224 0.790 |
D6 I&ch chudn tai 1ap, ss, % 0,171 0,108 | 0,136 0,118 0,134 0,136 0,134 '
Gidihantailap R=2,8 sg, % 0,479 0,302 0,380 0,331 0,375 0,382 0,375
Hé sé bién thien tai 1ap, % 11,721 | 2,824 | 3,686 4,090 4,113 4,397 5,139
Bang A.3 — Cac két qua ddi voi sira bot
Miu
1 2 3 4 5 6 Trung
binh |
S6 lugng phong ther nghiém con lai | 6 7 7 6 6 7 |
sau khi trir ngoai 1é *
Trung binh khéi lvgng lactoza, % 48,72 .36,348 35,087 52,306 46,460 48,171
: 1
£¢ léch chuén I3p lai, s, % 0,110 0,040 0,111 0,260 0,15:( 0.118 0,133 |
Gi¢ihan laplair=28s, % 0,308 0,111 0,132 - 0,729 0,440 0.331 0,372
Hé s bién thién I&p lai, % 0,226 0,109 0,138 0,497 0,339 0,245 0,289 '!
D0 1&ch chudn tai 1ap, sg, % 1,130 | 0,801 0,773 0,709 1,461 1,419 1,049
Gidi han tailap R = 2,8 sg, % 3,165 2,241 2,1663 1,986 4,091 3974 2,837
Hé sé bién thién tai 13p, % | 2,322 2,202 2,202 1,356 3,145 2,946 2,362

a

Chi ¢co bay phang Ihir nghiém cung cdp cac két qua vé phép thir trén siva bot.

15
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