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Căn cứ Nghị định số 54/2003/NĐ-CP ngày 19/05/2003 của Chính phủ quy định chức năng, nhiệm vụ, quyền hạn và cơ cấu tổ chức của Bộ Khoa học và Công nghệ và Nghị định số 28/2004/NĐ-CP ngày 16/01/2004 của Chính phủ sửa đổi, bổ sung một số điều của Nghị định số 54/2003/NĐ-CP; 
Theo đề nghị của Tổng cục trưởng Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng,
QUYẾT ĐỊNH:
Điều 1. Hủy bỏ 28 Tiêu chuẩn Việt Nam sau đây:
	1
	TCVN 6687 : 2000
(ISO 8381 : 1987)
	Thực phẩm từ sữa dùng cho trẻ nhỏ - Xác định hàm lượng chất béo - Phương pháp khối lượng của ROSE - GOTTLIEB (Phương pháp chuẩn)

	2
	TCVN 6265 : 1997 
(ISO 6611 : 1992)
	Sữa và các sản phẩm sữa - Định lượng đơn vị khuẩn lạc nấm men và/hoặc nấm mốc - Kỹ thuật đếm khuẩn lạc ở 250C

	3
	TCVN 6688-1 : 2001
(ISO 8262-1 : 1987)
	Sản phẩm sữa và thực phẩm từ sữa - Xác định hàm lượng chất béo bằng phương pháp khối lượng WEIBULL-BERRNTROP (Phương pháp chuẩn) 
Phần 1: Thực phẩm dành cho trẻ nhỏ

	4
	TCVN 6688-2 : 2000
(ISO 8262-2 : 1987)
	Sản phẩm sữa và thực phẩm từ sữa - Xác định hàm lượng chất béo bằng phương pháp khối lượng WEIBULL-BERRNTROP (Phương pháp chuẩn) 
Phần 2: Kem lạnh và kem lạnh hỗn hợp 

	5
	TCVN 6688-3 : 2000
(ISO 8262-3 : 1987)
	Sản phẩm sữa và thực phẩm từ sữa - Xác định hàm lượng chất béo bằng phương pháp khối lượng WEIBULL-BERRNTROP (Phương pháp chuẩn) 
Phần 3: Các trường hợp đặc biệt

	6
	TCVN 6836 : 2001
(ISO 8069 : 1986)
	Sữa bột - Xác định hàm lượng axit lactic và lactat - Phương pháp enzym

	7
	TCVN 7085 : 2002
(ISO 5764 : 1987)
	Sữa - Xác định điểm đóng băng - Phương pháp sử dụng dụng cụ đo nhiệt độ đông lạnh bằng điện trở nhiệt

	8
	TCVN 6842 : 2001
(ISO 8967 : 1992)
	Sữa bột và sản phẩm sữa bột - Xác định mật độ khối

	9
	TCVN 6261 : 1997 
(ISO 6730 : 1992)
	Sữa - Định lượng đơn vị hình thành khuẩn lạc từ các vi sinh vật ưa lạnh - Kỹ thuật đếm khuẩn lạc ở 6,50C

	10
	TCVN 6510 : 1999
(ISO 1740 : 1991)
	Bơ và sản phẩm chất béo của sữa - Xác định độ axit (Phương pháp chuẩn)

	11
	TCVN 6511 : 1999
(ISO 8156 : 1987)
	Sữa bột và các sản phẩm sữa bột - Xác định chỉ số không hòa tan 

	12
	TCVN 7086 : 2002
(ISO 5738 : 1980)
	Sữa và sản phẩm sữa - Xác định hàm lượng đồng - Phương pháp chuẩn đo quang

	13
	TCVN 6505-1 : 1999
(ISO 11866-1 : 1997)
	Sữa và các sản phẩm sữa - Định lượng E.COLI giả định 
Phần 1: Kỹ thuật đếm số có xác suất lớn nhất (MPN)

	14
	TCVN 6505-2 : 1999
(ISO 11866-2 : 1997)
	Sữa và các sản phẩm sữa - Định lượng E.COLI giả định 
Phần 2: Kỹ thuật đếm số có xác suất lớn nhất (MPN) dùng 4-METYLUMBELLIFERYL-b-D-GLUCURONIT (MUG)

