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TCVN 4585 - 1993


THỨC ĂN CHĂN NUÔI - KHÔ DẦU LẠC 
Animal feeding stuffs - Groundnut cake 


Soát xét lần 1


TCVN 4585-1993 thay thế TCVN 4585-88. 


1. Yêu cầu kỹ thuật 


1.1. Khô dầu lạc có dạng mảnh, dạng bánh, dạng bột, có màu nâu nhạt hoặc vàng nhạt, mùi thơm đặc trưng. 

1.2. Khô dầu lạc được sản xuất thành hai hạng chất lượng với mỗi loại khô dầu như sau: 


Khô dầu lạc nhân hạng I; 


Khô dầu lạc nhân hạng II;


Khô dầu lạc có vỏ hạng I;


Khô dầu lạc có vỏ hạng II;


1.3. Về chỉ tiêu lý hóa của khô dầu lạc được quy định trong bảng sau: 


Bảng 1: Bảng chỉ tiêu lý hóa của khô dầu lạc


		Tên chỉ tiêu 

		Khô dầu lạc nhân 

		Khô dầu lạc có vỏ



		

		Hạng I

		Hạng II

		Hạng I

		Hạng II



		1. Hàm lượng protein thô, tính theo %, không nhỏ hơn

		48

		40

		30

		26



		2. Hàm lượng chất béo, tính theo %, không lớn hơn 

		

		

		

		



		- Khô dầu lạc ép 

		8

		9

		9

		10



		- Khô dầu lạc chiết xuất

		1,5

		1,5

		1,5

		1,5



		3. Hàm lượng chất xơ thô, tính theo %, không lớn hơn 

		5

		7

		22

		25



		4. Hàm lượng nước, tính theo %, không lớn hơn

		9

		10

		9

		10



		5. Hàm lượng cát sạn (tro không hòa tan trong axit clohydric), tính theo %, không lớn hơn  

		2

		2

		3

		3



		6. Hàm lượng aflatoxin B1, tính theo mg/kg khô dầu, không lớn hơn

		0,2

		0,2

		0,2

		0,2



		7. Sâu mọt và côn trùng sống, (con/kg khô dầu), không lớn hơn  

		5

		10

		5

		10



		8. Những vật rắn, sắc cạnh 

		không được phép có



		9. Nấm mốc độc hại 

		không được phép có





2. Phương pháp thử 


2.1. Phương pháp lấy mẫu theo TCVN 4325-86.

2.2. Phương pháp phân tích protein thô theo TCVN 4328-86.


2.3. Phương pháp phân tích chất béo theo TCVN 4331-86


2.4. Phương pháp phân tích chất xơ theo TCVN 4329-1993. 


2.5. Phương pháp phân tích cát sạn (tro không hòa tan trong axit clohydric) theo TCVN 4327-1993. 


2.6. Phương pháp phân tích hàm lượng nước theo TCVN 4326-86.


2.7. Phương pháp phân tích hàm lượng aflatoxin B1 theo TCVN 4804-89.


2.8. Phương pháp phân tích sâu mọt và côn trùng theo TCVN 1546-86. 


2.9. Phương pháp phân tích nấm mốc độc hại theo phương pháp của cơ quan thú y Bộ Nông nghiệp và Công nghiệp thực phẩm.


3. Bao gói, ghi nhãn, bảo quản và vận chuyển 


3.1. Khô dầu lạc được đựng trong bao đay hoặc bao PP bền chắc, đảm bảo vệ sinh.


3.2. Ghi nhãn: bên ngoài bao cần ghi rõ: 


- Tên sản phẩm;


- Hạng sản phẩm;


- Khối lượng tịnh; 


- Ngày, tháng, năm sản xuất; 


- Tên xí nghiệp sản xuất. 


3.3. Thời gian sử dụng: 6 tháng kể từ ngày sản xuất. 


3.4. Sau khi đóng hàng, miệng bao được khâu kín hoặc buộc chặt. 


3.5. Phương tiện vận chuyển khô dầu lạc có mui bạt tốt, không có mùi độc hại, mùi lạ. 

3.6. Kho bảo quản cao ráo, khô mát, có đủ bục kê hàng hóa, chống chuột bọ.
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		TCVN 4327 - 1993


THỨC ĂN CHĂN NUÔI

PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG TRO


SOÁT XÉT LẦN 2

HÀ NỘI - 1993







TCVN 4327- 1993 

THỨC ĂN CHO CHĂN NUÔI - PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG TRO
Animal feeding stuffs - Methods for determination of ash content


Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng tro thô và hàm lượng tro không hòa tan trong axit clohidric. 


Tiêu chuẩn này áp dụng cho tất cả các loại thức ăn hỗn hợp và nguyên liệu dùng để chế biến thức ăn chăn nuôi. 


1. Khái niệm 


1.1. Tro thô là phần vật chất của mẫu còn lại sau khi nung. 


1.2. Tro không hòa tan trong axit clohidric là phần tro còn lại sau khi đã hòa tan tro thô bằng axit clohidric đun nóng và nung trong lò nung. Cát sạn là phần tro không hòa tan trong axit clohidric. 


2. Phương pháp xác định hàm lượng tro thô 

2.1. Lấy mẫu thử 


Tiến hành lấy và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325 - 86. 


2.2. Nội dung của phương pháp. Đốt và nung mẫu thử, sau đó xác định hàm lượng phần còn lại. 


2.3. Dụng cụ và hóa chất 


- Cân phân tích có độ chính xác 0,0002g; 


- Chén nung bằng sứ chịu nhiệt hoặc bằng bạch kim có dung tích từ 30 - 50ml;


- Cặp sắt cán dài; 


- Bếp điện; 


- Bình hút ẩm; 


- Lò nung điều chỉnh được nhiệt độ (±100C);


- Tủ sấy có điều chỉnh được nhiệt độ (±20C);  


- Axit nitric đậm đặc (d=1,40g/ml);


- Nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương;


2.4. Tiến hành thử: 


Cho chén nung vào lò nung và nung trong một giờ ở nhiệt độ 500 - 5500C. Dùng cặp sắt lấy chén ra và làm nguội trong bình hút ẩm và đem cân để xác định khối lượng với độ chính xác đến 0,001g. Lặp lại quá trình trên cho đến lúc khối lượng chén không đổi.


Cân 5g mẫu thức ăn ở trạng thái khô không khí cho vào chén nung đã biết khối lượng với độ chính xác 0,001g. Dàn đều mẫu trên đáy chén và đốt cẩn thận trên bếp điện cho đến khi mẫu hết bốc khói (chú ý không để mẫu bốc lửa) sau đó đặt chén mẫu vào trong lò nung đóng cửa lò nung lại và nung ở nhiệt độ 500 - 5500C trong khoảng 3 - 5 giờ (mẫu nấm men thì nung ở nhiệt độ 650 - 7000C).  


Sau thời gian nung mẫu trên, nếu các mẫu chưa được tro hóa hết tiếp tục nung kéo dài thêm 1 giờ nữa. 


Nhưng sau đó vẫn thấy mẫu chưa được tro hóa hoàn toàn thì làm nguội tro, thấm ướt bằng một vài giọt nước cất và thêm tiếp 10 - 15 giọt axit nitric đậm đặc (d=1,40g/ml). Đặt chén nung lên bếp điện có lưới amian để cho bay hơi hết axit, sau đó lại đặt vào lò nung và nung ở 500 - 5500C cho đến khi mẫu nước được tro hóa hoàn toàn; phần còn lại có màu trắng xám hoặc xanh xám. Làm nguội trong bình hút ẩm và đem cân. 

Làm lặp lại quá trình nung mẫu cho đến khi khối lượng không đổi. 


2.5. Cách tính kết quả 


Hàm lượng tro khô của mẫu (X) tính bằng phần trăm theo công thức:
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trong đó: 


m1 - khối lượng chén với mẫu thử sau khi nung tính bằng g; 


m2 - khối lượng chén tính bằng g; 


m3 - khối lượng mẫu thử tính bằng g.


Kết quả cuối cùng là trung bình cộng của hai lần xác định trên cùng một mẫu khi chênh lệch giữa chúng không vượt quá: 


0,3 giá trị tuyệt đối cho thức ăn có chứa hàm lượng tro thô dưới 3%;


10% giá trị trung bình đối với thức ăn có chứa hàm lượng tro thô từ 3 - 5%; 


0,5 giá trị tuyệt đối cho thức ăn có hàm lượng tro thô từ 5 - 20%;


2,5% giá trị trung bình đối với thức ăn có chứa hàm lượng tro thô từ 20 - 40%; 


1,0 giá trị tuyệt đối cho thức ăn có hàm lượng tro thô từ 40% trở lên. 


3. Phương pháp xác định hàm lượng tro không hòa tan trong axit clohidric

Phương pháp A: Áp dụng cho thức ăn có nguồn gốc hữu cơ và thức ăn hỗn hợp (trừ thức ăn đề cập ở phương pháp B).


Phương pháp B: Áp dụng cho thức ăn khoáng và khoáng hỗn hợp, thức ăn hỗn hợp khi có % khoáng không hòa tan trong axit clohidric xác định theo phương pháp A ở mức trên 1%. 


3.1. Lấy mẫu thử 


Tiến hành lấy và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325-86. 


3.2. Phương pháp A 


3.2.1. Nội dung của phương pháp 


Đốt và nung mẫu thử, hòa tan tro bằng axit clohidric nóng, lọc và nung, sau xác định phần còn lại. 


3.2.2. Dụng cụ và hóa chất


Dụng cụ và hóa chất như đã ghi ở điều 2.3 của tiêu chuẩn này và có bổ sung thêm. 


- Bếp cách thủy (Bainmarie); 


- Cốc có dung tích 250 - 400 ml; 


- Giấy lọc mịn không có tro; 


- Giấy chỉ thị màu (giấy quỳ hay giấy chỉ thị vạn năng);


- Phễu thủy tinh có đường kính 10cm; 


- Axit clohidric, dung dịch 3mol/l. 


3.2.3. Tiến hành thử 


Đốt và nung 5g mẫu như đã ghi ở điều 2.4 của tiêu chuẩn này hòa tan tro với 75ml dung dịch axit clohidric vào cốc, đun cốc trên bếp điện đến sôi, duy trì sôi trong khoảng 15 phút. Sau đó lọc dung dịch nóng qua giấy lọc không có tro, và rửa giấy lọc cùng với cặn bằng nước cất nóng cho đến khi nước rửa có phản ứng trung tính (xác định bằng giấy chỉ thị màu) cho giấy lọc có cặn vào chén nung để nung. Đầu tiên nung trong lò ở 550 ± 100C trong thời gian 30 phút làm nguội ở bình hút ẩm rồi cân với độ chính xác 0,001g. 

Sấy khô chén trong tủ sấy 2 giờ ở nhiệt độ 103 ± 20C. Sau đó nung tiếp trong lò nung ở nhiệt độ 550 ± 100C, thời gian 30 phút, làm nguội chén trong bình hút ẩm đến nhiệt độ trong phòng và cân nhanh với độ chính xác 0,001g. 


Làm lặp lại quá trình nung mẫu cho đến khi khối lượng không đổi. 


3.2.4 Cách tính kết quả 


Hàm lượng tro không hòa tan trong axit clohidric (X2) tính bằng % theo công thức sau:
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trong đó: 


m3- khối lượng chén có tro không hòa tan tính bằng g; 


m2 - khối lượng của chén tính bằng g; 


m - khối lượng của mẫu thử tính bằng g.


Kết quả cuối cùng là trung bình cộng của kết quả hai lần xác định trên cùng một mẫu khi chênh lệch giữa chúng không vượt quá: 


0,3 giá trị tuyệt đối cho thức ăn có chứa hàm lượng tro thô dưới 3%;


1,0% giá trị trung bình đối với thức ăn có chứa hàm lượng tro thô từ 3 - 5%; 


0,5 giá trị tuyệt đối cho thức ăn có hàm lượng tro thô từ 5 - 20%;


2,5% giá trị trung bình đối với thức ăn có hàm lượng tro thô từ 20 - 40%; 


1,0 giá trị tuyệt đối cho thức ăn có hàm lượng tro thô từ 40% trở lên.

3.3. Phương pháp B: 


3.3.1. Nội dung của phương pháp như đã ghi ở điều 3.2.1 của tiêu chuẩn này.

3.3.2. Dụng cụ và hóa chất


Dụng cụ và hóa chất như đã ghi ở điều 2.3 và 3.2.2 của tiêu chuẩn này, có bổ sung thêm: 


Axit tricloraxetic (CCl3COOH) dung dịch 200g/l và 10g/l. 


3.3.3. Tiến hành thử 


Cân 5g mẫu thức ăn cho vào cốc, cho tiếp 25ml nước cất và 25 ml dung dịch axit clohidric (3mol/l) lắc đều cho đến khi tạo bọt liên tục, đợi hết bọt khí cho tiếp 50ml dung dịch axit clohidric lắc lại và đợi cho đến khi hết bọt khí thực sự. Đun nóng cốc mẫu này trên bếp cách thủy ít nhất 30 phút cho đến khi tất cả tinh bột có ở mẫu được thủy phân hoàn toàn. 


Lọc dung dịch nóng qua giấy lọc không có tro rồi rửa giấy lọc và cặn bằng 30ml nước cất. Nếu dung dịch khó lọc phải làm lại mẫu khác. Cho vào cốc mẫu mới này 50 ml dung dịch tricloraxetic 200g/l cùng với 50ml dung dịch axit clohidric (3mol/l), rửa giấy lọc và cặn bằng dung dịch axit tricloraxetic nóng 10g/l thay cho dùng nước cất nóng. 


Chuyển giấy lọc cùng với cặn của chén nung, sấy khô trong 2 giờ ở tủ sấy có nhiệt độ 103 ± 20C sau đó nung trong lò nung ở nhiệt độ 500 ± 100C trong 3 - 5 giờ, làm nguội trong bình hút ẩm và cân nhanh với độ chính xác 0,001g. Làm lặp lại quá trình nung mẫu cho đến khi khối lượng không đổi. 


3.3.4. Cách tính kết quả


Tính kết quả như đã ghi ở điều 3.2.4 của tiêu chuẩn này.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI - LẤY MẪU VÀ CHUẨN BỊ MẪU
Animal feeding stuffs - Sampling and preparation of samples


Tiêu chuẩn này thay thế TCVN 1522-74 và TCVN 1531-74 quy định phương pháp lấy mẫu và chuẩn bị mẫu thức ăn chăn nuôi


Tiêu chuẩn này áp dụng cho tất cả các loại thức ăn hỗn hợp và nguyên liệu dùng để chế biến thức ăn chăn nuôi. 


1. Khái niệm 


1.1. Chất lượng thức ăn cho chăn nuôi được xác định trên cơ sở kết quả phân tích mẫu trung bình lấy ở mỗi lô hàng. 


1.2. Lô hàng thức ăn cho chăn nuôi là lượng thức ăn đồng nhất cùng một loại bao gói, cùng một hạng chất lượng, cùng một trạng thái (rắn, lỏng, bột…) cùng một nơi sản xuất, và được giao nhận hay sản xuất trong cùng một thời gian. 


Đối với những lô hàng quá lớn trên 20 tấn phải chia lô hàng đó thành các lô hàng nhỏ và tiến hành lấy mẫu từng lô hàng nhỏ và coi mỗi lô hàng nhỏ là một lô hàng riêng biệt. 


1.3. Đơn vị bao gói là dạng bao gói trực tiếp (bao thùng, kiện, toa xe…) lặp lại trong lô hàng.


1.4. Mẫu ban đầu là lượng thức ăn lấy được trong một lần tại một vị trí của lô hàng.


1.5. Mẫu chung là tổng hợp lượng mẫu ban đầu, lấy được tại các vị trí của lô hàng. 


1.6. Mẫu trung bình thí nghiệm là một phần mẫu chung dùng để xác định các chỉ tiêu. 


1.7. Mẫu phân tích là mẫu trung bình thí nghiệm được dùng để phân tích các thành phần hóa học có trong thức ăn. 


2. Quy định chung 


2.1. Thức ăn chăn nuôi được phân thành các dạng sau:


+ Thức ăn dạng hạt, viên và bột, như: ngô, thóc thức ăn hỗn hợp dạng bột, thức ăn hỗn hợp dạng viên cho trâu bò, thỏ v.v… 


+ Thức ăn đóng bánh như: bánh khô dầu lạc, khô dầu đậu tương, khô dầu dừa, khô dầu cao su… 


+ Thức ăn thô ở trạng thái khô, như: cỏ khô, rơm rạ…


+ Thức ăn thô ở trạng thái tươi như: rau, cỏ xanh, thức ăn ủ tươi…


+ Thức ăn dạng củ và quả như: củ khoai, sắn…


+ Thức ăn dạng lỏng như bã rượu bia, rỉ đường…


2.2. Trước khi lấy mẫu phải quan sát toàn bộ lô hàng. Nếu hàng hóa không đồng nhất phải chia toàn bộ số hàng đó thành các lô hàng khác nhau sao cho từng lô hàng có chất lượng đồng nhất và coi đó là lô hàng riêng biệt.

