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LỜI CAM ĐOAN 

Tôi xin cam đoan kết quả nghiên cứu trong luận văn này là công trình 

nghiên cứu của tôi dựa trên những tài liệu, số liệu do chính tôi tự tìm hiểu và 

nghiên cứu. Chính vì vậy, các kết quả nghiên cứu đảm bảo trung thực và khách 

quan nhất. Đồng thời, kết quả này chưa từng xuất hiện trong bất cứ một nghiên 

cứu nào. Các số liệu, kết quả nêu trong luận văn là trung thực nếu sai tôi xin 

hoàn toàn chịu trách nhiệm. 
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MỞ ĐẦU 

 

 Iodine là một trong những nguyên tố vi lượng cần thiết cho sự sống của 

nhiều sinh vật, đặc biệt đóng vai trò quan trọng đối với sự phát triển của cơ thể 

con người. Iodine là vi chất dinh dưỡng giúp tuyến giáp tổng hợp hormone điều 

chỉnh quá trình phát triển của hệ thần kinh trung ương, hệ sinh dục và các bộ 

phận khác trong cơ thể như hệ tuần hoàn, hệ tiêu hóa, hệ bài tiết, giúp duy trì 

năng lượng cho cơ thể hoạt động. Ngoài ra, iodine còn tham gia vào quá trình 

chuyển hóa beta – caroten thành vitamin A, quá trình tổng hợp protein hay hấp 

thụ gluxit trong ruột non… 

 Theo Tổ chức Y tế Thế giới (WHO), thiếu iodine là nguyên nhân dinh 

dưỡng hàng đầu gây chậm phát triển trí tuệ, ảnh hưởng đến hơn 1 tỷ người trên 

toàn thế giới, hầu hết là trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ. Đối với phụ nữ mang thai, thiếu 

iodine gây ra sự chậm phát triển của thai nhi, đôi khi dẫn đến dị tật bẩm sinh, 

thai lưu [1]. 

 Iodine có thể được cung cấp cho cơ thể qua nhiều nguồn khác nhau. Hai 

nguồn cung cấp iodine chính hiện nay đang được sử dụng để bổ sung cho cơ 

thể con người là iodine có nguồn gốc tự nhiên như trong sữa và chế phẩm sữa, 

trứng, rong biển... hoặc các chế phẩm bổ sung iodine (muối iodine, thực phẩm 

bảo vệ sức khỏe…). Hiện nay nhiều nghiên cứu y khoa đã chỉ ra ảnh hưởng xấu 

của việc tiêu thụ nhiều muối đối với sức khỏe con người. Do đó, sữa và các chế 

phẩm sữa hay phổ biến hơn là các sản phẩm dinh dưỡng công thức ngày càng 

trở thành nguồn cung cấp iodine chính cho con người thông qua chế độ ăn hàng 

ngày. Theo dữ liệu về lượng thức ăn tiêu thụ của từng Quốc gia thì sữa và các 

chế phẩm sữa đóng góp 13 – 64% lượng iodine khuyến nghị hàng ngày [2]. 

 Bên cạnh đó, trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ thường dựa vào sữa công thức để bổ 

sung các chất dinh dưỡng thiết yếu trong quá trình phát triển ban đầu. Do đó, 

trên phương diện quản lý đối với các sản phẩm dinh dưỡng công thức cho trẻ 

sơ sinh, trẻ nhỏ và phụ nữ mang thai, các quy định thường được đưa ra với các 

tiêu chuẩn cao về các chỉ tiêu dinh dưỡng và chỉ tiêu an toàn. Hiện nay ở Việt 
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Nam mới chỉ quy định hàm lượng tối thiểu các nguyên tố khoáng và vi lượng 

cần thiết trong các sản phẩm sữa công thức, như Thông tư 31/2019/TT-BYT 

quy định hàm lượng iodine tối thiểu đối với các sản phẩm sữa tươi dùng trong 

chương trình sữa học đường là 14,3 µg/100mL [3]. Tuy nhiên việc tiêu thụ quá 

ít hoặc quá nhiều iodine đều khiến cho trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ dễ mắc các vấn đề 

liên quan đến sức khỏe đặc biệt là về tuyến giáp. 

 Hàm lượng iodine trong sữa và chế phẩm sữa thường không ổn định do 

giống bò, nguồn thức ăn cho bò có bổ sung các hoạt chất chứa iodine, chế phẩm 

sát khuẩn núm vú được sử dụng sau mỗi lần vắt cũng như quá trình xử lý nhiệt 

như sấy, thanh trùng, tiệt trùng. Iodine thường được bổ sung trong chế độ ăn 

dưới dạng KI hoặc KIO3. Tuy nhiên, trong quá trình chăn nuôi cũng như quá 

trình sản xuất sữa tại các nhà máy, iodine thường bị chuyển hóa giữa các dạng 

tồn tại và mất đi do hiện tượng thăng hoa thành I2. Điển hình là năm 2012, 

Trung tâm an toàn thực phẩm Hồng Kông thông báo hai loại sữa của Nhật Bản 

là Wakodo 850g và Morinaga 850g có hàm lượng iodine thấp hơn nhiều so với 

tiêu chuẩn của Ủy ban tiêu chuẩn quốc tế về thực phẩm (Codex) [4].  

Bên cạch đó, khả năng hấp thụ cũng như hoạt tính sinh học của iodine 

phụ thuộc vào dạng tồn tại và hàm lượng của từng dạng trong thực phẩm. Iodide 

và iodate là hai dạng tồn tại phổ biến của iodine trong tự nhiên. Iodide được 

báo cáo là có hoạt tính sinh học cao hơn cũng như khả năng hấp thụ tốt hơn 

iodate. Iodide tuy kém bền hơn nhưng lại ít thể hiện độc tính hơn iodate, cụ thể 

khi đánh giá chỉ số LD50 trên chuột qua đường uống thì iodide là 3320 mg/kg 

thể trọng [5] trong khi iodate là 500 – 1100 mg/kg thể trọng [5, 6]. 

Vấn đề hao hụt iodine trong quá trình lấy và sản xuất sữa cũng như chế 

phẩm sữa có thể là một trong những nguyên nhân chính dẫn đến hiện tượng các 

sản phẩm từ sữa có hàm lượng iodine không đảm bảo theo quy định. Do đó, để 

đánh giá chất lượng các sản phẩm từ sữa ngoài xác định hàm lượng iodine tổng 

số, việc phân tích các dạng tồn tại của iodine (iodide, iodate) là hết sức cần 

thiết. 

Các phương pháp xác định iodine ở dạng iodide và iodate đã được nhiều 

nhà nghiên cứu trên thế giới quan tâm và phát triển. Một số phương pháp trước 
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đây thường sử dụng chiết chọn lọc sau đó phân tích bằng hệ thống sắc ký trao 

đổi ion hiệu năng cao với detector xung ampe (HPAEC-PAD), sắc ký ion với 

detector độ dẫn (IC-CD) và detector UV-Vis, hoặc bằng sắc ký loại trừ kích 

thước (SEC) kết hợp với khối phổ plasma cảm ứng cao tần (ICP-MS). Tuy 

nhiên các phương pháp này đều có nhiều hạn chế như giới hạn phát hiện lớn, 

dễ bị ảnh hưởng bởi nền mẫu, quá trình xử lý mẫu phức tạp, tốn nhiều thời gian. 

Những năm gần đây sắc ký lỏng hiệu năng cao kết hợp với phép đo khối phổ 

plasma cảm ứng cao tần (HPLC-ICP-MS) đã được sử dụng rộng rãi và trở thành 

một công cụ hiệu quả để xác định các dạng kim loại trong nhiều đối tượng mẫu 

khác nhau, do giới hạn phát hiện thấp, độ ổn định và chính xác cao, cùng với 

khả năng xử lý nhiều nền mẫu phức tạp. 

Xuất phát từ những luận điểm đó, tôi đã lựa chọn đề tài “Nghiên cứu 

phân tích đánh giá hàm lượng iodide và iodate trong một số sản phẩm từ sữa 

bằng phương pháp sắc ký lỏng ghép nối khối phổ nguyên tử nguồn plasma 

cảm ứng cao tần”. 

Mục tiêu của nghiên cứu:  

- Xây dựng quy trình phân tích đồng thời iodide và iodate trong một số 

sản phẩm từ sữa bằng phương pháp sắc ký lỏng ghép nối khối phổ nguyên tử 

nguồn plasma cảm ứng cao tần (HPLC-ICP-MS). 

- Ứng dụng phân tích và đánh giá chất lượng một số sản phẩm sữa trên 

thị trường. 

Nội dung nghiên cứu bao gồm: 

1. Nghiên cứu tổng quan về iodine, các dạng tồn tại của iodine (iodide, 

iodate) và phương pháp xác định iodine cũng như các dạng tồn tại của 

iodine (iodide, iodate); 

2. Nghiên cứu tối ưu điều kiện phân tích đồng thời iodide và iodate trên hệ 

thống HPLC-ICP-MS; 

3. Nghiên cứu tối ưu quy trình xử lý mẫu phân tích đồng thời iodide và 

iodate trong một số sản phẩm sữa hiện nay trên thị trường ; 

4. Xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp phân tích đồng thời iodide và 

iodate bằng HPLC-ICP-MS; 
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5. Ứng dụng quy trình phân tích đồng thời iodide và iodate trong sữa và 

một số sản phẩm từ sữa trên thị trường hiện nay. 

Những đóng góp của luận văn: 

Dạng iodide với hoạt tính sinh học cao hơn, ít thể hiện độc tính và khả 

năng hấp thụ vào cơ thể con người tốt hơn iodate. Tuy nhiên iodide được cho 

là kém bền hơn iodate, dễ thất thoát trong quá trình sản xuất như sấy, thanh 

trùng, tiệt trùng. Chính vì thế nghiên cứu tập trung vào xác định các dạng tồn 

tại của iodine trong một số sản phẩm sữa như sữa công thức, sữa tươi, sữa 

chua… có ý nghĩa khoa học và thực tiễn cao. Nghiên cứu cung cấp một quy 

trình phân tích đồng thời hai dạng iodide và iodate trong các sản phẩm từ sữa 

bằng phương pháp HPLC-ICP-MS dựa trên trang thiết bị hiện đại và ngày càng 

trở lên phổ biến tại Việt Nam. Kết quả nghiên cứu không chỉ giúp người tiêu 

dùng đánh giá được sơ bộ thành phần dinh dưỡng, cụ thể là hàm lượng các dạng 

iodine trong các sản phẩm sữa, mà còn giúp cho các cơ quan chức năng có cơ 

sở khoa học để kiểm soát chất lượng các sản phẩm sữa trên thị trường.  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. TỔNG QUAN CHUNG VỀ IODINE, DẠNG IODINE VÀ VAI TRÒ 

CỦA CHÚNG ĐỐI VỚI SINH HÓA CON NGƯỜI 

1.1.1. Tổng quan chung về iodine và các dạng tồn tại của iodine 

Iodine được phát hiện vào năm 1811 bởi nhà hóa học người Pháp 

Bernard Courtois (1777-1838) [7, 8]. Iodine là một phi kim thuộc nhóm 

halogen (VIIA) trong bảng hệ thống tuần hoàn. Ở nhiệt độ thường, iodine có 

dạng tinh thể màu xám. Khi đun nóng, iodine bị thăng hoa tạo thành chất khí 

màu tím hồng có mùi khó chịu, có thể gây tổn thương nghiêm trọng cho mắt, 

mũi và niêm mạc họng. Iodine chỉ tan ít trong nước, nhưng lại hòa tan trong 

nhiều chất lỏng khác để tạo ra dung dịch màu tím đặc trưng. Iodine có thể nóng 

chảy ở 113,5 °C (236,3 °F) và sôi ở 184 °C (363 °F) [7]. 

So với các nguyên tố hóa học khác cùng nhóm thì iodine kém hoạt động 

hơn. Các hợp chất phổ biến nhất của iodine là hợp chất của các kim loại kiềm 

như sodium (natri) và potassium (kali). Ngoài ra nó còn tạo hợp chất với một 

số halogen khác như iodine monobromide (IBr), iodine monochloride (ICl) và 

iodine pentafloride (IF5) [7]. 

Thuộc tính quan trọng nhất của iodine là có khả năng tiêu diệt vi trùng. 

Do đó, iodine được ứng dụng trong sản xuất thuốc sát trùng và một số ứng dụng 

y tế khác [8].  

Iodine có đến 42 đồng vị, tuy nhiên trong đó chỉ có duy nhất đồng vị 127I 

là bền, ổn định và được tìm thấy nhiều nhất trong tự nhiên. Các đồng vị còn lại 

đều là đồng vị phóng xạ. Hầu hết các đồng vị này được ứng dụng vào hai mục 

đích chính là thương mại và y tế. Trong các ứng dụng y tế, các đồng vị này 

được đưa vào cơ thể bệnh nhân qua đường miệng. Các đồng vị sau đó đi khắp 

cơ thể theo máu. Khi di chuyển trong cơ thể con người, chúng phát ra bức xạ. 

Bức xạ đó có thể được phát hiện bằng cách sử dụng phim X-quang. Thông qua 

các mô hình bức xạ đó, các chuyên gia y tế có thể nhận biết cơ thể đó hoạt động 

thế nào [7]. 

Mỗi đồng vị iodine được ứng dụng trong y tế theo nhiều cách khác nhau. 
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Đồng vị 123I được ứng dụng trong các nghiên cứu về não, thận và tuyến giáp. 

Đồng vị 125I được ứng dụng trong các nghiên cứu về tuyến tụy, tuyến giáp, gan, 

và sự hấp thụ khoáng chất trong xương. Đồng vị 131I thì được ứng dụng trong 

các nghiên cứu về gan, thận, phổi, não, tuyến tụy và tuyến giáp [7]. 

Thông thường iodine được sản xuất từ nước biển hoặc nước muối chiết 

xuất từ các giếng dầu có chứa tới 150 mg I2/L. Các tạp chất như đất sét, cát và 

dầu được loại bỏ bằng cách lọc bỏ, dung dịch sau lọc được đưa qua một luồng 

sulphur dioxide rồi qua một số thùng chứa các bó dây đồng. Copper diiodide 

hình thành tiếp tục được loại bỏ bằng cách lọc, rửa bằng nước, sấy khô và 

nghiền mịn. Sản phẩm sau đó được đun nóng với potassium cacbonate để tạo 

ra potassium iodide , cuối cùng iodine được tạo thành là sản phẩm của phản 

ứng oxy hóa với dichromate và sulfuric acid [9]. 

Bên cạnh đó, iodine còn được điều chế tại các phòng thí nghiệm từ nguồn 

nguyên liệu tự nhiên như tảo bẹ, rong biển và một số loài cây khác do đặc tính 

hấp thụ iodine của chúng trong quá trình sinh trưởng. Theo quy trình này, rong 

biển được sấy khô và đốt cháy ở nhiệt độ cao; tro được hòa tan vào nước; lọc 

lấy dung dịch, cô dung dịch sau lọc đến khi muối bị kết tinh lại, các muối sau 

kết tinh như sodium sulfate (natri sulfat) và sodium chloride (natri clorua) được 

loại bỏ; dung dịch còn lại được cô đặc bằng cách làm bay hơi nước. Gạn lấy 

phần nước trong là muối của iodine. Dùng khí chlorine (clo) hay MnO2 và 

H2SO4 để oxi hóa I trong dung dịch thành I2, sau đó cho I2 thăng hoa ta sẽ thu 

được iodine [9]. 

Trong các hợp chất, iodine tồn tại ở nhiều trạng thái oxy hóa khác nhau: 

-1, 0, +1, +3, +5, +7 và dễ dàng bị chuyển hóa giữa các dạng oxy hóa trong 

những điều kiện nhất định. Các dạng của iodine có liên quan đến việc vận 

chuyển iodine từ không khí, đất, nước vào thực phẩm và từ thực phẩm đến cơ 

thể con người. Trong nước, hầu hết iodine tồn tại ở dạng iodide và iodate. Trong 

cơ thể người và động vật có vú khác, iodine được tuyến giáp tổng hợp để sinh 

tổng hợp hormone triiodothyronine (T3) và Thyroxine (T4), ngoài T3, T4 thì 

iodine cũng tồn tại dưới dạng monoiodotyrosine (MIT), diiodotyrosine (DIT), 

reverse triiodothyronine (rT3) giúp liên kết protein trong tuyến giáp với các mô. 
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Trong sữa, hầu hết iodine được tìm thấy dưới dạng iodide, ngoài ra có một số 

hợp chất iodine dạng hữu cơ [10]. 

Bảng 1.1. Dạng iodine tồn tại trong các đối tượng mẫu [10] 

Dạng iodine Công thức hóa học Nền mẫu 

Iodide  I- Nước, động vật, sữa 

Iodate  IO3
- Nước, sữa 

Elemental iodine  I2 Không khí 

Periodate  IO4
- Nước 

Hypoiodite  IO- Không khí, nước 

Methyl iodide  CH3I Không khí, nước 

Methyl di-iodide  CH2I2 Không khí, nước 

Ethyl iodide  C2H5I Không khí, nước 

Propyl iodide  C3H7I Không khí, nước 

Butyl iodide  C4H9I Không khí, nước 

Methyl iodide bromide  CH2BrI Không khí, nước 

Triiodothyronine  C15H12I3NO4 Động vật, sữa 

Thyroxine  C15H11I4NO4 Động vật, sữa 

Monoiodotyrosine  C9H10INO3 Động vật, sữa 

Diiodotyrosine  C9H9I2NO3 Động vật, sữa 

Reverse triiodothyronine C15H12I3NO4 Động vật, sữa 
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Tuy nhiên trong tự nhiên, iodine tồn tại chủ yếu ở hai dạng là iodide và 

iodate nên trong nghiên cứu này chỉ tập trung phân tích, đánh giá hàm lượng 

và ảnh hưởng của hai dạng này đối với cơ thể con người. 