	15
	TCVN 6508 : 1999
(ISO 1211 : 1984)
	Sữa - Xác định hàm lượng chất béo - Phương pháp khối lượng (Phương pháp chuẩn)

	16
	TCVN 6263 : 1997 
(ISO 8261 : 1989)
	Sữa và các sản phẩm sữa - Chuẩn bị mẫu thử và các dung dịch pha loãng để kiểm tra vi sinh 

	17
	TCVN 6266 : 1997
(ISO 5538 : 1987)
	Sữa và các sản phẩm sữa - Lấy mẫu - Kiểm tra theo dấu hiệu loại trừ  

	18
	TCVN 5860 : 1994 
	Sữa thanh trùng 

	19
	TCVN 6402 : 1998 
(ISO 6785 : 1985)
	Sữa và các sản phẩm sữa - Phát hiện SALMONELLA (Phương pháp chuẩn) 

	20
	TCVN 6404 : 1998
(ISO 7218 : 1996)
	Vi sinh vật trong thực phẩm và trong thức ăn gia súc - Nguyên tắc chung về kiểm tra vi sinh vật 

	21
	TCVN 5518 : 1991 
(ST SEV 6076-87)
	Thực phẩm - Phương pháp phát hiện và xác định số vi khuẩn họ Enterobacteriaceace

	22
	TCVN 6262-1 : 1997 
(ISO 5541-1 : 1986)
	Sữa và các sản phẩm sữa. Định lượng Coliform. 
Phần 1: Kỹ thuật đếm khuẩn lạc ở 300C

	23
	TCVN 6846 : 2001
(ISO 7251 : 1993)
	Vi sinh vật học - Hướng dẫn chung về định lượng E.coli giả định - Kỹ thuật đếm số có xác suất lớn nhất 

	24
	TCVN 6847 : 2001
(ISO 7402 : 1993)
	Vi sinh vật học - Hướng dẫn chung về định lượng Enterobacteriaceae không qua quá trình phục hồi - Kỹ thuật đếm khuẩn lạc và kỹ thuật MPN 

	25
	TCVN 6848 : 2001
(ISO 4832 : 1991)
	Vi sinh vật học - Hướng dẫn chung về định lượng Coliform - Kỹ thuật đếm khuẩn lạc 

	26
	TCVN 5084 : 1990
(ISO 1576 : 1975)
	Chè - Xác định tro tan trong nước và tro không tan trong nước 

	27
	TCVN 5714 : 1993
	Chè - Phương pháp xác định chất xơ 

	28
	TCVN 5609 : 1991
(ST SEV 6250 : 1988)
	Chè - Nguyên tắc nghiệm thu và phương pháp lấy mẫu 


Điều 2. Quyết định này có hiệu lực kể từ ngày ký./.
 
	 
Nơi nhận:
- Tổng cục TĐC;
- Lưu HS, VT.
	KT. BỘ TRƯỞNG 
THỨ TRƯỞNG




Trần Quốc Thắng
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		TIÊU CHUẨN VIỆT NAM





		TCVN 6505-1 : 1999


ISO 11866-1 : 1997 (E)

SỮA VÀ CÁC SẢN PHẨM SỮA-

ĐỊNH LƯỢNG E.COLI GIẢ ĐỊNH – PHẦN 1: KỸ THUẬT

ĐẾM SỐ CÓ XÁC SUẤT LỚN NHẤT (MPN)

Milk and milk products – Enumeration of presumptive Esherichia coli

Part 1: Most probable number technique (MPN)


HÀ NỘI - 1999








Lời nói đầu


TCVN 6505-1 : 1999 hoàn toàn tương đương với ISO 11866-1 : 1997 (E)


TCVN 6505-1 : 1999 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn – Đo lường – Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.

TCVN 6505-1 : 1999 

SỮA VÀ SẢN PHẨM SỮA - ĐỊNH LƯỢNG E.COLI GIẢ ĐỊNH – PHẦN 1: KỸ THUẬT ĐẾM SỐ CÓ XÁC SUẤT LỚN NHẤT (MPN)
Milk and milk products – Enumeration of presumptive Esherichia coli - Part 1: Most probable number technique (MPN)


1. Phạm vi áp dụng 


TCVN 6505-1 : 1999 (ISO 11866-1) quy định phương pháp định lượng E.coli bằng kỹ thuật nuôi cấy trong môi trường lỏng, và tính số lượng E.Coli giả định có trong 1 gam hoặc trong 1 mililit bằng kỹ thuật đếm số có xác suất lớn nhất (MPN) sau khi nuôi ấm ở 370C sau đó nuôi ấm tiếp ở 440C.