2.3. Trường hợp ngẫu nhiên, thức ăn bị dây bẩn do quá trình vận chuyển bốc dỡ… thì phải nhẹ nhàng tách bỏ nó đi 


Trường hợp sự dây bẩn đó làm ảnh hưởng đến khối lượng và chất lượng thì không được loại bỏ mà coi đó như thành phần của thức ăn chăn nuôi.


3. Dụng cụ lấy mẫu 


Ống xông: dạng hình nón, dài ngắn, to, nhỏ khác nhau, dùng để lấy mẫu thức ăn dạng bột, viên, hạt ở kho, toa xe…


Gáo dung tích 500-1000 ml để múc và hứng mẫu: 


Ống xi phông cánh khuấy;


Gậy dài có móc sắt; 


Tấm phẳng để lược giản mẫu; 


Cân đĩa, cân treo, cân bàn;

Bình có nút mài, miệng rộng, dung tích 500-1000 ml 


4. Lấy mẫu thức ăn dạng hạt, viên và bột 


4.1. Khi thức ăn chất thành đống để trong kho trên toa xe… không bao gói. Các vị trí lấy mẫu phải phân bổ đều trong toàn bộ lô hàng tại ba lớp (trên cách bề mặt 20 cm, lớp giữa, lớp dưới cách sàn kho 20 cm)


4.2. Thức ăn không bao gói: cứ mỗi tấn hàng chỉ định một điểm lấy mẫu.


4.3. Khi thức ăn đang trong dây chuyền sản xuất, dùng gáo dung tích hứng mẫu trước lúc đóng bao. Mỗi ca sản xuất lấy 5-10 mẫu ban đầu tùy thuộc vào năng suất máy. 


4.4. Khi thức ăn đựng trong bao, dùng ống xông để lấy mẫu tại các vị trí (trên, giữa, dưới của bao). Trước khi xiên vào bao phải làm sạch nơi đặt xiên, đưa xiên theo hướng vào giữa từ dưới lên, áp máng xuống dưới, sau đó quay 1800 và rút ra. 

Số bao được chỉ định lấy mẫu là 5% số bao của lô hàng nhưng không được ít hơn 5 bao với lô hàng nhỏ. 


Ghi chú: Đối với thức ăn đựng trong bao giấy và bao pôliêtylen thì cho phép lấy từ miệng bao. 

5. Lấy mẫu thức ăn đóng bánh 


5.1. Khi thức ăn đóng bánh đựng trong bao tiến hành lấy mẫu ở 5% số bao, nhưng không được ít hơn 5 bao đối với lô hàng nhỏ. Trên mỗi bánh lấy mẫu tại các vị trí mép bánh và trong lòng bánh.


6. Lấy mẫu thức ăn thô ở trạng thái khô (cỏ, rơm, rạ)


6.1. Khi thức ăn khô chất thành đống tiến hành lấy mẫu theo điều 4.1. Tại các vị trí được chỉ định lấy mẫu phải lấy đủ các thành phần (rễ, thân, lá…)


6.2. Khi thức ăn thô, chất thành đống quá lớn, không thể dùng tay để lấy mẫu, có thể dùng gậy dài phía cuối có móc sắt nhỏ để lấy mẫu tại các vị trí khác nhau.


6.3. Khi thức ăn thô chứa trong các bao kiện… lấy mẫu ở 5% số bao nhưng không được ít hơn 5 bao với lô hàng nhỏ. Khi lấy mẫu từng kiện được chỉ định: lấy mẫu tại các lớp trên, giữa và dưới, phải lấy đủ các thành phần (rễ, thân, lá…) của thức ăn. 


7. Lấy mẫu thức ăn ở trạng thái tươi (rau, cỏ xanh...)


Khi thức ăn chất thành đống lấy mẫu theo điều 4.1. 


8. Lấy mẩu thức ăn dạng củ và quả 


8.1. Nếu củ, quả chất thành đống, lấy mẫu theo điều 4.1 và 4.2.


8.2. Nếu củ, quả đựng trong sọt, bao lấy mẫu ở 5% số đơn vị chứa nhưng không được ít hơn 5 đơn vị chứa với những lô hàng nhỏ. 


8.3. Khi lấy mẫu phải lấy đủ các loại củ to nhỏ, trung bình tương ứng với khối lượng của chúng trong lô hàng. 


9. Lấy mẫu thức ăn dạng lỏng và nhiều nước 


9.1. Khi lô hàng bao gồm nhiều đơn vị chứa, lấy mẫu ở 5% số đơn vị chứa nhưng không được ít hơn 5 đơn vị đối với những lô hàng nhỏ. Trước khi lấy mẫu phải khuấy đều, sau đó tiến hành lấy mẫu ở một vài điểm, tùy theo đơn vị chứa, ở 3 mức độ sâu khác nhau (trên cách bề mặt 20 cm, giữa, dưới cách đáy 20 cm).


Lượng mẫu ban đầu thu được chuyển vào bình lớn để thành lập mẫu trung bình thí nghiệm. 


10. Thành lập mẫu trung bình thí nghiệm 


10.1. Nhận xét các mẫu ban đầu lấy được, nếu thấy chúng đồng nhất, đem gộp chúng lại để thành lập mẫu chung và tiếp tục tiến hành theo điều 10.2. 


Nếu các mẫu ban đầu lấy được chưa đồng nhất thì phải chia lại số hàng đó thành các lô hàng khác nhau, đã được ghi ở điều 2.2.


10.2. Trộn đều lượng mẫu chung trên một tấm phẳng, dàn mẫu thành hình chữ nhật dày không quá 2 cm. Chia mẫu chung theo hai đường chéo, bỏ bớt hai phần đối diện, trộn đều hai phần còn lại và dàn thành hình chữ nhật lại lấy hai phần đối diện. Làm như vậy tới khi lượng mẫu còn lại theo bảng ghi dưới đây. Phần này được coi là mẫu trung bình thí nghiệm. 

10.3. Với thức ăn dạng lỏng khuấy đều mẫu thu được đó rót lần lượt sang hai bình đã rửa sạch cho tới khi chia hết mẫu chung, lấy một bình rời lại rót lần lượt sang hai bình khác cho tới khi thu được khối lượng mẫu theo bảng sau:


Khối lượng mẫu trung bình của một số thức ăn 


		Loại thức ăn 

		Khối lượng mẫu trung bình thí nghiệm 



		- Thức ăn thô, thức ăn ủ tươi

		2000 g



		- Các loại ngũ cốc 

		1000 g



		- Các loại khô dầu

		1000 g



		- Thức ăn dạng lỏng 

		2000 ml



		- Thức ăn hỗn hợp, các sản phẩm phụ của công nghiệp xay xát, thức ăn chế biến từ động vật (bột cá, bột xương, thịt…) 

		500 g





10.4. Lượng mẫu trung bình thí nghiệm thu được: 

- Với thức ăn thô tươi, củ quả (có độ ẩm cao) tiến hành theo điều 11.2 và 11.3. 


- Thức ăn dạng lỏng: có thể bảo quản lạnh hay dùng hóa chất. 


- Thức ăn dạng hạt, đóng bánh … nếu thấy độ ẩm lớn hơn 17% phải tiến hành sơ sấy theo điều 11.3. 


10.5. Mẫu trung bình thí nghiệm sau khi xử lý theo điều 11, được chia làm 2 phần, mỗi phần được chứa trong bình khô, sạch, có nút mài. Một phần dùng để phân tích, phần còn lại cất giữ khi cần thiết đem ra phân tích trọng tài. Mẫu để phân tích trọng tài giữ trong một tháng. 


10.6. Trên mỗi lọ đựng mẫu đều phải có nhãn ghi:


- Tên thức ăn;


- Khối lượng của lô hàng;


- Ngày tháng lấy mẫu, người và nơi lấy mẫu. 


10.7. Mẫu trung bình dùng phân tích và mẫu lưu được đánh số như nhau và ghi vào sổ theo dõi mẫu với nội dung đã ghi ở trên. 


11. Bảo quản, chuẩn bị mẫu phân tích 


11.1. Tất cả các mẫu thức ăn phải được bảo quản và chuẩn bị trước khi tiến hành phân tích các chỉ tiêu tùy theo trạng thái của từng loại thức ăn, phải chọn phương pháp xử lý thích hợp. 


11.2. Kích thước nghiền: Tất cả các mẫu dùng phân tích phải được nghiền nhỏ tới khi lọt qua sàng đường kính 1 mm khi nghiền phải tiến hành nhanh, hạn chế sự tiếp xúc của mẫu với không khí.


11.3. Đối với thức ăn có độ ẩm cao như thức ăn thô, tươi củ, quả… phải tiến hành sơ sấy như đã ghi ở điều 5.4 TCVN 4326-86. 


Với thức ăn thô và tươi trước khi sơ sấy dùng kéo cắt nhỏ mẫu thành từng đoạn 1,5 - 2,0 cm.


Với thức ăn củ quả tươi trước khi sơ sấy dùng dao sắc bổ dọc từng củ hoặc từng quả thành bốn hoặc tám phần bằng nhau. Lấy ở mỗi củ hoặc quả một phần đã cắt ra để lập mẫu trung bình.


Khi xác định độ ẩm cho thức ăn chăn nuôi không áp dụng điều này của tiêu chuẩn. 
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ISO 6651 : 1987 

THỨC ĂN CHĂN NUÔI - XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG AFLATOXIN B1
Animal feeding stuffs - Determination of aflatoxin B1 content

TCVN 6599:2000 hoàn toàn tương đương với ISO 6651:1987.


1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định hai phương pháp xác định hàm lượng aflatoxin B1, trong thức ăn chăn nuôi.


2. Lĩnh vực áp dụng.


2.1. Phương pháp A: Áp dụng cho các thức ăn đơn sau:


- Các hạt có dầu và khô dầu của chúng, đặc biệt là dừa, cùi dừa khô, hạt lanh, hạt đậu tương, hạt vừng, hạt cây cọ babassu;


- Bột sắn;


- Mầm ngô;


- Ngũ cốc và các sản phẩm của ngũ cốc;


- Bột đậu;


- Bã và bột khoai tây.


Trong trường hợp có những chất làm cản trở việc xác định theo phương pháp A, nên xác định theo phương pháp B.


2.2. Phương pháp B: Áp dụng cho thức ăn dạng hỗn hợp và các loại nguyên liệu thức ăn đơn không được đề cập tại điều 2.1.

Phương pháp này không áp dụng cho thức ăn chứa bã ép của cam, chanh.


2.3. Giới hạn dưới để phát hiện aflatoxin B1 là 0,01 mg/kg.


3. Tiêu chuẩn trích dẫn


ISO 6498 Thức ăn chăn nuôi – chuẩn bị mẫu thử.


4. Nguyên tắc


Chiết aflatoxin từ phần mẫu thử bằng clorofooc, lọc và làm sạch phần dịch lọc qua cột silicagel.


Cho bay hơi phần dịch lọc và hòa tan phần cặn bằng một thể tích clorofooc xác định hoặc hỗn hợp benzen và axetonitril.

Chấm một phần dung dịch hòa tan này trên sắc ký lớp mỏng, dùng sắc ký một chiều đối với phương pháp A và sắc ký hai chiều đối với phương pháp B.


Xác định hàm lượng aflatoxin B1 bằng mắt thường hoặc bằng máy đo cường độ huỳnh quang, bằng cách kiểm tra sắc ký đồ dưới đèn tử ngoại và so sánh với những dung dịch chuẩn aflatoxin B1 đã biết trước nồng độ được chấm trên cùng một bản với dịch chiết phần mẫu thử.


Sự tạo thành dẫn xuất hemiaxetat khẳng định sự có mặt của aflatoxin B1.


5. Thuốc thử


Tất cả các thuốc thử phải được công nhận đạt chất lượng phân tích. Nước sử dụng phải là nước cất hoặc ít nhất là nước có độ tinh khiết tương đương.


5.1. Clorofooc, được làm ổn định với 0,5 đến 1% etanol 96% (v/v).


5.2. N-Hexan.


5.3. Dietyl ete khan, không chứa peroxit.


5.4. Benzen/axetonitril, hỗn hợp theo tỷ lệ 98: 2.


Hỗn hợp 98 thể tích Benzen với 2 thể tích axetonitril.


5.5. Clorofooc/metanol, hỗn hợp theo tỷ lệ 97:3.


Hỗn hợp 97 thể tích clorofooc với 3 thể tích metanol.

5.6. Các hệ dung môi khai triển1)

5.6.1. Clorofooc/axeton, hỗn hợp theo tỷ lệ 90:10

Hỗn hợp 90 thể tích clorofooc với 10 thể tích axeton trong bình chưa bão hòa.


5.6.2. Dietyl ete/metanol/ nước, hỗn hợp theo tỷ lệ 96:3:1


Hỗn hợp 96 thể tích dietyl ete với 3 thể tích metanol và 1 thể tích nước trong bình chưa bão hòa.

5.6.3. Dietyl ete/metanol/ nước, hỗn hợp theo tỷ lệ 94:4,5:1,5


Hỗn hợp 94 thể tích dietyl ete với 4,5 thể tích metanol và 1,5 thể tích nước trong bình đã bão hòa.


5.6.4. Clorofooc/ metanol, hỗn hợp theo tỷ lệ 94:6


Hỗn hợp 94 thể tích clorofooc với 6 thể tích metanol trong bình đã bão hòa.


5.6.5. Clorofooc/ metanol, hỗn hợp theo tỷ lệ 97:3


Hỗn hợp 97 thể tích Clorofooc với 3 thể tích metanol trong bình đã bão hòa.


5.7. Silicagel, dùng cho sắc ký cột với kích thước hạt từ 0,05 đến 0,20mm.


5.8. Silicagel, G-HR hoặc loại tương đương dùng cho sắc ký lớp mỏng.


5.9. Đất diatomit (Hyflocupercel), đã rửa sạch axit


5.10. Natri sunfat, khan ở dạng hạt


5.11. Axit trifluoroaxetic


5.12. Khí trơ, ví dụ khí nitơ


5.13. Dung dịch axit sunfuric, 50% (v/v).


5.14. Dung dịch chuẩn aflatoxin B1 chứa khoảng 0,1(g aflatoxin B1 ​pha trong 1 ml Clorofooc (5.1) hoặc trong 1 ml hỗn hợp benzen/axetonitril (5.4).

Cảnh báo – Các aflatoxin rất dễ gây ung thư do vậy phải được bảo quản hết sức cẩn thận.


Chuẩn bị và kiểm tra dung dịch như sau:


5.14.1. Chuẩn bị dung dịch gốc và xác định nồng độ


Chuẩn bị dung dịch aflatoxin B1 trong clorofooc (5.1) hoặc trong hỗn hợp benzen/axetonitril (5.4) sao cho nồng độ vào khoảng 8 đến 10 (g/ml. Xác định phổ hấp thụ từ bước sóng 330 đến 370nm bằng quang phổ kế (6.9).


Đo độ hấp thụ (A) tại bước sóng 363 nm đối với dung dịch clorofooc hoặc tại bước sóng 348 nm đối với dung dịch hỗn hợp benzen/axetonitril.


Tính nồng độ aflatoxin B1 theo (g/ml dung dịch, theo công thức sau:


a. Đối với dung dịch clorofooc:
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b. Đối với dung dịch hỗn hợp benzen/axetonitril:
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5.14.2. Pha loãng


Tiến hành pha loãng dung dịch gốc (5.14.1), tránh ánh sáng, để đạt được dung dịch chuẩn có nồng độ aflatoxin B1 khoảng 0,1(g/ml.


Nếu bảo quản trong tủ lạnh ở 40C thì dung dịch có thể giữ trong 2 tuần.