Iodide là chất khử mạnh, nó dễ dàng bị oxy hóa bởi các hợp chất oxy hóa 

mạnh như như sulfuric acid đặc, potassium permanganate (KMnO4), khí 

chlorine (Cl2) : 

4 KI + 2 CO2 + O2 → 2 K2CO3 + 2 I2 

Đây chính là căn cứ khoa học trong việc lựa chọn pha động hay dung 

môi chiết, việc sử dụng các pha động hay dung môi chiết có tính oxy hóa mạnh 

như HNO3, H2O2… trong phân tích các kim loại và phi kim thông thường sẽ 

làm chuyển hóa iodide thành iodine. Mặc dù iodide không màu, nhưng trong 

các dung dịch iodide có thể có màu hơi nâu do quá trình oxy hóa iodide thành 

iodine bằng oxy trong khí quyển. Các phân tử của iodine (I2) tạo thành lại kết 

hợp với iodide để tạo thành polyiodua (I2 + I− → I3
−) [8]. 

Iodine thể hiện trạng thái oxy hóa +5 trong iodic acid mạnh (HIO3), có 

thể dễ dàng khử nước để tạo ra chất rắn màu trắng iodate pentoxide (I2O5).  

Iodate phổ biến nhất là potassium iodate có công thức hóa học KIO3. 

Potassium iodate (KIO3) là một hợp chất gồm các ion K+ và IO3
− theo tỷ lệ 1:1, 

khối lượng mol của nó là 214 g/mol, nhiệt độ nóng chảy là 560 °C. Trái ngược 

với iodide thì iodate lại có tính oxy hóa nên việc lựa chọn dung môi cũng như 

pha động hay tác nhân trong quá trình chiết cần tránh sử dụng các chất có tính 

khử. Potassium iodate là một chất rắn màu trắng không mùi, với các tinh thể 

mịn và cấu trúc tinh thể của loại đơn hình. Ở nhiệt độ cao hơn, nó trải qua phản 

ứng phân hủy nhiệt, giải phóng oxy phân tử và potassium iodide: 

KIO3 → 2KI + 3O2 

Trong nước, potassium iodate có độ hòa tan thay đổi từ 4,74 g/100mL 

tại 0 oC; đến 32,3 g/100mL ở 100 oC, tạo thành dung dịch nước không màu. 

Ngoài ra, potassium iodate không tan trong ethanol và nitric acid, nhưng hòa 

tan trong sulfuric acid loãng [11].  

Potassium iodate là một chất oxy hóa mạnh nên nó có thể gây ra hỏa 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Kali
https://vi.wikipedia.org/wiki/Iod
https://vi.wikipedia.org/wiki/Oxy
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BB%A3p_ch%E1%BA%A5t
https://vi.wikipedia.org/wiki/T%E1%BB%B7_l%E1%BB%87
https://vi.wikipedia.org/wiki/Ch%E1%BA%A5t_oxy_h%C3%B3a
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hoạn nếu tiếp xúc với vật liệu dễ cháy hoặc các chất khử. Potassium iodate có 

thể được điều chế bằng cách cho một base chứa potassium như potassium 

hydroxide với iodic acid [11]: 

HIO3 + KOH → KIO3 + H2O 

1.1.2. Ảnh hưởng của iodine và các dạng iodine (iodide, iodate) đối với sinh 

hóa con người 

Trong cơ thể người, iodine chỉ chiếm một lượng rất nhỏ nhưng nó đóng 

vai trò quan trọng cho sự phát triển của cơ thể cả về thể chất lẫn trí tuệ. Iodine 

tham gia vào quá trình điều hòa hoạt động trao đổi chất trong cơ thể con người. 

Do đó, thiếu hụt iodine có thể ngăn cản sự tăng trưởng và phát triển bình 

thường, đặc biệt đối với phụ nữ mang thai có thể gây sảy thai, thai lưu, còn đối 

với trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ gây suy giảm nhận thức, còi cọc, chậm phát triển [9].  

Iodine đóng vai trò quan trọng trong việc tổng hợp hormone tuyến giáp 

thyroxin, là hormone điều chỉnh quá trình phát triển của hệ thần kinh trung 

ương, hệ sinh dục, tim mạch và một số bộ phận khác trong cơ thể. Cụ thể khi 

cơ thể hấp thụ, iodine được vận chuyển vào tuyến giáp dưới dạng iodide, liên 

kết với tyroxine có trong thyroglobulin để tạo thành iodotyrosine. Thông qua 

cơ chế ghép nối, tiền chất 3-monoiodotyrosine (MIT) và 3,5-diiodotyrosine 

(DIT) kết hợp để tạo thành hormone tuyến giáp 3,5,3′,5′-tetraiodothyronine 

thường được gọi là thyroxine (T4) và 3,5,3′-triiodothyronine (T3). Những 

hormone này đóng một vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh hoạt động của 

tế bào, tăng trưởng và phát triển não bộ [10].  

Ngoài ra, iodine còn có vai trò trong việc chuyển hóa beta - caroten thành 

vitamin A, tổng hợp protein hay hấp thụ đường trong ruột non [11]. 

Bên cạnh những lợi ích với sức khỏe, việc bổ sung quá nhiều iodine trong 

khẩu phần ăn cũng tiềm ẩn những ảnh hưởng không tốt với sức khỏe con người. 

Lượng iodine cao thường được dung nạp tốt ở hầu hết những người khỏe mạnh 

và không gây ra vấn đề gì về sức khỏe. Điển hình như ở một số quốc gia như 

Hàn Quốc, Nhật Bản, người dân thường xuyên ăn rong biển là nguồn iodine 

dồi dào nhưng cũng không có những ảnh hưởng lớn đối với sức khỏe. Tuy 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Ch%E1%BA%A5t_kh%E1%BB%AD
https://vi.wikipedia.org/wiki/Kali_hydroxide
https://vi.wikipedia.org/wiki/Kali_hydroxide
https://vi.wikipedia.org/wiki/Axit_iodic
https://vi.wikipedia.org/wiki/N%C6%B0%E1%BB%9Bc
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nhiên, ở một số người mắc bệnh tuyến giáp tự miễn hoặc có tiền sử thiếu iodine 

mãn tính có thể nhạy cảm với việc bổ sung thêm iodine. Dư thừa iodine cũng 

có thể dẫn đến sản xuất quá nhiều hormone tuyến giáp, gây bệnh cường giáp; 

dấu hiệu của tình trạng này là sự trao đổi chất gia tăng với các biểu hiện như 

tăng nhịp tim, chân tay run, khó thở, mệt mỏi [12]. Một số nghiên cứu dịch tễ 

học đã chỉ ra rằng tiêu thụ nhiều rong biển có liên quan đến việc tăng nguy cơ 

mắc một số loại ung thư tuyến giáp, đặc biệt là ở phụ nữ sau mãn kinh [13]. 

Tuy nhiên, độc tính cũng như sinh khả dụng của các dạng iodine là khác 

nhau. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng sinh khả dụng của iodine dạng vô cơ 

như iodide là 96,4% ở người bình thường, trong khi của iodine dạng hữu cơ, 

chẳng hạn như monoiodotyrosine là 80%. Mặc dù sinh khả dụng qua đường 

uống của iodine từ iodate hầu như tương đương với sinh khả dụng từ iodide ở 

người và chuột, nhưng độc tính của iodide và iodate là khác nhau. Nghiên cứu 

của Laverock và các cộng sự cho thấy độc tính của iodate cao hơn iodide. Ở 

liều trên 10 mg/kg khi tiêm qua đường tĩnh mạch, iodate gây độc tính cao đối 

với võng mạc [14]. 

Stewart H. Webster và các cộng sự đã nghiên cứu và đánh giá độc tính 

của iodate thông qua các thí nghiệm gây độc cấp tính dạng đơn liều trên chuột 

trắng. Kết quả nghiên cứu cho thấy nếu ở liều lượng đủ lớn, iodate có thể gây 

ngộ độc và tử vong, hầu hết các trường hợp tử vong nguyên nhân đều do tổn 

thương cấp tính ở thận; ở liều lượng 140-500 mg/kg trọng lượng sẽ làm tăng 

pH dịch dạ dày, gây thoái hóa, tổn thương thành dạ dày. Kết quả nghiên cứu 

cũng cho thấy potassium iodate và sodium iodate có độc tính qua đường miệng 

và trong phúc mạc tương tự nhau [5]. 

Ngoài ra, ở liều cao, iodate có thể gây kích ứng ở niêm mạc miệng, da, 

mắt và đường hô hấp. Các thí nghiệm về độc tính của potassium iodate ở động 

vật đã cho thấy với liều 0,2-0,25 g/kg trọng lượng cơ thể qua đường uống có 

thể gây buồn nôn, rối loạn đường ruột, khó thở, ngoài ra các xét nghiệm lâm 

sàng sâu hơn cho thấy có tổn thương ở gan, thận và niêm mạc ruột [11].  

Bên cạnh đó, iodate còn có khả năng gây độc gen và là tác nhân gây một 

số bệnh ung thư như ung thư tuyến giáp [6]. Do đó, việc phân tích và đánh giá 



 11 

hàm lượng từng dạng iodine cụ thể là iodide và iodate thay vì định lượng iodine 

tổng số có ý nghĩa vô cùng quan trọng trong việc đánh giá hàm lượng dinh 

dưỡng của các sản phẩm sữa, qua đó giúp người tiêu dùng có cái nhìn tổng quan 

đối với các sản phẩm sữa, cũng như giúp cho các cơ quan chức năng có cơ sở 

khoa học để kiểm soát và giám sát chất lượng các sản phẩm sữa trên thị trường. 

Đồng thời nghiên cứu này còn có ý nghĩa đối với các công ty, doanh nghiệp 

sản xuất chế biến sữa trong việc góp phần lý giải nguyên nhân các sản phẩm dễ 

bị hao hụt hàm lượng iodine, từ đó có cải tiến trong quy trình sản xuất, chế biến 

hay bảo quản giúp làm bền vững và ổn định iodine nhằm mang lại sản phẩm có 

chất lượng tốt nhất cho người tiêu dùng. 

1.1.3. Hàm lượng, sự phân bố và sự chuyển hóa các dạng iodine (iodide, 

iodate) trong thực phẩm 

Cơ thể con người có thể hấp thụ iodine qua nhiều nguồn khác nhau. Hiện 

nay hai nguồn cung cấp iodine chính đang được sử dụng để bổ sung cho cơ thể 

con người là iodine có nguồn gốc tự nhiên như sữa và chế phẩm sữa, trứng, 

rong biển... và các chế phẩm bổ sung iodine như muối iodine, thực phẩm bảo 

vệ sức khỏe….  

 Tuy nhiên do tính chất hóa học của iodine dễ thăng hoa ở nhiệt độ thường 

và tính chất oxy hóa mạnh cũng như khử mạnh của hai dạng iodide, iodate nên 

hàm lượng của iodine tổng số cũng như hàm lượng các dạng iodine trong thực 

phẩm thường bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố như pH môi trường thực phẩm, 

phản ứng hóa học giữa iodine và các thành phần khác có sẵn trong thực phẩm, 

quá trình chế biến, xử lý thực phẩm dưới tác động của nhiệt độ, thời gian chế 

biến… 

Liejun Liu và các cộng sự [15] của mình đã nghiên cứu sự chuyển hóa 

iodate thành iodide và iodine trong muối ăn dưới tác dụng của nhiệt độ. Theo 

đó 15 mẫu thực phẩm được nấu chín có sử dụng muối iodate, nhiệt độ nấu và 

pH của mẫu thực phẩm cũng được xác định. Iodine trong mẫu thực phẩm sau 

khi nấu chín được chiết bằng nước khử ion, sau đó được đem phân tích trên 

thiết bị HPLC-ICP-MS. Kết quả nghiên cứu cho thấy có 96,4% ± 14,7% iodate 

chuyển thành iodide và iodine trong đó có 86,8% ± 14,5% iodate được chuyển 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu+L&cauthor_id=28157618
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đổi thành iodide; 9,6% ± 6,2% chuyển thành iodine và dễ bị thăng hoa ở nhiệt 

độ thường. Giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng của phương pháp HPLC-

ICP-MS tương ứng lần lượt là 0,70 μg/L đối với iodide (0,69 μg/L đối với 

iodate) và 2,10 μg/L đối với iodide (2,06 μg/L đối với iodate), độ lệch chuẩn là 

2,6% và độ thu hồi là 101,6% ± 2,6%.  

 

Hình 1.1. Sự chuyển hoá của các dạng iodine trong quá trình xử lý nhiệt 

 Tuy nhiên, do những ảnh hưởng xấu của muối ăn đối với sức khỏe con 

người nên ngày nay bằng những nỗ lực tuyên truyền của ngành y tế, lượng muối 

trong khẩu phần ăn ngày càng được cắt giảm, do đó lượng iodine bổ sung cho 

con người trong muối ăn theo đó cũng giảm dần. Thay vào đó nguồn thực phẩm 

giàu dinh dưỡng là sữa và chế phẩm sữa ngày càng trở thành nguồn cung cấp 

iodine chính cho con người. Dữ liệu lượng thực phẩm tiêu thụ ở từng quốc gia 

cho thấy sữa và các sản phẩm từ sữa cung cấp 13 – 64% lượng iodine được 

khuyến nghị hàng ngày [2]. Việc tiêu thụ sữa và các sản phẩm sữa ở mỗi quốc 

gia là khác nhau cũng như hàm lượng iodine trong mỗi sản phẩm sữa là khác 

nhau, do đó hàm lượng iodine bổ sung cho cơ thể khó định lượng được thông 

qua khẩu phần ăn. 

Hàm lượng iodine trong sữa và chế phẩm sữa bị ảnh hưởng bởi nhiều 

yếu tố như giống bò, nguồn thức ăn cho bò, chất kháng iodine như 

glucosinolates có trong một số loại thức ăn, và cách khử trùng núm vú sau mỗi 

lần vắt [2].  
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Bên cạnh những yếu tố về giống và điều kiện chăn nuôi thì quy trình sản 

xuất sữa và chế phẩm sữa cũng là một trong những yếu tố ảnh hưởng đến hàm 

lượng iodine trong sữa. Olivia L. van der Reijden và các cộng sự tại đại học 

Cambridge đã tiến hành các thí nghiệm để đánh giá ảnh hưởng của các quá 

trình sản xuất sữa và chế phẩm sữa đến hàm lượng iodine. Thí nghiệm số 2 

trong nghiên cứu của nhóm tác giả cho thấy có đến 75% iodine bị thất thoát 

trong váng sữa, điều đó có nghĩa hiệu suất thu hồi iodine trong sản phẩm này 

chỉ đạt 25%. Tuy nhiên sau quá trình làm đông và làm chín thì hàm lượng iodine 

lại tăng 1,6 – 2,3 lần sau làm đông và 1,6 – 2,6 lần sau khi làm chín. Đối với 

các sản phẩm phomai việc bổ sung muối iodine trên bề mặt phomai bên cạnh 

những lợi ích về mặt cảm quan như cải thiện hương vị, tăng khả năng tách 

whey, thúc đẩy quá trình hình thành vỏ phomai, nó còn mang lại giá trị về mặt 

dinh dưỡng vì là nguồn bổ sung iodine dồi dào. Kết quả nghiên cứu cũng cho 

thấy quá trình xử lý nhiệt không có ảnh hưởng nhiều đến hàm lượng iodine, 

điều này khác với những giả thuyết trước đây cho rằng iodine bị mất do hiện 

tượng thăng hoa, tỷ lệ thu hồi iodine ở các sản phẩm sau khi qua thanh trùng, 

tiệt trùng vẫn đạt đến 81 – 93% [16]. 

Tuy nhiên quy trình sản xuất sữa và chế phẩm sữa ở mỗi quốc gia có 

những đặc thù riêng biệt. Vì vậy, để có những phân tích đánh giá chính xác và 

cụ thể hơn đối với các sản phẩm sữa trong nước, nghiên cứu này còn được thực 

hiện để đưa ra cái nhìn tổng quan về dạng iodine tồn tại trong các sản phẩm sữa 

hiện nay trên thị trường, sự thất thoát và hao hụt so với hàm lượng công bố trên 

nhãn sản phẩm. Qua đó vừa giúp người tiêu dùng lựa chọn được những sản 

phẩm chất lượng vừa giúp các cơ quan quản lý có căn cứ để kiểm tra đánh giá 

và giám sát việc tuân thủ quy định về an toàn thực phẩm.  

1.2. TỔNG QUAN CÁC PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH 

Các phương pháp thường được sử dụng để xác định iodine bao gồm các 

phương pháp phân tích iodine và các phương pháp phân tích dạng iodine 

(iodide, iodate). 

https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=Olivia%20L.%20van%20der%20Reijden&eventCode=SE-AU
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1.2.1. Các phương pháp xác định iodine tổng số 

Phương pháp chuẩn độ: Theo TCVN 10657: 2014 [19], nguyên tắc của 

phương pháp chuẩn độ xác định hàm lượng iodine tổng số là oxy hóa iodide 

thành iodate bằng sodium iodide trong môi trường đệm và loại bỏ chất oxy hóa 

dư bằng formic acid. Bổ sung hydrochloric acid và potassium iodide để tạo ra 

iodine tự do tương ứng với lượng iodate có mặt. 

Sau đó chuẩn độ lượng I2 giải phóng bằng dung dịch chuẩn sodium 

thiosulfate (Na2S2O3) với chỉ thị là hồ tinh bột.  

I- + 3 ClO- = IO3
- + 3Cl-     

IO3
- + 6 I- + 6 H+ = 3 I2 + I- + 3H2O 

I2 + 2Na2S2O3 = 2NaI + Na2S4O6 

Ưu điểm của phương pháp này là dễ thao tác, phân tích nhanh, chi phí 

phát sinh thấp. Tuy nhiên phương pháp có nhược điểm là độ nhạy thấp, chỉ 

phân tích mẫu có hàm lượng iodine cỡ ppm và dễ ảnh hưởng bởi nền mẫu.   