Phương pháp này có thể áp dụng cho:


- sữa và các sản phẩm sữa dạng lỏng;


- sữa bột, whey bột có đường, buttermilk bột và lactoza;


- casein axit, casein lactic và casein rennet;


- caseinat, whey bột axit;


- phomát và phomát chế biến;

- bơ;


- sản phẩm sữa đông lạnh (bao gồm cả kem lạnh);


- custard, món tráng miệng và váng kem.


Phương pháp này thích hợp đối với các mẫu có số lượng E.Coli dự đoán tương đối thấp (ít hơn 100 E.Coli trong một gam, hoặc ít hơn 10 E.Coli trong một mililit).


CHÚ Ý - Một vài loài E.Coli gây bệnh không phát triển ở 440C. Khả năng áp dụng của phương pháp này bị hạn chế do độ ổn định không cao đối với độ biến thiên lớn. Do đó, phương pháp này nên sử dụng và giải thích kết quả theo thông tin trong điều 12.


2. Tiêu chuẩn trích dẫn


TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996) Vi sinh vật trong thực phẩm và trong thức ăn gia súc. Nguyên tắc chung về kiểm tra vi sinh vật.

TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261) Sữa và các sản phẩm sữa – Chuẩn bị mẫu thử và các dung dịch pha loãng để kiểm tra vi sinh vật.


3. Định nghĩa


Áp dụng định nghĩa sau đây trong TCVN 6505-1:


3.1. E.Coli giả định: Là các vi khuẩn ở nhiệt độ 440C lên men lactoza kèm theo sự sinh hơi và ở 440C tạo ra indol tù tryptophan, khi tiến hành thử theo phương pháp này.


4. Nguyên tắc


4.1. Cấy ba ống nghiệm môi trường lỏng tăng sinh chọn lọc nồng độ kép [5.3.1.1a)] với lượng mẫu thử quy định nếu sản phẩm ban đầu dạng lỏng, hoặc với một lượng xác định huyền phù ban đầu trong trường hợp sản phẩm dạng khác.


4.2. Cấy ba ống nghiệm môi trường lỏng tăng sinh chọn lọc nồng độ đơn [5.3.1.1b)] với lượng mẫu thử quy định nếu sản phẩm ban đầu dạng lỏng, hoặc với một lượng xác định chất huyền phù ban đầu trong trường hợp sản phẩm dạng khác.


Sau đó cấy môi trường nồng độ đơn [5.3.1b)] với các dung dịch mẫu thử pha loãng thập phân hoặc huyền phù ban đầu trong cùng điều kiện trên.

4.3. Nuôi ấm các ống nghiệm chứa môi trường nồng độ kép và nồng độ đơn ở 370C từ 24 h đến 48h. Kiểm tra các ống nghiệm có sinh hơi.

4.4. Cấy một dãy các ống nghiệm mới có chứa môi trường chọn lọc thứ hai (5.3.2) từ các ống nghiệm chứa môi trường nồng độ kép và nồng độ đơn cho sinh hơi.


4.5. Nuôi ấm dãy ống nghiệm mới này (4.4) ở 440C trong 24h – 48 h và kiểm tra sự sinh hơi.


4.6. Cấy một dãy các ống nghiệm mới có chứa trypton (5.4) từ các ống môi trường lỏng chọn lọc (4.5) cho sinh hơi.


4.7. Nuôi ấm ở 440C trong 24h – 48h và kiểm tra các ống của dãy mới này (4.6) về việc tạo indol.


4.8. Coi các ống nghiệm nuôi cấy ban đầu trong 4.1 và/hoặc 4.2, có sinh hơi trong 4.5 từ môi trường chọn lọc thứ hai ở 440C và trong 4.7 tạo indol từ nước trypton ở 440C là các ống dương tính chứng tỏ có E.Coli giả định.