5.14.3. Kiểm tra độ tinh khiết của dung dịch bằng phương pháp sắc ký.


Trên bản sắc ký (6.7) chấm 1 điểm 5(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 có nồng độ khoảng 8 đến 10 (g/ml (5.14.1). Chạy sắc ký như 8.5.1. Dưới ánh sáng tử ngoại, sắc đồ sẽ cho duy nhất một điểm và vùng lưu giữ không phát huỳnh quang.


5.15. Aflatoxin B1 và B2 (xem cảnh báo ở 5.14) dung dịch để kiểm tra định tính chứa khoảng 0,1(g aflatoxin B1 và B2 pha trong 1 ml clorofooc (5.1) hoặc trong 1ml dung dịch hỗn hợp benzen/axetonitril (5.4).


Nồng độ này đưa ra có tính chất tham khảo. Có thể điều chỉnh nồng độ để cả hai loại aflatoxin này có cường độ phát huỳnh quang giống nhau (xem 8.5.1).


6. Thiết bị, dụng cụ


Sử dụng các dụng cụ thông thường trong phòng thí nghiệm và các dụng cụ chuyên dùng sau đây:

6.1. Máy nghiền/trộn.


6.2. Sàng, có đường kính lỗ 1,0 mm1)

6.3. Máy lắc hoặc máy khuấy từ


6.4. Cột sắc ký, làm bằng thủy tinh (đường kính trong 22mm, dài 300mm), bình chứa dung môi 250ml có van polytetrafluoroetylen, phía dưới cột được nút bằng bông hoặc bằng sợi thủy tinh.


6.5. Thiết bị cất quay chân không, có bình cầu dung tích 500ml.

6.6. Thiết bị sắc ký lớp mỏng (TLC), theo yêu cầu để chuẩn bị các bản mỏng (6.7) và dụng cụ chấm các điểm (pipet mao quản hoặc micro xi-ranh), bình khai triển và thiết bị phun axit sunfuric (5.13) lên các bản mỏng.


6.7. Các tấm thủy tinh, cho sắc ký lớp mỏng có kích thước 200mm x 200mm được chuẩn bị như sau (với lượng làm sao đủ cho 5 bản).

Cân 30g silicagel (5.8) cho vào một bình nón, thêm 60ml nước cất, đậy nút và lắc trong 1 phút. Phun huyền phù này lên các tấm kính sao cho thu được lớp mỏng silicagel đồng nhất có độ dày 0,25mm. Để khô trong không khí sau đó bảo quản trong bình hút ẩm có chứa silicagel. Trước khi sử dụng hoạt hóa các tấm này bằng cách đặt trong tủ sấy ở 1100C trong 1 giờ.


Có thể sử dụng các tấm silicagel có sẵn, nếu chúng cho kết quả tương đương với kết quả của những tấm được chuẩn bị như đã nói ở trên.


6.8. Đèn tử ngoại bước sóng dài (360nm).


Cường độ phát ra sẽ giúp ta dễ dàng nhận ra điểm có nồng độ aflatoxin B1 tới 1,0 ng trên tấm TLC ở cách đèn một khoảng 10cm.


Cảnh báo- Đèn tử ngoại rất nguy hiểm đối với mắt, do đó phải đeo kính bảo vệ.


6.9. Quang phổ kế, có thể đo trong vùng phổ tử ngoại


6.10. Máy đo cường độ huỳnh quang (tự chọn)


6.11. Giấy lọc đã gấp rãnh


6.12. Ống nghiệm chia độ, dung tích 10,0ml và có nút bằng polyetylen


6.13. Bình nón, có nút mài dung tích 500 ml.


6.14. Pipet, dung tích 50ml


6.15. Cân


7. Lấy mẫu


Lấy mẫu thí nghiệm từ nguyên liệu, tuân theo tiêu chuẩn đối với từng loại nguyên liệu ngoại trừ việc lấy mẫu không nằm trong lĩnh vực áp dụng của tiêu chuẩn này. Nếu không có tiêu chuẩn nào phù hợp, các bên liên quan sẽ phải thỏa thuận với nhau dựa theo các đặc tính của nguyên liệu mẫu.


8. Cách tiến hành


8.1. Chuẩn bị mẫu thử


8.1.1. Nếu mẫu có hàm lượng chất béo trên 5% thì phải loại chất béo bằng dung môi ete dầu hỏa trước khi nghiền.


Trong trường hợp này các kết quả phân tích sẽ được biểu thị dưới dạng khối lượng của mẫu không loại chất béo.


8.1.2. Nghiền mẫu sao cho hoàn toàn qua được sàng (6.2). Trộn đều. (Xem ISO 6498)


8.2. Phần thử mẫu


Cân 50g mẫu với độ chính xác đến 0,01g, cho vào bình nón (6.13)


8.3. Chiết tách


Cho vào phần mẫu thử (8.2) 25g đất diatomit (5.9), 25ml nước cất và 250ml clorofooc (5.1) đong chính xác bằng ống đong. Đậy nút chặt và lắc bằng máy lắc hoặc máy khuấy từ (6.3) trong 30 phút. Lọc qua giấy lọc gấp rãnh (6.11), chú ý bỏ 10ml dịch lọc đầu, sau đó lấy ít nhất 50ml dịch lọc tiếp theo.


8.4. Làm sạch cột


8.4.1. Chuẩn bị cột


Đổ clorofooc (5.1) đến 2/3 cột sắc ký (6.4) và thêm 5g natri sunfat (5.10). Kiểm tra sao cho bề mặt natri sunfat phải thật phẳng, sau đó từ từ thêm 10g silicagel (5.7) vào mẫu phân tích. Khuấy nhẹ và cẩn thận sau mỗi lần rót silicagel để loại bỏ bọt khí. Đợi 15 phút thêm dần dần 10g natri sunfat (5.10). Mở khóa sao cho dịch lỏng chảy xuống từ từ đến khi dịch lỏng vừa ngập bề mặt lớp natri sunfat. Khóa van lại.


8.4.2. Làm sạch


Dùng pipet (6.4) chuyển 50ml dịch lọc thu được ở 8.3 vào bình nón 250ml và thêm 100ml dung dịch n-hexan (5.2). Trộn đều và chuyển một cách định lượng hỗn hợp vào cột, tráng rửa bình bằng n-hexan. Mở van và cho dung dịch chảy với lưu lượng dòng khoảng 8-12 ml/phút sao cho dung dịch ngập trên bề mặt lớp natri sunfat. Khóa van. Tiếp tục cho dung dịch chảy ra và rót 100 ml dietyl ete (5.3) vào cột. Lại mở van và cho dịch lỏng chảy qua đến khi ngập bề mặt lớp natri sunfat. Trong quá trình này phải đảm bảo không để cột bị khô.


Rửa giải bằng 150ml dung dịch hỗn hợp clorofooc/metanol (5.5) và thu toàn bộ dịch chảy ra vào bình của máy cất quay chân không dung tích 500ml (6.5). Làm bay hơi đến khô bằng máy cất quay chân không hoặc cũng có thể làm khô bằng dòng khí trơ (5.12) ở nhiệt độ dưới 500C và áp suất thấp.


Chú thích: Nếu không có máy cất quay chân không thì thêm chất làm sôi và cho bay hơi hoàn toàn đến khô trong nồi cách thủy.


Dùng clorofooc (5.1) hoặc hỗn hợp benzen/axetonitril (5.4) chuyển một cách định lượng phần cặn vào ống nghiệm 10ml có chia độ (6.12). Cho dung dịch bay hơi một lần nữa, ví dụ trong nồi cách thủy, tốt nhất là dùng dòng khí trơ (5.12) và lượng clorofooc (5.1) hoặc hỗn hợp benzen/axetonitril (5.4) tối đa là 2,0 ml.


8.5. Sắc ký lớp mỏng


8.5.1. Phương pháp A – Sắc ký lớp mỏng một chiều


8.5.1.1. Chọn dung môi


Lựa chọn dung môi (5.6.1; 5.6.2; 5.6.3; 5.6.4 hoặc 5.6.5) phải thực hiện trước khi khẳng định rằng aflatoxin B1 và B2 được tách ra hoàn toàn khi bản mỏng được chạy sắc ký, điều này phụ thuộc vào loại bản mỏng sử dụng.


Chấm 25(l dung dịch chuẩn (5.15) lên bản đã chuẩn bị sẵn (6.7) (kiểm tra từng bản cho mỗi dung môi).


Tiến hành thực hiện theo 8.5.1.2 để chạy sắc ký, cho bay hơi và chiếu đèn tử ngoại.


Với dung môi thích hợp hai điểm sẽ được phân tách rõ ràng.


8.5.1.2. Cách tiến hành


Dùng pipet mao quản hoặc micro xi-lanh chấm các thể tích dung dịch chuẩn aflatoxin B1 lên tấm TLC (6.7) và dịch chiết như sau (các điểm này cách cạnh đáy 20mm và cách nhau 20mm).


- Lấy 10, 15, 20, 30 và 40 (l dung dịch aflatoxin B1 chuẩn (5.14).


- Lấy 10(l dịch chiết ở 8.4.2 chấm chồng lên điểm 20(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14)


- Lấy 10 và 20(l dịch chiết ở 8.4.2.

Chạy sắc ký ở chỗ tối với hệ dung môi đã chọn (xem 8.5.1.1).


Lấy bản sắc ký ra khỏi bình sắc ký, để dung môi bay hơi ở chỗ tối sau đó đem kiểm tra dưới đèn tử ngoại, đặt bản sắc ký cách đèn 10cm (6.8). Các vết aflatoxin B1 sẽ cho huỳnh quang màu xanh da trời.


8.5.2. Phương pháp B – Sắc ký lớp mỏng hai chiều.


8.5.2.1. Sử dụng các dung dịch (xem hình 1)


Kẻ hai đường thẳng trên bản sắc ký (6.7) giao nhau và song song với hai cạnh bản (một đường cách cạnh 50mm, đường kia cách cạnh 60mm) để giới hạn sự di chuyển của dung môi. Dùng pipet mao quản hoặc micro xi-ranh chấm các dung dịch sau lên bản:


- Tại điểm A: 20(l dịch chiết mẫu đã được làm sạch ở 8.4.2;


- Tại điểm B: 20(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14).


- Tại điểm C: 10(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14).


- Tại điểm D: 20(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14).


- Tại điểm E: 40(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14).


Làm khô nhờ luồng không khí thổi nhẹ hoặc nhờ khí trơ (5.12). Các vết chấm thu được phải có đường kính khoảng 5mm.


8.5.2.2. Chạy sắc ký (xem hình 1)

Chạy sắc ký theo chiều I ở chỗ tối, sử dụng dung môi khai triển (5.6.3) (bình được bão hòa bằng một lớp dung môi 1cm) đến khi dung môi tiến tới đường giới hạn. Lấy bản sắc ký ra khỏi bình, để khô chỗ tối ở nhiệt độ phòng ít nhất là 15 phút.


Sau đó chạy sắc ký theo chiều II ở chỗ tối, sử dụng dung môi khai triển (5.6.1) (bình chưa bão hòa, lớp dung môi 1cm) đến khi dung môi tiến tới đường giới hạn. Lấy bản sắc ký ra khỏi bình và để khô chỗ tối ở nhiệt độ phòng.


8.5.2.3. Giải sắc phổ (xem hình 2)


Kiểm tra sắc phổ dưới đèn tử ngoại, bằng cách đặt bản mỏng cách đèn 10cm (6.8). Xác định vị trí của các điểm huỳnh quang màu xanh da trời B, C, D và E của aflatoxin B1 từ dung dịch chuẩn và kẻ hai đường thẳng mờ đi qua những điểm này tạo thành các góc ở phía phải hướng chạy sắc ký. Giao điểm P của hai đường này là điểm nghi vấn có aflatoxin B1 trong dịch chiết chấm ở điểm A (xem hình 1). Tuy nhiên, vị trí thực của aflatoxin B1 có thể nằm tại điểm Q là giao điểm của hai đường kẻ ở trên tạo với nhau một góc khoảng 1000 theo thứ tự đi qua điểm B và điểm C.

8.5.2.4. Sắc ký bổ sung.


Kẻ hai đường thẳng trên bản sắc ký khác (6.7) giao nhau và song song với hai cạnh bản như hình vẽ 1 và chấm ở điểm A, 20(l dịch chiết đã được làm sạch ở 8.4.2 và chấm chồng lên nó 20(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14). Chạy sắc ký như ở 8.5.2.2. Kiểm tra sắc phổ dưới đèn tử ngoại và xem:

- Vết aflatoxin B1 của dịch chiết và của dung dịch chuẩn phải trùng nhau;


- Huỳnh quang của vết này phải mạnh hơn quỳnh quang của vết aflatoxin B1 đã khai triển ở điểm Q của bản mỏng thứ nhất.


8.6. Xác định.

Có thể sử dụng hai phương pháp xác định bằng mắt thường hoặc bằng máy đo cường độ phát huỳnh quang.


8.6.1. Xác định bằng mắt

8.6.1.1. Phương pháp A


Xác định hàm lượng aflatoxin B1 trong dịch chiết bằng cách so sánh cường độ huỳnh quang của vết dịch chiết với cường độ huỳnh quang của vết dung dịch chuẩn. Nếu thấy cần thiết dùng phép nội suy.


Huỳnh quang của vết dịch chiết chấm chồng lên dung dịch chuẩn phải mạnh hơn huỳnh quang của vết 10(l dịch chiết và phải trùng nhau. Nếu cường độ huỳnh quang của vết 10(l dịch chiết đậm hơn cường độ huỳnh quang của vết 40(l dung dịch chuẩn thì phải pha loãng dịch chiết 10 hoặc 100 lần bằng clorofooc (5.1) hoặc bằng dung dịch hỗn hợp benzen/axetonitril (5.4) trước khi tiến hành làm lại sắc ký lớp mỏng.


8.6.1.2. Phương pháp B


Xác định hàm lượng aflatoxin B1 trong dịch chiết bằng cách so sánh cường độ huỳnh quang của vết dịch chiết với cường độ huỳnh quang của vết dung dịch chuẩn C, D và E. Nếu cần thiết dùng phép nội suy.

Nếu cường độ huỳnh quang của vết 20(l dịch chiết mạnh hơn cường độ huỳnh quang của vết 40(l dung dịch chuẩn thì phải pha loãng dịch chiết 10 hoặc 100 lần bằng clorofooc (5.1) hoặc bằng dung dịch hỗn hợp benzen/axetonitril (5.4) trước khi tiến hành làm lại sắc ký lớp mỏng.


8.6.2. Xác định bằng máy đo cường độ huỳnh quang


Đo cường độ huỳnh quang của vết aflatoxin B1 bằng máy đo cường độ huỳnh quang (6.10) tại bước sóng kích thích là 365nm và bước sóng phát xạ là 443nm.


Đối với phương pháp A, xác định hàm lượng aflatoxin B1 trên các chấm của dịch chiết bằng cách so sánh cường độ huỳnh quang của vết dịch chiết với cường độ huỳnh quang của các vết dung dịch chuẩn và đối với phương pháp B xác định hàm lượng aflatoxin B1 của vết dịch chiết bằng cách so sánh cường độ huỳnh quang của vết dịch chiết với cường độ huỳnh quang của các vết dung dịch chuẩn C, D và E.


8.7. Khẳng định sự có mặt của aflatoxin B1.

Khẳng định sự có mặt của aflatoxin B1 trong dịch chiết bằng thử nghiệm dự đoán với axit sunfuric (xem 8.7.1) và nếu kết quả của phép thử này là dương tính thì tiến hành thí nghiệm thực tế (8.7.2). Nếu kết quả phép thử với axit sunfuric là âm tính thì không cần tiến hành thí nghiệm và trong trường hợp này khẳng định không có aflatoxin B1.


8.7.1. Thử nghiệm dự đoán bằng axit sunfuric


Phun dung dịch axit sunfuric (5.13) lên bản sắc ký ở 8.5.1 hoặc ở 8.5.2. Huỳnh quang của các vết aflatoxin B1 sẽ chuyển từ màu xanh da trời sang màu vàng dưới ánh sáng tử ngoại.

8.7.2. Thí nghiệm khẳng định: Sự tạo thành aflatoxin B1 – hemiaxetal (aflatoxin B2a)


Trong trường hợp đơn giản và chỉ với những thức ăn có màu nhạt thì dùng phương pháp sắc ký lớp mỏng một chiều được mô tả ở 8.7.2.1. Trường hợp những thức ăn có màu đơn, những thức ăn hỗn hợp hoặc những thức ăn có sự nghi ngờ thì dùng phương pháp sắc ký mỏng hai chiều được mô tả ở 8.7.2.2.


