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L&i néi dau

TCVN 4328-2 : 2011 hoan toan twong duong voi ISO 5983-2 : 2008;
TCVN 9124 : 2011 hoan toan twong dwong voi ISO 6867 : 2000;
TCVN 9125 : 2011 hoan toan twong duong véi ISO 6866 : 1985,
TCVN 9126 : 2011 hoan toan twong dwong voi ISO 17375 : 2006;
TCVN 9127 : 2011 hoan toan twong duong véi ISO 14797 : 1989;
TCVN 9128 : 2011 hoan toan twong duong véi ISO 14939 : 2001;
TCVN 9129 : 2011 hoan toan twong duwong véi ISO 6655 : 1997,
TCVN 9130 : 2011 hoan toan twong duong véi ISO 14902 : 2001;
TCVN 9131 : 2011 hoan toan twong duwong voi ISO 6870 : 2002;
TCVN 9132 : 2011 hoan toan twong duong véi ISO 7485 : 2000.

TCVN 4328-2 : 2011, TCVN 9109:2010; TCVN 9124 : 2011 + TCVN 9132 : 2011
do Cuyc Chan nudi bién soan, B Néng nghiép va Phat trién néng thén dé
nghi, Téng cuc Tiéu chudn Do lvdng Chét lwong tham dinh, B Khoa hoc va Céng
nghé cdng bd.



TIEU CHUAN QubC GIA TCVN 9124:2011

Thirc an chan nuéi — Xac dinh ham lweng vitamin E -
Phwong phap sir dung sac ky l1éng hiéu nang cao

Animal feeding stuffs — Determination of vitamin E content —
Method using high-performance liquid chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phwong phap xac dinh ham lwgng vitamin E (DL-a-tocopherol) trong thirc an
chan nudi va thirc &n cho tha canh béng séc ky Idng hiéu néng cao.

2 Tailiéu vién din

Cac tai liéu vién dan sau la rat cin thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. Béi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cong bb thi 4p dung phién ban dwoc néu. Déi voi céc tai liéu vién dan khéng ghi ndm cong bb thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), Nudc ding dé phan tich trong phong thi nghiém — Yéu céu ky thuét
va phuong phap thir.

TCVN 6952 (ISO 6498), Thirc &n chan nuéi — Chuén bi méu thir.

3 Nguyén tac

Phan mau thir dwgc xa phong hoa bang dung dich kali hydroxit trong etanol va vitamin E dwoc chiét
bang dau nhe. DAu nhe duoc loai bd bing cach lam bay hoi va can dwec hoda tan trong hexan. Ham
lwong vitamin E trong dich chiét hexan dwgc xac dinh bing séc ky 1éng pha chuén, dung céc diéu kién
thich hop dé tach DL-a-tocopherol ra khéi cac tocopherol khac.
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4 Thubc thie

Chi str dung cac thude thir loai tinh khiét phan tich, trir khi c6 cac quy dinh khéc.
4.1 Nuwde, it nhat phi hep véi loai 3 cia TCVN 4851 (ISO 3696).

4.2 Dung dich kali hydroxit.

Hoa tan 500 g kali hydroxit trong nwéc (4.1) va pha loang dén 1 lit.

4.3 Etanol, wy{C,HsOH) = 95 % (thé tich), hodc ruou metyl héa cong nghiép twong dwong.
4.4 Hexan, dung cho HPLC

4.5 DAu nhe, dai séi tir 40 °C dén 60 °C; can trong qué trinh bay hoi phai nhé hon 20 mg/l.
4.6 Chét chuin vitamin E: DL-a-tocopherol, o tinh khiét téi thiéu khéng nhé hon 96,0 %.
D4 tinh khiét ciia chat chuin nén dwoc kiém tra bang do quang phd (xem 8.5.2).

4.7 1,4-Dioxan, dung cho HPLC.

4.8 Natri sulfat (Na,S0O,), khan.

4.9 Dung dich natri ascobat, p = 100 g/l.

4.10 Khi tro, vi dy khi nito.

4.11 Pha dong dung cho sic ky long

Trén 30 ml 1.4-dioxan (4.7) véi 970 ml hexan (4.4).

