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TCVN 8099-1 : 2009

L&i néi dau
TCVN 8089-1 : 2009 hoan toan twong dwong véi ISO 8968-1 : 2001,

TCVN 8099-1 : 2009 do Ban k§ thuat tiéu chuén quéc gia TCVN/TC/F12
Sira va san pham sira bién soan, Téng cyc Tiéu chudn Do Iwéng Chét
lwgng d& nghi, B& Khoa hoc va Céng nghé céng bé.

B¢ tiéu chudn TCVN 8099 (ISO 8968) Sira — Xéc dinh ham lugng nito, gém
cac phin sau day :

- TCVN 8099-1 : 2009 (ISO 8968-1 : 2001), Sra - X&c djnh ham lwong
nito — Phén 1: Phuong phép Kjeldaht:

- TCWVN 8099-2 : 2009 (ISO 8968-2 : 2001), S@a - Xdc dinh ham lwong
nito — Phén 2: Phuong phép phén huy kin (Phuong phdp Macro);

- TCVN 8099-3 : 2009 (ISO 8968-3 : 2004), S¥a - Xac djnh ham lwgng
nito — Phan 3: Phuong phap phén huy kin (Phuong phép théng dung
nhanh Semi-macro),

- TCWVN 80994 : 2009 (ISO 8968-3 : 2001), Sia — Xdc djinh ham Iwgng
nito — Phé&n 4: Phuong phép xéc dinh ham lugng nito phi protein;

~ TCVN 8099-5 : 2009 (ISO 8968-3 : 2001), Si*a — X4éc djnh ham Iwgng
nito — Phédn 5: Phuong phép xéc dinh ham lugng nito protein.
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Sira — Xac dinh ham lweng nito —
Phan 1: Phwong phap Kjeldahl

Milk — Determination of nitrogen content — Part 1. Kjeldahl method

CANH BAO - Viéc ap dyng tiéu chuin ndy c6 thé lién quan dén cac viat ligu, thiét bj va cac thao
tac gdy nguy hidm. Tiéu chudn nay khéng thd dwa ra dwec hét tit ca cac vin dé an toan lién
quan dén vigc st dyng chiing. Ngwdi stz dung tiéu chudn nay phai ty thiét 1ap cac thao tac an
toan thich hgp va xac djnh kha nang 4p dyng cac gi¢i han qui djnh trieére khi sir dyng tiéu chuén.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phwong phap xac dinh ham lweng nito trong sira nguyén chit hosc sita gay
dang I6ng theo nguyén téc Kjeldahl.

2 Tailigu vién din

C4c tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc 4p dung tiéu chudn nay. Béi vi cac tai lieu vién din ghi
nam cong bd thi 4p dung phién ban duwgc néu. Dbi voi cac tai liéu vien dn khéng ghi ndm cong bé thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gbm ca cac sira dbi, bd sung (néu co).

TCVN 7149-1 (ISO 385-1), Dyng cy thi nghiém bang thuy tinh - Buret - Phan 1: Yéu ciu chung.

3 Thuéat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung cac thuat ngl*va dinh nghia sau day:

3.1
Ham lwgng nito (nitrogen content)
Phén khéi lvgng cla nito xac dinh duoc béing phrrong phap qui dinh trong tiéu chun nay.

CHU THICH Ham lwv@ng nite duore bidu thj bing phan trdm khéi lugng.
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4 Nguyén tic

Phin miu ther Awoc phan hiy bang hdn hop cia axit sulfuric dam &3ic va kali sulfat, ddng (II) sulfat
dwoc dung lam chét xtc tac d& chuyén nito hiru co c6 mét vé& amoni sulfat. Kali sulfat 1a @& tang diém
s8i cla axit sulfuric va tao hdn hop oxi hod manh hon cho viéc phan huy. BS sung mét lwgng du natri
hydroxit vao dich phan huy da ngudi aé giai phéng amoniac. Amoniac gidi phéng duoc chung cét trong
dung dich axit boric dv va sau d6 dung dich nay dugc chuén dd bang axit clohydric. Ham lvgng nito

tinh dwoc tl lwgng amoniac tao thanh.

5 Thubc thir va vat liéu

Chi st dung cac thudc thir loai tinh khiét phan tich va nuéc cét hodc nwdc da loai khodng hodc nudc
¢6 dd tinh khiét trong duong, trir khi c6 qui dinh khac.

5.1 Kali sulfat (K,SO,), khéng chira nito.
5.2 Dung dich @éng () sulfat, c(CuSO,) = 5,0 g/100 ml.

Hoa tan 5,0 g 8dng (I1) sulfat ngdm nam phan t& nwdc (CuS0,..5H,0) trong nwéc dyng trong binh dinh
murc mét vach dung tich 100 ml. Pha lodng béng nuéc dén vach va trén.