8.7.2.1. Sắc ký lớp mỏng một chiều


Kẻ một đường thẳng trên bản sắc ký (6.7) để chia bản thành hai phần bằng nhau. Chấm lên mỗi phần, cách cạnh đáy 20mm và cách vạch phân chia 15mm các thể tích dung dịch chuẩn aflatoxin B1 và dịch chiết như sau:

- 25 (l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14)

- Một thể tích dịch chiết ở 8.4.2 chứa khoảng 2,5 ng aflatoxin B1.

- 25 (l dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14) và chấm chồng lên nó một thể tích dịch chiết ở 8.4.2 chứa khoảng 2,5 ng aflatoxin B1.


Chọn một trong hai phần, chấm chồng lên những điểm trước 1 đến 2(l axit trifluoroaxetic (5.11). Sấy nhẹ để làm khô các vết ở nhiệt độ phòng.


Chạy sắc ký ở chỗ tối dùng một trong các dung môi khai triển (5.6). Tiến hành lựa chọn dung môi trước khi chạy sắc ký. Hệ dung môi phải đảm bảo aflatoxin B1 – hemiaxetal (aflatoxin B2a) được tách hoàn toàn ra khỏi các chất cản trở. Dung môi chạy khoảng 120mm.


Để dung môi bay hơi ở chỗ tối, sau đó phun axit sunfuric (5.13) lên phần bản không chấm axit trifluoroaxetic. Kiểm tra bản sắc ký dưới đèn tử ngoại.


Khẳng định sự có mặt của aflatoxin B1 nếu:


a. Giá trị Rf của aflatoxin B1 của dịch chiết tương tự với giá trị Rf của aflatoxin B1 của dung dịch chuẩn;


b. Cường độ huỳnh quang của aflatoxin B1 của dung dịch chuẩn chấm chồng lên dịch chiết phải mạnh hơn cường độ huỳnh quang của aflatoxin B1 của dịch chiết.


Vì các vết huỳnh quang của dịch chiết có cùng giá trị Rf với vết huỳnh quang của aflatoxin B1 – hemiaxetal có thể dẫn đến sự nhầm lẫn qua việc đọc sắc phổ, chính vì vậy ta phải kiểm tra sự có mặt của chúng trên phần được xử lý bằng axit sunfuric.


Trong trường hợp không khẳng định được chính xác thì phải sử dụng phương pháp sắc ký lớp mỏng hai chiều (8.7.2.2).


8.7.2.2. Sắc ký lớp mỏng hai chiều (xem hình 3)


8.7.2.2.1. Chấm các dung dịch 


Kẻ hai đường thẳng trên bản sắc ký (6.7) giao nhau và song song với hai cạnh của bản (cách mỗi cạnh 60mm) để giới hạn sự di chuyển của dung môi. Dùng pipet mao quản hoặc micro xi-ranh chấm các dung dịch sau lên bản sắc ký:

- Tại điểm A: Một thể tích dịch chiết lấy từ mẫu được làm sạch ở 8.4.2 chứa khoảng 2,5ng aflatoxin B1 và một giọt (1 đến 2(l) axit trifluoroaxetic (5.11).

- Tại điểm B và C: 25(l dung dịch chuẩn aflatoxin B1(5.14) và một giọt axit trifluoroaxetic (5.11).


Làm khô bằng dòng không khí nóng ở nhiệt độ phòng.


8.7.2.2.2. Chạy sắc ký


Chạy sắc ký theo chiều I ở chỗ tối, sử dụng dung môi khai triển (5.6.2) (lớp dung môi khoảng 1cm trong bình chưa bão hòa) đến khi dung môi tiến tới đường giới hạn. Lấy bản sắc ký ra khỏi bình, để khô chỗ tối ở nhiệt độ phòng trong 5 phút.

Sau đó chạy sắc ký theo chiều II ở chỗ tối, sử dụng dung môi khai triển (5.6.1) (lớp dung môi khoảng 1cm trong bình chưa bão hòa) đến khi dung môi tiến tới đường giới hạn. Lấy bản sắc ký ra khỏi bình, để khô chỗ tối ở nhiệt độ phòng.


8.7.2.2.3. Giải sắc phổ


Kiểm tra sắc phổ dưới ánh sáng tử ngoại (6.8) ở những điểm sau:

a. Xuất hiện vết huỳnh quang màu xanh da trời của aflatoxin B1 – hemiaxetal và đôi khi vết huỳnh quang màu xanh da trời nhạt của aflatoxin B1 không phản ứng với axit trifluoroaxetic, các vết này là của dung dịch chuẩn chấm ở điểm C (di chuyển theo hướng I) và của điểm B (di chuyển theo hướng II);

b. Xuất hiện các vết tương tự như các vết mô tả ở (a) là của dịch chiết chấm ở điểm A. Vị trí của những vết này được xác định nhờ các vết của dung dịch chuẩn chấm tại điểm B và C.


8.8. Số phép xác định 


Tiến hành hai phép xác định trên cùng mẫu thử nghiệm.


9. Biểu thị kết quả 


9.1. Cách tính và công thức


9.1.1. Xác định bằng mắt


Hàm lượng aflatoxin B1 tính bằng (g/kg mẫu, được tính theo công thức:
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Trong đó:


C: Là nồng độ dung dịch chuẩn (5.14), tính bằng (g/ml (khoảng 0,1(g/ml);


m: Là khối lượng của phần mẫu thử tương ứng với thể tích dịch chiết khi tiến hành làm sạch qua cột, tính bằng gam (10,0g)


V1: Là thể tích cuối cùng của dịch chiết kể cả những lần pha loãng nếu có, tính bằng microlit;


V2 và V3: Là thể tích dịch chiết và thể tích dung dịch chuẩn aflatoxin B1 (5.14) chấm lên bản mỏng có cường độ phát huỳnh quang giống nhau, tính bằng microlit;


9.1.2. Đo bằng máy đo cường độ huỳnh quang ((g)


Hàm lượng aflatoxin B1 tính bằng (/kg mẫu, được tính theo công thức:
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Trong đó: 

m: Là khối lượng của phần mẫu thử tương ứng với thể tích dịch chiết khi tiến hành làm sạch qua cột, tính bằng gam (10,0g)


m1: Là hàm lượng aflatoxin B1 của vết chấm dịch chiết (kể cả thể tích V2), tính bằng nanogam;

V1: Là thể tích cuối cùng của dịch chiết kể cả những lần pha loãng nếu có, tính bằng microlit;


V2: Là thể tích của dịch chiết mẫu chấm lên bản mỏng (10 hoặc 20(l), tính bằng microlit;

9.2. Độ chính xác


Ba lần kiểm tra chéo, hai trong ba lần kiểm tra được tiến hành ở cấp quốc tế (Nos.1 và 2) trên thức ăn chăn nuôi hỗn hợp (phương pháp B) cho ta kết quả trong bảng dưới đây:


11 phòng thí nghiệm tham gia thử nghiệm lần 2 phân tích theo phương pháp A trên mẫu giống nhau định lượng bằng mắt hoặc bằng máy đo cường độ huỳnh quang đều cho kết quả tương tự với kết quả tiến hành theo phương pháp B.


10. Báo cáo kết quả 

Báo cáo kết quả cần ghi rõ phương pháp đã sử dụng (A hoặc B), phương pháp xác định (bằng mắt hoặc bằng máy đo cường độ huỳnh quang) và kết quả thu được. Báo cáo cũng phải đề cập chi tiết về các thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này hoặc được phép lựa chọn cùng với các chi tiết của bất kỳ yếu tố nào có thể ảnh hưởng đến kết quả.


Báo cáo phải bao gồm tất cả các thông tin cần thiết để nhận biết toàn diện về mẫu thử.


		Thông số

		Mẫu



		

		1

		2

		3



		Số phòng thí nghiệm

		23

		11

		13



		Giá trị trung bình

		162,7(g/kg

		25,4(g/kg

		13,4(g/kg



		Độ lệch chuẩn của độ lặp lại (Sr)

		16,9(g/kg

		2,7(g/kg

		1,7(g/kg



		Hệ số biến đổi của độ lặp lại

		10%

		11%

		13%



		Độ lặp lại (2,83Sr)

		47,8(g/kg

		7,6(g/kg

		4,8(g/kg



		Độ lệch chuẩn của độ tái lập do các phòng thử nghiệm khác nhau xác định (SR)

		45,2(g/kg

		6,8(g/kg

		4,0(g/kg



		Hệ số biến đổi của độ tái lập

		28%

		27%

		30%



		Độ tái lập (2,83SR)

		128,0(g/kg

		19,2(g/kg

		11,3(g/kg





Kích thước, tính bằng milimét
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Hình 1 – Chấm các dung dịch

Kích thước, tính bằng milimét
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Hình 2- Giải sắc đồ


Kích thước, tính bằng milimét
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Hình 3- Thử khẳng định

1) Các dung môi chứa trong bình có nắp kín. Khi yêu cầu dùng bình bão hòa có nghĩa là những bình này được lót giấy lọc xung quanh phía trong thành bình và làm cho trong bình bão hòa hơi dung môi.



1) Tham khảo ISO 565 Sàng thử nghiệm lưới dệt bằng sợi kim loại, tấm được đục lỗ và tấm đúc bằng điện. Kích thước danh nghĩa của lỗ.
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TCVN 4806 - 89


ISO 6495 - 1980

THỨC ĂN CHĂN NUÔI - PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CLORUA HÒA TAN TRONG NƯỚC
Animal feeding stuffs - Determination of water – Soluble chlorides content


Tiêu chuẩn này hoàn toàn phù hợp với ISO 6495 – 80, quy định phương pháp xác định hàm lượng Clorua hòa tan trong nước của thức ăn chăn nuôi, được biểu thị bằng Natri clorua.

1. Nguyên tắc


Hòa tan trong nước các clorua có trong một lượng mẫu cân. Nếu mẫu có chứa chất hữu cơ thì phải gạn lọc khỏi dung dịch. Tạo môi trường axit yếu bằng axit nitric và dung dịch chuẩn nitrat bạc để kết tủa clorua dưới dạng clorua bạc. Chuẩn độ lượng nitrat bạc dư bằng amoni thioxyanat hoặc kalithioxyanat.


2. Thuốc thử


Thuốc thử phải là loại tinh khiết phân tích nước sử dụng phải là nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương.


2.1. Axeton


2.2. n-Hexan


2.3. Axit nitric – có khối lượng riêng ở 200C là 1,38 g/ml.


2.4. Than hoạt tính đã loại clorua và không có khả năng hấp thụ clorua.


2.5. Dung dịch bão hòa amoni sắt III sunfat.


2.6. Dung dịch carre I. Hòa tan trong nước 21,9g axetat kẽm ngậm 2 nước [Zn(CH3COO)2.2H2O] cho thêm 3ml axit axetic bằng cho nước thêm đạt 100ml.

2.7. Dung dịch Carre II


Hòa tan 10.6 g kaliferoxyanua ngậm 3 phân tử nước [K4Fe(CN)6.3H2O] trong nước, và cho nước thêm đạt 100 ml.

2.8. Amonithioxyanat hay kali thioxyanat dung dịch chuẩn (NH4SCN) hay (KSCN) 0,1 mol/l.

2.9. Bạc nitrat, dung dịch chuẩn 0,1 mol/l (AgNO3)


3. Dụng cụ 


3.1. Máy lắc quay ngang có tần số quay vào khoảng 35 đến 40 lần/phút.


3.2. Bình thủy tinh định mức một vạch, dung tích 200 và 500 ml.


3.3. Pipet với dung tích thích hợp


3.4. Buret


3.5. Cân phân tích 


4. Tiến hành thử


4.1. Mẫu thử và chuẩn bị các dung dịch thử. Tùy theo bản chất của mẫu mà lấy lượng mẫu thử và chuẩn bị các dung dịch thử theo các điều 4.1.1, 4.1.2 và 4.1.3.


4.1.1. Mẫu không chứa các chất hữu cơ. Cân với độ chính xác 1 mg số lượng mẫu không quá 10g, dự đoán trọng lượng mẫu có chứa không quá 3 g clorua. Cho mẫu và 400 ml nước vào bình dung tích 500 ml để ở nhiệt độ 200C.


Trộn đều 30 phút trên máy lắc quay, đổ nước thêm đến vạch định mức, lại trộn đều rồi lọc.


4.1.2. Mẫu có chứa các chất hữu cơ (loại trừ những sản phẩm kể ở mục 4.1.3).

Cân với độ chính xác 1 mg lượng mẫu khoảng 5g thêm vào 1g than hoạt tính vào bình dung tích 500 ml. Cho thêm 400 ml nước ở 200C và 5ml dung dịch Carre I, khuấy, sau cho thêm 5 ml dung dịch Carre II. Trộn đều 30 phút trên máy lắc quay.


Đổ thêm nước cho đến vạch định mức, lắc đều và lọc.


4.1.3. Thức ăn nấu chín, khô dầu lanh và bột mì những sản phẩm chứa nhiều bột hạt lanh và các sản phẩm khác giàu chất nhày hoặc các chất keo (ví dụ tinh bột được dextrin hóa)

Tiến hành thử như điều 4.1.2, nhưng không lọc. Chắt lấy 100ml dịch lỏng phía trên cặn (nếu cần thiết thì li tâm trước khi chắt) cho vào bình 200ml. Trộn đều với axeton và đổ thêm axton đến vạch định mức, trộn đều và lọc.


4.2. Chuẩn độ

Dùng pipet lấy 25 đến 100 ml dịch lọc (tùy thuộc vào lượng clorit có trong mẫu) cho vào bình tam giác rồi tiến hành theo các mục 4.1.1, 4.1.2 hoặc 4.1.3. Lượng dịch lọc không chứa quá 150 mg clorua (Cl)

Nếu cần cho thêm nước vào sao cho thể tích không nhỏ hơn 50ml, cho thêm 5ml axit nitric, 2ml dung dịch ammoni sắt III sunfat bão hòa và 2 giọt dung dịch amonitioxianat hay kali tioxianat bằng buret, đựng đầy dung dịch đến vạch không (0), (phần còn lại của dung dịch dùng để chuẩn độ lượng bạc nitrat dư).


Dùng buret để cho dung dịch bạc nitrat đến khi vượt quá 5ml. Lắc mạnh để làm nóng tỏa (nếu cần bổ sung thêm 5ml n hexan để giúp tạo làm đông lại.


Chuẩn độ lượng bạc nitrat dư bằng dung dịch ammonitioxianat hay kali tioxianat cho đến khi xuất hiện đỏ nâu tối thiểu tồn tại 30 giây.


4.3. Mẫu trắng


Song song với việc làm mẫu thử, tiến hành mọi thủ tục phân tích với các dung dịch hóa chất như trên song không cho mẫu thử vào.


4.4. Số lần phân tích 


Tiến hành phân tích 2 lần trên cùng một mẫu thử.


5. Tính toán kết quả 

5.1. Phương pháp tính và công thức


5.1.1. Mẫu xử lý theo các điều 5.1.1 và 5.1.2.


Hàm lượng clorua hòa tan trong nước (X1) được biểu hiện bằng Natri clorua NaCl theo % khối lượng:
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5.1.2. Thức ăn nấu chín, khô dầu hạt lanh và bột mì, những sản phẩm giàu bột hạt lanh và những sản phẩm khác giàu chất nhày hoặc chất keo.


Hàm lượng clorua hòa tan trong nước (X2) được biểu hiện bằng natri clorua NaCl theo % khối lượng:
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Trong đó:

C1 – nồng độ chính xác của dung dịch bạc nitrat 


C2 – nồng độ chính xác của ammonitioxianat hay kali tioxianat


V0 – thể tính tính bằng ml dịch lọc đem phân tích


V1 – lượng bạc nitrat dùng để xác định, tính bằng ml


V1’- số ml bạc nitrat dùng để bổ sung trong mẫu trắng


V2 – số ml ammonitioxianat hay kali tioxianat dùng cho xác định mẫu


V2’ – số ml ammonitioxianat hay kali tioxianat dùng trong mẫu trắng


m – lượng mẫu đem phân tích tính bằng g


5.1.4. Thể hiện kết quả với độ chính xác

- 0,05% (m/m) với hàm lượng NaCl nhỏ hơn 1% (m/m)


- 0,1% (m/m) với hàm lượng NaCl lớn hơn hoặc bằng 1% (m/m)


5.2. Sai lệch cho phép


Sai khác kết quả của hai lần phân tích do một phân tích viên tiến hành không được vượt quá: 0,05% (giá trị tuyệt đối) với hàm lượng clorua dưới 1% (m/m).