Loc qua bd loc mang (5.5) trwédc khi st dyng.

4.12 Etanol, w(C,H,0H) = 96 % (thé tich).

4.13 Metanol (CH;OH), ding cho HPLC.

5 Thiét bi, dung cu
St dung cac thiét bi, dyng cy thong thuwong clia phong thir nghiém va céc thiét bi, dung cy sau day:
5.1 Séc ky I6ng hiéu nang cao, gbm cac b phan sau:

5.1.1 Bom, cai dat dé phan phdi toc do dong thé tich rira giai khéng ddi 1,5 ml/min.
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5.1.2 Dung cu bom diung cho HPLC
5.1.3 Cét, dai 250 mm, dwdng kinh trong 4,6 mm, cé pha tinh dwoc nhéi silica.

Cot ¢6 it nhat 5 000 dia ly thuyét va gia tri k biing 0,8 m, dap (rng déi véi DL-a-tocopherol. C& hat khéng
dwgc nho hon 5 pum va khong dugc I6n hon 10 um. C6 thé st dung hé théng khdc néu tach dugc
vitamin E ra khéi c&c chét bj chiét cing.

5.1.4 Detector, cho phép do huynh quang phat xa & bwédc séng 326 nm khi dich riva giai cft dwoc
chiéu xa bang anh séang cyc tim & buwéc séng 293 nm, c6 b tich phan/bg ghi.

5.2 Noi cach thuy dun séi.

5.3 Bo cb quay chan khéng, cé noi cach thuy & 40 °C.

5.4 Thiét bi chiét (xem Hinh 1) gdm cac bd phan sau:

— &ng hinh try dung tich 1 lit cé ¢d thiy tinh mai va nép day;

— khép néi thiy tinh mai, khép véi dng hinh try va duoc trang bi dng 6 thé chinh duoc di qua tam; va
— co6 tay cam bén canh.

Ong didu chinh cé phan phia duéi hinh chi U va voi & phia trén sao cho Iép dichldng phia trén trong
éng hinh try c6 thé chuyén sang dugc phéu chiét dung tich 1 lit.

C6 thé sir dung thiét bi chiét khac nhw binh nén va phéu chiét thay cho thiét bj néu trong Hinh 1, véi
diéu kién thu hdi dwoc vitamin E.

5.5 B$ loc mang, c& 16 0,45 um, dung dé loc pha dong (4.11) va cac dung dich mau thir.
5.6 Thiét bj nghién, co kha nang nghién mau dé lot qua sang ¢& 16 1 mm.

5.7 May do phd UV (hoic UV/nhin thdy), c6 kha ning do dwgc dd hap thy & suwéc séng xac dinh
néu trong 8.5.2, dworc trang bi cuvet thach anh cé chiéu dai dwdng quang 10 mm.
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CHU DAN
1 Ong hinh try, dung tich 1 lit, c6 ¢b thiy tinh mai 5 Binh, dung tich 1 lit, cé khérp néi thay tinh mai
2 Lépdéunhe 6 Tay cadm bén canh
3 Lép pha nwéc + mau da xa phong héa 7 Ong chinh dwoc
4 Voi
Hinh 1 - Vi du vé thiét bi chiét

6 Laymau

Diéu quan trong la phong thir nghiém nhan ding mau dai dién va khéng bi hw hdng hoéc thay ddi trong
sudt qua trinh van chuyén hodc bao quan.

Viéc lay méu khong quy dinh trong tiéu chuan nay. Nén Iay mau theo phurong phép trong TCVN 4325 (1SO 6497) [1).
Bao quan mau sao cho khang bi giam chét lwgng va thay déi thanh phan.

36



TCVN 9124:2011
7 Chuan bi mau thir
Chuén bi mau thir theo TCVN 6952 (ISO 6498).

Ngay truéc khi bat dau phan tich, nghién phan mau phéng thir nghiém da dwoc trnky dé lot qua sang
¢t 16 1 mm. Tron ky.

Péng hoa cac thire an dong hop cho thu canh. Nghién thirc &n cho thi canh & dang ban &m cho lot
qua may nghién c& 16 4 mm.