Phương pháp đo phổ hấp thụ phân tử UV-VIS: Gilfedder và các cộng 

sự đã nghiên cứu phương pháp đơn giản để định lượng iodine trong mẫu đất, 

trầm tích bằng phương pháp chiết ở nhiệt độ lên đến 1000°C và dịch sau chiết 

được phân tích trên hệ thống quang phổ hấp thụ phân tử UV-Vis. Các mẫu được 

đốt cháy trong dòng oxy và hòa tan trong nước deion, dịch mẫu sau đó được 

đem lọc trước khi phân tích. Dịch chiết được định lượng bằng phương pháp đo 

phổ As3+– Ce4+, theo đó iodide xúc tác cho quá trình oxy hóa As3+ thành As5+ 

và khử Ce4+ thành Ce3+. Ba mẫu vật liệu chuẩn được phân tích với hiệu suất thu 

hồi tốt (97 – 113%) và độ lệch chuẩn RSD (<5%). Phương pháp cho giới hạn 

phát hiện là nhỏ hơn 50 ng iodine với độ tin cậy là 95%. Đối với một số mẫu 

trầm tích giàu hữu cơ (20 –30% carbon hữu cơ) và hàm lượng iodine cao thì 

phương pháp được cải tiến bằng cách tăng tốc độ dòng oxy và giảm thời gian 

đốt cháy mẫu [20].  

Phương pháp quang phổ phát xạ nguyên tử nguồn plasma cảm ứng 

cao tần (ICP-OES): với phương pháp này chất phân tích được kích thích lên 

mức năng lượng cao bằng nguồn Plasma cảm ứng cao tần từ đó phát xạ ra các 

bước sóng đặc trưng. Để tránh các yếu tố gây nhiễu từ nền mẫu, cần lựa chọn 

bước sóng phù hợp. Tín hiệu cường độ của bước sóng đặc trưng tỷ lệ thuận với 
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nồng độ chất phân tích. Do hạn chế về độ nhạy cũng như độ chính xác nên 

phương pháp này ít được lựa chọn để xác định trực tiếp hàm lượng iodine hoặc 

chỉ sử dụng trong trường hợp các mẫu có hàm lượng iodine cao với các quá 

trình xử lí mẫu thích hợp. 

M. Sager đã đề xuất phương pháp xác định iodine ở mức hàm lượng cao 

trong mẫu sau khi tách phosphorus (nguyên tố có ảnh hưởng lớn đến phổ của 

iodine) bằng phương pháp kết tủa. Theo đó để xác định iodine, nhóm nghiên 

cứu đã hòa tan hoặc oxy hóa các chất nền hữu cơ bằng potassium chlorate 

(KClO3) trong nitric acid loãng để chuyển iodine về dạng KIO3 bền hơn. 

Phương pháp đã loại trừ ảnh hưởng của phosphorus bằng cách kết tủa với 

aluminium hydroxide hoặc iron hydroxide. Sau khi thêm các muối nhôm hoặc 

sắt ở dạng nitrate, sulfate; ammonia được sử dụng để điều chỉnh pH về 8,8. 

Hiện tượng kết tủa tốt hơn được quan sát thấy khi sử dụng aluminium hydroxide 

và có thêm 10 – 30 mg đất sét/5 mL mẫu. Tách kết tủa tạo thành bằng cách ly 

tâm hoặc gạn dịch vào bình định mức. Lọc dung dịch qua màng lọc và xác định 

hàm lượng iodine trên ICP-OES [17]. 

Vtorushina, E.A và các cộng sự đã vận dụng quá trình giải phóng hơi của 

phản ứng oxy hóa khử để giảm giới hạn phát hiện của iodine trong các mẫu 

sinh học khi phân tích trên hệ thống ICP-OES. Quy trình được phát triển để 

phân tích hàm lượng iodine trong các mẫu sữa, nguyên liệu thực vật và các chế 

phẩm dược phẩm thông qua quá trình tạo hơi oxy hóa sau khi phá mẫu bằng vi 

sóng trong dòng oxy và tạo hơi khử sau khi phân hủy mẫu trong lò vi sóng sử 

dụng acid. Giới hạn phát hiện của phương pháp lần lượt là 0,018 – 0,037 mg/kg 

và 0,058 – 0,072 mg/kg sau quá trình tạo hơi oxy hóa và khử tương ứng tùy 

thuộc vào loại mẫu thử. Độ chính xác của quy trình được xác nhận bằng kết 

quả phân tích mẫu vật liệu chuẩn là Powder BCR 150 (mẫu sữa bột gầy) và 

BCR 279 (mẫu rau diếp biển) [18]. 

Phương pháp khối phổ plasma cao tần cảm ứng (ICP-MS): đây là 

phương pháp được áp dụng nhiều trong phân tích lượng vết và siêu vết. Khối 

phổ plasma cao tần cảm ứng (ICP-MS) là một kỹ thuật phân tích có khả năng 

xác định đồng thời nhiều nguyên tố với độ chính xác cao. Phương pháp sử dụng 

nguồn cảm ứng cao tần ICP với detector khối phổ để phân tích các ion nguyên 
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tố. Ngọn lửa plasma với nhiệt độ cao 6.000 – 10.000 °C, ion hóa nguyên tử của 

các nguyên tố trước khi tới hệ thống khối phổ. Các ion theo tỷ lệ khối 

lượng/điện tích của từng nguyên tố được tách trong bộ lọc khối tứ cực, detector 

khối phổ với độ phân giải cao ghi nhận tín hiệu theo số khối đặc trưng của từng 

nguyên tố và khuếch đại qua ống nhân quang điện. 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.2. Sơ đồ cấu tạo hệ thống ICP-MS 

 ICP-MS có nhiều ưu điểm như khả năng xử lý được mẫu phức tạp như 

thủy hải sản, máu, huyết thanh, nước tiểu, v.v. bởi năng lượng lớn của nguồn 

ICP, lượng mẫu ít, thời gian phân tích nhanh, giới hạn phát hiện, giới hạn định 

lượng thấp, độ ổn định và độ chính xác cao. 

Marcia F Mesko và các cộng sự đã phát triển phương pháp xác định 

iodine trong các mẫu thực phẩm bằng phép đo khối phổ plasma cảm ứng cao 

tần (ICP-MS) sau khi phân hủy trong lò vi sóng MIC (Microwave induced 

combustion). Khối lượng mẫu có thể lên đến 500 mg, theo đó các mẫu thực 

phẩm như gan bò, tinh bột ngô, sữa bột hoặc bột mì được đốt cháy hoàn toàn 

bằng hệ thống MIC. Sử dụng 50 μl ammonium nitrate 6 mol/L làm chất hỗ trợ 

đánh lửa và các bình được nạp 15 bar O2. Việc sử dụng H2O2 0,9 mmol/L, 

(NH4)2CO3 10 đến 50 mmol/L và tetramethylammonium hydroxide 56 mmol/L 

đã được nghiên cứu làm dung dịch hấp thụ, cũng cho thấy phù hợp cho bước 

hồi lưu sau quá trình đốt cháy mẫu [19]. 

Todor I. Todorov và Patrick J. Gray đã báo cáo một phương pháp xác 

định iodine trong nhiều mẫu thực phẩm và vật liệu bằng phương pháp khối phổ 

plasma cảm ứng cao tần (ICP-MS) sau quá trình chiết với dung dịch kiềm. Để 

đánh giá độ đúng của phương pháp, nhóm nghiên cứu đã sử dụng 7 mẫu vật 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mesko+MF&cauthor_id=20464381
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liệu chuẩn và 21 mẫu thực phẩm bổ sung vi chất dinh dưỡng. Phương pháp cho 

giới hạn định lượng đối với mẫu thực phẩm dạng rắn là 36 ng/g, độ lệch chuẩn 

(% RSD) trong khoảng 2 – 7%, độ thu hồi đối với mẫu vật liệu chuẩn và các 

mẫu thực phẩm bổ sung vi chất lần lượt là 85–105% và 81 – 119% [20]. 

Iodine tổng số trong thực phẩm có thể chiết ra khỏi nền mẫu trong môi 

trường kiềm tetramethylammonium hydroxide (TMAH) sau đó xác định bằng 

phương pháp khối phổ plasma cao tần cảm ứng ICP-MS theo TCVN 

9517:2012. Iodine trong sữa và các sản phẩm dinh dưỡng cũng có thể được xử 

lý bằng nitric acid trong lò vi sóng, sau đó kiềm hóa với dung dịch ammonium 

trước khi tiến hành phân tích trên ICP-MS theo AOAC 2012.14 [21]. 

Phương pháp xác định iodine tổng số còn có thể được thực hiện bằng các 

kỹ thuật khác như đo quang dựa trên phản ứng xúc tác [22], sắc ký khí [23], 

chuẩn độ điện cực chọn lọc ion [24], sắc ký trao đổi ion hiệu năng cao với 

detector PAD [25] hoặc detector điện hóa [26], hay quang phổ hấp thụ nguyên 

tử AAS [27]. 

1.2.2. Các phương pháp xác định dạng iodine 

1.2.2.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới 

Các phương pháp xác định iodine ở dạng iodide và iodate trong thực 

phẩm nói chung và sản phẩm sữa nói riêng đã được nhiều nhà nghiên cứu trên 

thế giới quan tâm và phát triển.  

Tác giả Lipika Basumallick và Jeffrey Rohrer đã nghiên cứu xác định 

đồng thời iodide và iodate trong sữa công thức và sữa đậu nành bằng kỹ thuật 

sắc ký ion với detector xung ampe. Mẫu trước khi phân tích được hoàn nguyên 

theo công thức pha của nhà sản xuất. Sau đó lấy 10 mL mẫu sau hoàn nguyên 

vào ống ly tâm 50 mL, thêm 2 mL acetic acid 3%, thêm tiếp 8 mL nước deion 

và lắc đều, ly tâm mẫu ở 5000 vòng/phút trong 5 phút để tách béo và protein. 

Tiếp tục cho mẫu qua cột chiết pha rắn Dionex OnGuard II với tốc độ 4 

mL/phút, loại 3 mL đầu của dịch mẫu. Thu lấy phần dịch lọc đem phân tích. 

Khảo sát sâu hơn nhóm nghiên cứu cho thấy chiết mẫu trong môi trường acid 

có điều nhiệt ở 70 oC trong 1 giờ cho hiệu suất chiết iodine tốt hơn. Phương 

pháp cho khoảng tuyến tính của iodide trong khoảng 0,005 – 10 mg/L với hệ 
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số hồi quy tuyến tính là 0,9998; độ chụm RSD < 0,6%, độ thu hồi của iodide 

trong khoảng 82 – 115% [28]. 

Tác giả Niemann, R.A và các cộng sự đã xác định iodide và thiocyanate 

trong sữa bột và sữa công thức bằng kỹ thuật sắc ký ion với detector diode array 

(PAD) [25]. Phương pháp sử dụng tiền cột với mục đích làm giàu chất phân 

tích trước khi dẫn mẫu vào cột trao đổi ion. Phương pháp cho giới hạn định 

lượng iodide trong các mẫu dạng lỏng là 0,04 mg/L, các mẫu dạng bột là 0,2 

mg/kg. 

Luiza Fernandez Sanchez và Joanna Szpunar phát triển phương pháp xác 

định các dạng iodine trong sữa và sữa công thức bằng sắc ký rây phân tử (SEC) 

kết hợp với phổ khối plasma cao tần cảm ứng (ICP-MS). Các dạng khác nhau 

của iodine được rửa giải khỏi cột thông qua dung dịch đệm Tris nồng độ 30 

mM trong 40 phút, sau đó phân tích trên thiết bị ICP-MS với giới hạn phát hiện 

khoảng 1 µg/L. Việc bổ sung sodium dodecyl sulfonate (SDS) đã cải thiện đáng 

kể hiệu suất thu hồi iodine trong các mẫu váng sữa. Iodine được tìm thấy có 

mặt chủ yếu dưới dạng iodide trong tất cả các mẫu trừ sữa công thức cho trẻ sơ 

sinh (chiếm 15 – 50% iodine tổng số) [29]. 

Kỹ thuật LC-ICP-MS cũng được Jennifer Nelson, Lawrence Pacquette, 

và các cộng sự ứng dụng để xác định đồng thời các dạng iodine và dạng bromine 

trong sữa công thức. Phương pháp xác định 04 chất iodide, iodate, bromate, 

bromide trong thời gian chưa đến 6,5 phút, với khoảng làm việc của đường 

chuẩn 0 – 100 ppb, giới hạn phát hiện ≤ 0,67 ppb. Độ chính xác của phương 

pháp được đánh giá qua mẫu SRM 1849a (NIST) cho chỉ tiêu iodine với hiệu 

suất thu hồi 103%. Các mẫu phân tích không cho thấy sự có mặt của bromate 

và iodate. Hàm lượng iodide trong khoảng 25,9 – 54,5 µg/100 kcal nằm trong 

khoảng cho phép theo tiêu chuẩn của Mỹ và Trung Quốc, nhưng nằm ngoài 

giới hạn của EU (tối đa 29 µg/100 kcal) [30]. 

Để xác định hàm lượng IO3
- và I- trong nước ngầm nhóm tác giả Liu Wei, 

Li Bing và các cộng sự [31] đã sử dụng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao 

sử dụng cột sắc ký ICS-A23 ghép nối khối phổ plasma cảm ứng cao tần (HPLC-

ICP-MS). Các dạng iodine lần lượt được rửa giải bằng ammonium carbonate 

0,03M. Qua khảo sát, nhóm tác giả nhận thấy tín hiệu của IO3
- và I- ổn định 

https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ALuiza%20Fernandez%20Sanchez
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJoanna%20Szpunar
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trong dung dịch KOH 0,05%. Phương pháp được áp dụng xác định IO3
- và I- 

trong nước ngầm với giới hạn phát hiện của IO3
- và I- lần lượt là 0,035 µg/L và 

0,025 µg/L.  

Năm 2019, nhóm nghiên cứu gồm Weina Zhang và các cộng sự đã phát 

triển phương pháp xác định dạng iodide và iodate trong mẫu nước biển có hàm 

lượng muối cao bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao ghép nối khối 

phổ plasma cảm ứng cao tần. Trong nghiên cứu này, nhóm sử dụng cột trao đổi 

anion phân tách hiệu suất cao (Ion Pac AG11, Dionex) và pha động là dung 

dịch (NH4)2CO3 8 mmol/L để tách iodide và iodate. Việc lựa chọn pha động là 

(NH4)2CO3 cho hiệu suất tách tốt. Phương pháp cho khoảng tuyến tính là 0,1 - 

100 μg/L đối với cả 2 dạng, giới hạn phát hiện đối với iodate và iodide lần lượt 

là 0,015 μg/L và 0,081 μg/L [32].  

1.2.2.2. Tình hình nghiên cứu ở Việt Nam 

Cho đến nay ở Việt Nam những công trình nghiên cứu về xác định hàm 

lượng iodine cũng như các phương pháp xác định hàm lượng iodide và iodate 

trong thực phẩm nói chung và sản phẩm sữa nói riêng vẫn còn rất hạn chế. 

Năm 2012, Tổng cục tiêu chuẩn đo lường chất lượng ban hành TCVN 

9517:2012 về xác định hàm lượng iodine trong thực phẩm bằng phương pháp 

phổ khối nguyên tử nguồn plasma cảm ứng cao tần (ICP-MS) [33]. Theo đó, 

các hợp chất iodine được chiết ra khỏi mẫu bằng thuốc thử kiềm mạnh ở nhiệt 

độ cao. Sau khi loại các thành phần không hòa tan, dung dịch phun sương được 

nguyên tử hóa và ion hóa trong plasma cảm ứng cao tần. Các ion được tách ra 

khỏi plasma bằng hệ thống lấy mẫu và bộ tách hình nón, được tách trong máy 

đo phổ khối lượng dựa theo tỷ lệ khối lượng/điện tích của chúng và được xác 

định bằng hệ thống detector. 

Lê Văn Hà và các cộng sự [34] trong nhóm nghiên cứu của Viện kiểm 

nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm Quốc gia đã tiến hành nghiên cứu phương 

pháp xác định hàm lượng iodide và iodate trong gia vị mặn bằng phương pháp 

phổ khối plasma cảm ứng cao tần ghép nối sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC-

ICP-MS). Trong nghiên cứu này, iodine dưới dạng iodate và iodide trong các 

loại gia vị mặn được chiết với nước deion bằng bể rung siêu âm có điều nhiệt, 
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sau đó xác định bằng phương pháp phổ khối plasma cảm ứng cao tần ghép nối 

sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC-ICP-MS).  

Theo đó, phương pháp cũng đã được xác nhận giá trị sử dụng với các 

thông số như đường chuẩn làm việc có hệ số xác định R2 ≥ 0,995, giới hạn phát 

hiện (LOD) của iodate và iodide tương ứng là 0,06 mg/kg và 0,079 mg/kg; độ 

lệch chuẩn tương đối lặp lại (RSDr) trong khoảng 2,57 – 5,22%, độ thu hồi 

(R%) trong khoảng 83,5 – 108%, đáp ứng tốt các yêu cầu theo quy định của 

AOAC. Nghiên cứu đã tiến hành phân tích 43 mẫu gia vị mặn khác nhau bao 

gồm muối ăn, bột canh iod, hạt nêm, dầu hào, nước tương, nước mắm. Kết quả 

cho thấy một tỉ lệ cao (76,9%) của các mẫu muối ăn và bột canh có hàm lượng 

tổng số của iodate và iodide thấp hơn so với mức quy định. Trong khi đó, các 

mẫu gia vị mặn khác có chứa hàm lượng đáng kể của iodine chủ yếu dưới dạng 

iodide. Kết quả của nghiên cứu này đã góp phần đánh giá sơ bộ thực trạng dạng 

tồn tại của iodine trong các sản phẩm gia vị mặn thu thập trên địa bàn thành 

phố Hà Nội [34]. 