5% (giá trị tương đối) của giá trị trung bình khi hàm lượng clorua lớn hơn 1% (m/m)


6. Biên bản phân tích 


Biên bản phân tích phải ghi rõ phương pháp sử dụng và kết quả đạt được. Cũng cần nêu rõ những điều kiện tiến hành không ghi trong tiêu chuẩn này. Cũng như những điều kiện đã lựa chọn và mọi biến đổi môi trường có thể ảnh hưởng đến kết quả phân tích.


Biên bản cũng còn bao gồm các chi tiết cần thiết về độ đồng đều của mẫu đem phân tích.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI - PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CANXI
Animal feeding stuffs – Method for determination of calcium

Tiêu chuẩn này thay thế TCVN 1526-74, quy định phương pháp xác định hàm lượng canxi. 

Tiêu chuẩn này áp dụng cho tất cả các loại thức ăn hỗn hợp và nguyên liệu dùng để chế biến thức ăn chăn nuôi.

1. Lấy mẫu thử


Tiến hành lấy mẫu và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325-86.


2. Nội dung của phương pháp


Phương pháp dựa trên sự tạo thành trong môi trường kiềm phức complexon của ion canxi với trilonB. Điểm kết thúc quá trình chuẩn độ dựa trên sự đổi màu của chỉ thị kim loại.


Phương pháp này cho phép xác định hàm lượng canxi trong giới hạn 0,1 – 2,5%.


3. Dụng cụ và hóa chất


3.1. Dụng cụ


Cân phân tích có độ chính xác không thấp hơn 0,0002g


Bình nón dung tích 250cm3

Bình định mức dung tích 100, 250, 1000 cm3.


Burét dung tích 10 cm3, có vạch chia độ 0,05 hay 0,01 cm3.


Pipét dung tích 10cm3.

Phễu lọc đường kính 10 cm

Cốc sứ dung tích 1000 cm3

Giấy lọc định lượng


3.2. Hóa chất


Tất cả các hóa chất sử dụng trong tiêu chuẩn phải có độ tinh khiết tương đương với tinh khiết phân tích (TKPT)


Nước sử dụng phải là nước cất hoặc nước có độ sạch tương đương.


Axít Clohydric đậm đặc (d = 1,19g/cm3)


Kali hyđroxyt


Trilon B (muối đi natri của axít Etylen – điamin Tefra axefie (C10H14N2Na2O8.2H2O)

Kali Clorua


Chỉ thị Fluorexon (C30H26O13N2)


Natri xitrat


Hyđroxylamin hyđroclorit 


Canxi cacbonat


Giấy chỉ thị tổng hợp, PH = 7-14


Nước cất


4. Chuẩn bị thử


4.1. Dung dịch axit HCl 10% (hay pha loãng theo tỷ lệ 1 : 3) 250cm3 axit Clohyđric đậm đặc pha loãng trong 750 cm3 nước cất.


4.2. Dung dịch KOH 20%


Hòa tan 200g Kalihyđroxyt trong cốc sứ với một lượng nước cất không nhiều, khuấy cho tan hết. Thêm nước cất cho đủ. Tổng số 800cm3. Khuấy đều, để nguội và cho vào bình bảo quản.


4.3. Chỉ thị Fluorexon

10g Kali Clorua và 0,1g chỉ thị fluorexon nghiền thật kỹ trong cối sứ. Bảo quản trong bình nút mài, ở chỗ tối và khô ráo.


4.4. Chuẩn bị dung dịch chuẩn Canxi (1mg/1cm3)


Chuyển 2,497g canxi cacbonat (đã được sấy khô đến khối lượng không đổi ở nhiệt độ 106 – 1100C vào bình định mức dung tích 1000cm3. Thêm khoảng 100cm3 nước cất và 40cm3 dung dịch HCl 10% (hay pha loãng 1:3). Lắc đều cho tan hoàn toàn và thêm nước cất đến vạch.


1 cm3 dung dịch chuẩn này chứa 1mg canxi.


4.5. Chuẩn bị dung dịch chuẩn Trilon B 0,02N


Hòa tan 3,721g Trilon B (đã được sấy khô đến khối lượng không đổi ở nhiệt độ 1300C) trong khoảng 200 cm3 nước cất. Lắc đều, thêm tiếp nước cất đến vạch định mức 1000 cm3 và lọc nếu như đục. Dung dịch được bảo quản trong bình đã tráng kỹ bằng hơi kiềm hoặc bình polyetylen, để ở chỗ tối.


Tiến hành kiểm tra nồng độ đương lượng của dung dịch Trilon B theo dung dịch chuẩn Canxi. Dùng pipet lấy 10 cm3 dung dịch canxi tiêu chuẩn (lượng canxi 1 mg/1 cm3) cho vào bình nón dung tích 250cm3. Thêm nước cất đến 100 cm3, cho thêm tiếp 5 cm3 dung dịch KOH 20% và khoảng 30mg chỉ thị Fluorexon. Lắc thật đều và tiến hành chuẩn độ bằng dung dịch Trilon B đến khi dung dịch chuyển từ màu xanh lá mạ sang màu hồng.


Nồng độ đương lượng (N) của Trilon B được tính theo công thức:
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Trong đó:


C: lượng dung dịch chuẩn canxi lấy để chuẩn độ, tính bằng mg/cm3

V: Thể tích dung dịch chuẩn canxi lấy để chuẩn độ, tính bằng cm3


V1: Thể tích dung dịch Trilon B tiêu tốn trong quá trình chuẩn độ, tính bằng cm3

20,04: Đương lượng gam của canxi, tính bằng g.


Việc kiểm tra nồng độ đương lượng của dung dịch Trilon B cũng có thể tiến hành theo dung dịch chuẩn MgSO4 0,01N (pha từ ficxanal) trong môi trường đệm amoniac, với chỉ thị Cromogenđen.


5. Tiến hành thử

5.1. Chuẩn bị dung dịch tro phân tích 


Theo TCVN 1525-86.


5.2. Xác định Canxi từ dung dịch tro.


Lấy chính xác 10 ml dung dịch tro (dung dịch 5.1) cho vào bình nón dung tích 250 cm3. Thêm nước cất đến 100cm3 và lần lượt cho thêm khoảng 30 mg natrixitrat, 30 mg hyđroxylamin hyđroclorit và 5-10 cm3 dung dịch KOH 20% (sao cho pH của dung dịch phân tích đạt 13-13,5%). Sau cùng cho thêm khoảng 30 mg chỉ thị Fluorexon. Sau mỗi lần cho thuốc thử nhớ lắc kỹ. Tiến hành chuẩn độ bằng dung dịch Trilon B đến khi dung dịch chuyển từ màu xanh lá mạ sang màu hồng.

Trong phép chuẩn độ trên có thể dùng chỉ thị Murexit thay cho fluorexon.


5.3. Với những mẫu phân tích có nồng độ canxi lớn cần phải giảm thể tích dung dịch tro (dung dịch 5.1) lấy để phân tích đến mức độ thích hợp và trong khi tính toán cần nhân kết quả với hệ số pha loãng của nó.


5.4. Song song với công việc phân tích mẫu thử cần phải thực hiện mẫu đối chứng, là mẫu chứa 100cm3 nước cất và thêm vào đó tất cả lượng thuốc thử, chỉ thị như đã tiến hành với mẫu thử.


6. Cách tính kết quả


6.1. Hàm lượng Canxi (X,%) trong thức ăn gia súc ở dạng khô không khí được tính theo công thức:
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Trong đó:


V0: Thể tích dung dịch tro ban đầu, tính bằng cm3

V1: Thể tích dung dịch chuẩn Trilon B tiêu tốn trong quá trình chuẩn độ mẫu đối chứng, tính bằng cm3.


V2: Thể tích dung dịch chuẩn Trilon B tiêu tốn trong quá trình chuẩn độ lượng dung dịch tro lấy phân tích, tính bằng cm3.


V3: Thể tích dung dịch chuẩn tro lấy để phân tích, tính bằng cm3

N: Nồng độ đương lượng của dung dịch chuẩn Trilon B


m: Khối lượng mẫu thử, tính bằng gam


100: Hệ số phần trăm


0,02004: mili đương lượng gam canxi, tính bằng g.


6.2. Kết quả cuối cùng là giá trị trung bình giữa hai lần xác định nếu như sự sai lệch cho phép giữa hai lần xác định song song đó với độ tin cậy P = 0,95 không vượt quá d = 2,8 (0,018 + 0,023X)%.
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THỨC ĂN CHĂN NUÔI - PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG TRIPTOPHAN 
Animal feeding stuffs - Methods for determination of triptophan content


1. Nguyên tắc của phương pháp 

Cắt liên kết peptit của protein bằng kiềm khi đun nóng và tách triptophan trên cột sắc ký trao đổi ion của máy phân tích axit amin. Phức tạo thành trong phản ứng với thuốc thử ninhydrin có cường độ màu tỷ lệ với hàm lượng axit amin trong dung dịch

2. Lấy mẫu 


Lấy mẫu để thử theo TCVN 4325-86


3. Dụng cụ và hóa chất 


3.1. Dụng cụ 


- Máy phân tích axit amin; 


- Máy nghiền mẫu; 


- Máy cắt mẫu thực vật; 


- Rây với đường kính lỗ 1mm theo TCVN 2230 - 77; 


- Nồi hấp;


- Tủ sấy tự ngắt có nhiệt độ 110 ± 20C;


- Cân phân tích có độ chính xác đến 0,0002 g;


- Máy đo pH; 


- Ampun thủy tinh có chỗ thắt, dung tích 20ml; 


- Bình định mức dung tích 50; 100; 1000 ml;


- Phễu lọc thủy tinh đường kính 2 - 3 cm;


- Pipét chia độ dung tích 1, 2, 5, 10 ml;

- Đũa thủy tinh;


- Giấy lọc không tro, băng xanh đường kính 6 - 8 cm.


3.2. Hóa chất 


- Bộ thuốc thử cho máy phân tích axit amin;


- Axit amin chuẩn (triptophan);


- Axit clohydric đặc (d = 1,19 g/ml), TKHH;


- Cồn etylic; 


- Natri xitrat, TKHH hay TKPT; 


- Phenol, TKPT;


- Natri hydroxit, TKHH;


- Bary hydroxit ngậm 8 phân tử nước Ba(OH)2.8H2O; TKHH;


- Natricacbonat (khan), TKHH; 


- Propanol - 2 (rượu izo propylic);


- Nước cất hay nước có độ tinh khiết tương đương. 


4. Chuẩn bị thử 


4.1. Chuẩn bị mẫu để thử 


Mẫu cỏ khô, thức ăn ủ, thức ăn xanh được cắt thành từng đoạn dài 1 - 3cm. Thức ăn củ quả được cắt thành lát mỏng có độ dày 0,8 cm. Đảo đều mẫu đã cắt trên mảnh nilon và từ những chỗ khác nhau lấy một lượng mẫu để sao cho sau khi sấy có khoảng 100 g mẫu. Sấy mẫu trong tủ sấy ở nhiệt độ 60-650C đến khối lượng không đổi (trạng thái khô không khí). Sau khi sấy, nghiền mẫu và sàng qua rây có đường kính lỗ rây 1 mm. Phần còn lại không lọt qua rây được cắt nhỏ bằng kéo hay nghiền trong cối sứ, sau đó đem trộn đều với phần đã lọt qua rây. 


Mẫu thức ăn hỗn hợp, thức ăn hạt, khô dầu, bột từ thân lá cây xanh được nghiền nhỏ không cần sấy trước và sau đó sàng qua rây.


Những mẫu đã chuẩn bị được bảo quản trong bình thủy tinh hay bình polyetylen có nút đậy kín, để ở nơi khô ráo. 


4.2. Chuẩn bị dung dịch và thuốc thử 


4.2.1. Chuẩn bị dung dịch đệm với pH = 2,2 


Hòa tan 19,6 natri xitrat trong 200 - 300 ml nước cất, thêm vào đó 16,6 ml axit clohydric đặc, 1g phenol và đưa thể tích đến 1000 ml bằng nước cất. Nồng độ ion hydro được kiểm tra trên máy đo pH và khi cần thiết, điều chỉnh pH bằng dung dịch natri hydroxit 50% hay bằng axit clohydric đặc. 


4.2.2. Chuẩn bị dung dịch natri cacbonat 10%.


Hòa tan 100 g natri cacbonat khan trong 900 ml nước cất và trộn đều.


4.3.2. Chuẩn bị dung dịch chuẩn triptophan 


Cân 125 mg triptophan với độ chính xác đến 0,0002g, hòa tan bằng dung dịch rượu izopropylic trong nước (tỷ lệ 1:9) và đưa thể tích bình định mức đến 50 ml. 1 ml dung dịch này chứa 2,5 mg triptophan. 


5. Tiến hành thử 


5.1. Thủy phân mẫu 


Cân 200 mg mẫu đã chuẩn bị theo mục 4.1 với độ chính xác đến 0,0002g, cẩn thận đổ vào đáy ampun có chỗ thắt, nhỏ thêm 2-3 giọt cồn etylic và cho vào đó 1,6 g bari hydroxit mới tán trong cối sứ. Sau đó thêm vào 5 ml nước cất. Ampun được hàn lại tại chỗ thắt trên ngọn lửa ga và đặt vào tủ sấy đã được sấy nóng trước đó có nhiệt 1100C. Tiến hành thủy phân trong 16 giờ. Kết thúc quá trình thủy phân, cẩn thận lắc đều ampun làm lạnh đến nhiệt độ phòng, sau đó đặt vào tủ lạnh trong khoảng 1,5 - 2 giờ. Lọc dịch thủy phân qua phễu thủy tinh với giấy lọc không tro. Dùng pipet hút 1ml dịch lọc cho vào ống nghiệm nhỏ và cho vào đó 1ml dung dịch natri cacbonat 10% để kết tủa ion bari còn lại. Đậy nắp ống nghiệm và bảo quản trong tủ lạnh. 

Trước khi nhỏ lên cột sắc ký cần chỉnh pH của dịch thủy phân đến 2,2 bằng cách nhỏ vào dịch thủy phân một vài giọt axit clohydric đặc đến pH bằng 2,2 và rót vào đó một lượng dung dịch đệm pH bằng 2,2 đúng bằng thể tích dịch thủy phân. Khi tính toán kết quả phải kể tới yếu tố pha loãng này. 


5.2. Tiến hành phân tích trên máy 


Đưa dịch thủy phân vào cột sắc ký của máy phân tích axit amin, để xây dựng sắc ký đồ chuẩn cần nhỏ lên cột dung dịch chuẩn triptophan với một lượng đúng bằng thể tích dịch thủy phân của mẫu thử. Việc phân tích thực hiện theo chương trình ngắn với việc sử dụng dịch đệm để tách các axit amin cơ bản theo quy trình trên máy phân tích axit amin. 


Kết quả nhận được sắc ký đồ với các píc có diện tích tỷ lệ với nồng độ axit amin. Diện tích píc (S) được tính như diện tích hình tam giác - bằng chiều cao của píc x 1/2 chiều rộng và tính hàm lượng triptophan dựa vào kết quả so sánh diện tích píc của dung dịch chuẩn triptophan với diện tích píc của mẫu phân tích. 


6. Tính toán kết quả 


6.1. Hàm lượng axit amin - triptophan (X1) biểu thị bằng g/1kg mẫu thử ở dạng khô không khí được tính theo công thức: 
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Trong đó: 


C - nồng độ triptophan trong dung dịch chuẩn, tính bằng mg/ml;


Stp - diện tích pic triptophan của mẫu phân tích, tính bằng mm2;


V - Thể tích cuối cùng của dịch thủy phân, tính bằng ml;


n - hệ số pha loãng


Ste - diện tích pic triptophan của dung dịch chuẩn, tính bằng mm2;


m - khối lượng của mẫu thử lấy để thủy phân, tính bằng mg. 


Kết quả cuối cùng là giá trị trung bình của hai lần xác định song song. Sự sai thác cho phép giữa hai lần xác định song song này ở xác suất tin cậy P =0,95 không được vượt quá 10% giá trị trung bình.