5.3 Axit sulfuric (H,SO,), it nh4t 13 95 % dén 98 % phén khéi lugng, khéng chia nitor (o = 1,84 g/ml).
5.4 Dung dich natri hydroxit (NaOH), khéng chira nito, chira 50 g natri hydroxit trén 100 g dung dich.
5.5 Dung dich chit chi thj

Hoa tan 0,1 g dd metyl trong etanol 95 % (thé tich). Pha loang dén 50 ml bing etanol. Hoa tan 0,5 g
xanh bromocresol trong etanol 95 % (thé tich). Pha lo&ing dén 250 ml béng etanol. Tron mat phan dung
dich @6 metyl v&i nam phan dung dich xanh bromocresol hodc gop va tron tAt ca cac ph&n cua ca hai
dung dijch.

5.6 Dung djch axit boric, c(H,BO;) = 40,0 g/l.

Hoa tan 40,0 g axit boric trong 1 | nwée néng dyng trong binh dinh mirc mét vach dung tich 1000 ml.
D& binh dwng dung dich ndy ngudi dén 20 °C. Pha loang bang nwéc dén vach, thém 3 ml dung dich
chét chi thj (5.5) va trdn. Bao quan dung dich trong chai thuy tinh berosilicat, dung dich nay sé& c6 mau
cam nhat. Trong qua trinh bao quan dung dich cAn tranh anh sang va cac ngudn hoi amoniac.

Néu vidc chudn d6 cé diing méy do pH dién tir thi c6 thé khong cAn phai bd sung dung dich chét chi thi
vao dung dich axit boric. Mat khac, s d8i mau ciing c6 thé duoc dung aé kiém tra cac qui trinh chuén
do duang.
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5.7 Dung djch axit clohydric thé tich chun, c(HCI) = (0,1 + 0,0005) mol/l

Khuyén céo réng vat liéu c6 ban sdn nay cin dwoc nha san xuét chudn hoa trivdc dé dap (rng duoc
b&ng hodc cao hon yéu clu trén day.

CHU THICH Théng thudmng cac sai sé h@ théng (ma cé thé tranh dugc) do ngudi phan tich gay ra khi pha loang dung dich
axit gbc dam dic rdi xac dinh @6 mol, cb thé gidm @9 tai 13p cla phurong phap. Nguwi phan tich khéng nén sir dyng dung dich
@& chudn 8 cé ndng 6& cao hon 0,1 moll, vi s& 1am gidm tdng thé tich chudn dé trén m3u va tang do khong chinh xac khi
doc buret. Didu nady s& dnh hudng xAu dén a0 I3p lai va dd tai 1ap ciia pherong phap. Khi dung mét axit khac (vi du nhu axit
sulfuric) thay thé cho axit clohydric s& phat sinh sai s6. Do d6, khéng khuyén cio str dyng cac chit thay thé do,

5.8 Amoni sulfat, [(NH,),SO,], téi thidu 99,9 % (khéi lugng) theo chét kho

Ngay trwrée khi sz dung, sdy khd amoni sulfat & 102 °C + 2 °C khéng it hon 2 h. D& ngudi trong td hut
4m cho dén nhiét 85 phong.

5.9 Tryptophan (C,,H;2N;O;) hoac lysin hydro clorua (CsH,sCIN,O,), téi thiéu 99 % (khéi lvgng)
Khéng sy kho thuée ther nay trong ti sy truéc khi st dung.
5.10 Sacaroza, co chira ham lugng nito khdng qua 0,002 % (khéi lvgng).

Khéng sdy khé sacaroza trong ti siy trrérc khi stiv dung.

6 Thiétbj, dung cu

Str dyng céc thiét bj cla phong thir nghiém thdng thuwong va cy thé nhu sau:
6.1 N3i cach thuy, c6 thé duy tri & 38 °C + 2 °C.

6.2 Binh Kjeldahl, dung tich 500 ml ho&c 800 ml.

6.3 Can phan tich, cé thé can chinh xéc.dén 0.1 mg.

6.4 Chit tre $0i, vi dy nhu: da bet dd, bui kém, cac manh s cieng hodc hat alundum (vi dy:
carbarundum), lw@ng tinh c6 dd tinh khiét cao, cé c& mesh 10.

Khéng str dung lai cac chét tre s6i da dung.

CHU THICH ©8i khi c4c vién thuy tinh c6 duéng kinh khodng 5 mm duwgc sir dyung, nhung khéng dugc khuyén cao do hiéu
qua s6i khdng dat dugc nhu khi str dyng cac hat alundum va khi sir dung céc vién thuy tinh nay thi s& tao bot nhiéu trong qua
trinh phan huy.

6.5 Buret hoZc pipet ty ddng, cé thé phan phéi cac lwong 1,0 ml dung dich ddng sulfat (5.2)

6.6 Ong dong chia d9, dung tich 50 ml, 100 ml va 500 mi.
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6.7 Thiét bj phan huy, co thé gilr cac binh Kjeldahl (6.2) theo twr thé nghiéng (khoang 45°%), co bd
phan gia nhiét bng dién hodc dAu aét bang khi ma khdng dét binh cao qua mirc cla lweng chira trong
binh va cé hé théng hut khoi.