4.9. Xác định chỉ số MPN từ số ống dương tính (4.8) của các dung dịch pha loãng chọn lọc bằng cách sử dụng bảng MPN (phụ lục A) và tính số có xác suất lớn nhất (MPN) của E.Coli giả định trong một gam hoặc một mililit mẫu ban đầu.

5. Chất pha loãng, môi trường nuôi cấy và thuốc thử


5.1. khái quát


Đối với các phòng thí nghiệm hiện hành (xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218) và TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261).


Đối với môi trường và thuốc thử đã chuẩn bị nhưng không sử dụng ngay, nếu không có quy định khác, phải bảo quản chỗ tối ở nhiệt độ từ 00C đến +50C không quá 1 tháng trong các điều kiện không làm thay đổi thành phần của chúng.


5.2. Chất pha loãng 


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261).


5.3. Môi trường nuôi cấy


5.3.1. Canh thang tryptoza lauryl sunfat (môi trường tăng sinh chọn lọc)


5.3.1.1. Thành phần 


		

		a) Môi trường nồng độ kép

		b) Môi trường nồng độ đơn



		Trypton

Lactoza


Dikali hidro phôtphat (K2HPO4)

Kali dihidro phôtphat (KH2PO4)


Natri clorua


Natri lauryl sunphat [CH3(CH2)11OSO3Na]


Nước

		40,0 g

10,0 g


5,5 g


5,5 g


10,0 g


0,2 g


1 000 ml

		20,0 g

5,0 g


2,75 g


2,75 g


5,0 g


0,1 g


1 000 ml





5.3.1.2. Chuẩn bị

Hòa tan trong nước các thành phần hoặc môi trường hoàn chỉnh khô, đun sôi khi cần thiết.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH phải là 6,8, ở 250C.


Phân phối môi trường theo từng lượng 10 ml vào các ống nghiệm có kích thước 16 mm x 160 mm (6.2) có chứa ống Durham lộn ngược (6.3) trong trường hợp môi trường nồng độ đơn và vào các ống nghiệm có kích thước 20 mm x 200 mm (6.2) có chứa ống Durham lộn ngược (6.3) trong trường hợp môi trường nồng độ kép 


Khử trùng 15 phút ở 1210C trong nồi hấp áp lực (6.1).


Ống Durham lộn ngược không được chứa bọt không khí sau khi khử trùng


5.3.2. Canh thang EC (môi trường chọn lọc thứ hai)

5.3.2.1. Thành phần 


		Trypotoza hoặc trypticaza


Lactoza 


Muối mật (No.3)-1

Dikali hidro phôtphat (KH2PO4)

Kali dihidro phôtphat (KH2PO4)

Natri clorua


Nước 

		20,0 g

5,0 g


1,5 g


4,0 g


1,5 g


5,0 g


1 000 ml



		1) Xem phần phụ lục tham khảo [3]

		





5.3.2.2. Chuẩn bị

Hòa tan trong nước các thành phần hoặc môi trường hoàn chỉnh khô, đun sôi khi cần thiết.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH phải là 6,8, ở 250C.

Phân phối môi trường theo từng lượng 10 ml vào các ống nghiệm có kích thước 16 mm x 160 mm (6.2) có chứa ống Durham lộn ngược (6.3).


Khử trùng 15 phút ở nhiệt độ 1210C trong nồi hấp áp lực (6.1).


Ống Durham lộn ngược không được chứa bọt không khí sau khi khử trùng.


5.4. Nước trypton


5.4.1. Thành phần 


		Trypton


Natri clorua


Nước

		10,0 g


5,0 g


1 000 ml 





5.4.2. Chuẩn bị

Hòa tan trong nước các thành phần trên, đun sôi khi cần thiết


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH phải là 7,3 ở 200C.


Phân phối môi trường theo từng lượng từ 5 ml đến 10 ml vào các ống nghiệm có kích thước 16 mm x 160mm 


Khử trùng 15 phút ở nhiệt độ 1210C trong nồi hấp áp lực (6.1).


5.5. Thuốc thử indol (thuốc thử Kovacs)


5.5.1. Thành phần 


		4-Dimetylaminobenzaldehyt

2- Metylbutan-1-ol hoặc pentan-1-ol


Axit clohidric (ρ20 từ 1,18 g/ml đến 1,19 g/ml)

		5,0 g


75,0 ml

25,0 ml 





5.5.2. Chuẩn bị

Hòa tan 4 – Dimetylaminobenzaldehyt trong cồn bằng cách đun nhẹ đến khoảng 500C – 550C trong nồi cách thủy (6.5).