6.2. Hàm lượng triptophan (X2) biểu thị bằng gam trên 1kg vật chất khô của mẫu thử được tính theo công thức: 
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Trong đó: 


X1 - lượng triptophan trong mẫu thử ở dạng khô không khí, tính bằng g/kg;


W - độ ẩm của mẫu thử, tính bằng %.
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TCVN 4328 : 2001

THỨC ĂN CHĂN NUÔI – XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG NITƠ VÀ TÍNH HÀM LƯỢNG PROTEIN THÔ – PHƯƠNG PHÁP KJELDAHL
Aniaml feeding stuffs – Determination of nitrogen content and calculation of crude protein content – Kjeldahl method


1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định phương pháp xác định hàm lượng nitơ trong thức ăn chăn nuôi bằng phương pháp Kjeldahl, và phương pháp tính hàm lượng protein thô.

Phương pháp này không phân biệt giữa nitơ protein và nitơ phi protein. Nếu cần phải xác định hàm lượng nitơ phi protein thì có thể áp dụng phương pháp thích hợp khác.

Chú thích – Trong một số trường hợp, nitơ ở dạng nitrat và nitrit không thể thu hồi hoàn toàn bằng phương pháp này.


2. Tiêu chuẩn viện dẫn


TCVN 6952 : 2001 (ISO 6498 : 1998) Thức ăn chăn nuôi – Chuẩn bị mẫu thử.


3. Nguyên tắc


Vô cơ hóa chất hữu cơ bằng axit sunfuric với sự có mặt của chất xúc tác. Kiểm hóa sản phẩm phản ứng, sau đó đem cất và chuẩn độ lượng amoniac giải phóng ra. Tính hàm lượng nitơ. Nhân kết quả với hệ số qui ước 6,25 để có hàm lượng protein thô.


4. Thuốc thử và hóa chất

Chỉ sử dụng những thuốc thử phân tích và nước cất hoặc nước đã loại ion hoặc ít nhất nước có độ khiết tương đương.


Những thuốc thử [trừ những chất chuẩn ở (4.6)] phải không được có hợp chất nitơ.


4.1 Kali sunfat.


4.2 Chất xúc tác: dùng 4.2.1 hoặc 4.2.2.


4.2.1 Đồng (II) oxit (CuO).


4.2.2 Đồng (II) pentahydrate sunfat (CuSO4.5H2O).


4.3 Axit sunfuric: c(H2SO4) = 18 mol/l, (20(H2SO4) = 1,84 g/ml.


4.4 Sáp parafin.

4.5 Đường sacaroza.


4.6 Chất chuẩn, dùng 4.6.1 hoặc 4.6.2.


4.6.1 Acetanilit: điểm nóng chảy 1140C, hàm lượng nitơ (N) 103,6 g/kg.


4.6.2 Tryptophan: điểm nóng chảy 2820C, hàm lượng nitơ (N) 137,2 g/kg.


Trước khi sử dụng sấy khô tryptophan.


4.7 Dung dịch hydroxit natri: w(NaOH) = 33% (m/m).


4.8 Axit dùng ở bình hứng: theo 4.8.1 hoặc 4.8.2.


4.8.1 Axit sunfuric: pha loãng trong bình có dung tích chuẩn, c(H2SO4) = 0,05 mol/l hoặc c(H2SO4) = 0,125 mol/l.

4.8.2 Axit boric: ((H3BO3) = 40 g/l.


4.9 Dung dịch chuẩn độ: dùng 4.9.1 hoặc 4.9.2.


4.9.1 Hydroxit natri: pha loãng trong bình có dung tích chuẩn, c(NaOH) = 0,1 mol/l hoặc c(NaOH) = 0,25 mol/l.


4.9.2 Axit sunfuric, pha loãng trong bình có dung tích chuẩn, c(H2SO4) = 0,05 mol/l hoặc c(H2SO4) = 0,125 mol/l.


4.10 Chất chỉ thị hỗn hợp, điểm trung tính tại pH = 4,4 – 5,8.


Hòa tan 2g metyl đỏ và 1g metylen xanh trong 1000 ml etanol [w(C2H5OH) = 95% (v/v)]

4.11 Giấy quỳ.


4.12 Chất trợ sôi: đá bọt hạt, hoặc viên bi thủy tinh đường kính 5 mm đến 7 mm, hoặc tinh thể silic cacbua đã được rửa bằng axit clohydric và nước cất và được tro hóa.

5. Thiết bị, dụng cụ


Sử dụng thiết bị dùng trong phòng thí nghiệm, cụ thể những thiết bị sau:


5.1 Cân phân tích.


5.2 Thiết bị vô cơ hóa, chưng cất và chuẩn độ.


6. Lấy mẫu


Mẫu gửi đến phòng thí nghiệm phải là mẫu trung thực và có tính đại diện, không bị hư hại hoặc biến đổi thành phần trong quá trình vận chuyển và bảo quản.


Phương pháp lấy mẫu không qui định trong tiêu chuẩn này, nên lấy mẫu theo ISO 6497 [5].


Trong quá trình bảo quản mẫu, phải giảm thiểu sự hư hại và sự biến đổi thành phần của mẫu.


7. Chuẩn bị mẫu thử


Chuẩn bị mẫu thử theo TCVN 6952:2001 (ISO 6498).


8. Cách tiến hành


Chú thích – Hướng dẫn chung khi áp dụng phương pháp Kjeldahl, đề nghị xem ISO 1871 [1].


8.1 Phần mẫu thử


Cân mẫu thử, chính xác đến 1mg, tùy thuộc vào hàm lượng nitơ sao cho phần mẫu thử chứa khoảng 0,005g đến 0,2 g nitơ, tốt nhất là trên 0,02g nitơ.


Chú thích 1 – Khối lượng phần mẫu thử khô và đồng nhất nằm trong khoảng 0,5g đến 2,0g. Khối lượng phần mẫu thử ướt và/hoặc không đồng nhất nằm trong khoảng 2,5g đến 5,0g.

8.2 Xác định 


Cảnh báo – Những thao tác dưới đây phải được thực hiện trong tủ hốt có hệ thống thông gió tốt hoặc trong tủ hốt chịu được axit sunfuric.


8.2.1 Vô cơ hóa chất hữu cơ


Chuyển phần mẫu thử vào bình Kjeldahl có dung tích phù hợp (thường là 800 ml).

Thêm 15g kali sunfat (4.1).

Thêm một lượng chất xúc tác phù hợp gồm: 0,3g đồng (II) oxit (4.2.1) hoặc 0,9 g đến 1,2g đồng (II) pentahydrat sunfat (4.2.2).


Thêm 25 ml axit sunfuric (4.3) đối với gam chất khô đầu tiên của mẫu thử và thêm 6 ml đến 12 ml cho mỗi gam chất khô tiếp theo. Trộn đều, đảm bảo đã làm ướt toàn bộ phần mẫu thử.


Đặt bình Kjeldahl nghiêng một góc 300 – 450, giữ bình ở vị trí này trong suốt quá trình vô cơ hóa mẫu.

Đầu tiên đun nhẹ để tránh bọt trào lên cổ bình hoặc trào ra ngoài.


Chú thích:


1. Có thể thêm chất chống tạo bọt như sáp parafin (4.4).


2. Sử dụng bộ thiết bị thích hợp để đảm bảo hỗn hợp vô cơ hóa được xử lý nhiệt tốt.


Đun sôi nhẹ và thỉnh thoảng lắc đến khi toàn bộ hỗn hợp bị cacbon hóa và hết bọt. Sau đó tiếp tục đun đến khi chất lỏng sôi đều.

Chú thích 3 – Nếu thấy axit sôi ngưng tụ ở phía giữa cổ bình Kjeldahl có nghĩa là quá trình vô cơ hóa đã hoàn tất.


Tránh để thành bình không tiếp xúc với dịch lỏng bị quá nóng


Chú thích 4 – Nếu dùng ngọn lửa thường, có thể tránh hiện tượng quá nhiệt bằng cách đặt bình trên lưới làm bằng vật liệu chịu nhiệt có đường kính lỗ lưới hơi nhỏ hơn đường kính phần chất lỏng ở trong bình.


Sau khi chất lỏng trong bình trong và có mầu xanh da trời nhạt, tiếp tục đun thêm 2 giờ.


Để nguội. Nếu quá trình vô cơ hóa thấy xuất hiện cặn rắn thì cho một ít nước rồi lắc đều.


8.2.2 Chưng cất amoniac


8.2.2.1 Cho từ từ 250 ml đến 350 ml nước để hòa tan hoàn toàn sunfat. Nếu cần hòa tan dễ dàng hơn, làm nóng bình trong nước ấm. Lắc đều và để nguội.


Thêm chất trợ sôi (4.12).


Chú thích – Đối với một số mẫu đặc biệt, sunfat có thể không hòa tan hoàn toàn trong nước. Trong trường hợp này phải lặp lại quá trình vô cơ hóa với lượng kali sunfat nhỏ hơn (4.1).


8.2.2.2 Dùng pipet hút 25 ml axit sunfuric (4.8.1) cho vào bình hứng của thiết bị cất, có nồng độ axit chọn phụ thuộc vào lượng nitơ của phần mẫu thử. Thêm 100 ml đến 150 ml nước. Thêm vài giọt chất chỉ thị hỗn hợp (4.10). Làm tiếp theo 8.2.2.4.


8.2.2.3 Cách khác, cho vào bình hứng 100 ml đến 250 ml axit boric (4.8.2). Thêm vài giọt chất chỉ thị hỗn hợp (4.10).

Chú thích – Đồng thời với việc chuẩn độ amoniac (xem 8.2.3.2) khi cất điều này giúp cho việc xác định thời điểm kết thúc quá trình cất được dễ dàng.


8.2.2.4 Nhúng đầu ra của phần ngưng tụ trong chất lỏng của bình hứng sâu ít nhất 1 cm.


Rót từ từ 100 ml dung dịch hydroxit natri (4.7) theo thành bình vào bình chưng cất.


Lắp ngay bình vào bộ cất.


Đun bình cất sao cho trong 30 phút thu được khoảng 150 ml dịch cất. Khi gần kết thúc thời gian cất, dùng giấy quỳ (4.11) kiểm tra độ pH của dịch cất ở đầu ống ngưng bằng giấy quỳ. Nếu phản ứng vẫn kiềm, tiếp tục cất.

Chú ý – Lấy bình ngưng ra khỏi chất lỏng ngay trước khi kết thúc quá trình cất để tránh hiện tượng sục ngược trở lại của dịch cất.


Nếu dùng axit sunfuric trong quá trình cất, thì dung dịch trong bình hứng sẽ chuyển sang môi trường kiềm, do vậy nên có sự điều chỉnh thích hợp khi bắt đầu xác định.


8.2.3 Chuẩn độ


Chú thích – Nên dùng máy đo pH để xác định bước nhảy trong chuẩn độ tự động. Hoặc xác định bước nhảy căn cứ vào sự chuyển mầu của chỉ thị hỗn hợp (4.10) thêm vào ở 8.2.2.

8.2.3.1 Nếu dùng axit sunfuric ở bình hứng, chuẩn độ lượng axit sunfuric dư bằng dung dịch hydroxit natri (4.9.1), nồng độ c(NaOH) = 0,1 mol/l hoặc c(NaOH) = 0,25 mol/l, đến khi máy đo pH chỉ ra bước nhảy của phản ứng hoặc đến khi xuất hiện sự thay đổi mầu từ tím sang xanh lá cây.


8.2.3.2 Nếu dùng axit boric ở bình hứng, chuẩn độ amoniac bằng axit sunfuric (4.9.2) nồng độ c(H2SO4) = 0,05 mol/l hoặc c(H2SO4) = 0,125 mol/l, đến khi máy đo pH chỉ ra bước nhảy của phản ứng hoặc đến khi xuất hiện sự thay đổi mầu từ xanh lá cây sang tím.


Nếu chuẩn độ không tiến hành được đồng thời (xem chú thích ở 8.2.2.3), thì nên chuẩn độ ngay sau khi quá trình cất hoàn thành và đảm bảo nhiệt độ dịch cất không vượt quá 250C. Ở điều kiện này sẽ tránh được sự tổn thất amoniac.

8.3 Mẫu trắng


Dùng 1g đường sacaroza (4.5) thay thế phần mẫu thử để làm mẫu trắng.


8.4 Phép thử kiểm tra

Tiến hành phép thử kiểm tra bằng cách xác định lượng nitơ trong acetanilit (4.6.1) hoặc tryptophan (4.6.2) sau khi đã thêm 1g sacaroza (4.5).


Việc chọn chất dùng cho phép thử kiểm tra phải tương đương với khả năng vô cơ hóa của mẫu phân tích. Acetanilit dễ bị thủy phân trong khi đó tryptophan khó bị thủy phân hơn.


Thu hồi nitơ từ acetanilit hoặc từ tryptophan ít nhất phải là 99,5% đối với acetanilit hoặc 99,0% đối với tryptophan.


Sự khác nhau tối đa giữa các lần xác định được tiến hành đồng thời không được vượt quá 3 gam trên kilôgam hàm lượng chất khô.


9. Tính toán và biểu thị kết quả 


9.1 Tính hàm lượng nitơ

9.1.1 Trường hợp thu dịch chưng cất trong axit sunfuric


Khi thể tích axit sunfuric sử dụng để thu hồi amoniac trong mẫu thử xác định ở (8.2) và trong mẫu thử ở (8.3) là như nhau, hàm lượng nitơ của mẫu thử được xác định theo công thức dưới đây:
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trong đó


WN1 là lượng nitơ của mẫu thử, tính bằng gam trên kilôgam;

V0 là thể tích dung dịch hydroxit natri (4.9.1) dùng cho mẫu trắng, tính bằng mililit;

V1 là thể tích dung dịch hydroxit natri (4.9.1) dùng cho mẫu thử, tính bằng mililit;


c1 là nồng độ dung dịch hydroxit natri (4.9.1) dùng để chuẩn độ, tính bằng mol trên lít;


M là khối lượng phân tử gam của nitơ, (M=14g/mol) tính bằng gam trên mol;


m là khối lượng phần mẫu thử, tính bằng gam.


Báo cáo kết quả chính xác đến 0,01 g/kg.


9.1.2 Trường hợp thu dịch cất trong axit boric


Hàm lượng nitơ của mẫu thử được tính theo công thức:
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trong đó


WN2 là lượng nitơ của mẫu thử, tính bằng gam trên kilôgam;

V2 là thể tích axit sunfuric (4.9.2) dùng cho mẫu trắng, tính bằng mililit;


V3 là thể tích axit sunfuric (4.9.2) dùng cho mẫu thử, tính bằng mililit;


c2 là nồng độ axit sunfuric (4.9.2) dùng để chuẩn độ, tính bằng mol trên lít;


M là khối lượng phân tử gam của nitơ, (M=14g/mol) tính bằng gam trên mol;


m là khối lượng phần mẫu thử, tính bằng gam.


Báo cáo kết quả chính xác đến 0,01 g/kg.


9.2 Tính hàm lượng protein thô

Hàm lượng protein thô của mẫu thử được tính theo công thức:

WP = 6,25 WN

Trong đó

WP là hàm lượng protein thô của mẫu thử, tính bằng gam trên kilogam;


WN là hàm lượng nitơ của mẫu thử (WN1 hoặc WN2), tính bằng gam trên kilogam.

Báo cáo kết quả chính xác đến 1g/kg.


10. Độ chụm


10.1 Thử nghiệm liên phòng thí nghiệm


Những chi tiết của thử nghiệm liên phòng thí nghiệm về độ chụm của phương pháp được tóm tắt trong phụ lục A. Những giá trị này không áp dụng với những dải nồng độ và các thành phân khác với những dải nồng độ và thành phần đã cho.


10.2 Độ lặp lại

Sự chênh lệch tuyệt đối giữa hai kết quả thử nghiệm đơn, do cùng một kiểm nghiệm viên thực hiện khi áp dụng cùng một phương pháp, cùng thiết bị kiểm tra, cùng một phòng thí nghiệm ở một khoảng thời gian ngắn, sẽ không có trên 5% các trường hợp vượt quá giới hạn lặp lại (r), được tính theo công thức sau:
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Trong đó

r là giới hạn lặp lại, tính bằng gam trên kilôgam;
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 là giá trị trung bình của hai kết quả xác định lượng protein thô, tính bằng gam trên kilôgam.