Ngudn nhiét co thé dugce didu chinh d& kiém soét nhiét do téi da cia bd gia nhiét dugc sir dung trong
qua trinh phan huy. Lam néng s bd ngudn nhiét & bd gia nhiét d& wéc lvgng. Qua trinh 1am néng so
bd phai la 10 min d6i v&i bd gia nhiét str dung khi va 30 min déi véi bd gia nhiét dung dién. B&i véi mai
loai bd gia nhiét, xac dinh viéc cai ddt bd gia nhiét sao cho trong khodng tir 5 min dén 6 min sé lam soi
250 ml nwéc cung véi 5 dén 10 hat trg sbi ¢ nhiét d6 ban dAu 1a 25 °C. Viéc cai dit nhiét t6i da nay sé
. dwoc st dung trong subt quéa trinh phan huy.

6.8 Thiét bj chieng cdt, dugc 1am bang thuy tinh borosilicat hodc vat liéu thich hgp khac phi hgp véi
binh Kjeldahl (6.2) gdm c6 b phan chéng bin tung tée durgc néi véi bd ngung cé éng phia trong thing
va 8ng thoat gén véi du ra thip hon.

Ong nbi va nép day phai khit chat va tét nhét Ia dwgc lam bing neopren.
6.9 Binh nén, dung tich 500 ml, dwgc chia vach & cdc mirc 200 ml.

6.10 Buret, dung tich 50 ml, dwee chia vach it nhat 1a 0,01 ml, phu hgp véi yéu cdu cua loai A cla
TCVN 7149-1 (ISO 385-1).

Céch khac, cé thé sir dung buret ty dong néu dap (rng duec cac yéu chu.
6.11 B chudn ao ty ddng c6 gén may do pH

May do pH cin dugc hiéu chuén chinh xac trong déi pH tir 4 dén 7 theo cac qui trinh hiéu chuan pH
cua phong thir nghiém théng thuwéng.

7 Liy miu
Viéc 1Ay miu khong qui dinh trong tiéu chuén nay, nén 14y miu theo TCVN 6400 (ISO 707).

M&u gii dén phong thir nghiém phai dung 1a mAu dai dién. MAu khéng bj hw héng hodc thay ddi trong
subt qua trinh van chuyédn hodc bao quan.

'8 Chuan bj miu thir

Lam &m mau the trén ndi cach thuy (6.1) & 38 °C. Tron ki mAu thtr mdt cach nhe nhang bang cach ddo
chidu chai dyng miu ma khong tao bot. Lam nguédi mAu dén nhiét dd phong ngay treédc khi can phan
méu thir (9.1).

CHU THICH Trong Phu lyc A dua ra ¢& miu ddi v&i cac san phdm khac cla sira khi 4p dyng phwrong phéap nay.
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9 Cach tién hanh
9.1 Phin miu thir va xir Iy so bd

Cho vao binh Kjeldahl khd va sach tir 5 dén 10 vién trg sdi (6.4), 15,0 g kali sulfat (5.1), 1,0 mi dung
dich ddng (11) sulfat (5.2), khoang 5 ml + 0,1 ml m&u thir d& chuan bj (Diéu 8) dugc cén chinh xac dén
0,1 mg va 25 ml axit sulfuric (5.3). Dung axit sulfuric & rra adng (1) sulfat, kali sulfat hodc mau thir
cdn dinh lai trén ¢ binh cho tréi hét xubng binh. Néu chit phan huy con sét lai trén ¢b binh thi dung
mot it nwée dé trang. Tron nhe lugng chira trong binh Kjeldahl.

CHU THICH Trong Phy lyc A dua ra c& m3u déi voi cac sén phdm khéc coa siva khi &p dung phuong phap nay.
9.2 Tién hanh xac djnh
9.2.1 Phén hay

Bat hé théng hut khéi clia thiét bj phan huy (6.7) tredc khi bat dau phan huy. Lam néng binh Kjeldahl
cling véi lvong chira bén trong (9.1) trén thiét bj phan huy, st dung bd cai dit nhiét au thap aé abt
phan huy ma khdng lam bot trao ién & binh Kjeldahl. Phan huy & nhiét d cai g4t cho dén khi c6 khoi
trdng xuét hién trong binh sau khodng 20 min. Tang nhiét dén mét nira nhigt 4o cai dat téi da xac dinh
dwoc trong 6.7 va tiép tyc bt néng trong 15 min. Sau 15 min, téng dén nhiét d¢ toi da cai dat. Sau khi
dich thuy phan d trong (c6 mau lyc lam) thi tiép tuc dun 1 h dén 1,5 h & nhiét d6 téi da cai dat. Néu
nhur dung dich nay khéng séi dwec thi bd cai dit nhiét co thé qué thap. Téng thoi gian phan huy sé
ndm trong khoang t&r 1,8 h dén 2,25 h.