Một số công trình nghiên cứu xác định các dạng iodine trong các nền 

mẫu khác nhau được tổng hợp trong Bảng 1.2. 

Bảng 1.2. Một số phương pháp phân tích Iodine tổng số và dạng Iodine 

Tác giả/ Tài 

liệu 

Đối tượng 

mẫu 

Chất phân 

tích 

Kỹ thuật sử 

dụng 

Kết quả đạt 

được 

TCVN 6487 

– 1999 

Bột canh iod Iodate Chuẩn độ với 

natri thiosufate 

Giới hạn định 

lượng ≥ 1,1 

mg/kg 

TCVN 9699 

: 2013 

Muối ăn Iodate Chuẩn độ với 

natri thiosufate 

Giới hạn định 

lượng ≥ 1,1 

mg/kg 

TCVN 9517 

: 2012 

Thực phẩm Iodine  ICP-MS, thủy 

phân với dung 

Độ lặp lại RSDr 

≤ 7,8%; độ tái 
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dịch kiềm 

TMAH 

lập RSDR ≤ 

19% 

AOAC 

2012.14 

Sữa và sản 

phẩm dinh 

dưỡng 

Iodine  ICP-MS, thủy 

phân với nitric 

acid trong lò vi 

sóng, sau đó 

kiềm hòa với 

ammonia 

Giới hạn định 

lượng 5,0 

µg/100g; hiệu 

suất thu hồi 90 

– 105 % 

Lipika 

Basumallick 

và Jeffrey 

Rohrer 

Sữa công 

thức 

Iodide và 

iodate 

Sắc ký ion với 

detector xung 

ampe, chiết 

trong acetic acid 

3% bằng bể rung 

siêu âm 

Độ chụm RSD 

< 0,6%; độ thu 

hồi trong 

khoảng 82 – 

115% 

Deanna 

Hurum and 

Jeff Rohrer 

Nước biển 

và các dung 

dịch nước 

muối khác 

Iodide Sắc ký ion với 

detector độ dẫn 

điện  

Giới hạn phát 

hiện 15 µg/L; 

giới hạn định 

lượng 50 µg/L; 

hiệu suất thu 

hồi 77 – 85% 

Niemann, 

R.A và cộng 

sự 

Sữa bột và 

sữa công 

thức 

Iodide Sắc ký ion với 

detector mảng 

điod 

Giới hạn định 

lượng mẫu lỏng 

0,04 mg/kg; 

mẫu rắn 0,2 

mg/kg 
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Luiza 

Fernandez 

Sanchez và 

Joanna 

Szpunar 

Sữa và sữa 

công thức 

Iodide và 

Iodate 

Sắc ký loại trừ 

kích thước kết 

hợp với ICP-MS 

Giới hạn phát 

hiện 1,0 µg/L 

Lawrence 

Pacquette, 

Jenny 

Nelson 

Sữa công 

thức 

Iodide và 

Iodate 

LC-ICP-MS, 

chiết trong nước 

ở 50 0C trong 1 

giờ 

Giới hạn phát 

hiện ≤ 0,67 

µg/L; hiệu suất 

thu hồi mẫu 

SRM 103% 
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

Đối tượng nghiên cứu là các sản phẩm từ sữa như sữa công thức dành 

cho trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ, sữa công thức dành cho phụ nữ mang thai và người 

trưởng thành, hay các sản phẩm sữa phổ biến trên thị trường như sữa tươi (sữa 

tươi nguyên liệu, sữa tươi thanh trùng, sữa tươi tiệt trùng), sữa chua, sữa đặc 

váng sữa, phomai, bơ. 

Các mẫu sữa (52 mẫu) được thu thập tại các cửa hàng, siêu thị trên địa 

bàn thành phố Hà Nội. Các mẫu nghiên cứu bao gồm sữa bột cho trẻ em, sữa 

bột cho người trưởng thành, sữa đặc, sữa chua, váng sữa, sữa tươi, bơ, phomai. 

Thời gian thu thập mẫu đối với các mẫu sữa bột, sữa đặc, sữa tươi có thời hạn 

bảo quản lâu là tháng 1/2023 đến tháng 2/2023, đối với các mẫu có thời hạn 

bảo quản ngắn, dễ phân hủy như sữa chua, váng sữa, bơ, phomai thì được thu 

thập ngay trước thời điểm phân tích khoảng 1-2 ngày. Thông tin về các mẫu 

thu thập được tổng hợp trong Bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Thông tin các mẫu nghiên cứu 

STT Loại mẫu Số lượng mẫu 

1 Sữa bột cho trẻ em 14 

2 Sữa bột cho người trưởng thành 7 

3 Sữa đặc 5 

4 Sữa chua 5 

5 Váng sữa 5 

6 Sữa tươi 6 

7 Bơ 5 

8 Phomai 5 

Tổng 52 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Các mẫu sữa và sản phẩm sữa là những nền mẫu có thành phần khá phức 

tạp, hàm lượng protein cao, hơn nữa hàm lượng iodine tổng số cũng như dạng 

iodide và iodate trong sữa và một số chế phẩm sữa rất thấp nên việc định lượng 
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chính xác hàm lượng của iodine tổng số nói chung hay các dạng iodine nói 

riêng (chủ yếu là dạng muối iodide, iodate của kim loại kiềm và kiềm thổ) đòi 

hỏi phải sử dụng phương pháp có độ nhạy và độ chọn lọc cao. Dựa trên các tài 

liệu tham khảo, có thể thấy hướng nghiên cứu xác định iodine trong thực phẩm 

hiện nay chủ yếu dựa trên kỹ thuật ICP-MS.  

Phương pháp ICP-MS ra đời vào đầu những năm 80 của thế kỷ trước và 

ngày càng chứng tỏ là kỹ thuật phân tích có ưu điểm vượt trội so với các kỹ 

thuật phân tích khác như quang phổ hấp thụ nguyên tử (AAS), quang phổ phát 

xạ plasma cảm ứng (ICP-AES hay ICP-OES)…nhờ có độ nhạy, độ lặp lại, độ 

chính xác cao và xác định đồng thời được hàng loạt các kim loại trong thời gian 

phân tích ngắn. Hơn nữa, khi ghép nối với sắc ký lỏng hiệu năng cao với hiệu 

quả tách tốt, sự ổn định và chính xác cao rất phù hợp để ứng dụng phân tích các 

dạng tồn tại của kim loại nặng nói chung và dạng iodine nói riêng.  

HPLC-ICP-MS là hệ thống có sự ghép nối giữa hai hợp phần riêng biệt 

là hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao và hệ thống khối phổ plasma cao tần cảm 

ứng. 

Nguyên lý hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

Sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) về cơ bản là một dạng sắc ký cột được 

cải tiến. Thay vì dung môi đi qua pha tĩnh nhỏ giọt dưới tác dụng của trọng lực, 

nó bị tác động dưới áp suất cao lên tới 400 atm, điều đó làm cho quá trình tách 

xảy ra nhanh và hiệu quả hơn nhiều. Tất cả các phương pháp sắc ký, bao gồm 

HPLC hoạt động theo cùng một nguyên tắc cơ bản; tách hỗn hợp chất thành 

các thành phần riêng rẽ do sự khác biệt về ái lực tương tác của các phân tử khác 

nhau đối với pha động và pha tĩnh được sử dụng trong quá trình tách. 
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Hình 2.1. Sơ đồ khối hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao 

Nguyên lý hoạt động của hệ thiết bị HPLC được thể hiện qua Hình 2.1, 

bao gồm hệ thống bơm, kim bơm, cột, detector và bộ tích hợp hoặc hệ thống 

thu nhận và hiển thị. Trung tâm của hệ thống là cột tách nơi quá trình tách chất 

được diễn ra. 

Theo đó, các chất phân tích được tách trên cột sắc ký, trước khi đi vào 

nguồn ion hóa của hệ thống ICP-MS để định tính và định lượng, các ion được 

định lượng theo nguyên tắc tỷ lệ khối lượng/điện tích. Hệ thống ICP-MS bao 

gồm nguồn ICP nhiệt độ cao từ 6.000-10.000 °C với detector khối phổ MS có 

độ nhạy cao. Nguồn ICP biến đổi các nguyên tử của các nguyên tố trong mẫu 

thành các ion. Cuối cùng, ion này được tách thông qua hệ tứ cực và định lượng 

bằng phép đo phổ khối. Tín hiệu của chất phân tích tỷ lệ với nồng độ của chất 

phân tích [35].  

Dưới đây là hình ảnh hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao được ghép nối 

với phép đo khối phổ plasma cao tần cảm ứng [36]. 
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Hình 2.2. Sơ đồ khối hệ thống HPLC-ICP-MS 

 Sự ghép nối giữa hai hệ thống HPLC và ICP-MS là giải pháp tuyệt vời 

cho phân tích nguyên tố do kết hợp giữa độ đặc hiệu dựa trên khả năng tách 

của sắc ký lỏng hiệu năng cao và độ nhạy cao của detector khối phổ plasma 

cảm ứng cao tần. Do đó, phương pháp này đã được ứng dụng nhiều trong các 

nghiên cứu phân tích dạng. 

2.2.1. Thiết bị, dụng cụ, hóa chất 

Thiết bị:  

 - Hệ thống HPLC-ICP-MS Nexion 350X (Perkin Elmer, Hoa Kỳ) sử 

dụng trong nghiên cứu này được trang bị có cả ba chế độ đo chuẩn, va chạm, 

và phản ứng, tích hợp hệ thống bơm mẫu tự động dùng để đưa mẫu vào bộ phận 

tạo sol khí. Bộ phận sắc ký lỏng sử dụng cột anion NI-424 (5 µm × 4,6 mm × 

100 mm, Shodex) (Xem Hình 2.3).  
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Hình 2.3. Hệ thống ICP-MS Nexion 350X (Perkin Elmer, Hoa Kỳ) 

 - Bể rung siêu âm (Elmer) được dùng để chiết các dạng iodine từ nền 

mẫu. 

 - Máy lắc Vortex hoặc máy lắc ngang 

 - Máy ly tâm lạnh 

 - Máy đo pH 

 - Máy xay Philips để đồng nhất  

 - Cân phân tích (Mettler Toledo) có độ chính xác đến 0,0001 g. 

 - Cân kỹ thuật (Mettler Toledo) độ chính xác 0,01 g. 

Dụng cụ:  

- Ống ly tâm loại 50 ml (Falcon) để chứa đựng dung dịch mẫu.  

- Màng lọc mẫu 0,22 µm (Minisart) được dùng để lọc mẫu trước khi phân 

tích.  

- Các micropipette và đầu tip (Eppendorf) được sử dụng để hút các thể 

tích hóa chất chính xác và pha chuẩn.  

- Các dụng cụ thông thường khác của phòng thí nghiệm như bộ chia hóa 

chất tự động (Dispenser), bình định mức các loại 25; 50; 100ml (IsoLab), giấy 

lọc băng xanh, túi đựng mẫu các loại cũng được sử dụng. 

Hóa chất: 

 - Chất chuẩn, hóa chất: chuẩn đơn I- 1000 ppm (Merck), muối KIO3 

(Merck), muối EDTA (Merck), KH2PO4 (Merck), K2SO4 (Merck), boric acid 

(Merck), Sodium-1-octane sulfonate OSA (Merck), NH4OH (Merck).  
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 - Acetic acid (Merck), Methanol (Merck), Acetonitrile (Merck) 

 - Trichloroacetic acid (Merck), Ammonium sulfate (Merck) 

 - Potassium hexacyanoferrate(II) trihydrate (hay Potassium ferrocyanide 

trihydrate) K4[Fe(CN)6].3H2O (Merck) 

 - Zinc acetate (CH3COO)2Zn (Merck) 

 - Nước deion 

 - Khí argon có độ tinh khiết 99,999% (Messer) 

 - Các dung dịch chuẩn hóa thiết bị của hãng Perkin Elmer và dung dịch 

làm mát (cho Chiller) cũng được sử dụng. 

2.2.2. Chuẩn bị hóa chất, chất chuẩn 

Chuẩn bị pha động: 

 - Pha động 1: KH2PO4 (5mM) : K2SO4 (15mM): EDTA (5mM) pH 7,0 

 Cân 0,6805g KH2PO4; 2,6145g K2SO4; 1,8602 g EDTA vào cốc thủy 

tinh 100 ml; hòa tan hỗn hợp bằng nước deion; chuyển vào bình định mức 1000 

ml; tráng rửa cốc nhiều lần; lắc đều và chỉnh pH đến 7,0; định mức đến vạch 

bằng nước deion. 

 - Pha động 2: Acid boric (20 mM) : Sodium - 1- octane sulfonate OSA 

(0,9 mM)  

 Cân 1,236 g acid boric; 0,195 g OSA vào cốc thuỷ tinh 100 ml, hoà tan 

hỗn hợp trong cốc bằng nước deion; chuyển vào bình định mức 1000 ml; tráng 

rửa cốc nhiều lần; lắc đều và định mức đến vạch bằng nước deion. 

Chuẩn bị các dung dịch chuẩn trung gian: 

 Dung dịch chuẩn gốc IO3
- 1000 ppm: cân 0,1227 g KIO3 cốc thủy tinh 

100 mL, dùng nước deion hòa tan muối và chuyển vào bình định mức 100 ml, 

định mức tới vạch bằng nước deion. 

 Dung dịch chuẩn trung gian hỗn hợp 10 ppm: hút 1,0 ml dung dịch chuẩn 

gốc IO3
- 1000 ppm và 1,0 ml dung dịch chuẩn gốc I- 1000 ppm vào bình định 

mức 100 ml, định mức tới vạch bằng nước deion. 

 Dung dịch chuẩn trung gian 1 ppm: hút 2,5 ml dung dịch chuẩn trung 

gian 10 ppm vào bình định mức 25 ml, định mức tới vạch bằng nước deion. 

Chuẩn bị các dung dịch chuẩn làm việc: 
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 Chuẩn bị dãy dung dịch chuẩn làm việc có nồng độ 2,5; 5; 10; 25 ppb: 

hút chính xác lần lượt 62,5 µl; 125 µl; 250 µl; 625 µl dung dịch chuẩn trung 

gian 1 ppm vào các bình định mức 25 ml và định mức tới vạch bằng nước deion, 

lắc đều. Dãy dung dịch chuẩn được pha mới hằng ngày trước khi sử dụng. 

 Chuẩn bị dãy dung dịch chuẩn làm việc có nồng độ 50; 100 ppb: hút 

chính xác lần lượt 125 µl và 250 µl dung dịch chuẩn trung gian 10 ppm vào các 

bình định mức 25 ml và định mức tới vạch bằng nước deion, lắc đều. Dãy dung 

dịch chuẩn được pha mới hằng ngày trước khi sử dụng. 

Chuẩn bị hóa chất, thuốc thử: 

 - Dung dịch acetic acid 4%: lấy chính xác 4 mL acetic acivào bình định 

mức 100 mL. Thêm nước deion tới vạch và lắc đều. Bảo quản dung dịch ở nhiệt 

độ thường. 

 - Dung dịch methanol 30%: lấy chính xác 30 mL methanol vào ống đong 

rồi chuyển vào bình định mức 100 mL. Thêm nước deion tới vạch và lắc đều. 

Bảo quản dung dịch ở nhiệt độ thường. 

 - Dung dịch acetonitrile 20%: lấy chính xác 20 mL acetonitrile vào ống 

đong rồi chuyển vào bình định mức 100 mL. Thêm nước deion tới vạch và lắc 

đều. Bảo quản dung dịch ở nhiệt độ thường. 

 - Dung dịch trichloroacetic acid 5%: hòa tan 5 g trichloroacetic acid trong 

nước deion và định mức đến 100 mL. 

 - Dung dịch (NH4)2SO4 3.93M: hòa tan 51,93 g trichloroacetic acid trong 

nước deion và định mức đến 100 mL.  

 - Dung dịch Carrez I (Potassium hexacyanoferrate(II) 

K4[Fe(CN)6].3H2O): cân 15 g Potassium hexacyanoferrate(II) hòa tan trong 

100 mL nước deion. Bảo quản ở nhiệt độ phòng. 

 - Dung dịch Carrez II (Zinc sulfate ZnSO4.7H2O): cân 30 g zinc sulfate 

hòa tan trong 100 mL nước deion. Bảo quản ở nhiệt độ phòng. 

2.2.3. Tối ưu hóa điều kiện phân tích iodide và iodate trên HPLC-ICP-MS 

2.2.3.1. Điều kiện phân tích trên ICP-MS 

Thông số quan trọng nhất trong phân tích ICP-MS là lựa chọn số khối 

sao cho đồng vị của nó phổ biến và ít bị ảnh hưởng bởi các đa nguyên tố khác. 

Các yếu tố khác của thiết bị cũng ảnh hưởng đến độ nhạy của phép đo như: lưu 
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lượng khí mang, công suất tạo plasma, thế thấu kính ion, độ sâu plasma,.. Các 

thông số được tối ưu hóa tự động sử dụng dung dịch chuẩn hóa thiết bị (Nexion 

setup solution) theo hướng dẫn vận hành thiết bị của hãng Perkin Elmer.  

2.2.3.2. Điều kiện phân tích trên hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

Các dạng iodine trong mẫu sau khi được chiết tách ra khỏi nền mẫu được 

đưa lên cột sắc ký, tại đây iodide và iodate được tách dựa trên tính chất, kích 

thước phân tử nhờ ái lực của chúng đối với pha động và pha tĩnh. Những yếu 

tố quan trọng trong quá trình tách trên HPLC như thời gian lưu, độ phân giải 

các chất, cường độ tín hiệu chất phân tích phụ thuộc vào nhiều yếu tố sẽ được 

khảo sát dưới đây như: thành phần pha động, nồng độ các chất trong pha động, 

pH pha động, tốc độ dòng. 