8 Cach tién hanh

8.1 Yéu cau chung

Do vitamin E nhay véi birc xa UV va khdng khi, nén cén thiec tranh anh sang ty nhién, anh sang huynh
quang manh va thuc hién nhanh, nhét quan véi cac thao tac chinh xéc. Dung dung cythy tinh toi mau &
noi c6 thé. Hoan thanh phép phan tich trong ngay lam viéc.

8.2 Xa phong hoa
Can khoang 50 g mau da dwoc chudn bi (xem Diéu 7) chinh xac dén 0,1 g vao binhnén 1 lit.

Thém vao phan mau thir 200 ml etanol (4.3) trong khi van khudy binh @é phan tan mau. Thém 2 ml
dung dich natri ascorbat (4.9), trén déu bang cach khudy réi thém 50 ml dung dich kali hydroxit (4.2) va
khudy lai.

Gén bd ngung hdi luu vao binh nén va ngam binh trong ndi cach thay dun séi (5.2).
P& cho lrong chiva trong binh déi Iwu trong 30 min, thinh thoang khudy.

CHU THICH Truéng hep ngoai 1é, mot s6 san phdm can thoi gian xa phong héa dai hon.

Lam ngudi binh nén dén nhiét do phong duwoi dong nwéec lanh.

Chuyén lvong chira trong binh vao thiét bi chiét (xem 5.4).

8.3 Chiét vitamin E

Trang riva binh xa phong héa hai I2n béng etanol (4.3), mdi l&n ding 25 mi va chuyén dich tréng ria

vao éng hinh try.

Lap lai viéc trang rira binh hai 1an béng diu nhe (4.5), 1an thir nhat ding 125 mi va lAn hai dung 250 ml
nwéc (4.1), mdi lan chuyén dich trang rira vao éng hinh try.

Pay nap 6ng hinh tru va I&c ky trong 1 min, thinh thoang giai phong &p suét.
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Trwdc khi mé ndp, lam ngudi éng hinh try dwéi dong nuwéc ngudi trong khi ché tach hai pha Idng.

Khi da tach 16p , m& ndp, ria thanh nip béng vai giot diu nhe (4.5) va chén éng (xem 5.4), dat vi tri
cla d3u ra phia dwéi sao cho vira trén mic vach phan cach.

Chuyén 16p dau nhe phia trén vao phéu chiét 1 lit (xem 5.4) bang cach nap khi tro véi 4p suét giam.
Thém 125 ml dau nhe (4.5) vao éng hinh try, day nép va Iac ky trong 1 min.

Pé cho tach lop sau 6 chuyén I6p phia trén vao phéu chiét, dung éng cé thé diéu chinh dwoc (xem
5.4) nhu trén.

Thém tiép 125 ml dau nhe (4.5) vao éng hinh try, day ndp va lac k¥ trong 1 min.

P& cho tach 16p tiép sau d6 chuyén lop phia trén vao phéu chiét, dung éng c6 thé diéu chinh duoc
(xem 5.4) nhw trén.

Rtra hén hop dich chiét bing dau nhe bén I3n véi nwéc, mdi lan dung 100 ml, treée tién chi dao chiéu
nhe rdi lac nhe dé git cho viéc hinh thanh nhi Ia téi thiéu.

Chuyén dich chiét da rra qua gidy loc trung binh/nhanh chira 30 g natri sulfat khan (4.8) vao binh 1 lit
thich hop dé lam bay hoi dwéi chan khong (5.3).

Trang riva phéu chiét hai 1an bang dau nhe (4.5), méi lan ding 20 ml va cho dich trang rira qua bd loc
vao binh lam bay hoi.

Rira tiép bd loc hai 1an bang dau nhe (4.5), méi 1an ding 25 ml va thu lay dich rira gidi vao binh lam bay hoi.
Lam bay hoi dich chiét bang dau nhe dén khd dudi chan khdng, & nhiét d§ khdng qua 40 °C.

Cén than lay binh ra khéi bd ¢é quay ngay sau khi dat dén diém kho; viéc kéo dai thoi gian 1am kho ¢
thé dan dén hao hut vitamin E tir can chiét.