P& xac dinh thoi gian sbi dac trung yéu clu dbi véi cac didu kién phan tich trong tirng phong thi
nghiém, st» dung mét bd dyng cy cy thé, thi chon mAu slra c6 ham lweng protein cao, chét béo cao va
xac dinh ham lwgng protein diing cac khoang thoi gian séi khac nhau (1 h dén 1,5 h) sau khi lam trong.
Két qua trung binh cla prdtein tang theo thai gian séi va giam khi thei gian sdi qua dai. Chon thoi gian
s6i dé thu duoc protein téi da.

Tai thoi diém két thic phan huy, dich phan huy phai trong va khéng chira vat liéu chwa phan huy. Dé
dich phan huy ngudi dén nhiét o phong trong binh cAu mé nép dé trong ta hét riéng ré trong khoang
25 min. Néu binh cAu duwoc d8 trén bép @& 1am ngudi thi phai mat mdt khodng thei gian dai hon dé dat
dwgc nhiét dd phong. Dich phan huy phdi & dang Idong hodc dang 1dng cé mét it két ta & day binh sau
khi lam ngudi trong 25 min. Khdng dé qua dém djch phan huy chwa pha loang trong binh chu. Dich
phan huy chwa pha loang c6 thé c6 két tinh trong giai doan nay va sé kho a8 dua cac két tinh nay tr&
lai trang thai long.

CHU THICH Viéc két tinh qua nhidu sau 25 min 1 do thét thoat axit qua murc trong qua trinh phan huy va cé thé cho két qu& -
thir nghiém thap. Viéc thét thoat axit qua mirc & do hat khéi qua manh hodc do th&i gian phan huy qua dai ter vigc cai dat
nhigt 46 t8i da cla b gia nhiét khong dung.
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Thém 300 ml nwée vao cac binh Kjeldahl dung tich 500 ml hodc 400 ml nwéc khi dung cac binh
Kjeldahl dung tich 800 ml. Dung nudc dé trang rra ¢b binh. Trdn k¥ Ivgng chira trong binh @& hoa tan
cac phan két tinh. Thém 5 dén 10 vién tre s6i (6.4). P& cho hdn hop ngudi trdr lai 3&n nhiét dd phong
trwée khi chuwng cAt. Dich phan huy 83 pha lodng c6 thé dwoc day kin lai va gitr mét luc dé chung cét.

9.2.2 Chuwng cét

Bat bd ngung ty nwéc cia thiét bj chung cét (6.8). Thém 75 ml dung dich natri hydroxit (5.4) vao dich
phan huy da pha lodng (9.2.1) bing cach rét c¢in than xuéng cb binh Kjeldahl nghiéng dé tao mét Iép
trén day bAu cua binh. Can c6 mét 1ép phan céch rd gitra hai dung dich. D& gidm kha nang thét thoat
amoniac, ngay sau khi b8 sung dung dich natri hydroxit vao binh Kjeldahl thl néi ngay binh vao thiét bj
chung cét (6.8). BAu ra cla éng ngung dwece ngap trong 50 ml dung dich axit boric (5.6) dyng trong
binh nén (6.9). Xody manh binh Kjeldahl d& trdn ky lugng chira trong binh cho dén khi khéng con thay
I&p phan cach gilra cac dung dich trong binh. B4t binh trén bép, bat bép va d& nhiét 44 au cao dé 1am
s6i hdn hop. Tiép tuc chung ct cho dén khi bt ddu séi khong déu va sau d6 thao ngay binh Kjeldahl
ra va tit bép. T4t bd ngung. Trang phia trong va phia ngoai ddu éng ngung bing nudc, thu ldy nudc

rra cho vao binh nén va trén.

Téc 48 chwng cét phai sao cho thu dwgc 150 mi dich phan huy trwéc khi bit diu séi khong déu. Téng
thé tich trong binh nén phdi & khoang 200 ml. Néu hwong dich phan huy thu dugc nhé hon 150 ml thi
dung mét lveng it hon 300 mi nwdc dé pha loang dich phan huy. Binh nguwng phai gitr dugc nhiét d
cua dung dich trong binh nén khéng vurot qua 35 °C trong qua trinh chwng cét khi str dung phuong
phép so mau didm két thuc.

9.2.3 Chudn dd

Dung buret (6.5) chuln dd Igng chira trong binh nén (9.2.2) bang axit clohydric (5.7). Biém két thac
dat duoc khi dung dich c6 vét mau hdng. Doc buret chinh xac dén 0,05 ml. Khi st dung may khudy tr
nén dugc roi sang cé thé gitp cho viéc nhin thiy diém két thuc.

Cach khac, chudn dd lvgng chira trong binh nén (9.2.2) bang axit clohydric (5.7) st dyng may chuln
d6 t d6ng da hidu chuldn ding c6 gén may do pH (6.11). Diém pH két thuc cla chudn dd dat duoc Ia
4,6 1a didm ubn nhét trong dudng chuén a8 (diém ubn). Boc trén may chudn dd ty ddng lwong chét
chuén d6 da s dung.