2.2.4. Tối ưu hóa quy trình xử lý mẫu 

2.2.4.1. Xử lý sơ bộ và bảo quản mẫu 

Các mẫu như sữa bột, sữa đặc, sữa chua...sau khi mua về được bảo quản 

ở điều kiện thích hợp theo khuyến cáo của nhà sản xuất nếu chưa xử lý mẫu 

luôn. 

Đối với các mẫu sữa dạng lỏng như sữa tươi thanh trùng, sữa tươi tiệt 

trùng...thì lắc kỹ mẫu, chuyển mẫu vào túi zipper có kích thước phù hợp, đồng 

nhất ít nhất 5 hộp/lọ. 

Đối với mẫu sữa dạng sệt hay đặc như sữa chua, sữa đặc, váng sữa thì 

đồng nhất ít nhất 6 hộp/lọ, sử dụng máy xay để đồng nhất mẫu.  

Đối với mẫu sữa bột thì dùng thìa nhựa trộn đều mẫu để đảm bảo được 

đồng nhất. 

Đối với mẫu dạng rắn như bơ, phomai thì đồng nhất tối thiểu 200 gram 

mẫu, dùng máy xay mẫu để đảm bảo mẫu được đồng nhất kỹ trước khi cân. 

Các mẫu sau khi đồng nhất được bảo quản trong các điều kiện thích hợp 

để tránh hút ẩm và tránh tác nhân vi sinh vật làm biến đổi cấu trúc và đặc tính 

của mẫu. 

2.2.4.2. Khảo sát quy trình xử lý mẫu sữa  

 Mẫu được chiết trong dung môi thích hợp đồng thời sử dụng một số tác 

nhân để kết tủa loại bỏ protein sữa. Một số dung môi chiết được lựa chọn dựa 
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trên các tài liệu tham khảo, tính chất hóa học đặc trưng của hai dạng iodide và 

iodate để đảm bảo không có sự chuyển hóa giữa các dạng như nước deion, acid 

axetic, dung môi hữu cơ như methanol (MeOH), acetonitrile (ACN)... 

 Một số tác nhân phổ biến thường sử dụng để kết tủa protein trong sữa 

được khảo sát trong nghiên cứu này là trichloride acetic acid (TCA), 

ammonium sulfate (NH4)2SO4, hay hỗn hợp Carrez I và Carrez II. 

 Theo đó, quy trình xử lý mẫu được đề xuất như sau: sau khi cân, mẫu 

được hòa trong dung môi chiết. Sau đó dịch mẫu được đem đi lắc ngang hoặc 

lắc vortex để đảm bảo mẫu được hòa tan hết vào dung môi. Sau khi lắc vortex 

mẫu được đem đi rung siêu âm trong bể rung có điều nhiệt ở nhiệt độ và thời 

gian xác định để chiết iodide và iodate có trong mẫu. Sau khi chiết bổ sung tác 

nhân kết tủa vào dịch mẫu, lắc nhẹ dịch mẫu, chuyển dịch mẫu vào bình định 

mức 50 mL và định mức đến thể tích xác định bằng dung môi chiết, rồi đem đi 

ly tâm lạnh (20 °C) ở 6000 vòng/phút trong 5 phút, mẫu sau ly tâm đã tách kết 

tủa, hút lấy phần dịch trong lọc qua màng 0,22 µm trước khi phân tích trên hệ 

thống HPLC-ICP-MS. 

2.2.5. Xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp 

Sau khi khảo sát tối ưu được các thông số về quy trình xử lý mẫu và 

thông số phân tích trên hệ thống HPLC-ICP-MS, tiến hành xác nhận giá trị sử 

dụng của phương pháp gồm các thông số dưới đây nhằm đảm bảo độ chính xác 

và tin cậy của phép đo. 

Khoảng tuyến tính và đường chuẩn 

Khảo sát sự phụ thuộc tuyến tính của diện tích peak sắc ký vào nồng độ 

của các chất. Từ dung dịch chuẩn gốc, tiến hành pha loãng thành dung dịch 

chuẩn trung gian và dãy dung dịch chuẩn làm việc có nồng độ 2,5; 5; 10; 25; 

50; 100 ppb. Sau đó tiến hành bơm dung dịch chuẩn làm việc vào hệ thống 

HPLC-ICP-MS và ghi nhận tín hiệu diện tích hoặc chiều cao của hai dạng 

iodate và iodide. Thiết lập phương trình tương quan giữa nồng độ và diện tích 

peak của từng chất theo phương trình hồi quy tuyến tính. Đường chuẩn xây 

dựng được phải có hệ số tương quan R2 ≥ 0,995, và độ chệch các điểm nồng độ 
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dùng xây dựng đường chuẩn không được vượt quá ±15% cho tất cả các nồng 

độ và ≤ 20% tại giá trị LOQ theo quy định của AOAC [37]. 

Giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ) 

 Lựa chọn mẫu trắng để đánh giá giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng 

của phương pháp. Mẫu trắng là mẫu không cho tín hiệu tại thời gian lưu của 

chất phân tích. Qua khảo sát mẫu thực, lựa chọn hai mẫu trắng gồm một mẫu 

sữa bột và một mẫu sữa nước. 

Giới hạn phát hiện (LOD) là nồng độ thấp nhất của chất phân tích mà hệ 

thống phân tích còn cho tín hiệu phân tích khác với tín hiệu mẫu trắng hoặc tín 

hiệu nền. Để xác định LOD của phương pháp, tiến hành thêm chuẩn iodide và 

iodate ở nồng độ thấp hơn giới hạn thấp nhất trong đường chuẩn, phân tích lặp 

lại 4 lần, xác định nồng độ mà tại đó tỷ lệ tín hiệu/nhiễu bằng 3 (S/N=3) 

 

Hình 2.4. Xác định LOD bằng cách tính S/N 

Giới hạn định lượng (LOQ) là nồng độ tối thiểu của chất phân tích mà 

có thể định lượng được một cách đáng tin cậy. LOQ được xác định khi tỷ lệ tín 

hiệu/nhiễu bằng 10 (S/N=10). 

Độ lặp lại 

Qua khảo sát nhận thấy nhiều mẫu hàm lượng iodate không có hoặc rất 

thấp nên trong nghiên cứu này để đánh giá các thông số như độ lặp lại, độ tái 

lặp, độ thu hồi, mẫu trắng thêm chuẩn được sử dụng để nghiên cứu và phân 

tích. Theo đó, mẫu trắng thêm chuẩn dạng iodide và iodate sau khi chiết theo 

quy trình đã được khảo sát sẽ được bơm vào hệ thống LC-ICP-MS ở các điều 

kiện đã chọn. Thực hiện phân tích lặp 6 lần trong cùng điều kiện. Độ lặp lại của 
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phương pháp được đánh giá thông qua độ lệch chuẩn lặp lại (SDr) và độ lệch 

chuẩn tương đối lặp lại (RSDr). 

 - Giá trị trung bình : 
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  Trong đó 𝑥̅ là giá trị trung bình số học của tập hợp các giá trị xi , còn xi 

là giá trị kết quả của mỗi lần thí nghiệm. 
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 - Độ lệch chuẩn tương đối lặp lại: 

100=
−

X
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RSDr  

Độ thu hồi 

Độ thu hồi được xác định dựa trên việc thêm một lượng chất chuẩn đã 

biết của chất phân tích vào trong nền mẫu thực. Lượng chất chuẩn thêm vào 

mẫu phân tích phải đảm bảo sao cho nồng độ của chất cần nghiên cứu sau khi 

thêm chuẩn nằm trong khoảng đã khảo sát. Độ thu hồi (R%) được tính như sau: 

𝑅% =
(𝐶𝑚+𝑐 − 𝐶𝑚)

𝐶𝑐
× 100 

Trong đó:  Cm+c : Nồng độ trong mẫu thêm chuẩn 

   Cm : Nồng độ trong mẫu 

   Cc : Nồng độ chuẩn thêm 

Tại mỗi nồng độ thêm chuẩn tiến hành làm lặp lại 3 lần. Các thông số về 

độ thu hồi được tham chiếu với tiêu chuẩn AOAC ở các mức nồng độ tương 

ứng [37]. 

2.2.6. Phân tích mẫu, xử lí số liệu, đánh giá kết quả phân tích 

Phương pháp sau khi đã xác nhận giá trị sử dụng, được ứng dụng phân 

tích trong một số sản phẩm từ sữa có bán trên thị trường. 

Xử lý kết quả phân tích bằng các thuật toán thống kê sử dụng phần mềm 

Excel, Minitab. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. TỐI ƯU ĐIỀU KIỆN PHÂN TÍCH IODINE BẰNG ICP-MS 

3.1.1. Lựa chọn số khối phân tích 

 Một trong các nguyên tắc lựa chọn số khối để phân tích các nguyên tố 

trên ICP-MS là: 

- Đồng vị là phổ biến nhất trong tự nhiên 

- Đồng vị ít bị ảnh hưởng bởi sự trùng khối 

 Trong trường hợp của iodine, đồng vị duy nhất tồn tại và ổn định trong 

tự nhiên là 127I (100%) [38]. Các đồng vị khác của iodine là các đồng vị phóng 

xạ được tổng hợp (123I, 124I, 125I, 129I, 131I, 135I). Vì vậy đồng vị 127I được lựa chọn 

để phân tích iodine cũng như dạng iodide và iodate. 

 Đồng vị 127I cũng không bị ảnh hưởng bởi sự trùng khối nên lựa chọn 

chế độ đo chuẩn (không sử dụng khí va chạm) để có thể đạt được độ nhạy tốt 

nhất [39]. 

3.1.2. Tối ưu các điều kiện trên ICP-MS 

Các thông số có ảnh hưởng đến độ chính xác, độ nhạy, độ ổn định của 

phép phân tích như công suất RF, lưu lượng khí mang, lưu lượng khí plasma, 

độ sâu plasma, … được tối ưu tự động sử dụng dung dịch chuẩn hóa thiết bị 

theo hướng dẫn của hãng Perkin Elmer. Kết quả được thể hiện như trong Bảng 

3.1. 

Bảng 3.1. Các thông số tối ưu tự động của thiết bị ICP-MS 

Thông số Giá trị được chọn Thông số Giá trị được chọn 

Công suất RF 1200 W Số lần quét khối 20 lần 

Lưu lượng khí 

mang  
0,82 L/min Số lần đo lặp 3 lần 

Lưu lượng khí 

plasma 
19,0 L/min Độ sâu Plasma Chỉnh ở tối ưu 

Thời gian trễ 500 ms Kiểu đo (Mode) Chuẩn (standard) 

Thế quét phổ 

trường tứ cực 
Auto theo m/Z Đồng vị 127I 

 Trong các thông số trên, công suất cao tần RF, độ sâu plasma, và lưu 

lượng khí mang là quan trọng nhất, quyết định đến độ nhạy, độ ổn định của 
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phép đo. Công suất cao tần là tần số radio cung cấp cho cuộn cảm tạo plasma. 

Công suất càng lớn nhiệt độ ngọn lửa plasma càng lớn và ngược lại, quyết định 

hiệu suất quá trình ion hóa và nguyên tử hóa mẫu.  

 Trong khi lưu lượng khí mang tỉ lệ thuận với lượng mẫu đưa vào plasma, 

và độ sâu plasma có ảnh hưởng đến cường độ vạch phổ. Các thông số trên được 

tối ưu đồng thời sao cho vừa đạt được tín hiệu cao nhất của các nguyên tố, vừa 

giảm được ảnh hưởng nhiễu nền. Việc tối ưu được thực hiện bằng dung dịch 

chuẩn hóa thiết bị của hãng có chứa các nguyên tố có số khối từ nhỏ như Be 

(9), đến số khối trung bình In (115) và số khối lớn như U (238). Sau khi thực 

hiện tối ưu tự động, yêu cầu kiểm tra các thông số tiêu chuẩn cần phải đạt được 

như trong Bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Các thông số tiêu chuẩn cần đáp ứng của hệ ICP-MS Nexion 350X 

Thông số kiểm tra 
Cường độ tiêu chuẩn 

(cps) 

Cường độ thực tế 

(cps) 

Be 9 ˃ 2000 3385 

In 115 ˃ 40000 52105 

U 238 ˃ 30000 70057 

Background 220 ≤ 2 1,367 

CeO 156/ Ce 140 ≤ 0,025 0,020 

Ce++ 70/ Ce 140 ≤ 0,03 0,021 

 Trong đó, độ nhạy của thiết bị chủ yếu dựa trên tính đáp ứng về cường 

độ của nguyên tố Indium, tỉ lệ CeO/Ce và Ce++/Ce. Cường độ thực tế của các 

thông số trên sau mỗi lần kiểm tra hằng ngày có thể thay đổi, nhưng vẫn phải 

đạt được theo tiêu chuẩn của hãng để đảm bảo độ ổn định, độ nhạy của thiết bị. 

Vì vậy, việc vệ sinh thường xuyên các giao diện mẫu (sampler cone, skimmer 

cone, hyper skimmer cone), torch, cũng như bảo dưỡng thiết bị định kỳ là cần 

thiết. 
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3.2. TỐI ƯU ĐIỀU KIỆN PHÂN TÍCH TRÊN HỆ THỐNG SẮC KÝ 

LỎNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 

3.2.1. Khảo sát thành phần pha động 

Pha động là yếu tố quyết định đến hiệu quả tách sắc ký. Nhìn chung, pha 

động có thể ảnh hưởng đến: độ chọn lọc của hệ pha, thời gian lưu giữ của chất 

tan, hiệu lực của cột tách (đại lượng Nef), độ phân giải của các chất, độ rộng 

của peak sắc ký...Tham khảo một số tài liệu về phân tích dạng iodine và iodine 

tổng số và khuyến cáo của nhà sản xuất về điều kiện tách dạng iodine, pha động 

được lựa chọn khảo sát là:  

- Pha động 1: 0,9 mM OSA và 20 mM boric acid trong nước deion 

- Pha động 2: 5 mM KH2PO4, 15 mM K2SO4, 5 mM EDTA trong nước 

deion, điều chỉnh ở pH = 7 

Phân tích dung dịch chuẩn hỗn hợp 2 chất iodide và iodate có nồng độ 

20 ppb sử dụng hai pha động với tốc độ dòng 0,6 ml/phút, kết quả thu được các 

sắc ký đồ như dưới đây: 

 

Peak # Thời gian lưu (min) Tên chất Số khối Diện tích Chiều cao 

1 1.584 Iodate I 127 250,037 48,966 

2 8.048 Iodide I 127 295,908 6,700 

Hình 3.1. Sắc ký đồ dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện pha 

động 1 

IO3
- 

I- 
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Peak # Thời gian lưu 

(min) 

Tên chất Số khối Diện tích Chiều cao 

1 1.378 Iodate I 127 174,596 28,161 

2 8.634 Iodide I 127 137,339 2,971 

Hình 3.2. Sắc ký đồ dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện pha 

động 2 

 Kết quả trên sắc ký đồ trên 2 pha động cho thấy mặc dù thời gian rửa 

giải gần tương đương, tín hiệu nhiễu đường nền thấp; nhưng trong điều kiện 

chạy pha động 1 (0,9 mM OSA và 20 mM boric acid trong nước) tín hiệu diện 

tích và chiều cao của peak ghi nhận được của cả hai dạng iodide và iodate đều 

cao hơn đối với pha động 2. Tỉ lệ S/N khi chạy pha động 1 cũng cho kết quả tốt 

hơn đối với dạng iodide. Do đó pha động 1 gồm: 0,9 mM OSA và 20 mM boric 

acid trong nước deion được lựa chọn để tiến hành các khảo sát tiếp theo. 

3.2.2. Khảo sát tốc độ dòng 

 Tốc độ dòng pha động là yếu tố liên quan trực tiếp tới thời gian lưu và 

độ phân giải của các chất phân tích. Tốc độ dòng phải đảm bảo không quá nhỏ 

để giảm thời gian phân tích nhưng cũng không quá lớn để giữ ổn định áp suất 

cho cột và hệ thống bơm. Khảo sát tốc độ dòng bơm mẫu ở 3 mức: 0,65; 0,75; 

0,85 ml/phút. Kết quả được chỉ ra trên Hình 3.3 – Hình 3.5.  

IO3
- 

I- 
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Hình 3.3. Sắc ký đồ dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện tốc độ 

dòng: 0,65 ml/phút 

 

Hình 3.4. Sắc ký đồ dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện tốc độ 

dòng: 0,75 ml/phút 

 

Hình 3.5. Sắc ký đồ dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện tốc độ 

dòng: 0,85 ml/phút 

 Quan sát các sắc ký đồ thu được cho thấy, khi tăng tốc độ dòng thời gian 

lưu của các chất phân tích giảm giúp tiết kiệm được thời gian phân tích và dung 

môi sử dụng. Nghiên cứu không thực hiện các khảo sát ở tốc độ dòng cao hơn 
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do sự giảm thời gian lưu của các chất phân tích là không đáng kể và để phù hợp 

với lưu lượng dòng khí mang (0,82 ml/phút, xem Bảng 3.1). Do đó, tốc độ dòng 

pha động 0,85 ml/phút là điều kiện tối ưu sau khảo sát.  

3.2.3. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ boric acid trong pha động  

Hàm lượng acid boric trong pha động lại đóng vai trò kiểm soát độ phân 

cực và là yếu tố quan trọng góp phần rửa giải các chất phân tích ra khỏi cột 

tách. Do đó, nhóm nghiên cứu tiến hành khảo sát ảnh hưởng của hàm lượng 

acid boric trong pha động ở các mức nồng độ 10; 20; 30 mM. Khảo sát thực 

hiện với dung dịch chuẩn hỗn hợp có nồng độ 20 ppb. Kết quả sự phụ thuộc 

của tín hiệu phân tích các dạng iodide, iodate với pha động trong điều kiện nồng 

độ acid boric thay đổi được thể hiện ở Hình 3.6. 