Néu ndng do vitamin E cla dich chiét du nhe du cao, thi ¢é thé thém dau nhe vao dich chiét dén thé
tich c6 dinh va lay phan dich 16ng dé& dung cho giai doan cb quay.

Phuc hdi ap suat khéng khi bang cach bd sung khi tro (4.10).
8.4 Xac dinh

8.4.1 Hoa tan can tir 8.3 trong mét luong téi thidu hexan (4.4) va chuyén lvgng nay vao binh dinh

mirc 25 ml.

Trang r&ra binh lam bay hoi ba 1an, méi 1an duing mét lwong nhé hexan (4.4), chuyén dich trang rira vao
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binh dinh mrc. Pha lodng dén vach bang hexan va trén.
Loc dich chiét mAu qua bé loc mang (5.5) hoac ly tam, néu can.

8.4.2 Bom 20 ul dich chiét mau Ién cét séc ky long (5.1) va do dién tich pic DL-a-tocopherol. Cac diéu
kién déi voi HPLC dua ra duwéi day la d& huéng dan; cb thé dugc st dung céc diéu kién khac mién la

chung cho céc két qua twong dwong:

cot sic ky Iéng (5.1.3): 250 mm x 4,6 mm, nhai silica 5 pm hodc 10 pm, hoéc loai tvong dwong;

I

— phadéng (4.11): hén hop hexan (4.4) va 1,4-dioxan (4.7), 970:30 (theo thé tich);

- tbc d6 dong: . 1,5 ml/min;

— detector (5.1.4): detector huynh quang (bwéc song kich thich 295 nm, buwéc séng phat xa
330 nm).

Séc ky pha dao ciing c6 thé duoc sir dyng véi diéu kién 1a di kha ndng cla cdt cho phép tach DL-a-
tocopherol ra khdi cac tocopherol khac va cung dich chiét mau. Néu str dyung séc ky pha ddo, thi dung
dich mAu va dung dich chuan nén dugc pha thém trong dung méi thich hop, vi du metanol (4.13).

8.4.3 Tinh dién tich pic trung binh 1 cac Ian bom 13p lai cta dich chiét mAu va xac dinh néng d6 DL-a-
tocopherol, bing microgam trén mililit dich chiét, nhw sau:

a) débi chiéu véi dién tich pic trung binh thu duoc tir cac lan bom I13p lai cia dung dich chuan DL-a-
tocopherol néng d¢ ndm trong vong 5 % néng dé trong dich chiét mau, hogc

b) déi chiéu voi dwong chuan dwoc xac dinh trong 8.5.
8.5 Hiéu. chuan

8.5.1 Chuan bj dung dich chuan DL-a-tocopherol
8.5.1.1 Dung dich chuan gdc DL-a-tocopherol

Hoa tan khoang 100 mg DL-u-tocopherol (4.6), da dwoc can chinh xac dén 0,1 mg, vao 100 ml hexan
(4.4). Dung dich chuan géc nay bén trong 1 tuan khi dwoc bdo quan & nhiét 46 < 4 °C trong binh thiy

tinh 16i mau va kin khi.
8.5.1.2 Dung dich chuén lam viéc DL-a-tocopherol: hig¢u chuidn don diém

Chuén bi dung dich chuan Iam viéc bing cach pha loang dung dich chuén géc (8.5.1.1) bang hexan
(4.4) dé co ndng dd xap xi ndng do dur kién cua dich chiét mau. Cach khac, tién hanh theo 8.5.1.3.
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8.5.1.3 Dung dich chuan lam viéc DL-a-tocopherol: hiéu chudn nhiéu diém

Chuén bi dai cac dung dich chuén hiéu chudn lam viéc c6 chira 2 pg/ml, 4 pg/ml, 6 pg/ml, 8 pg/ml va
10 pg/ml DL-a-tocopherol bing cach pha lodng dung dich chudn géc (8.5.1.1) bang hexan (4.4).