Để nguội và thêm axit clohidric.


Bảo quản nơi tối ở nhiệt độ khoảng 40C.


Màu sắc của thuốc thử phải từ màu vàng sáng đến màu nâu sáng.


6. Thiết bị và dụng cụ thủy tinh


Đối với các yêu cầu chung, xem TCVN 6404:1998 (ISO 7218) và TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261). Dụng cụ thủy tinh phải bền khi khử trùng lại.

Sử dụng các thiết bị thí nghiệm vi sinh thông thường và đặc biệt là:


6.1. Nồi hấp áp lực, có thể duy trì nhiệt độ ở 1210C ± 10C.


Về chi tiết xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218).


6.2. Ống nghiệm, có kích thước 16 mm x 160 mm và 20 mm x 200 mm, hoặc bình cầu hoặc chai có dung tích thích hợp.

6.3. Ống Durham, có kích thước thích hợp cho việc sử dụng trong ống nghiệm (6.2).

6.4. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ ở 440C ± 0,50C.


6.5. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ từ 500C đến 550C.


6.6. Tủ ấm, có thể duy trì nhiệt độ 370C ± 10C ở bất kỳ điểm nào trong tủ.

6.7. Que cấy vòng, bằng hợp kim platin – iridi hoặc niken – crom hoặc chất dẻo, đường kính khoảng 3 mm hoặc túi vô trùng sử dụng một lần.

6.8. pH-met, có độ chính xác đến ± 0,1 đơn vị pH ở 250C.


6.9. Pipet chảy hết, có dung tích danh định là 1 ml và 10 ml.


7. Lấy mẫu


Điều quan trọng là phòng thí nghiệm phải nhận được đúng mẫu đại diện và không bị hư hỏng hoặc thay đổi thành phần trong quá trình vận chuyển và bảo quản.

Lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này. Nên lấy mẫu theo phương pháp quy định trong TCVN 6400 : 1998 (ISO 707).


8. Chuẩn bị mẫu thử


Chuẩn bị mẫu thử theo TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261).

9. Cách tiến hành 


9.1. Phần mẫu thử, huyền phù ban đầu và các dung dịch pha loãng


Chuẩn bị phần mẫu thử, huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) và các dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo, theo TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261).


Pha đủ số lượng các dung dịch pha loãng để đảm bảo rằng tất cả các ống nghiệm ứng với độ pha loãng cuối cùng cho kết quả âm tính.


9.2. Môi trường tăng sinh chọn lọc


9.2.1. Cấy


9.2.1.1. Lấy ba ống nghiệm đựng môi trường tăng sinh nồng độ kép [5.3.1.1 a)]. Dùng pipet vô trùng (6.9) cho vào mỗi ống 10 ml mẫu thử dạng lỏng, hoặc 10 ml huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) mẫu thử dạng khác.


9.2.1.2. Lấy ba ống nghiệm đựng môi trường tăng sinh nồng độ đơn [5.3.1.1b)]. Dùng pipet vô trùng (6.9) cho vào mỗi ống 1 ml mẫu thử dạng lỏng, hoặc 1 ml huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) mẫu thử dạng khác.


9.2.1.3. Đối với mỗi một dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo, tiến hành theo quy định trong 9.2.1.2. Đối với mỗi độ pha loãng dùng một pipet vô trùng mới.


9.2.1.4. Trộn cẩn thận chất nuôi cấy với môi trường bằng cách dùng bộ trộn. Tránh tạo bọt khí vào trong ống Durham (6.3).


9.2.2. Nuôi ấm

Nuôi ấm tất cả các ống nghiệm đã cấy (từ 9.2.1.1 đến 9.2.1.3) trong tủ ấm (6.6) ở 370C trong 24h ± 2h. Nếu ở giai đoạn không quan sát thấy sinh hơi thì nuôi ấm tiếp đến 48h ± 2h.