 

Hình 3.6. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ boric acid trong pha động 

 Từ biểu đồ cho thấy, khi tăng nồng độ boric acid trong pha động từ 10 

đến 30 mM, tín hiệu các chất phân tích giảm dần. Mặc dù vậy, không có sự 

khác biệt đáng kể về thời gian lưu và tín hiệu peak của dạng iodide thu được 

vẫn bị tù, chân peak doãng, không đáp ứng tốt về độ nhạy so với dạng iodate 

(Hình 3.7. Sắc ký đồ khảo sát ảnh hưởng của nồng độ boric acid trong pha 
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). Do đó, boric acid có nồng độ 10 mM được lựa chọn cho những khảo sát tiếp 

theo để rửa giải iodide ra sớm hơn nhằm tăng cường độ nhạy và tiết kiệm thờì 

gian phân tích. 

 

 

 

Hình 3.7. Sắc ký đồ khảo sát ảnh hưởng của nồng độ boric acid trong pha 

động 

0,9 mM OSA, 10 mM Boric acid, TF= 0,85 ml/phút 

0,9 mM OSA, 20 mM Boric acid, TF= 0,85 ml/phút 

0,9 mM OSA, 30 mM Boric acid, TF= 0,85 ml/phút 
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3.2.4. Khảo sát pH pha động 

Trong khảo sát pH của pha động, nhóm nghiên cứu thực hiện thí nghiệm 

dựa trên pha động với những thành phần được lựa chọn trước đó, khoảng pH 

được lựa chọn để khảo sát từ 6-8 với bước nhảy là 0,5 và được điều chỉnh bằng 

dung dịch ammonia 10%. Kết quả được chỉ ra trên Hình 3.8 – Hình 3.12. 

 

Hình 3.8. Sắc ký đồ của dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện pha 

động pH 6,0 

 

Hình 3.9. Sắc ký đồ của dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện pha 

động pH 6,5 

 

Hình 3.10. Sắc ký đồ của dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện 

pha động pH 7,0 
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Hình 3.11. Sắc ký đồ của dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện 

pha động pH 7,5 

 

Hình 3.12. Sắc ký đồ của dung dịch chuẩn hỗn hợp 20 ppb trong điều kiện 

pha động pH 8,0 

Kết quả khảo sát cho thấy khi pH tăng thì thời gian lưu của các chất phân 

tích giảm dần. Trong tất cả các trường hợp khảo sát, sắc ký đồ của hai dạng 

iodide và iodate đều có độ phân giải tốt; tuy nhiên, trong điều kiện pH = 8,0 

chân peak iodide gọn hơn và thời gian lưu ngắn nhất. Nghiên cứu không tiến 

hành khảo sát ở giá trị pH > 8,0 do khuyến cáo của nhà sản xuất về khoảng pH 

làm việc của cột tách (pH = 2 – 8 ). Do đó giá trị pH = 8,0 là điều kiện tối ưu 

được lựa chọn. 

3.2.5. Điều kiện tối ưu trên hệ thiết bị HPLC-ICP-MS 

Qua quá trình khảo sát và tối ưu, các điều kiện phân tích trên thiết bị 

ghép nối HPLC-ICP-MS Nexion 350X của hãng Perkin Elmer được tổng hợp 

trong Bảng 3.3. 
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Bảng 3.3. Các điều kiện tối ưu phân tích dạng iodine trên hệ thiết bị HPLC-

ICP-MS 

HPLC 

Cột 
Cột anion NI-424 

(5 µm × 4,6 mm × 100 mm, Shodex) 

Pha động 
Acid boric (10 mM) : Sodium-1- octane 

sulfonate OSA (0,9 mM) pH 8,0 

Thể tích tiêm mẫu 25µl 

Tốc độ pha động 0,85 ml/phút 

ICP-MS 

Đồng vị 127I 

Công suất RF 1200 W 

Lưu lượng khí mang  0,82 L/min 

Lưu lượng khí Plasma 19,0 L/min 

Số lần quét khối 20 

Thời gian trễ 500 ms 

3.3. TỐI ƯU ĐIỀU KIỆN XỬ LÝ MẪU 

 Như đề cập đến trong mục 2.2.4.2, điều kiện xử lí mẫu ban đầu được đề 

xuất như sau: mẫu được chiết trong dung môi thích hợp đồng thời sử dụng một 

số tác nhân để kết tủa loại bỏ protein sữa. Một số dung môi chiết được lựa chọn 

dựa trên các tài liệu tham khảo, tính chất hóa học đặc trưng của hai dạng iodide 

và iodate để đảm bảo không có sự chuyển hóa giữa các dạng như nước deion, 

acetic acid, dung môi hữu cơ như methanol (MeOH), acetonitrile (ACN)... 

 Một số tác nhân phổ biến thường sử dụng để kết tủa protein trong sữa 

được khảo sát trong nghiên cứu này là trichloride acetic acid (TCA), 

ammonium sulfate (NH4)2SO4, hay hỗn hợp Carrez I và Carrez II.  

 Theo đó, sau khi cân, mẫu được hòa trong dung môi chiết. Sau đó dịch 

mẫu được đem đi lắc ngang hoặc lắc vortex để đảm bảo mẫu được hòa tan hết 

vào dung môi. Sau khi lắc vortex mẫu được đem đi rung siêu âm trong bể rung 

có điều nhiệt ở nhiệt độ và thời gian xác định. Sau khi chiết bổ sung tác nhân 

kết tủa vào dịch mẫu, lắc nhẹ dịch mẫu, chuyển dịch mẫu vào bình định mức 
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và định mức đến thể tích xác định bằng dung môi chiết, rồi đem đi ly tâm lạnh 

(20 °C) ở 6000 vòng/phút trong 5 phút, mẫu sau ly tâm đã tách kết tủa, hút lấy 

phần dịch trong lọc qua màng 0,22 µm trước khi phân tích trên hệ thống HPLC-

ICP-MS. 

3.3.1. Khảo sát dung môi chiết 

Trong sữa và sản phẩm sữa hàm lượng iodide và iodate thường rất thấp, 

do đó quy trình phân tích yêu cầu phải chiết được hoàn toàn cả hai dạng và 

quá trình chiết phải đảm bảo các dạng iodine không bị chuyển hóa. Nghiên 

cứu tập trung vào một số dung môi chiết khác nhau để khảo sát, mục tiêu để 

đưa ra quy trình nhanh, chính xác, phù hợp với điều kiện phòng thí nghiệm 

và quan trọng nhất có khả năng phân tích được với điều kiện cột và pha động 

đã lựa chọn.  

Tham khảo một số tài liệu [26, 30] và tính chất hóa học đặc trưng của 

hai dạng là iodide có tính khử còn iodate thì có tính oxy hóa mạnh nên một 

số dung môi chiết được lựa chọn như sau: nước, acid acetic 4%, dung dịch 

MeOH 30%, dung dịch ACN 20%. 

Khảo sát sơ bộ trên nền mẫu sữa bột, theo đó mẫu chỉ chứa dạng iodide, 

không chứa iodate nên để đánh giá quá trình chiết cũng như sự chuyển dạng 

giữa iodide và iodate trong quá trình chiết thì iodate được bổ sung dưới dạng 

dung dịch chuẩn pha từ muối KIO3. Các điều kiện chiết khác được giữ cố định 

như: thời gian chiết 30 phút, nhiệt độ chiết 50 °C (nhiệt độ hoàn nguyên của 

sữa). Kết quả được thể hiện qua Hình 3.13 – Hình 3.16. 

 

Hình 3.13. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột khi chiết trong nước deion 
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Hình 3.14. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột khi chiết trong dung dịch  

MeOH 30% 

 

Hình 3.15. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột khi chiết trong dung dịch acetic 

acid 4% 

 

Hình 3.16. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột khi chiết trong dung dịch ACN 

20% 
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 Kết quả sắc ký đồ trong Hình 3.13 – Hình 3.16 cho thấy chỉ khi chiết 

trong dung môi là nước deion thì mới thu được tín hiệu cao và cân đối của hai 

chất iodide và iodate. Trong hầu hết các trường hợp chiết trong các dung môi 

khác chỉ thu được tín hiệu của iodide, chứng tỏ có thể đặt giả thuyết iodate đã 

bị chuyển hóa thành iodide hoặc mất đi trong quá trình chiết có tương tác với 

thành phần trong nền mẫu hoặc dung môi chiết. Hiện tượng peak của iodide bị 

tù, bị chẻ, không đối xứng, chân peak rộng, bị kéo đuôi còn quan sát thấy trong 

các trường hợp sử dụng dung môi chiết có thành phần hữu cơ như methanol và 

acetonitrile. Vì vậy, dung môi chiết là nước deion được lựa chọn để khảo sát 

các điều kiện tiếp theo. 

3.3.2. Khảo sát tác nhân kết tủa protein 

Kết quả sắc ký đồ Error! Reference source not found. cho thấy mặc 

dù chiết trong dung môi là nước deion cho tín hiệu của cả 2 dạng iodide và 

iodate nhưng peak của iodate bị tù do mẫu chỉ xử lý trong nước deion còn nhiều 

cặn protein, dịch mẫu còn đục nhiều, gây nhiễu nền ảnh hưởng đến chất phân 

tích có hàm lượng thấp như iodate. Vì thế mẫu sữa sau chiết phải kết tủa protein 

để làm sạch mẫu, giảm nhiễu đường nền và giảm ảnh hưởng nền mẫu đến chất 

phân tích, đảm bảo độ chính xác của kết quả phân tích trên hệ thống sắc ký, 

vừa giúp nâng cao tuổi thọ của cột sắc ký.  

Nguyên tắc của kỹ thuật này là sử dụng tác nhân tạo kết tủa để loại đi 

phần lớn lượng protein có trong nền mẫu. Tác nhân gây kết tủa protein thường 

dùng là axit hữu cơ (như acid trichloroacetic, acid perchloric…), dung môi hữu 

cơ (như methanol, acetonitrile…), muối vô cơ (như (NH4)2SO4, hỗn hợp Carrez 

I và Carrez II, …). 

Để kết tủa protein trong mẫu sữa, nghiên cứu tập trung vào khảo sát các 

tác nhân như muối (NH4)2SO4, hỗn hợp Carrez I và Carrez II, acid 

trichloroacetic (TCA). Theo đó, mẫu sau khi chiết trong nước deion, rung siêu 

âm ở nhiệt độ và thời gian xác định, bổ sung tác nhân kết tủa protein, chuyển 

vào bình định mức 50 mL và định mức đến vạch bằng nước deion, lắc đều dịch 

mẫu. Đem mẫu ly tâm lạnh (20 °C) ở 6000 vòng/phút trong 5 phút. Sau đó mẫu 

được lọc qua màng 0,22 µm trước khi phân tích trên hệ thống HPLC-ICP-MS. 

Kết quả phân tích được thể hiện qua Hình 3.17 – Hình 3.19. 
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Hình 3.17. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với tác nhân kết tủa protein là 

TCA 

 

Hình 3.18. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với tác nhân kết tủa protein là 

Carrez I, Carrez II 

 

Hình 3.19. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với tác nhân kết tủa protein là 

(NH4)2SO4 
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 Sắc ký đồ khảo sát các tác nhân kết tủa protein cho thấy đối với tác nhân 

acid trichloroacetic (TCA) và ammonium sulfate (NH4)2SO4 chỉ xuất hiện peak 

sắc ký đặc trưng của iodide và không cho thấy sự xuất hiện của dạng iodate. 

Điều đó có nghĩa khi chiết trong nước deion sử dụng 2 tác nhân này để kết tủa 

protein thì iodate đã bị chuyển hóa thành dạng iodide hoặc mất đi do hiện tượng 

thăng hoa trong quá trình chiết. Sử dụng tác nhân Carrez I, Carrez II cho peak 

sắc ký đặc trưng tại thời gian lưu của cả hai dạng iodide và iodate. Do vậy, tác 

nhân kết tủa là Carrez I, Carrez II được lựa chọn để thực hiện các khảo sát tiếp 

theo. 

Để đánh giá khả năng ảnh hưởng của tác nhân kết tủa protein Carrez I, 

Carrez II đối với cả 2 dạng iodide và iodate trong quá trình chiết, tiến hành 

khảo sát thể tích Carrez I, Carrez II sử dụng. Với thể tích Carrez I, II sử dụng 

khi lượng mẫu cân khoảng 1 gram thì mẫu sau ly tâm, bằng cảm quan nhận 

thấy thể tích Carrez sử dụng ở mức 0,5 mL chưa đủ để kết tủa được hết protein 

trong mẫu, dịch mẫu vẫn còn đục. Với khối lượng mẫu cân khoảng 1 gram nhận 

thấy bổ sung 1 mL Carrez I và 1 mL Carrez II protein trong mẫu được kết tủa 

hoàn toàn sau ly tâm, thu được dịch trong suốt. Dịch mẫu đem phân tích cho 

sắc ký đồ như Hình 3.20. 

 

Hình 3.20. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với thể tích Carrez I, Carrez II là 

1 mL 

Kết quả phân tích cho thấy tại thể tích Carrez I, II bổ sung ở mức 1,0 mL 

cho peak của cả hai dạng đều nhọn, cân đối, hàm lượng iodide và iodate thu hồi 

tại mức này đạt 90-98%. Do đó, thể tích Carrez I, II tối ưu để có thể chiết được 

toàn bộ cả 2 dạng iodide, iodate là 1,0 mL.  
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3.3.3. Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ chiết mẫu 

Do tính chất hóa học đặc trưng của iodate và iodide là có tính oxy hóa 

và tính khử, cùng với đó thì sữa là nền mẫu khá phức tạp với nhiều thành phần 

khác nhau như vitamin, khoáng chất, acid amin…nên ở một điều kiện nhiệt độ 

thích hợp nào đó có thể dẫn đến các phản ứng hóa học giữa iodide, iodate với 

các thành phần khác có trong sữa, do đó khảo sát nhiệt độ chiết đóng vai trò 

quan trọng trong quá trình xử lý mẫu. Liejun Liu và các cộng sự [17] của mình 

đã nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự chuyển hóa iodate thành iodide 

và iodine trong muối ăn. Các mẫu thực phẩm được nấu chín có sử dụng muối 

iodate, nhiệt độ nấu và pH của mẫu thực phẩm cũng được xác định. Iodine trong 

mẫu thực phẩm sau khi nấu chín được chiết bằng nước khử ion, sau đó được 

đem phân tích trên thiết bị HPLC-ICP-MS. Kết quả nghiên cứu cho thấy có 

96,4% ± 14,7% iodate chuyển thành iodide và iodine trong đó có 86,8% ± 

14,5% iodate được chuyển đổi thành iodide và 9,6% ± 6,2% chuyển thành 

iodine là iodine dạng phân tử và dễ bị thăng hoa ở nhiệt độ thường. 

Nghiên cứu tiến hành khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ chiết mẫu sữa bột 

ở khoảng nhiệt độ từ  30 – 70 oC với bước nhảy là 10 oC cho mỗi thí nghiệm. 

Do mẫu sữa bột chỉ chứa iodide nên tiến hành bổ sung iodate ở hàm lượng 40 

µg/100g mẫu. Kết quả thu được được trình bày trong Hình 3.21 – Hình 3.26. 

 

Hình 3.21. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với nhiệt độ chiết 30 °C 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu+L&cauthor_id=28157618
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Hình 3.22. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với nhiệt độ chiết 40 °C 

 

Hình 3.23. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với nhiệt độ chiết 50 °C 

 

Hình 3.24. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với nhiệt độ chiết 60 °C 

 



 51 

 

Hình 3.25. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với nhiệt độ chiết 70 °C 

 

Hình 3.26. Ảnh hưởng của nhiệt độ chiết đối với dạng iodide và iodate 

Biểu đồ chỉ ra rằng, khi tăng nhiệt độ chiết mẫu từ 30 °C đến 50 °C hàm 

lượng cả 2 dạng iodide và iodate đều có xu hướng tăng dần, hiệu suất thu hồi 

đối với iodate tăng từ 58,6% đến 91,9%, iodide tăng từ 54,3% đến 91,8%. Khi 

tiếp tục tăng nhiệt độ từ 50 °C đến 70 °C thì hiệu suất thu hồi cả hai dạng lại có 

xu hướng giảm dần, cụ thể độ thu hồi iodate giảm từ 92% xuống 56,8%, iodide 

giảm từ 91,5% đến 67,2%. Điều này cho thấy tại nhiệt độ 50 °C là nhiệt độ 

hoàn nguyên của sữa thì cho hiệu suất chiết cao nhất. Điều này có thể giải thích 

do ở nhiệt độ thấp chưa đủ để hòa tan cả 2 dạng iodide, iodate, do đó khi kết 
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tủa protein thì một phần iodide, iodate bị mất trong quá trình loại kết tủa, tuy 

nhiên ở nhiệt độ cao lại là yếu tố thúc đẩy cho phản ứng chuyển hóa iodate 

thành iodide. Ngoài ra, iodide là chất khử mạnh nên có thể phản ứng với một 

số thành phần có tính oxy hóa trong sữa như ascorbic acid dẫn đến hàm lượng 

iodide giảm khi tiếp tục tăng nhiệt độ chiết. Vì vậy, nhiệt độ chiết tối ưu để đạt 

hiệu suất thu hồi tốt nhất cho cả hai dạng iodide và iodate là ở 50 °C cũng chính 

là nhiệt độ hoàn nguyên của sữa. 