Chuén bi cac dung dich chuan lam viéc hang ngay.
8.5.2 Kiém tra UV cta chat chuan DL-a-tocopherol

Can 100 mg DL-a-tocopherol (4.6), chinh xac dén 0,1 mg, vao binh dinh mic 100 ml. Hoa tan trong
etanol (4.12). Pha loang dén vach bang cung mét loai dung méi va tron déu.

Pha loang 2,0 ml dung dich nay thanh 25,0 ml bang etanol (4.12) va do phé UV ciia dung dich cé duoc dya
theo etanol (4.12) trong may do phé (5.7) & budc song tir 250 nm dén 320 nm. D hap thu cyc dai phai dat
dwoc & 292 nm:

E'H’o

icm

= 75,8 & buwdc sdng 292 nm trong etanol.
& d6 pha loang nay sé thu duoc tri sé tat 1a 0,6.

9 Tinh két qua

Tinh ham lwgng vitamin E ctia mau thir bang cong thire:

O il 1
m
Trong do
We 1a ham legng vitamin E trong mau they, tinh bing don vi quéc té trén kiliogam (IU/kg);
c la nbng dé DL-a-tocopherol trong dich chiét, tinh bang microgam trén mililit (ug/ml);
m la khoi lwgng mau the tinh bang gam (g);
11 la hé sb hiéu chinh dung cho DL-a-tocopherol axetat.
10 Do chum

10.1 Phép thw lién phong thi» nghiém

Céc chi tiét ciia phép thir nghién ciu phong thir nghiém vé dd chum clia phwong phap dwec néu trong
Phy luc A. Céc gia tri thu dwoc W phép thr lién phong thi nghiém nay cé thé khéng 4p dung cho cac

dai ndng do va chét nén khac véi cac dai ndng do va chat nén da néu.

40



TCVN 9124:2011
10.2 D6 lap lai

Chénh léch tuyét déi gitba cac két qua clia hai phép thir don lé thu dugc, str dyng cling phwong phap
trén vat liéu thir gibng hét nhau, trong cling mét phong thir nghiém, do mét nguéi thye hién, st dung
cuing thiét bi, thyc hién trong mét khodng théi gian ngén, khéng dwgc qua 5 % céc treeng hop vuot
qua gigi han 1ap lai (r), dwge néu trong Bang 1.

10.3 D6 tai lap

Chénh léch tuyét déi gitra cac két qua cia hai phép thir don 18 thu dwoc sir dung cling phuong phap
trén vat liéu the gibng hét nhau trong cac phong thir nghiém khac nhau, do nhiéu ngudi thye hién, st
dung cac thiét bi khac nhau, khéng duoc qua 5 % cac treong hop vt qua gidi han tai lap (R), dwoc

néu frong Bang 1.

Bang 1 — Gidi han lap lai (r) va giéi han tai lap (R)

{ Mau ' Ham lweng vitamin E r R
% 1U/kg 1U/kg 1U/kg

Khau phan cho trau bod ! 231 1,36 3,51
Khéu phén cho gia cim 297 2,07 10,02 !
Khau phén cho lon | 64.9 4,06 17,44
There an chan nudi A* (khau phan 722) 78,0 4,94 18,31
Thire an chan nudi B? (khau phin 748) 140,6 15,73 43,91
Thire &n cho thi canh dang ban 4m 20,6 0,98 7.46
Thirc &n déng hép cho thi canh 180,4 15,23 29,70
Thirc an cho tha canh dang khi 78,7 4,22 16,97
? Puoc tinh dua theo chét khé._ . B B
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11 B&o cao thir nghiém

Bao cao thd nghiém phai chi ra dwoc:

I

I

moi théng tin cén thiét dé nhan biét day d vé mau;
phwong phap lay mau da st dung, néu biét;
phwong phap thir da st dyng, vién dan tiéu chuén nay;

moi chi tiét thao tac khong quy dinh trong tiéu chuan nay hodc tuy chon cling véi cac chi tiét bat

thuong co thé anh hudng dén két qua;

két qua thir nghiém thu dwoc, néu dé 1ap lai dwoc kiém tra thi néu hai két qua cudi cung thu dugc.
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Phu luc A

(tham khao)
Két qua cua phép thir lién phong thir nghiém

D6 chum cua phwong phap duoc thiét 1ap bdi phép ther lién phong thir nghiém duoc tién hanh theo
ISO 5725 [2]". Céc két qua ctia cac phép thi ndy da dwoc xuat ban (xem tai ligu tham khao [5]). Trong
cac phép thir ndy.cé tir 10 dén 12 phong thtr nghiém tham gia va kiém tra trén cac mau thirc &n cho

thi canh, thire an cho trau bo, thirc an cho lon.