9.3. Kiểm tra trong môi trường chọn lọc thứ hai


9.3.1. Cấy 


Từ mỗi ống nghiệm nuôi ấm trong 9.2.2 cho thấy có sự sinh hơi, và cũng từ mỗi ống nghiệm chứa môi trường nồng độ kép, dùng que cấy vòng (6.7) cấy môi trường chọn lọc (5.3.2) trước đó đã được làm nóng đến 440C trong nồi cách thủy (6.4).


Trộn kỹ chất cấy với môi trường. Tránh tạo khí trong ống Durham (6.3).


9.3.2. Nuôi ấm

Nuôi ấm các ống nghiệm đã cấy theo 9.3.1 trong nồi cách thủy (6.4) ở 440C trong 24h ± 2h. Nếu ở giai đoạn này không quan sát thấy sinh hơi thì nuôi ấm tiếp đến 48h ± 2h.


9.4. Kiểm tra trong nước trypton


9.4.1. Cấy

Từ mỗi ống nghiệm nuôi ấm trong 9.3.2 cho thấy có sự sinh hơi, dùng que cấy vòng (6.7) cấy nước trypton (5.4) trước đó đã được làm nóng đến 440C trong nồi cách thủy (6.4).

Trộn kỹ chất cấy với môi trường. Tránh tạo khí trong ống Durham (6.3).


9.4.2. Nuôi ấm


Làm ấm các ống nghiệm đã cấy theo 9.4.1 trong nồi cách thủy (6.4) ở 440C trong 48h ± 2h.


9.4.3. Thử nghiệm về tính sinh indol


Thêm 0,5 ml thuốc thử indol (5.5) vào các ống nghiệm có chứa nước trypon đã làm ấm. Lắc kỹ và kiểm tra sau 1 phút.


Có màu đỏ trong pha cồn cho thấy sự có mặt của indol (ống dương tính).


9.5. Giải thích 


Coi các ống nghiệm nuôi cấy ban đầu như trong 9.2.1.1 đến 9.2.1.3, cho thấy sinh hơi trong 9.3.2 và tạo indol trong 9.4.3 là các ống dương tính chứng tỏ có E.Coli giả định.


Đếm số ống dương tính đối với mỗi độ pha loãng.


10. Chọn độ pha loãng

Chú thích – Huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) và mẫu thử được coi là các dung dịch pha loãng.


10.1. Đối với mỗi mẫu cần kiểm tra, chọn ba độ pha loãng liên tiếp phù hợp với 10.2, 10.3 hoặc 10.4 để thu được chỉ số MPN.


10.2. Trong trường hợp khi chỉ có ba độ pha loãng, sử dụng cả ba độ pha loãng này để thu được chỉ số MPN.


10.3. Trong trường hợp khi có nhiều hơn ba độ pha loãng đã được sử dụng, việc chọn ba độ pha loãng như thế sẽ cho tổ hợp các xác suất khác nhau. Điều này có thể biểu thị trong các cấp hạng trong bảng A.1 của phụ lục A. Giải thích các cấp hạng này được đưa ra trong bảng A.2 của phụ lục A.


10.4. Chọn tổ hợp của ba độ pha loãng liên tiếp với cấp hạng 1 để thu được chỉ số MPN; nếu thu được, nếu hơn một tổ hợp với cấp hạng 1 thì sử dụng tổ hợp có số ống dương tính lớn nhất.


Nếu không có tổ hợp với cấp hạng 1, sử dụng một tổ hợp với cấp hạng 2; nếu thu được nhiều hơn một tổ hợp với cấp hạng 2 thì sử dụng một tổ hợp có số ống dương tính lớn nhất (thí dụ xem bảng 1).


Nếu không có tổ hợp với cấp hạng 2, sử dụng một tổ hợp với cấp hạng 3; nếu thu được nhiều hơn một tổ hợp với cấp hạng 3 thì sử dụng tổ hợp có số ống dương tính lớn nhất (xem thí dụ ở bảng 1).