10.3 Độ tái lập


Sự chênh lệch tuyệt đối giữa hai kết quả thử nghiệm đơn trên cùng một phương pháp, đối với cùng mẫu kiểm tra nhưng do các kỹ thuật viên khác nhau tiến hành trên những thiết bị khác nhau ở các phòng thử nghiệm khác nhau sẽ không có trên 5% các trường hợp vượt quá giới hạn tái lập R được tính theo công thức sau:
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Trong đó


R là giới hạn tái lặp, tính bằng gam trên kilôgam;
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 là giá trị trung bình của hai kết quả xác định lượng protein thô, tính bằng gam trên kilôgam.


11. Báo cáo thử nghiệm


Báo cáo thử nghiệm phải thể hiện:

- tất cả những thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu;


- phương pháp lấy mẫu, nếu biết;


- phương pháp thử đã áp dụng;


- kết quả thử hoặc về hàm lượng nitơ hoặc về lượng protein thô cùng với hệ số chuyển đổi (ví dụ 6,25);


- nếu đã kiểm tra độ lặp lại, đưa ra kết quả nhận xét cuối cùng;


- các thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này hoặc những điều được coi là tự chọn cùng với các chi tiết của bất kỳ yếu tố nào có thể ảnh hưởng đến kết quả;


PHỤ LỤC A

(tham khảo)


KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM LIÊN PHÒNG THÍ NGHIỆM

ISO/TC 34/SC 10 đã tổ chức một cuộc thử nghiệm liên phòng thí nghiệm về Thức ăn chăn nuôi vào năm 1987 theo ISO 5725 : 1986 [2]. Kết quả phân tích thống kê cuối cùng thực hiện theo TCVN 6910-2: 2001 (ISO 5725-2) [4]. Có 25 phòng thí nghiệm tham gia. Các mẫu thí nghiệm gồm thức ăn có chứa gluten ngô, bột cá, thức ăn đậm đặc (2 loại), premix và nấm men.

Bảng A.1 – Kết quả thống kê của thử nghiệm liên phòng thí nghiệm


		Thông số

		Mẫu 1)



		

		1

		2

		3

		4

		5

		6

		7



		Số phòng thí nghiệm được chọn *)

		25

		25

		25

		25

		25

		25

		25



		Hàm lượng protein thô trung bình, g/kg2)

		704

		810

		456

		29,8

		394

		474

		252



		Độ lệch chuẩn lặp lại (sr), g/kg

		4,6

		4,5

		3,2

		0,85

		2,9

		2,3

		3,2



		Độ lệch chuẩn tương đối lặp lại, %

		0,65

		0,55

		0,71

		2,85

		0,75

		0,50

		1,26



		Giới hạn lặp lại (r) [r=2,8 x sr], g/kg

		12,88

		12,60

		8,96

		2,38

		8,12

		6,44

		8,96



		Độ lệch chuẩn tái lập (sR), g/kg

		10,6

		12,9

		12,5

		4,3

		12,4

		10,3

		8,2



		Độ lệch chuẩn tương đối tái lập, %

		1,51

		1,59

		2,75

		14,5

		3,16

		2,17

		3,24



		Giới hạn tái lập (R) [R = 2,8 x sR], g/kg

		29,68

		36,12

		35,00

		12,04

		34,72

		28,84

		22,96



		1) Mẫu 1: bột cá;


Mẫu 2: thức ăn chứa gluten ngô;


Mẫu 3: nấm men;


Mẫu 4: premix


Mẫu 5: thức ăn chăn nuôi đậm đặc;


Mẫu 6: thức ăn chăn nuôi đậm đặc;


Mẫu 7: thức ăn hỗn hợp (giai đoạn kết thúc).


2) Dựa trên chất khô.


*) Số phòng thử nghiệm được chọn, không tính phòng thử nghiệm đã bị loại.
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TCVN 4329 - 1993

THỨC ĂN CHĂN NUÔI - PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG XƠ THÔ
Animal feeding stuffs - Methods for determination of crude fibre content 

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng xơ thô, áp dụng cho tất cả các loại thức ăn hỗn hợp và nguyên liệu dùng để chế biến thức ăn chăn nuôi có hàm lượng xơ thô lớn hơn 1%. Thức ăn hỗn hợp và nguyên liệu có hàm lượng xơ thô nhỏ hơn 1%, thì áp dụng TCVN 4998-89 (ISO 6541-1981). 


1. Lấy mẫu thử 


Tiến hành lấy và chuẩn bị mẫu theo TCVN 4325-86. 


2. Nội dung của phương pháp 


Dùng dung dịch axit và kiềm với nồng độ nhất định thủy phân và tách khỏi mẫu thử các chất bột đường, protit, dầu mỡ, một phần hemixeluloza và lignin còn lại gọi là xơ thô. 


3. Dụng cụ hóa chất 


3.1. Dụng cụ   

- Cân phân tích với độ chính xác 0,0002g; 


- Lò nung có điều chỉnh nhiệt độ 550 ± 250C; 


- Tủ sấy có điều chỉnh nhiệt độ ± 20C;


- Máy hút chân không;


- Bếp điện;


- Bình hút ẩm; 


- Bình ngưng lạnh;


- Cốc đốt dung tích 450 - 500ml;


- Phễu lọc Dơrangdi; 

- Bình bunden dung tích 2 - 3 l;


- Chén lọc bằng sứ có nắp;


- Bình định mức dung tích 1000ml; 


- Bông amian; 


- Đũa thủy tinh ở đầu có bịt cao su; 


3.2. Hóa chất


- Axit sunfuric dung dịch 1,25%, hòa 7ml axit sunfuric có tỷ trọng 1,84g/ml vào nước cất, sau khi để nguội thêm nước cất đến 1l; 

- Kali hydroxit dung dịch 2,5% hòa 25g kali hydroxit trong nước cất đến 1l; 


- Cồn etanol 96%; 


- Ete petrol. 


4. Tiến hành thử 


4.1. Cân từ 1,5 đến 2g với độ chính xác 0,001g mẫu thức ăn ở dạng khô không khí đã được nghiền nhỏ và cho vào cốc đốt dung tích 450 - 500 ml có vạch ở mức 200ml. Nếu thức ăn có hàm lượng chất béo lớn hơn 10% thì cần phải chiết chất béo trước khi xác định xơ thô (xem phụ lục). 

4.2. Rót vào cốc 200ml axit sunfuric 1,25% đã được đun nóng 70-800C, dùng đũa thủy tinh khuấy đều đậy cốc bằng bình ngưng lạnh. Đặt cốc trên bếp và đun bếp đến sôi thật nhanh (trong khoảng 2 phút) tiếp tục đun sôi nhẹ trong 30 ± 1 phút. Trong quá trình đun dùng đũa thủy tinh khuấy đều để những hạt thức ăn không bám vào thành cốc. Mực nước trong cốc luôn giữ ở vạch 200ml, nếu cạn phải thêm nước cất nóng.   


4.3. Sau khi thủy phân bằng axit, để lắng và lọc dịch còn đang nóng qua phễu Dơrangdi với giấy lọc, nếu hàm lượng xơ lớn hơn 3% thì có thể dùng phễu thủy tinh có bịt vải nilông với lỗ thưa không quá 0,1 mm để hút lọc bằng trang bị hút chân không vào bình Bunden. 


Dùng bình tia đựng nước cất nóng rửa cặn bám ở vải lọc, giấy lọc, thành cốc xuống cốc, thêm nước cất nóng vào cốc cho đến vạch mức, để lắng và tiếp tục hút rửa những chất không hòa tan cho đến khi nước lọc đạt trung tính khi thử bằng giấy quỳ. 

4.4. Cho vào cốc 100ml dung dịch kali hydroxit 2,5% thêm nước cất nóng đến vạch 200ml lắp bình ngưng lạnh. Đặt cốc lên bếp và đun sôi đều dung dịch trong 30 ± 1 phút kể từ khi bắt đầu sôi. 


Hút lọc và rửa cặn xơ trong cốc như ở mục 4.3.


4.5. Chuyển toàn bộ dịch và cặn từ cốc sang chén lọc sứ ở đáy có lót khoảng 2g amian đã được sấy khô và xác định khối lượng. 

Amian trước khi sử dụng phải qua xử lý đun sôi trong 30 phút trong dung dịch axit sunfuric 1,25% rửa sạch, đun sôi 30 phút trong dung dịch kali hydroxit 1,25%, rửa sạch, sấy khô và nung ở nhiệt độ 5500C trong thời gian 2 giờ.


Dùng nước cất nóng rửa sạch mẫu trong chén lọc sau đây lần lượt dùng 15 ml etanola 96% và 15 ml ete để rửa mẫu. 


4.6. Sấy chén lọc cùng với mẫu ở nhiệt độ 1050C để nguội trong bình hút ẩm và cân xác định khối lượng. Lặp lại quá trình sấy và cân cho đến khi chênh lệch giữa 2 lần cân liên tiếp không quá 1mg. 


Nung chén lọc cùng với mẫu ở nhiệt độ 550 ± 250C trong thời gian 2 giờ để nguội trong bình hút ẩm và cân xác định khối lượng. 


5. Cách tính kết quả 


5.1. Hàm lượng xơ thô (X) trong mẫu thức ăn tính bằng phần trăm theo công thức sau:
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trong đó:


m - khối lượng xơ thô trong mẫu tính bằng g, bằng khối lượng chén lọc với mẫu trước khi nung trừ khối lượng chén lọc với mẫu sau khi nung; 


m1 - khối lượng mẫu thử tính bằng g; 


Kết quả cuối cùng là trung bình của kết quả hai lần phân tích song song, nếu như sai khác giữa hai lần phân tích không quá:


0,4 (tuyệt đối) khi xơ thô trong mẫu thấp hơn 10%; 


4% (tương đối so với số trung bình) nếu hàm lượng xơ thô trong mẫu lớn hơn 10%.

PHỤ LỤC A 

PHƯƠNG PHÁP CHIẾT XUẤT CHẤT BÉO 

Nếu thức ăn hỗn hợp và nguyên liệu có hàm lượng chất béo lớn hơn 10% trước khi xác định xơ thô cần phải chiết xuất chất béo theo các phương pháp sau:

Phương pháp 1: Tiến hành ngâm rửa, một hoặc nhiều lần mẫu thử trong bình bằng một trong các dung môi hòa tan chất béo như n-hexan, ete petrole có nhiệt độ sôi từ 40 - 600C, ete etylic hoặc hỗn hợp của các loại dung môi thích hợp (cồn etylic - benzen, clorofoc - metanol) để chiết xuất chất béo. Sau đó laọi bỏ dung môi bằng cách gạn chắt, chú ý sao cho không bị lọt mất mẫu. Rửa và làm khô bình có chứa mẫu đã khử chất béo để loại bỏ nốt phần dung môi còn sót lại. 


Phương pháp 2: Tiến hành chiết xuất liên tục mẫu thử từ 1 đến 2 giờ bằng một trong các dung môi đã nêu ở phương pháp 1 trong thiết bị chiết xuất thích hợp. 


Phương pháp 3: Tiến hành chiết xuất một lượng xác định của mẫu thử mà thực tế lớn hơn so với khối lượng cần thiết. Sau đó làm khô phần mẫu đã khử chất béo này và lấy ra một phần nhỏ tương ứng với khối lượng mẫu cân để xác định hàm lượng xơ thô. Khi tính toán kết quả cần tính đến phần trăm chất béo đã chiết xuất và hàm lượng nước đã khử.
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THỨC ĂN HỖN HỢP CHO LỢN
Compound feed for pig

Soát xét lần 2


TCVN 1547-1994 thay thế TCVN 1547-86

Tiêu chuẩn này áp dụng cho thức ăn chăn nuôi hỗn hợp dùng cho các loại lợn nội, lợn lai và lợn ngoại.


Thức ăn hỗn hợp cho lợn là thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh, đã được cân đối các chất dinh dưỡng chính (năng lượng trao đổi, protein thô, axit amin, canxi, photpho …) theo nhu cầu của từng loại lợn.


1. Phân loại


Thức ăn hỗn hợp cho lợn được chia làm các loại sau:


- Thức ăn hỗn hợp cho lợn từ 10-20kg (nội, lai, ngoại)


- Thức ăn hỗn hợp cho lợn từ 20-50kg (nội, lai, ngoại)


- Thức ăn hỗn hợp cho lợn từ 50-90kg (nội, lai, ngoại)


- Thức ăn hỗn hợp cho lợn nái (chửa, tiết sữa)


- Thức ăn hỗn hợp cho lợn đực giống (đang trưởng thành, đã trưởng thành)


2. Yêu cầu kỹ thuật 

Thức ăn hỗn hợp cho lợn có các chỉ tiêu chất lượng được quy định trong bảng 1

Bảng 1

		Thức ăn

		Lợn con (10-20kg)

		Lợn choai (20-50kg)

		Lợn vỗ béo (50-90kg)

		Lợn nái

		Lợn đực giống



		Loại lợn


Các chỉ tiêu 

		Nội

		Lai

		Ngoại

		Nội

		Ngoại

		Nội

		Lai

		Ngoại

		Chửa

		Tiết sữa

		Đang trưởng thành

		Đã trưởng thành



		1. Hình dáng bên ngoài, màu sắc mùi vị

		Thức ăn bột, có màu sắc và mùi vị đặc trưng của nguyên liệu phối chế, không có mùi men mốc, hôi thối và mùi lạ khác



		2. Độ ẩm % khối lượng, không lớn hơn

		14



		3. Phần còn lại trên mắt sàng có đường kính lỗ 2 mm, % khối lượng không lớn hơn

		6

		10



		4. Năng lượng trao đổi kilocalo, không nhỏ hơn

		3000

		3200

		3200

		2800

		2900

		3000

		2800

		2900

		3000

		2800

		3000

		3000

		3000



		5. Hàm lượng protein thô, tính theo %, không nhỏ hơn

		15

		17

		19

		12

		15

		17

		10

		12

		14

		14

		16

		17

		15



		6. Hàm lượng xơ thô, tính theo %, không lớn hơn

		5

		5

		5

		7

		6

		6

		8

		7

		7

		8

		8

		7

		7



		7. Hàm lượng canxi tính theo %, không lớn hơn

		0,6

		0,7

		0,8

		0,5

		0,6

		0,7

		0,3

		0,4

		0,5

		0,6

		0,7

		0,7

		0,7



		8. Hàm lượng photpho, tính theo %, không lớn hơn

		0,4

		0,5

		0,6

		0,35

		0,4

		0,5

		0,25

		0,3

		0,35

		0,4

		0,5

		0,5

		0,5



		9. Hàm lượng natri clorua tính theo %, không lớn hơn

		0,5



		10. Hàm lượng lyzin, tính theo %, không nhỏ hơn

		0,9

		1

		1,1

		0,6

		0,7

		0,8

		0,5

		0,6

		0,7

		0,6

		0,8

		1,0

		0,8



		11. Hàm lượng methionin, tính theo %, không nhỏ hơn

		0,4

		0,5

		0,6

		0,3

		0,4

		0,5

		0,2

		0,3

		0,4

		0,35

		0,4

		0,5

		0,4



		12. Cát sạn (tro không hòa trong axit clohydric) tính theo %, không lớn hơn

		1

		2



		13. Vật ngoại lai sắc cạnh 

		Không được phép



		14. Sâu bọ sống trong 1 kg thức ăn tính theo số con, không lớn hơn

		15

		20



		15. Vi khuẩn gây bệnh nguy hiểm nấm men, mốc độc hại

		Theo quy định hiện hành



		16. Chất độc hại

		Theo quy định hiện hành





3. Phương pháp thử

3.1. Phương pháp lấy mẫu theo TCVN 4325-86


3.2. Phương pháp xác định các chỉ tiêu chất lượng


- Hình dáng, màu sắc, mùi vị theo TCVN 1532-1993;


- Độ ẩm theo TCVN 4326-86;


- Mức độ nghiền thô theo TCVN 1535-1993;


- Hàm lượng protein thô theo TCVN 4328-86;


- Hàm lượng xơ thô theo TCVN 4329-1993;


- Hàm lượng canxi theo TCVN 1526-86;


- Hàm lượng photpho theo TCVN 1525-86;


- Hàm lượng natri clorua theo TCVN 4330-86;


- Hàm lượng lyzin theo TCVN 5281-90;


- Hàm lượng methiomin theo TCVN 5282 -90;


- Hàm lượng cát sạn theo TCVN 4327-1993;


- Tạp chất sắt theo TCVN 1537-74;


- Hàm lượng nấm mốc men theo TCVN 4332-1993;


- Độ nhiễm côn trùng theo TCVN 1540-86;


- Năng lượng trao đổi: Theo phương pháp của Bộ Nông nghiệp và Công nghiệp thực phẩm;


- Vi khuẩn gây bệnh và chất độc hại theo phương pháp của Bộ Nông nghiệp và Công nghiệp thực phẩm.