CHU THICH 1 Vét hdng d4u tién quan sat dugc gitra pH 4,3 va 4,6 dbi voi hé théng chét chi thj va dung dich axil boric 4 %
qui djnh trong phrrong phap ndy. Thyec té, téc dd thay ddi pH phy thudc vao HCI 0,1 molA d4 thém vao 14 rAt nhanh trong dai
pH nay. Trong hé thdng nay thi khodng 0,05 ml dung dich HCI 0,1 mol s& thay dbi 0.3 don vj pH trong ddi pH tir 4,3 dén 4.6.

CHU THICH 2 Céc théng k& thire hién trong phong thir nghiém va gilra cac phong thir nghiém dbi véi phrong phap nay 44
dugc x4c dinh sir dyung didm két thac chudn dd mau. So sanh cac két qua thir nghiém cudi cing, ké ca cac két qua clia phép
thir trdng thu dugc voi diém két thuc pH 4,6 véi diém két thic chudn 3 mau cho thay khéng cé sy chénh léch dang ké.

10
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9.3 Phép thir tring

Luén ludn chudn @& miu triing bing axit clohydric (5.7) va dung buret (6.5) hosic may chudn 46 tv
déng c6 gén méy do pH (6.11) nhur da st dung @éi v&i cac phan méu thir. Tién hanh the mau trédng
theo qui trinh trong 9.1 dé&n 9.2.3. Thay ph&n mau thir bing 5 mi nudc va khoang 0,85 g sacaroza (5.10).

Ghi lai cac gia trj thir tréng. Néu cac gia tri ciia phép thir tréng thay ddi thi phai tim nguyén nhan.

CHU THICH 1 Muc dich clia viéc sl dyng sacaroza trong phép thir tring hoéc chuén thu hdi a4 déng vai trd cta chit hiru co
aé tidu thy mét lwgng axit sulfuric trong qué trinh phan huy trong durong voi ph&n m&u thir. Néu lwgng axit sulfuric ty do sot
lai tai @idm két thuc phan huy qua thip thi d§ thu héi nito trong ca hai phép thir 40 thu hdi trong 9.4.2 va 9.4.3 s& thap. Tuy
nhién, néu lwgng axit con lai co6 mat trong giai doan cudi phan huy 1a du 84 gitr 14t ca nito, nhung céc didu kién nhigt 4o va
thor gian trong qua trinh phan huy 14 khong du dé gidi phong tht ca nito ra khéi mAu, thi 48 thu hdi nito trong 9.4.2 s& c6 thé
chip nhan duge va dd thu hdi nitor trong 9.4.3 53 thdp.

Luong chét chudn @3 duoc siv dung trong phép thir tring phai luén ludn lon hon 0. Céc phép ther trdng
trong ciing mét phong thir nghiém cin nhét quan theo thoi gian. Cac gid tri mau tring dién hinh bang
ho#c thdp hon 0,2 m.

CHU THICH 2 Néu mAu tréng 68 co mau hdng truéc khi bat ddu chudn dd thi da cb sai s6t gi d6. Thong thudng trong nhirng
trrdng hgp @b thi cac binh non da khdng sach hoac nuée lir khdng khi 4m co thé ngung ty trén mat ngoai cua dyng cu
ngirng da chay vao binh ngung gay nhi&m bén.

9.4 Cac phép thir vé d6 thu hdi

9.4.1 DO ding cua qui trinh cAn dugc kiém tra thudng xuyén bing cac phép thir v& dd thu hdi sau
@4y, tién hanh theo 9.1 @én 9.2.3. -

9.4.2 Kidm tra d& chic chén ring nito khéng bj thét thoat bang cach st dung phan miu thr 0,12 g
amoni sulfat (5.8) cung v&i 0,85 g sacaroza (5.10).

CHU THICH Kidém tra d0 thu hdi amoni sulfat khéng cho thong tin v& khd nang phan huy a8 giai phong nito lién
két trong cac cAu truc cua protein:

Phan tram nito thu hdi phai & khodng 99,0 % va 100 % dbi voi tat ca cac vi tri trén thiét bj. Déi véi @d
thu hdi nhé hon 99 % thi ndng dd clia chét chuén dd cao hon gié tri da néu hodc c6 thé that thoat nito
trong qué trinh phan huy hodc chung cét. C6 thé st dung h&n hgp cua amoni sulfat va mét lvgng nhd
axit sulfuric (lugng con lai & cubi giai doan phan huy) trong binh Kjeldahl. Pha loang tiép bdng mét
lwgng nwéc va them mét lvgng natri hydroxit réi chung cAt. Néu @8 thu hdi nito van coén thap nhu vay
thi viec thAt thoat nitor 1a do thiét bj chung cAt va khang phdi trong qua trinh phan huy. Kha ndng co thé
la do éng néi trong hé théng cb truyén bj h& hodc trong khi chung ct dAu tip cua bd ngung khong
dwoc ngap trong axit boric. CAn kiém tra thiét b bing qui trinh trong 9.4.3 trréce khi ki&m tra do thu hdi.
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Khi 6 thu h8i nito veot qua 100 % thi khéng cé viéc thét thoat nito, ma c6 thé cé mét sé nguyén nhan

nhw sau:

a) amoni sulfat bj nhiém ban;

b) ndng a6 thic clia chét chudn dd thdp hon so voi gia tri da néu;

c) viéc hidu chuin buret @& chun dd cé sai sot;

d) nhiét 4o ciia chat chudn d6 qua cao so v&i nhiét dd hiéu chuén buret;

e) téc a6 chudn A cla buret vurot quéa téc Ao téi da cia buret da hiéu chuén.