Bảng 1 – Thí dụ về việc chọn các kết quả dương tính để tính giá trị MPN


		Thí dụ

		Số ống nghiệm dương tính thu được từ ba ống nghiệm nuôi ấm đã cấy các lượng mẫu/ống sau đây1)

		MPN2)



		

		Sản phẩm dạng lỏng 

		10ml

		1 ml 

		10-1ml 

		10-2ml 

		10-3ml

		Sản phẩm dạng lỏng ml-1

		Sản phẩm khác g-1



		

		Các sản phẩm khác 

		1g 

		10-1g 

		10-2g 

		10-3g 

		10-4g
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3
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2

		3


3


2


3


2

		2


3


1


0


0

		1


0


1


0


1

		0


0


0


0

		1,1 x 101

2,4 x 101

7,4


2,4


2,1 x 101

		1,1 x 102

2,4 x 102

7,4 x 101

2,4 x 101

2,1



		1) Chữ in đậm: Tổ hợp được chọn  


2) Được tính dùng chỉ số MPN cho ba ống nghiệm (bảng A.1) 





11. Xác định, tính và biểu thị kết quả 

11.1. Xác định chỉ số MPN


Xác định chỉ số MPN của E.Coli giả định từ số ống dương tính (9.5) đối với mỗi độ pha loãng đã chọn (xem điều 10), sử dụng bảng A.1 (phụ lục A)


11.2. Tính số có xác suất lớn nhất (MPN)


Nhân chỉ số MPN (11.1) với tỷ lệ ngạch của độ pha loãng thấp nhất được chọn (nghĩa là có nồng độ mẫu thử cao nhất) cho ra số có xác suất lớn nhất (MPN) của E.Coli có trong 1 mililit hoặc trong 1 gam sản phẩm.


Khi độ pha loãng thấp nhất được chọn tương ứng với các ống đã cấy với môi trường nồng độ kép (cấy vào 10ml) thì trước hết chia chỉ số MPN cho 10.


Chú thích – Việc chia chỉ số MPN cho 10 chỉ cần thiết đối với sản phẩm dạng lỏng khi phân phối 10 ml mẫu thử sang ống nghiệm chứa môi trường nồng độ kép. Đối với sản phẩm dạng khác, 10 ml huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) chứa 1g mẫu thử cần phân phối (xem 9.2.1.1).


11.3. Biểu thị kết quả 


Biểu thị kết quả theo số có xác suất lớn nhất (MPN) của E.Coli giả định có trong 1 mililit (sản phẩm dạng lỏng) hoặc trong 1 gam (sản phẩm dạng khác) theo một số trong khoảng 1,0 đến 9,9 nhân với lũy thừa tương ứng của 10.


Nếu như MPN nhỏ hơn 0,3 E.Coli giả định trong 1mililit hoặc trong 1 gam sản phẩm và nếu như sử dụng quy trình này, thì kết quả được biểu thị như sau: “Không có E.Coli giả định trong 1 ml hoặc trong 1 g sản phẩm”. 


12. Độ chính xác 


Thực nghiệm cho thấy rằng khi sử dụng kỹ thuật MPN kết quả có thể xảy ra sai số lớn. Do đó, phải thận trọng khi sử dụng các kết quả thu được bằng phương pháp này. Các giới hạn tin cậy được đưa ra trong bảng A.1 (phụ lục A).

13. Báo cáo kết quả 


Báo cáo kết quả phải chỉ ra:


- phương pháp lấy mẫu đã thực hiện, nếu có;


- phương pháp đã sử dụng;


- các kết quả thu được, chỉ rõ phương pháp biểu thị đã dùng.


Báo cáo kết quả cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong phần này của tiêu chuẩn, hoặc được xem là tùy ý, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả.


Báo cáo kết quả cũng bao gồm các thông tin cần thiết về việc nhận biết đầy đủ mẫu thử.


PHỤ LỤC A

(quy định)


XÁC ĐỊNH SỐ CÓ XÁC SUẤT LỚN NHẤT


Bảng A.1 – Chỉ số MPN và các giới hạn tin cậy
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		1) Từ phụ lục tham khảo [4].


2) Xem bảng A.2


3) Các giới hạn tin cậy đưa ra trong bảng này chỉ là đưa ra một số ý kiến của ảnh hưởng sai số thống kê lên kết quả. Tuy nhiên vẫn có các nguồn gốc sai số khác đôi khi còn quan trọng hơn.





Bảng A.2 – Giải thích kết quả 

		Cấp hạng 1)

		Định nghĩa 



		1

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả nằm trong số các khả năng cao nhất thu được. Hầu như chỉ có 5% khả năng nhận được kết quả nhỏ hơn giá trị nhỏ nhất ở cấp hạng này.