3.3.4. Khảo sát ảnh hưởng của thời gian chiết mẫu 

Khảo sát đánh giá ảnh hưởng của thời gian chiết mẫu trong quá trình xử 

lý đến hàm lượng chất phân tích vừa nhằm mục đích đảm bảo hiệu suất chiết 

mẫu tối ưu vừa giúp tiết kiệm thời gian xử lý mẫu. Nghiên cứu được khảo sát 

ở các mức thời gian 10 đến 50 phút với bước nhảy là 5 phút cho mỗi thí nghiệm 

trong điều kiện nhiệt độ 50 °C. Kết quả đánh giá trên nền mẫu sữa bột có bổ 

sung iodate ở mức 40 µg/100g được thể hiện trong Hình 3.27 – Hình 3.31. 

 

Hình 3.27. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với thời gian chiết 10 phút 
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Hình 3.28. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với thời gian chiết 20 phút 

 

Hình 3.29. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với thời gian chiết 30 phút 

 

Hình 3.30. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với thời gian chiết 40 phút 
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Hình 3.31. Sắc ký đồ phân tích mẫu sữa bột với thời gian chiết 50 phút 

 

Hình 3.32. Ảnh hưởng của thời gian chiết đối với hàm lượng dạng iodide và 

iodate 

Kết quả phân tích cho thấy hàm lượng iodate thu được ban đầu có xu 

hướng tăng khi tăng thời gian chiết và đạt cực đại tại 30 phút. Sau đó, khi tiếp 

tục tăng thời gian chiết, hàm lượng iodate lại có xu hướng giảm đáng kể (Hình 

3.32). Điều này có thể lý giải do một phần iodate đã chuyển hóa thành iodide 

hoặc mất đi do tạo thành iodine khi tăng thời gian chiết. 

Trong khi đó hàm lượng iodide chiết được có xu hướng tăng khi tăng 

thời gian chiết mẫu từ 10 đến 30 phút và có xu hướng tăng nhẹ khi tiếp tục tăng 

thời gian chiết. Mặc dù vậy, sự khác biệt về kết quả phân tích sau thời gian 

chiết mẫu 40 phút và trên 50 phút là không đáng kể (Hình 3.32). Hàm lượng 
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iodide tăng do một phần iodate chuyển thành iodide. Vì vậy, trong nghiên cứu 

này, thời gian chiết mẫu tối ưu được lựa chọn là 30 phút. 

Như vậy, từ các kết quả khảo sát trên, quy trình xử lý mẫu phân tích dạng 

iodide và iodate trong sữa và sản phẩm sữa được trình bày theo sơ đồ sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.33. Quy trình xử lý mẫu tối ưu 

3.4. XÁC NHẬN GIÁ TRỊ SỬ DỤNG CỦA PHƯƠNG PHÁP 

3.4.1. Xây dựng đường chuẩn  

Với các điều kiện đã chọn, tiến hành khảo sát sự phụ thuộc tuyến tính 

của diện tích peak sắc ký vào nồng độ của các chất. Kết quả xây dựng đường 

chuẩn được thể hiện trên Hình 3.34 và Hình 3.35. Phương trình đường chuẩn 

và hệ số hồi quy tuyến tính được tính toán và thể hiện trong Bảng 3.4. 

Cân khoảng 1 g mẫu vào ống ly tâm 50 mL 

Thêm 30 ml nước deion, lắc vortex/lắc ngang 

Rung siêu âm ở nhiệt độ 50 °C trong 30 phút 

Bổ sung 1mL Carrez I, lắc nhẹ, thêm tiếp 1mL 

Carrez II 

Ly tâm lạnh (20 °C) 6000 vòng/phút trong 5 phút 

Lọc mẫu qua màng lọc 0,22 µm  

 

Hút phần dịch trong 

Phân tích bằng LC-ICP-MS 

Chuyển dịch mẫu vào bình định mức 50 mL 

và định mức đến vạch bằng dung môi chiết 
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Hình 3.34. Đường chuẩn xác định Iodate 

  

Hình 3.35. Đường chuẩn xác định Iodide 

Bảng 3.4. Các thông số đánh giá đường chuẩn phân tích 

Chất phân 

tích 

Phương trình đường 

chuẩn 

Hệ số tương 

quan 

Độ chệch tại 

nồng độ thấp 

nhất 

Iodate y = 14634x + 4317 1,000 1,54 

Iodide y = 18280x + 595 1,000 0,76 

Đường chuẩn làm việc xác định các dạng iodide và iodate bằng HPLC-

ICP-MS đều cho hệ số tương quan R2 ˃  0,995, và độ chệch ˂  10% tại mức nồng 

độ chuẩn thấp nhất, đáp ứng tốt yêu cầu về định lượng. Khoảng làm việc với 

y = 14,634.390x + 4,316.867
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dãy chuẩn từ 2,5 – 200 ppb đáp ứng được toàn bộ nồng độ dạng iodide và iodate 

trong các sản phẩm sữa. Đối với một số mẫu có hàm lượng cao và nhiều béo 

như bơ, phomai, sự pha loãng là cần thiết để thu được tín hiệu đo của iodide và 

iodate trong khoảng làm việc của đường chuẩn, đồng thời giúp giảm sự nhiễm 

bẩn hệ thống. Đường chuẩn làm việc được chuẩn bị và xây dựng mới hàng ngày 

trước khi phân tích. 

3.4.2. Giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ) của phương 

pháp 

Nghiên cứu tập trung thẩm định các thông số trên hai nhóm đối tượng 

chính là sữa dạng bột (sữa công thức cho trẻ em) và sữa dạng lỏng (sữa tươi tiệt 

trùng). 

Giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ) của phương pháp 

được tính toán dựa vào tỷ lệ tín hiệu trên nhiễu (S/N = Signal to noise ratio). 

Qua khảo sát nhận thấy hầu hết các sản phẩm sữa phổ biến trên thị trường đều 

có hàm lượng iodide ở ngưỡng cao nên để đánh giá giới hạn định lượng, trong 

nghiên cứu này đối tượng mẫu dùng để khảo sát là mẫu trắng tức mẫu sữa bột 

không có iodide và iodate (tập trung vào các sản phẩm sữa chưa phổ biến trên 

thị trường). Phân tích lặp lại 4 lần mẫu trắng có bổ sung chuẩn dạng iodide và 

iodate ở nồng độ thấp hơn nồng độ thấp nhất của đường chuẩn mà tại đó tỷ lệ 

tín hiệu/nhiễu bằng 3 (S/N = 3). 

Bảng 3.5. Giới hạn phát hiện iodide, iodate trên nền mẫu sữa bột, sữa lỏng 

Nền mẫu Sữa bột Sữa lỏng 

LODIodate 0,024 mg/kg 0,010 mg/L 

LODIodide 0,024 mg/kg 0,010 mg/L 

Bảng 3.6. Giới hạn định lượng iodide, iodate trên nền mẫu sữa bột, sữa lỏng 

Nền mẫu Sữa bột Sữa lỏng 

LOQIodate 0,079 mg/kg 0,033 mg/L 

LOQIodide 0,079 mg/kg 0,033 mg/L 
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Hình 3.36. Sắc ký đồ của Iodate tại LOD trên nền sữa bột 

 

Hình 3.37. Sắc ký đồ của Iodide tại LOD trên nền sữa bột 

 

Hình 3.38. Sắc ký đồ của Iodide tại LOD trên nền sữa lỏng 
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Hình 3.39. Sắc ký đồ của Iodate tại LOD trên nền sữa lỏng 

 Trong các phương pháp phân tích công cụ, giới hạn phát hiện của phương 

pháp phụ thuộc rất nhiều vào độ nhạy của thiết bị. Vì vậy, để duy trì được hiệu 

năng của phương pháp, việc bảo trì, vệ sinh và thay thế, kiểm tra định kỳ các 

vật tư tiêu hao như torch, côn mẫu, bộ phận tạo sol khí mẫu là hết sức cần thiết. 

Giới hạn phát hiện này nhỏ, phù hợp để xác định hàm lượng chất trong mẫu 

thực tế do đó phương pháp đáp ứng được tốt việc kiểm tra hàm lượng các dạng 

iodide và iodate trong nền mẫu sữa. 

3.4.3. Độ lặp lại 

Độ lặp lại là một thông số đánh giá độ chính xác của phương pháp cho 

phép đánh giá độ chụm của các kết quả phân tích. 

Đánh giá độ lặp lại của phương pháp trên mẫu trắng thêm chuẩn: làm lặp 

lại 6 lần trên 2 nền mẫu sữa bột và sữa lỏng qua khảo sát không chứa iodide, 

iodate. Kết quả được tổng hợp ở bảng dưới đây: 

Bảng 3.7. Kết quả phân tích lặp lại mẫu sữa bột 

STT Hàm lượng iodide (mg/kg) Hàm lượng iodate (mg/kg) 

1 0,58 0,64 

2 0,59 0,63 

3 0,61 0,63 

4 0,59 0,63 

5 0,59 0,64 

6 0,58 0,66 

Trung bình 0,59 0,64 

RSDr 1,84 1,75 

 

Bảng 3.8. Kết quả phân tích lặp lại mẫu sữa lỏng 

STT Hàm lượng iodide (mg/L) Hàm lượng iodate (mg/L) 

1 0,22 0,24 

2 0,21 0,23 

3 0,21 0,23 

4 0,19 0,23 

5 0,20 0,24 
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6 0,20 0,23 

Trung bình 0,21 0,23 

RSDr 3,95 0,84 

 Kết quả phân tích cho thấy độ lặp lại của phương pháp là tương đối tốt 

trên các nền mẫu sữa bột, sữa lỏng dao động trong khoảng từ 0,84 – 3,95% đáp 

ứng tốt yêu cầu của AOAC [37]. 

3.4.4. Độ thu hồi 

Độ thu hồi hay độ đúng của phương pháp là một trong những thông số 

để đánh giá độ chính xác. Độ thu hồi của phương pháp được xác định bằng cách 

thêm chuẩn tại 3 mức 5 µg/L, 25 µg/L, 100 µg/L iodide và iodate (nồng độ dịch 

mẫu) trên cả 2 nền mẫu sữa bột và sữa nước. Tại mỗi mức thêm chuẩn thí 

nghiệm được lặp lại 3 lần, kết quả thu được chỉ ra trong Bảng 3.9. Độ thu hồi 

trên nền mẫu sữa bột và Bảng 3.10. Độ thu hồi trên mẫu sữa lỏng. 

Đối với nền mẫu sữa bột: độ thu hồi iodide trong khoảng 86,4 – 102%, 

iodate trong khoảng 101 – 107%. Trong khi đó với nền mẫu sữa lỏng thì độ thu 

hồi của iodide là 81,5 – 92%, còn iodate là 91,3 – 113%. Các giá trị về độ thu 

hồi với từng nền mẫu đều đáp ứng tốt yêu cầu theo AOAC, phù hợp với yêu 

cầu phân tích định lượng mẫu thực, điều này cho thấy quy trình hoàn toàn phù 

hợp để phân tích các nền mẫu sữa như sữa chua, sữa tươi, sữa bột… 
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Bảng 3.9. Độ thu hồi trên nền mẫu sữa bột 

Chất phân 

tích 

Khối lượng cân 

(g) 

Thể tích 

định mức 

(ml) 

Diện tích peak 

(counts) 

Nồng độ cuối 

(μg/L) 

Hàm lượng 

(mg/kg) 

Thể tích thêm chuẩn 

10 ppm 

(ml) 

Độ thu hồi 

(%) 

Iodate 

2,0150 50 82805,74 5,25 0,13 0,025 105 

2,0078 50 83353,44 5,29 0,13 0,025 106 

2,0051 50 84043,71 5,33 0,13 0,025 107 

2,0056 50 396510,93 25,72 0,64 0,125 103 

2,0078 50 388356,20 25,18 0,63 0,125 101 

2,0136 50 389862,28 25,28 0,63 0,125 101 

2,0061 50 1578901,91 102,84 2,56 0,500 103 

2,0816 50 1600581,19 104,25 2,50 0,500 104 

2,0412 50 1595303,35 103,91 2,55 0,500 104 

Iodide 

2,0150 50 88635,37 4,85 0,12 0,025 97,1 

2,0078 50 93239,59 5,09 0,13 0,025 102 

2,0051 50 78062,53 4,32 0,11 0,025 86,4 

2,0056 50 454365,49 23,32 0,58 0,125 93,3 

2,0078 50 458600,96 23,53 0,59 0,125 94,1 

2,0136 50 476386,35 24,43 0,61 0,125 97,7 

2,0061 50 1892510,89 95,93 2,39 0,500 95,9 

2,0816 50 1866054,52 94,60 2,27 0,500 94,6 

2,0412 50 1741789,84 88,32 2,16 0,500 88,3 
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Bảng 3.10. Độ thu hồi trên mẫu sữa lỏng 

Chất phân 

tích 

Khối lượng cân 

(g) 

Thể tích 

định mức 

(ml) 

Diện tích peak 

(counts) 

Nồng độ cuối 

(μg/L) 

Hàm lượng 

(mg/kg) 

Thể tích thêm chuẩn 

10 ppm 

(ml) 

Độ thu hồi 

(%) 

Iodate 

5,0032 50 218447,15 4,74 0,05 0,025 94,8 

5,0014 50 224434,31 4,88 0,05 0,025 97,7 

5,0132 50 257183,09 5,67 0,06 0,025 113 

5,0120 50 1005398,85 23,57 0,24 0,125 94,3 

5,0044 50 998376,70 23,40 0,23 0,125 93,6 

5,0034 50 999001,16 23,41 0,23 0,125 93,7 

5,0088 50 3871067,67 92,12 0,92 0,500 92,1 

5,0061 50 3837096,70 91,31 0,91 0,500 91,3 

5,0198 50 3963443,22 94,33 0,94 0,500 94,3 

Iodide 

5,0032 50 234362,05 4,17 0,04 0,025 83,3 

5,0014 50 229650,53 4,08 0,04 0,025 81,5 

5,0132 50 257594,81 4,60 0,05 0,025 92,0 

5,0120 50 1173453,74 21,69 0,22 0,125 86,7 

5,0044 50 1139413,75 21,05 0,21 0,125 84,2 

5,0034 50 1134505,99 20,96 0,21 0,125 83,8 

5,0088 50 4797960,12 89,31 0,89 0,500 89,3 

5,0061 50 4787315,95 89,11 0,89 0,500 89,1 

5,0198 50 4784829,79 89,06 0,89 0,500 89,1 
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3.4.5. So sánh phương pháp 

Bố trí thí nghiệm, thực hiện đánh giá trên 6 mẫu, so sánh hàm lượng 

iodine tổng số phân tích trên ICP-MS với tổng 2 dạng iodide và iodate phân 

tích trên HPLC-ICP-MS. Kết quả đánh giá được tổng hợp trong Bảng 3.11. 

Bảng 3.11. Kết quả phân tích các mẫu trên hai thiết bị ICP-MS và HPLC-

ICP-MS 

Mẫu Kết quả phân tích trên thiết bị (µg/100g) 

1 ICP-MS HPLC-ICP-MS 

2 130 139 

3 227 234 

4 128 134 

5 61,2 60,9 

6 40,2 44,1 

7 15,9  14,4 

Thực hiện so sánh giá trị trung bình của từng cặp số liệu, ta có: 

t-Test: Paired Two Sample for Means 

   

 
Variable 1 Variable 2 

Mean 100.3833 104.4 

Variance 5993.282 6499.564 

Observations 6 6 

Pearson Correlation 0.999432 
 

Hypothesized Mean Difference 0 
 

df 5 
 

t Stat -2.36209 
 

P(T<=t) one-tail 0.032292 
 

t Critical one-tail 2.015048 
 

P(T<=t) two-tail 0.064584 
 

t Critical two-tail 2.570582   

Giá trị t tiêu chuẩn (t Critical two-tail) = 2,57 với độ tin cậy 95% và 5 

bậc tự do, lớn hơn giá trị t tính được (t Stat) = -2,36 chứng tỏ sự khác nhau về 

kết quả phân tích iodine khi thực hiện giữa hai phương pháp không có ý nghĩa 
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thống kê. Kết quả góp phần khẳng định độ chính xác của phương pháp nghiên 

cứu. 

3.5. PHÂN TÍCH MẪU THỰC 

Quy trình phân tích sau khi xác nhận giá trị sử dụng với các thông số đạt 

yêu cầu được áp dụng để phân tích 52 mẫu thực tế thu thập tại các cửa hàng, 

siêu thị trên địa bàn thành phố Hà Nội. Kết quả phân tích được trình bày ở Bảng 

3.12 và Bảng 3.13. 