9.4,3 Kiém tra hiéu qua clia qui trinh phan huy bang cach sir dyng 0,16 g lysin hydro clorua hodc 0,18 g
tryptophan (5.9) cung vé&i 0,67 g sacaroza (5.10).

ft nhét 1a 98 % nito phai dwoc thu hdi. Néu @6 thu hdi thAp hon 98 %, sau khi thu hdi dugc tir 99 % dén
100 % amoni sulfat, thi do nhiét d6 hodc th&i gian phan huy 1a chwa du (thye hién qui trinh trong 9.2.1,
doan 1 va chu thich) hodc cd vat liéu chua phan huy hét (nghfa 1a hoa than) trong binh Kjeldahl. Banh
gia cudi cung v& tinh ning thyc hién tét nhét 1a c6 sie tham gia vao chuong trinh thir nghi¢m thanh
thao, & d6 cac théng sb théng ké trong mét phong thir nghiém va gilra cdc phéng thir nghiém duoc

wéce tinh dya trén phan tich cac mau siva.

9.4.4 Cac két qua thap hon trong cac phép thir v& d6 thu hdi (hodc cao hon 100 % trong 9.4.2) cho
thdy c6 sai sét trong qui trinh va/hodic ndng @4 cua dung dich axit clehydric (5.7) khéng dang.

10 Tinh va biéu thj két qua
10.1 Tinh ham lw¢ng nite

10.1.1 Tinh ham lwgng nito trong mau thir, wy, st dung cdng thirc sau day:

1,4007 (V, -V, )x M,
Wy = e

trong do
wy  1a ham lrgng nito ctia mAu, tinh bing phan tram khéi ivong (%);

V, la thé tich cia dung dich axit clohydric (5.7) da dung trong phép xdac dinh (9.2.3), chinh xac
dén 0,05 ml, tinh b&ng mililit (ml);

V, la thé tich clia dung dich axit clohydric (5.7) @4 dung trong phép thir trng, chinh xac dén
0,05 ml, tinh béng militit (ml);
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M. 1a ndng dd mol/l cua axit clohydric (5.7), 14y chinh xac dén bdn chix sé thap phan;
m 13 khdi lwgng phdn mau thir (9.1), can chinh xac dén 0,1 mg, tinh bing gam (g).

10.1.2 Biu thj két qua chinh xac dén bbn chir sé thap phan, néu cin dé tinh toan tiép theo. DI voi
két qua cudi cung, bidu thi ham lweng nito dén ba chir s thap phan va ham Iweng protein dén hai chir
sb thap phan. Khong lam tron cac két qua thu duwec cho @én khi tinh gia tri cubi cing cla phép thir.

CHU THICH BDidu nay d4c bist dang khi cac gia tri dugc sir dyung d& tinh todn tiép. MGt vi dy 14 khi cac gid trj thir nghiém
riéng 1& thu dugc tir phép phan tich nhidu miu dugc ding d8 tinh toan théng k& vé thyc hién cla phuong phap vé dd téch
trong mt phdng hodc gira cac phong thir nghiém. M3t vi dy khac 14 khi cac gid tri dugc sir dyng lam chudn @& higu chuan
thiét bj (vi dy: may phan tich sira ding tia hdng ngoai) e cac gia trj tir nhidu miu duec sir dung trong tinh toan den gian hodc
hdi qui bdi sb. Khi 6 cac gia tri thu duge khang duoc 1am trén trude khi ding dé tinh toan tiép theo.

10.2 Tinh ham lweng protein thd

10.2.1 Tinh ham lugng protein thé cla miu thir, wy, stz dung cong thirc sau day:

wp = WnX 6,38
trong do
wp 14 ham lrong protein thd, tinh bdng phan tram khéi Ivgng (%);

wy 12 ham leong nito cia mAu thir, tinh bing phin trdm khéi lvgng duoc Iy dén bén chir s6
thap phan (10.1) (%).

6,38 1a hé sé & chuyén ddi nito thanh protein thé.

10.2.2 Bao cdo két qua thu dugc dbi véi protein thd dén ba chir sé thap phan, néu can dé tinh toan
tiép. D&i véi két qua cudi cing (10.1) thi bidu thj két qua dén hai chir sd thap phan.

11 B§ chym
11.1 Phép thir lién phong thir nghiém

Céac gia tri gidi han 13p lai va gidi han tai 1ap thu duwgc tir két qua chia phép thlr lién phong thir nghiém
phi hep v&i 1SO 5725 Céc chi tiét ctia phép thir lién phong thir nghiém vé d6 chum cla phuong phap
dwoc dwa ra trong [5), [6]. Cac gia tri thu dwgc tir phép thir lién phong thir nghig¢m nay c6 thd khéng ap
dung cho cac dai ndng dé va céc chat ndn khac vé&i cac gid tri da néu.