4. Bao gói, ghi nhãn, vận chuyển và bảo quản


4.1. Thức ăn hỗn hợp cho lợn được đóng trong bao đay, bao PE hoặc bao giấy 3 lớp. Bao đựng thức ăn phải bền sạch, không rách, được tẩy trùng.


4.2. Trên mỗi bao thức ăn có đính nhãn làm bằng giấy bền được ghi theo nội dung sau:


- Tên và địa chỉ của nơi sản xuất;


- Tên sản phẩm;


- Ngày sản xuất;


- Thời hạn bảo quản;


- Khối lượng tịnh;


- Thành phần dinh dưỡng (năng lượng trao đổi, hàm lượng protein thô, canxi, photpho …)


Cách bảo quản


4.3. Thời gian sử dụng tốt nhất không quá 20 ngày kể từ ngày sản xuất xong


4.4. Thức ăn được bảo quản trong kho, nơi cao ráo thoáng mát, đã được tẩy trùng sạch, cách xa nơi chăn nuôi.


4.5. Phương tiện chuyên chở phải bảo đảm các yêu cầu vệ sinh thú y. Khi đi qua vùng có dịch bệnh gia súc phải được phép và chịu sự hướng dẫn của cơ quan thú y có thẩm quyền.
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THỨC ĂN HỖN HỢP CHO GIA SÚC
Phương pháp xác định hàm lượng tạp chất sắt

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng tạp chất sắt có trong thức ăn áp dụng cho tất cả các loại thức ăn hỗn hợp cho gia súc.


1. Lấy mẫu


Tiến hành lấy mẫu thức ăn hỗn hợp theo TCVN 1531-74.


2. Phương pháp thử


2.1. Nội dung


Dùng nam châm vĩnh cửu hình móng ngựa có sức hút trên 12kg để xác định tạp chất sắt có trong thức ăn.


2.2. Dụng cụ:


Nam châm hình móng ngựa sức hút trên 12kg.


Sàng có lỗ đường kính 2mm


Cân phân tích có độ chính xác đến 0,0002g 


Mặt kính đồng hồ


2.3. Tiến hành thử.


2.3.1. Rải 1 kg thức ăn lên một mặt kính thành một lớp phẳng dày 0,5 cm, sau đó, dùng cực nam châm đưa từ từ dọc ngang trên mặt lớp mẫu sao cho cực nam châm không chạm sát vào thức ăn và đưa qua toàn bộ mặt phẳng mẫu.


Từng thời gian định kỳ, gạt kim loại bám vào cực nam châm lên mặt kính đồng hồ.


Lặp lại quá trình hút tạp chất kim loại 3 lần. Trước mỗi lần hút phải trộn đều mẫu thức ăn và dàn mỏng như đã nói ở trên.


Đem cân phần tạp chất kim loại đã gộp chung lại, khối lượng thu được tính bằng mg trên 1kg thức ăn hỗn hợp.


2.3.2. Đối với thức ăn hỗn hợp ở dạng đóng viên đóng bánh. Đem nghiền mẫu và sàng trên sàng có lỗ đường kính 2mm cho đến khi phần còn lại trên sàng không quá 5%.


Sau đó tiến hành tiếp như điều 2.3.1.



_1353847331.doc
TCVN 4805 - 89


ISO 5061 - 1983

THỨC ĂN CHĂN NUÔI - PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH VỎ HẠT THẦU DẦU BẰNG KÍNH HIỂN VI
Animal feeding stuffs - Determination of castor oil seed husks microscopical method

Tiêu chuẩn này hoàn toàn phù hợp với ISO 5061-83, qui định phương pháp xác định trực tiếp vỏ hạt thầu dầu (Ricinus communis) trong thức ăn hỗn hợp cho chăn nuôi và khô dầu thầu dầu).

Giới hạn phát hiện là 5mg/kg.


1. Nguyên tắc


Đun sôi mẫu theo thứ tự với dung dịch axit nitric và dung dịch natri hydroxit. Rửa và tách cặn bằng chất lọc sấy khô, dùng kính hiển vi để phát hiện những mảnh vỏ hạt thầu dầu và cân.

2. Thuốc thử và dụng cụ

2.1. Thuốc thử


Thuốc thử sử dụng phải là loại tinh khiết phân tích. Nước sử dụng phải là nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương 

2.1.1. Axit nitric dung dịch 10% (V/V)


2.1.2. Dung dịch natri hydroxit 25g/l


2.2. Dụng cụ


2.2.1. Kính hiển vi hai thị kính có độ phóng đại 10 saaysVV.


2.2.2. Kính hiển vi và những phụ tùng.


2.2.3. Tủ sấy, có nhiệt độ khống chế 103 ± 20C.


2.2.4. Màng lọc nylon có đường kính lỗ 100(m chịu được axit loãng và kiềm loãng.


2.2.5. Rây có đường kính lỗ 3mm.


2.2.6. Cốc sứ có dung tích 1000 đến 2000 ml.


2.2.7. Ống đong dung tích tối thiểu 1000 ml.


2.2.8. Hộp sấy (đĩa) có kích thước 140mm x 80mm.


2.2.9. Bình hút ẩm.


2.2.10. Cân phân tích.


3. Lấy mẫu: Theo TCVN 4325-86

4. Tiến hành thử


4.1. Chuẩn bị mẫu thử


Trộn đều mẫu thử trong phòng thí nghiệm.


4.1.1. Khô dầu hay thức ăn viên


Xay thô mẫu sao cho chúng lọt hoàn toàn qua rây. Sau khi rây trộn thật đều


4.2. Cân mẫu


Cân với độ chính xác 0,1g khoảng 100g mẫu rồi cho vào cốc.


4.3. Xác định 


4.3.1. Cho vào 500 đến 700 ml dung dịch axit nitric đem đun sôi, khuấy liên tục bằng đũa thủy tinh, đun sôi trong nửa phút, lọc qua màng lọc nylon. Rửa cặn bằng nước nóng rồi đổ trở lại đĩa sứ. Cho thêm 500 đến 700 ml dung dịch natri hydroxit (NaOH), đun sôi, khuấy liên tục bằng đũa thủy tinh, để sôi độ nửa phút. Chuyển mẫu sang bình định mức dùng nước đổ đầy bình.

4.3.2. Cho dòng nước nhỏ chảy qua ống thủy tinh vào khoảng 2/3 bình định mức. Điều chỉnh dòng chảy sao cho chỉ có những hạt cực nhỏ lơ lửng trong dịch còn những mảnh vỏ hạt thầu dầu thì lắng xuống dưới đáy. Tiếp tục làm như vậy cho đến khi loại bỏ hết những hạt lơ lửng trong dung dịch. Chắt đi 2/3 lượng nước trong bình, phần còn lại lọc qua màng lọc nylon.


4.3.3. Chuyển cặn sang hộp sấy. Kiểm tra bằng kính hiển vi hay kính lúp. Dùng panh gắp những mảnh vỏ hạt thầu dầu đặt lên trên một nền trắng để nhận rõ. Sấy khô 4 giờ trong tủ sấy ở nhiệt độ 103 ± 20C làm nguội đến nhiệt độ môi trường trong bình hút ẩm và dùng kính hiển vi xác định những mảnh bằng cách so sánh chúng với vỏ hạt thầu dầu đã được xử lý theo qui trình trên. Vỏ hạt thầu dầu cấu trúc đặc biệt – đen hoặc nâu. Những mảnh góc có đặc điểm bề mặt thô, điều này có thể thấy khi xem ở độ phóng đại nhỏ (xem hình vẽ).

Thu các mảnh vỏ, sau đó đem cân với độ chính xác 0,1 mg


4.4. Số lần phân tích 


Tiến hành 3 lần phân tích trên cùng một mẫu


5. Tính toán kết quả


Hàm lượng vỏ hạt thầu dầu (X) được tính bằng mg/kg sản phẩm theo công thức:
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Trong đó:


m0 – Khối lượng mẫu tính bằng g


M1 – Khối lượng vỏ hạt thầu dầu sấy khô tính bằng mg


1,3 – Yếu tố bù trừ sự hao hụt khối lượng trong quá trình phân tích. Tính chính xác đến hàng đơn vị.


6. Biên bản phân tích 


Biên bản phân tích cần chỉ rõ phương pháp sử dụng và kết quả nhận được. Biên bản còn nêu rõ những điều kiện tiến hành không quy định trong tiêu chuẩn này cũng như những điều kiện đã lựa chọn và mọi biến đổi môi trường có thể ảnh hưởng đến kết quả.


Biên bản phân tích còn bao gồm các chi tiết khác để hoàn thành việc chính xác mẫu.
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Hình 1. Ricinus communis – Mặt cắt ngang mẫu
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Hình 2. Ricinus communis – Những tế bào biểu bì của mẫu
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Hình 3. Ricinus communis – Tế bào biểu bì của mẫu
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Hình 4. Ricinus communis – Tế bào biểu bì của mẫu
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Hình 5. Ricinus communis – Sợi thí nghiệm
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Hình 6. Ricinus communis – Sợi thí nghiệm
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Hình 7. Ricinus communis – Sợi thí nghiệm
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TCVN 2265 - 1994

THỨC ĂN HỖN HỢP CHO GÀ
Compuond feed for poultry

Tiêu chuẩn này áp dụng cho thức ăn hỗn hợp dùng cho các loại gà công nghiệp giống sinh sản (hướng trứng và hướng thịt) và gà thương phẩm.


Thức ăn hỗn hợp cho gà là thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh đã được cân đối các chất dinh dưỡng chính (năng lượng trao đổi, protein thô, axit amin, canxi, photpho …) theo nhu cầu của từng loại gà.

1. Phân loại


Thức ăn hỗn hợp cho gà được phân chia làm các loại sau:


- Thức ăn hỗn hợp cho gà giống sinh sản hướng thịt (gà con, gà giò, gà sinh sản).

- Thức ăn hỗn hợp cho gà giống sinh sản hướng trứng (gà con, gà giò, gà sinh sản).


- Thức ăn hỗn hợp cho gà thịt thương phẩm (broiler).


- Thức ăn hỗn hợp cho gà đẻ trứng thương phẩm.

2. Yêu cầu kỹ thuật 


Thức ăn hỗn hợp cho gà có các chỉ tiêu chất lượng được quy định trong bảng sau:

Bảng 1

		Loại gà

		Gà giống sinh sản hướng thịt

		Gà giống sinh sản hướng trứng

		Gà thịt thương phẩm

		Gà trứng thương phẩm



		Tuần tuổi


Các chỉ tiêu

		Gà con

		Gà giò

		Gà sinh sản

		Gà con

		Gà giò

		Gà sinh sản

		0-3

		4-7

		>7

		21-44

		45-72



		

		0-3

		4-7

		8-20

		21-64

		0-4

		5-9

		10-20

		21-44

		45-72

		

		

		

		

		



		1. Hình dáng bên ngoài, màu sắc, mùi vị

		Bột hoặc viên, màu sắc và mùi vị đặc trưng của các nguyên liệu phối chế, không có mùi men, mùi mốc, mùi hôi thối và mùi lạ khác



		2. Độ ẩm, % khối lượng không lớn hơn

		14



		3. Độ mịn của nguyên liệu phối chế và thức ăn bột. Phần còn lại trên mặt sàng có đường kính lỗ 2mm, % khối lượng không lớn hơn.

		8

		10

		12

		25

		8

		10

		12

		25

		8

		10

		12

		25



		4. Đường kính viên thức ăn (nếu là thức ăn viên) mm, không lớn hơn

		2

		3

		3

		4

		2

		3

		3

		4

		2

		3

		3

		4



		5. Năng lượng trao đổi, kilocalo, không nhỏ hơn

		3000

		3100

		3100

		3000

		3100

		3100

		3000

		3100

		3100



		6. Hàm lượng protein thô, % khối lượng, không nhỏ hơn

		23

		21

		18

		16

		21

		18

		17

		16

		24

		21

		18

		17



		7. Hàm lượng xơ thô, % khối lượng, không lớn hơn

		4

		5

		6

		7

		4

		5

		6

		7

		4

		5

		6

		7



		8. Hàm lượng canxi, % khối lượng, không lớn hơn

		0,9-1

		1,1-1,3

		3,5-4

		0,9-1

		1,1-1,3

		3,5-4

		0,9-1

		1,1-1,3

		3,5-4



		9. Hàm lượng photpho, % khối lượng, không lớn hơn

		0,4

		0,35

		0,4

		0,45

		0,35

		0,4

		0,4

		0,35

		0,4



		10. Hàm lượng natri clorua, % khối lượng, không lớn hơn

		0,5



		11. Hàm lượng lyzin, % khối lượng, không nhỏ hơn

		0,9-1

		0,8

		0,7

		0,9-1

		0,8

		0,7

		0,9-1

		0,8

		0,7



		12. Hàm lượng methionin, % khối lượng, không nhỏ hơn

		0,6

		0,4

		0,35-0,4

		0,6

		0,4

		0,35-0,4

		0,6

		0,4

		0,35-0,4



		13. Cát sạn (tro không hòa tan axit clohydric), % khối lượng, không lớn hơn

		1

		1,5

		1

		1,5

		1

		1,5



		14. Mảnh kim loại, có đường kính 2mm, tính g/tấn

		25

		50

		25

		50

		25

		50



		15. Vật ngoại lai sắc cạnh

		Không được phép



		16. Sâu bọ mọt sống trong 1kg thức ăn, tính theo số con, không lớn hơn

		20



		17. Vi khuẩn gây bệnh nguy hiểm, nấm men, mốc độc hại

		Theo quy định hiện hành



		18. Chất độc hại

		Theo quy định hiện hành





3. Phương pháp thử 


3.1 Phương pháp lấy mẫu theo TCVN 4325-86.


3.2 Phương pháp xác định các chỉ tiêu chất lượng 


- Hình dạng, mầu sắc, mùi vị theo TCVN 1532-1993;


- Độ ẩm theo TCVN 4326-86;


- Mức độ nghiền theo TCVN 1535-1993;


- Hàm lượng protein thô theo TCVN 4328-86;


- Hàm lượng xơ thô theo TCVN 4329-1993;


- Hàm lượng canxi theo TCVN 1256-86;


- Hàm lượng photpho theo TCVN 1525-86;


- Hàm lượng natri clorua theo TCVN 4330-86;


- Hàm lượng lyzin theo TCVN 5281-90;


- Hàm lượng methiomin theo TCVN 5282-90;


- Hàm lượng cát sạn theo TCVN 4327-1993;


- Tạp chất sắt theo TCVN 1537-74;


- Độ nhiễm côn trùng theo TCVN 1540-86;


- Hàm lượng nấm men mốc theo TCVN 4332-1993;


- Năng lượng trao đổi: theo phương pháp của Bộ Nông nghiệp và Công nghiệp thực phẩm;


- Vi khuẩn gây bệnh, chất độc hại theo phương pháp của Bộ nông nghiệp và Công nghiệp thực phẩm.

4. Bao gói, ghi nhãn, vận chuyển và bảo quản


4.1 Thức ăn hỗn hợp cho gà được đóng trong bao đay, bao PE hoặc bao giấy 3 lớp. Bao đựng thức ăn phải bền, không rách, được tẩy trùng.


4.2 Trên mỗi bao thức ăn có đính nhãn làm bằng giấy bền được ghi theo nội dung sau:


- Tên địa chỉ của nơi sản xuất;


- Tên sản phẩm;


- Ngày sản xuất;


- Thời gian bảo quản;


- Khối lượng tinh;


- Thành phần dinh dưỡng (năng lượng trao đổi, hàm lượng protein thô, canxi, photpho …);


- Cách bảo quản.


4.3 Thời gian sử dụng tốt nhất không quá 20 ngày kể từ ngày sản xuất xong.


4.4 Thức ăn được bảo quản trong kho, nơi cao ráo thoáng mát, đã được tẩy trùng sạch, cách xa nơi chăn nuôi.


4.5 Phương tiện chuyên chở phải đảm bảo các yêu cầu vệ sinh thú y. Khi đi qua vùng có dịch bệnh gia súc phải được phép và chịu sự hướng dẫn của cơ quan thú y có thẩm quyền.