Bảng 3.12. Kết quả phân tích mẫu thực 

Đối tượng mẫu/số lượng mẫu 
Hàm lượng (µg/100g) 

Iodide Iodate 

Sữa bột cho trẻ em (n=14) 

Sữa bột cho trẻ em của các hãng lớn trên thị 

trường (n=10) 
32,8 – 267 KPH 

Sữa bột cho trẻ em chưa phổ biến trên thị 

trường (n=4) 
KPH KPH 

Sữa bột cho người trưởng thành (n=7) 

Sữa bột cho người trưởng thành ngoại nhập 

(n=5) 
83,3 – 124 KPH 

Sữa bột cho người trưởng thành nội địa (n=2) KPH KPH 

Các loại sữa khác (n=21) 

Sữa đặc (n=5) 12,2 – 14,9 KPH 

Sữa chua (n=5) 3,99 – 6,48 KPH 

Váng sữa (n=5) 27,7 – 32,5 KPH 

Sữa tươi nguyên liệu (n=2) 34,8 – 48,9 KPH 

Sữa tươi thanh trùng (n=2) 26,2 – 31,7 KPH 

Sữa tươi tiệt trùng (n=2) 13,7 – 16,8 KPH 

Sản phẩm khác từ sữa (n=10) 

Bơ (n=5)  KPH KPH 

Phomai (n=5) 20,7 – 42,5 5,6 – 9,2 

KPH: không phát hiện chất phân tích, hàm lượng nhỏ hơn LOD 
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Bảng 3.13. Hàm lượng iodide, iodate, tổng iodine và iodine theo công bố 

(trên nhãn sản phẩm) của các sản phẩm sữa 

Mẫu 

Hàm lượng (µg/100g) 

Iodate Iodide 
Tổng 

iodine 

Iodine 

(công bố 

trên nhãn 

sản phẩm 

Mẫu sữa bột 01 KPH 30,8 31,3 30,7 

Mẫu sữa bột 02 KPH 164 165,9 174 

Mẫu sữa bột 03 KPH 264 265,6 256 

Mẫu sữa bột 04 KPH 39,8 40,1 41,5 

Mẫu sữa bột 05 KPH 135 137,9 140 

Mẫu sữa bột 06 KPH 83,3 85,4 82,4 

Mẫu sữa bột 07 KPH 44,5 47,4 38,5 

Mẫu sữa bột 08 KPH 124 130,0 119 

Mẫu sữa bột 09 KPH 38,4 41,8 40,1 

Mẫu sữa bột 10 KPH 128 128,0 136 

Mẫu sữa bột 11 KPH KPH 0,2 32,8 

Mẫu sữa bột 12 KPH KPH 0,0 44,1 

Mẫu sữa bột 13 KPH KPH 0,4 29,8 

Mẫu sữa bột 14 KPH KPH 0,3 17,5 

Mẫu sữa bột 15 KPH 154 - 149 

Mẫu sữa bột 16 KPH 52,1 - 59,1 

Mẫu sữa bột 17 KPH 104 - 106 

Mẫu sữa bột 18 KPH 147 - 149 

Mẫu sữa bột 19 KPH 84,4 - 81,5 

Mẫu sữa bột 20 KPH KPH 0,1 45,6 

Mẫu sữa bột 21 KPH KPH 0,1 39,5 

Mẫu sữa đặc 01 KPH 13,1 - - 

Mẫu sữa đặc 02 KPH 14,8 - - 

Mẫu sữa đặc 03 KPH 13,7 - - 

Mẫu sữa đặc 04 KPH 12,2 - - 

Mẫu sữa đặc 05 KPH 12,9 - - 
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Mẫu sữa chua 01 KPH 3,99 - - 

Mẫu sữa chua 02 KPH 6,22 - - 

Mẫu sữa chua 03 KPH 4,30 - - 

Mẫu sữa chua 04 KPH 4,77 - - 

Mẫu sữa chua 05 KPH 6,48 - - 

Mẫu váng sữa 01 KPH 27,7 - - 

Mẫu váng sữa 02 KPH 32,0 - - 

Mẫu váng sữa 03 KPH 31,0 - - 

Mẫu váng sữa 04 KPH 32,5 - - 

Mẫu váng sữa 05 KPH 31,2 - - 

Mẫu sữa tươi nguyên liệu 01 KPH 31,8 32,8 - 

Mẫu sữa tươi nguyên liệu 02 KPH 43,9 44,9 - 

Mẫu sữa tươi thanh trùng 01 KPH 28,7 29,7 - 

Mẫu sữa tươi thanh trùng 02 KPH 26,2 - - 

Mẫu sữa tươi tiệt trùng 01 KPH 13,7 - - 

Mẫu sữa tươi tiệt trùng 02 KPH 16,8 - - 

Mẫu bơ 01 KPH KPH - - 

Mẫu bơ 02 KPH KPH - - 

Mẫu bơ 03 KPH KPH - - 

Mẫu bơ 04 KPH KPH - - 

Mẫu bơ 05 KPH KPH - - 

Mẫu phomai 01 5,60 20,7 - - 

Mẫu phomai 02 5,89 23,6 - - 

Mẫu phomai 03 5,78 25,9 - - 

Mẫu phomai 04 5,75 42,5 - - 

Mẫu phomai 05 6,20 40,6 - - 
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Hình 3.40. Hàm lượng iodide và iodine tổng số trong các sản phẩm sữa bột 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tất cả các sản phẩm sữa (trừ phomai) đều 

không phát hiện iodate. Hàm lượng iodide ở sản phẩm sữa bột cao nhất trong 

các sản phẩm sữa, hàm lượng này cũng dao động trong khoảng khá lớn (32,8 – 

267) do sản phẩm này tập trung vào nhiều đối tượng với các độ tuổi khác nhau, 

mỗi độ tuổi thì nhu cầu iodine khác nhau.  

Các sản phẩm sữa dành cho trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ có hàm lượng iodide 

cao nhất do nhu cầu về iodine ở đối tượng này là lớn nhất vì sữa và các sản 

phẩm sữa là nguồn thức ăn chính và chủ yếu ở trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ, do đó bên 

cạnh nguồn iodine có sẵn trong nguyên liệu thì iodine còn được bổ sung trong 

quá trình sản xuất.  

Kết quả nghiên cứu cho thấy có tới 28,6% (4/14) sản phẩm sữa dành cho 

trẻ em chủ yếu là các sản phẩm của một số hãng nội địa chưa nổi tiếng trên thị 

trường không phát hiện cả 2 dạng iodide và iodate trong khi trên nhãn sản phẩm 

vẫn có công bố hàm lượng iodine tổng số khá cao. Đây là một vấn đề khá quan 

ngại, cũng đặt ra hướng phát triển sâu hơn cho nghiên cứu trong việc tập trung 

đánh giá nguồn gốc và sự phân bố của các sản phẩm này. 
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Hình 3.41. Hàm lượng iodide trong các sản phẩm sữa 

Đối với các sản phẩm sữa dành cho người trưởng thành hàm lượng iodide 

thấp hơn do nguồn thực phẩm bổ sung iodine cho đối tượng này khá đa dạng 

bên cạnh sữa và sản phẩm sữa còn có các loại thực phẩm khác cũng là nguồn 

iodine dồi dào như trái cây, ngũ cốc, trứng, hải sản và các sản phẩm có nguồn 

gốc từ rong biển. Các sản phẩm sữa dành cho người trưởng thành tập trung vào 

các nhóm sản phẩm dinh dưỡng như bổ sung canxi, sản phẩm dinh dưỡng bổ 

sung cho người già. Kết quả nghiên cứu cho thấy có 2/7 sản phẩm dinh dưỡng 

cho người trưởng thành không phát hiện cả 2 dạng iodide và iodate trong khi 

trên nhãn sản phẩm thì có công bố iodine tổng số. 

Đối một số sản phẩm sữa bột cho người lớn mặc dù trên nhãn có công 

bố hàm lượng iodine tổng số nhưng khi phân tích thì không phát hiện cả 2 dạng 

iodide, iodate. Điều đó cho thấy việc phân tích hàm lượng dạng iodide, iodate 

trong các sản phẩm sữa cần được phát triển rộng, đánh giá trên nhiều sản phẩm 

hơn nữa để cung cấp thông tin về chất lượng cho người tiêu dùng, cũng như là 

công cụ giúp các cơ quan chức năng giám sát chặt chẽ thành phần dinh dưỡng 

đối với các sản phẩm sữa trên thị trường.  

Kết quả phân tích hàm lượng iodide trong các sản phẩm sữa bột không 

có sự khác biệt lớn với hàm lượng iodine công bố trên nhãn đối với các sản 

phẩm của các thương hiệu lớn trên thị trường, điều đó cho thấy chất lượng của 
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các sản phẩm sữa này được kiểm soát tốt trong quy trình sản xuất. Nguồn iodine 

trong các sản phẩm sữa bột bên cạnh sẵn có trong sữa nguyên liệu thì còn được 

bổ sung vào sau quá trình sấy nên hàm lượng iodine không bị ảnh hưởng bởi 

quá trình gia nhiệt, sấy ở nhiệt độ cao. 

Đối với các sản phẩm sữa tươi, đối tượng mẫu được phân làm 3 nhóm 

chính: sữa tươi nguyên liệu, sữa tươi thanh trùng và sữa tươi tiệt trùng. Sữa tươi 

nguyên liệu là sữa thu được từ một hoặc nhiều lần vắt từ tuyến vú của động vật 

cho sữa không bổ sung hoặc tách bớt các thành phần của sữa, chưa qua xử lý ở 

nhiệt độ cao hơn 40°C hoặc các biện pháp xử lý tương đương khác, dùng để 

tiêu thụ ở dạng sữa lỏng hoặc để chế biến tiếp theo. Sữa tươi thanh trùng, tiệt 

trùng là sữa tươi nguyên liệu trải qua quá trình xử lý nhiệt. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy hàm lượng iodide trong các sản phẩm sữa 

tươi nguyên liệu là cao nhất, sau đó đến sữa tươi thanh trùng và cuối cùng là 

sữa tươi tiệt trùng. Sữa tươi thanh trùng là sữa tươi ngay sau khi vắt được xử lý 

ở nhiệt độ 72 – 90 °C trong khoảng 15 – 30 giây, để giữ lại những lợi khuẩn 

trong sữa. Sau đó được làm lạnh đột ngột xuống 4 °C và được đóng gói vào bao 

bì. Còn sữa tươi tiệt trùng là sữa tươi được xử lý ở nhiệt độ cao từ 138 – 141 

°C trong 2 – 4 giây. Sau đó được làm lạnh nhanh và đóng gói trong bao bì tiệt 

trùng đặc biệt. Điều đó cho thấy quá trình xử lý nhiệt có ảnh hưởng đến hàm 

lượng iodide trong các sản phẩm sữa, với điều kiện nhiệt độ thấp thì ảnh hưởng 

đó không đáng kể, tuy nhiên khi xử lý ở nhiệt độ cao thì hàm lượng iodide giảm 

một nửa so với trong sữa tươi nguyên liệu. Do ở nhiệt độ cao có thể là xúc tác 

cho một số phản ứng của iodide với các thành phần trong sữa, và iodine cũng 

bị thăng hoa ở nhiệt độ cao. 

Váng sữa hay kem sữa là lớp phân tử chủ yếu là chất béo nổi lên kết 

thành mảng trên bề mặt sữa khi đun nóng hoặc để yên trong một khoảng thời 

gian dài và không đậy nắp. Nó được tách từ lớp trên cùng của sữa tươi nguyên 

chất thông qua hệ thống lọc ly tâm. Trong quy trình sản xuất váng sữa cũng trải 

qua quá trình tiệt trùng ở 65 – 90 °C trong 15 – 20 giây. Kết quả nghiên cứu 

cũng cho thấy hàm lượng iodide trong váng sữa tương đương trong sữa tươi 

thanh trùng, do hai sản phẩm này cùng trải qua quá trình xử lý ở cùng khoảng 

nhiệt độ trong khoảng thời gian tương đương nhau.  

Đối với các sản phẩm sữa chua phải trải qua 2 quá trình xử lý nhiệt đầu 

tiên là quá trình thanh trùng ở 95 °C trong 1 phút, tiếp theo là quá trình đồng 
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hóa cũng được thực hiện ở 95 °C và áp suất 200 bar nên hàm lượng iodide trong 

sản phẩm sữa này bị hao hụt đáng kể so với các sản phẩm sữa tươi thanh trùng 

và tiệt trùng. Kết quả nghiên cứu cho thấy hàm lượng iodide trong các sản phẩm 

sữa chua đều rất thấp, dao động từ 3,99 – 6,48 µg/100g. 

Bơ là sản phẩm có hàm lượng béo cao (84%), là lớp chất béo được tách 

ra từ sữa, trải qua quá trình xử lý nhiệt, cấy vi sinh vật, lên men nên hàm lượng 

dinh dưỡng nói chung và iodine nói riêng trong sản phẩm này rất thấp, do đó 

người tiêu dùng nên cân nhắc trong việc lựa chọn sử dụng sản phẩm này như 

nguồn cung cấp iodine hàng ngày. 

Trái ngược với bơ thì phomai lại là sản phẩm sau khi loại béo, bên cạnh 

đó trước khi ủ chín, phomai còn được bổ sung muối để tăng quá trình tách nước 

và tạo cảm quan cho mẫu, do đó hàm lượng iodine tổng số hay iodide và iodate 

trong sản phẩm này khá cao so với các sản phẩm sữa khác. Kết quả nghiên cứu 

cũng chỉ ra phomai là sản phẩm duy nhất có chứa dạng iodate do bổ sung muối 

dưới dạng KIO3. Do những ảnh hưởng bất lợi của iodate đối với cơ thể con 

người nên việc đánh giá hàm lượng iodate trong sản phẩm này cần được mở 

rộng trên nhiều đối tượng sản phẩm khác nhau, để đưa ra khuyến cáo cho người 

tiêu dùng và công ty sản xuất trong việc kiểm soát lượng muối bổ sung. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

KẾT LUẬN 

Luận văn “Nghiên cứu phân tích đánh giá hàm lượng iodide và iodate 

trong một số sản phẩm từ sữa bằng phương pháp sắc ký lỏng ghép nối khối 

phổ nguyên tử nguồn plasma cảm ứng cao tần” đã đạt được một số kết quả 

sau: 

- Đã khảo sát các điều kiện tối ưu quy trình phân tích đồng thời các dạng 

iodate và iodide trong sản phẩm sữa bằng phương pháp HPLC-ICP-MS với 

dung môi chiết là nước deion, tác nhân loại protein là hỗn hợp carrez I và carrez 

II, thời gian chiết là 30 phút và nhiệt độ chiết là 50oC. 

- Xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp phân tích với các thông số 

như: đường chuẩn xác định các nguyên tố có hệ số R2 ≥ 0,995; LOD của iodide 

và iodate đối với sữa lỏng và sữa bột lần lượt là 0,01 mg/L và 0,024 mg/kg; 

LOQ của iodide và iodate đối với sữa lỏng và sữa bột lần lượt là 0,033 mg/L 

và 0,079 mg/kg; độ lệch chuẩn lặp lại của iodide và iodate đối với nền sữa lỏng 

lần lượt là 3,95 % và 0,84 %; độ lệch chuẩn lặp lại của iodide và iodate đối với 

nền sữa bột lần lượt là 1,84 % và 1,75 %; độ thu hồi của iodide đối với nền mẫu 

sữa bột trong khoảng 86,4 – 102 %, iodate trong khoảng 101 – 107 %; đối với 

nền mẫu sữa lỏng thì độ thu hồi của iodide là 81,5 – 92 %, còn iodate là 91,3 – 

113 %. Giá trị các thông số trên hoàn toàn đáp ứng được các yêu cầu về phân 

tích hàm lượng dạng iodide và iodate trong các sản phẩm sữa trên thị trường; 

độ lặp lại và độ thu hồi nằm trong giới hạn cho phép cho các ngưỡng nồng độ 

của AOAC. Như vậy, phương pháp cho thấy có độ tin cậy và chính xác tương 

đối cao, đảm bảo áp dụng phân tích được các chất trong nền mẫu. 

- Đã áp dụng quy trình phân tích xây dựng được trên 52 mẫu với 8 đối 

tượng mẫu sữa khác nhau bao gồm sữa bột cho trẻ em, sữa bột cho người trưởng 

thành, sữa đặc, sữa chua, váng sữa, sữa tươi, bơ và phomai. Kết quả cho thấy 

trừ phomai, tất cả các sản phẩm sữa khác đều không chứa iodate. Hàm lượng 

iodide thì khác nhau giữa các đối tượng mẫu, cao nhất là sữa bột, kế đến là sữa 

tươi nguyên liệu, pho mai, tiếp đến là sữa tươi tiệt trùng, váng sữa, thấp nhất là 

sữa chua, trong khi bơ không có sản phẩm nào phát hiện chứa iodide.  

 Kết quả của đề tài đã góp phần đánh giá sơ bộ thực trạng hàm lượng các 

dạng iodine trong các sản phẩm sữa. Điều này giúp cho người tiêu dùng có cơ 
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sở để lựa chọn những sản phẩm đảm bảo chất lượng, đáp ứng nhu cầu sinh hóa 

cho cơ thể, vì việc sử dụng thiếu hụt hay dư thừa iodine đều gây ra những tác 

hại nhất định đối với cơ thể. Bên cạnh đó việc đánh giá hàm lượng iodide hay 

iodine tổng số trong các sản phẩm sữa trên thị trường giúp các cơ quan chức 

năng có cơ sở khoa học trong việc tăng cường quản lý, giám sát đối với sản 

phẩm này. Việc đánh giá quá trình sản xuất gây hao hụt iodine tổng số hay các 

dạng iodide, iodate cũng giúp cho các nhà sản xuất sữa có căn cứ để đánh giá 

ảnh hưởng của từng công đoạn trong dây chuyền sản xuất đến giá trị dinh dưỡng 

của sản phẩm, để từ đó có những cải tiến trong quy trình để nâng cao chất lượng 

sản phẩm. Phương pháp cũng có thể áp dụng để kiểm nghiệm chất lượng iodine 

trong các sản phẩm sữa đang lưu hành trên thị trường.  

KIẾN NGHỊ 

 Nghiên cứu vẫn còn một số hạn chế như cỡ mẫu khảo sát còn thấp, chưa 

đánh giá được trên nhiều đối tượng sản phẩm. Nghiên cứu cần phải được tiếp 

tục triển khai và phát triển sâu hơn để đánh giá sự biến thiên hàm lượng của 

các dạng iodide và iodate theo thời gian bảo quản sản phẩm, nghiên cứu các 

tương tác của dạng iodide, iodate với thành phần nền mẫu và đề xuất điều kiện 

sản xuất, biện pháp bảo quản, nhằm góp phần ngăn ngừa nguy cơ thiếu hụt iod 

trong cộng đồng. 

 Kỹ thuật HPLC-ICP-MS có những ưu điểm vượt trội về độ nhạy, tính 

đặc hiệu và chọn lọc. Do vậy, cần tiếp tục mở rộng và ứng dụng kỹ thuật này 

trong các nghiên cứu phân tích dạng iodine và một số nguyên tố vi lượng khác 

với mức hàm lượng bổ sung thấp trong thực phẩm, thực phẩm chức năng. 
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