' IS0 5725 : 1986 (hién nay a4 huy bd) dugc sir dyng dé thu dugce sé ligu vé dd chum.
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11.2 D$ lap lai

Chénh léch tuyét déi giCra cac két qua clta hai phép thir ddc 1ap, don Ié thu dugc khi sir dung clung
phwong phap trén vat liéu thir gibng hét nhau trong cing mét phong thlr nghiém, do mét ngudi thure
hién, str dung cung thiét bj, thwe hién trong mét khodng thei gian ngén, khéng qua 5 % cac trudng hop
vurot qua 0,008 % dbi véi ham Ivgng nito (0,038 % dbi voi ham lvgng protein tho).

11.3 Do tai lap

Chénh léch tuyét déi gitra cac két qua clia hai phép thir don 18, thu dwec khi s dyng cung phwong
phap trén vat ligu thir giéng hét nhau trong cac phdng thir nghiém khac nhau, do nhirng ngudi khac
nhau thye hién, si dung cac thiét bj khac nhau, khéng qua 5 % cac trudng hep vet qua 0,0077 % ‘dbi
v&i ham lweng nito (0,049 % ddi véi ham lwgng protein thé).

12 Béo cdo thir nghigm

Bao céo thir nghiém phai ghi rd:

moi thong tin cAn thiét d& nhan biét ddy &G vé mau thi,

[

phwong phap ldy miu 83 st dung, néu biét;

phwrong phép thir nghiém &3 dung, vién dan tiéu chudn nay;

moi chi tiét thao tac khdng dwgc quy dinh trong tiéu chuln nay hodc nhirng didu dwoc coi la tuy ¥
cling nhu cac sty cd bat ky ma c6 thé dnh hwdng dén két qua thiv; -

- két qua thir nghiém thu duoc;
- néu thda man yéu clu vé dd 13p lai thi néu két qua cudi ciing thu duwec;

— néu thda man yéu cAu vé& ad thu hdi thi néu két qua cudi ciing thu dugrc.
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Phuy lyc A
(Tham khao)

Qui trinh cai bién @& phan tich cac san pham sira khac
khi khéng c6 tiéu chudn riéng cho san phdm dé

A.1 Yéu cdu chung

Qui trinh mé ta trong tiéu chudn nay a3 dwgc téi vu hod va hidu qua thie hién clda phuong phép nay
@4 duwoc danh giad cho viéc phan tich sia bd. Néu khéng c6 tiéu chuén cy thé hign hanh thi phong the
nghiém cé thé st dyng qui trinh nay v&i stra @di nhd, dé xac dinh ham lugng nito trong san phim sira.
Tuy nhién, cAn lwu y ring qui trinh va tinh nang thyc hién déi véi vige st dung nhv thé chuva duoc
danh gia hiéu lyrc.

A.2 Cach tién hanh

Tir mAu dai dién @& chudin bj nhu trén, can l4y mét lvong mau thir yéu cu, chinh xac dén 0,1 g theo
md ta duéi day. Tién hanh x&c dinh ham lweng nito stk dung phwong phap qui dinh trong 9.1 dén 9.4.

Céc Iwgng axit sulfuric (5.3) va dung dich natri hydroxit (5.4) dugc dung @& phan huy va chung cét
khong dugc thay ddi. Viéc thay adi ty 18 axit véi cac thanh phan khac bing cach tang lreng axit lam
giam didm so6i ban d4u cia hén hop trong phan huy va didu nay nén tranh.

CAn str dung c& mAu thir thich hop khi lam viéc véi cac thube thir qui dinh trong tiéu chuén nay. Phan
mAu ther thich hop d8i véi moi mAu thir c6 thé woc lugng nhur sau. Lirong protein téi wu trong mét binh
Kjeldah! phai tr 0,15 g dén 0,30 g trén binh d6i voi tat cd cac méu thir. Do do, néu trung binh méu
phomat Cheddar chira 24,00 % protein, thi khéi lugng phan miu thir can & khodng tir 0,625 g dén
1,25 g. Viéc quyét dinh sl dung céc khdi lveng phan mau thir 1a lugng trung binh & giém cudi thap
hon clia dai hodc diém cudi cao hon clia dai, tuy thudc vao céd bao nhiéu lugng axit sé tiéu thy trong
qué trinh phan huy cac thanh phan mau (nghta 1a chat béo va cacbohydrat) con lai.

Phuong phap md ta viéc bd sung 25 ml (khodng 46 g) axit sulfuric vao phan mau th trong binh
Kjeldahl. & cuéi giai doan phan huy, can cb khodng 15 g axit sulfuric con lai aé giwr tét ca nito.