Bang A.1 - Cac két qua thong ké cia phép thir lién phong thir nghigm déi véi phép xac dinh
vitamin E trong thirc an chan nudi

o Théng sé Mau®
1 2 3 4° 5°
Sé lugng cac phong thi nghiém 10 10 10 12 12
S6 lwgng cac két qua don lé 20 20 20 24 24
Sb lwong cac két qua dugc chip nhan 14 16 16 18 18
Ham luong vitamin E trung binh, 1U/kg 23,11 29,66 64,94 7803 | 140,63
D6 lach chuén I3p lai (), IUKg 0,44 0,69 1,35 1,66 5,27
"He sé bién thién 13p lai, % 1,92 2,32 2,07 2,12 3,75
[ Gidi han I3p lai (A [r = 2,8 x s, IUkg 136 2,07 4,06 494 | 1573
"D léch chudn tdi 13p (ss), IUkg 115 3,33 5,79 6,13 14,72
He 55 bidn thién (@i 12p, % 4,97 11,21 8,91 7,86 10,46
Gidi han ti 1ap (R) (A = 2,8 x sd, IUKg 3,51 10,02 17,44 1831 | 4391

{ * 1:khau phan cho triau bd
1

| 2:khau phan che gia cam

3: khau phan cho lgn

4: thire an chan nudi A (khau phan 722)
5 1nurc an chan nudi B (khau phan 748)

® Buoc tint: theo ham lwgng chét khd

SO 5725:1986 (hién nay da huiy) dugc dung dé thu dir liéu vé dé chym.
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Bang A.2 - Céc két qua théng ké ctia phép thir lién phong thir nghigm dbi v&i phép xac dinh
vitamin E trong thirc dn cho thd nudi

o —Fhéng sé Miu®
6 7 8
I S6 lugng ::_éc;hong thir nghiém 11 11 1
Sélvong c;ck-é; -q.u_é_dofn & 22 22 22
Sé lugng é;.lt:-k:‘at qua duoc chip nhin 14 14 14
Ham long vitamin E trung binh, IU/kg 20,55 180,39 78,66
D6 lech chuan I3p lai (s), 1UKg 0.32 4,98 1,38
Hé s6 bién lhlén |$F;; lai, % 1,56 2,76 1,76
Gidi han 13p lai (1) [r = 2,8 x $a), 1Ukg 0,98 15,23 4,22
D0 léch chuén l.‘;li 1ap (sg), IUKg ! 2,44 9,72 5,55
| He sb bién thién tit3p, % 11,89 5,39 7,06
Gi6i han tai ia}: (R IR: 28 -X'SR]. IU/kg , 7,46 29,70 16,97

* 6: thire an dong hop cho méo

7: thirc &n cho ché dang ban am

8: thirc an cho cho dang kho




(1]

()

(3]

(4]

(5]

TCVN 9124:2011

Thw muyc tai liéu tham khao

TCVN 4325:2007 (ISO 6497:2002), Thirc &n chdn nudi — LAy méu

ISO 5725:1986, Precision of test methods — Determination of repeatability and reproducibility for a
standard test method by inter-laboratory tests.

TCVN 6910-1:2001 (ISO 5725-1:1994), B chinh xac (d6 dung va o chym) ctia phuong phap do
va két qud do — Phan 1: Nguyén téc va dinh nghia chung.

TCVN 6910-2:2001 (ISO 5725-2:1994), D6 chinh xdc (d¢ dung va dé chum) cua phuong phap do
va két qué do — Phan 2: Phuong phép co ban xac dinh do lap lai va do téi lap cta phuong phap

do tiéu chuan.

Analytical methods committee, Analyst, 116, 1991, pp 421-430.
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