CAn Iu y réng axit sulfuric d3 tiéu tén cho phin mAu thir va clng bj thét thoat do bay hoi trong qua
trinh phan huy. Lugng that thoat do bay hoi c6 thé bing Igng da tiéu tén cho chét hiru co trong phan
mau thir. Liong axit con lai cudi cung phy thudc vao ca hai qué trinh nay. Viéc that thoat nhiéu axit do

16



TCVN 8099-1 : 2009

bay hoi (do hit khéi qua manh trong qud trinh phan huy ho#c ¢b binh bj qua néng) cé thé lam cho mot
Iwgng axit rt nho sét lai cudi giai doan phan huy cho du ¢& mau a3 dung.

Chi mét Iwgng nhd axit con lai cling sé lam két tinh dich phan huy sau khi lam ngudi 25 min va dé thu
hdi nito thu duwgrc sé thap. '

Cream chtra 40 % chét béo 14 mét vi dy cla san phdm sé& gap kho khan. Trong trwéng hop nay ham
lvgng nito hodc protein ctia mAu 14 thAp va ham lugng chét béo la cao. Giad str mAu cream trung binh
chira 40 % chét b&o, 1,9 % protein va 2,9 % lactoza. Pé dat dugc 0,15 g protein trong binh Kjeldahl
(6.2), thi can str dung phan miu thr 7,89 g. Phan mAu thir ndy s& chira 3,16 g chat béo va lwong miu
nay sé tidu tén 56,9 g (khoang 30,9 ml) axit sulfuric trong phan huy ma khang bij thAt thoat axit sulfuric
do bay hoi (dya vao gid st ring 1 g chit béo s& tiéu tén 18 g axit sulfuric trong subt qua trinh phan
huy). Day 1a mét vi du khi mdt lwgng mau thir cAn phai gidm d& co mét lwgng AU axit sulfuric gita lai
trong phan huy. Trong tredng hep cac miu thir nhw cream, thi cAn st dung chét chun 6 cé ndng d
th&p hon (vi dy: 0,01 molll). Trong céc trudng hep ndy lwong mau the cin phai giam dé& c6 du lvong

axit sulfuric con lai & cudi giai doan phan huy.

Lwong sacaroza yéu cAu abi véi phép thir tréng hodic cac tiéu chudn v& db thu hdi dbi véi cic san
phdm khong phai 1a stra bd c6 thé dwee xé&c dinh nhir sau:

Trudc tién, phdi wéc lugng dwoc ham Ivgng gan ding clia chét béo, protein va cacbohydrat déi véi
loai m&u thiz va khodng khéi leong phdn mau ther duoc st dung trong phan huy.

Thir hai, trong qué trinh phan huy 1 g chét béo sé tiéu tén khodng 18 g axit sulfuric, 1 g protein sé tiéu
tén khodng 9 g axit sulfuric va 1 g cacbohydrat sé tiéu tén khodng 7 g axit sulfuric.

Dva vao théng tin trén day, thi co thé tinh duoc lvong axit tiéu tén bdi phdn mau ther va lvong
sacaroza yéu ciu dé tiéu tdn cung mét lvgng axit trong qua trinh phén huy. Lugng sacaroza tinh duwoc
cén duge st dung trong phép thir tréing va tiéu chun thu hdi amoni sulfat.

D4i v&i tiéu chudn thu hdi nito axit amin (9.4.3), thi giam lrgng sacaroza bing mét leng axit ma sé
tiéu tén (tinh theo protein) bdi lysin hydro clorua ho3c tryptophan. Gia sl rdng d¢ thu hdi nito trong
phan huy déi véi thiét bi siv dung cho cac miu thir khéng phai la stra, khdng cé thyc nghiém vé d6 thu
hdi 48 xay dyng cac didu kién A& dat dwoc cac murc die trong ty cda axit sulfuric tai didm cudi phan huy.

16



TCVN 8099-1 : 2009

Thw muc tai ligu tham khao

[1) TCVN 6400 (ISO 707), Sira va san phdm s(ra - Hwéng din Iy mau.

[2) 1SO 5725 : 1986 Precision of test method of Determination of repeatability and reproducibility for a
standard test method by inter-laboratory tests (da hay).

[3] TCVN 6910-1: 2001 (ISO 5725-1 : 1994), B¢ chinh xdc (d$ dung va d chym) cua phuwong phap
do va két qua do — PhAn 1: C4c dinh nghta va nguyén tic chung.

[4] TCVN 6910-2 : 2001 (ISO 5725-2 : 1994), D& chinh xac (46 dung va d6 chym) cia phwong phap
do va két qua do - Phan 2: Phuong phap co ban dé xac dinh dd I3p lai va dd tai lap cla phuong
phap do tiéu chuén.

[5] BANO, D.M, CLARK, J.L, C.E and FLEMING, J.R. Kjeldahl method for determination of total
nitrogen content of milk: Collaborative study. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 73, 1990, pp. 849-859.

[6] LYNCH, JM, BARBANO, D.M. and FLEMING, J.R. Performance evaluation of direct forced-air
total solids and Kjeldahl total nitrogen method: 1980 through 1995. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 80,
1997, pp. 1038-1043.

17