		2

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả là một trong số khả năng nhận được ít hơn cả số có khả năng xảy ra nhỏ nhất trong cấp hạng 1, nhưng tối đa chỉ có 1% khả năng thu được 1 kết quả có thể thấp hơn kết quả nhỏ nhất có thể xảy ra ở cấp hạng này.



		3

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả là một trong số có khả năng nhận được ít hơn cả giá trị nhỏ nhất trong cấp hạng 2, nhưng tối đa chỉ có 0,1% khả năng thu được 1 kết quả có thể thấp hơn giá trị nhỏ nhất ở cấp hạng này.



		0

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả là một trong số có khả năng nhận được ít hơn cả giá trị nhỏ nhất trong cấp hạng 3, chỉ số 0,1% khả năng thu được 1 kết quả ở cấp hạng này, nếu như không có một sai sót nào.



		1) Trước khi bắt đầu thử nghiệm, cần quyết định xem cấp hạng nào sẽ được chấp nhận, nghĩa là: chỉ cấp hạng 1, 1 và 2 hoặc thậm chí 1, 2 và 3. Nếu quyết định dựa trên các kết quả có tầm quan trọng, thì chỉ chấp nhận kết quả của cấp hạng 1 hoặc tối đa kết quả của cấp hạng 1 và cấp hạng 2. Kết quả của cấp hạng 0 cần được xem xét hết sức cẩn thận.
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TCVN 6511 : 1999 hoàn toàn tương đương với ISO 8156 : 1987 (E)


TCVN 6511 : 1999 do Ban Kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn – Đo lường – Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành. 


0. Giới thiệu 

0.1. Hiện nay đã có một số phương pháp khối lượng xác định độ hòa tan của sữa bột (thí dụ: phương pháp Van Kreveld và Verhoog, 1963 [1]; tiêu chuẩn Anh 1743 : phần 2: 1980 [2]) nhưng để xác định thông thường, kể cả việc phân loại thì phương pháp áp dụng rộng rãi nhất là phương pháp xác định độ tan của Viện tiêu chuẩn sữa bột Mỹ (ADMI 1971) [3], theo phương pháp này, phần mẫu thử được trộn với nước và sản phẩm hoàn nguyên này được li tâm, thể tích chất lắng cuối cùng thu được (cặn không tan) tính bằng mililit, là chỉ số hòa tan. Bởi vì chỉ số hòa tan là giá trị nghịch đảo của độ tan, nên nó được dùng trực tiếp và hợp lý hơn so với thuật ngữ “chỉ số không hòa tan” để mô tả việc xác định bằng phương pháp “hòa tan” như trong trường hợp của ADMI. Do đó, “chỉ số không hòa tan” đã được áp dụng để xác định trong phương pháp đo thể tích không tan như mô tả trong tiêu chuẩn này; việc áp dụng cách biểu thị mới này cũng cho phép phân biệt phương pháp mô tả trong tiêu chuẩn này với phương pháp xác định chỉ số hòa tan của ADMI.


Tuy phương pháp xác định chỉ số hòa tan của ADMI đã được sử dụng ở nhiều nước trong thời gian dài, nhưng đã có lúc người ta thấy độ chính xác (độ lặp lại, độ tái lập) của phương pháp này không được ổn định. Phương pháp này không thích hợp một vài loại sữa bột sấy màng nguyên chất và sữa bột sấy phun và các sản phẩm sữa. Điều này đã dẫn đến kết luận là dụng cụ và kỹ thuật của phương pháp ADMI không đáp ứng đầy đủ và không phù hợp cho vài loại sữa bột, và do vậy cả phương pháp của ADMI cũng cần phải quy định cụ thể hơn, và có thay đổi trong vài trường hợp, hoặc cần xây dựng phương pháp để thay thế. Việc xây dựng phương pháp thay thế đối chứng được ưu tiên hơn bởi vì khi dùng phương pháp ADMI gặp phải khó khăn trong việc trang bị máy trộn chuyên dụng sản xuất tại Mỹ. Tuy nhiên khi các đời máy trộn cải tiến sẽ được sản xuất ở nhiều nước khác nhau nên có thể dễ dàng mua được, thì mọi người lại tập trung chú ý nâng cao độ chính xác của phương pháp ADMI mà vẫn giữ lại những đặc tính nguyên lý của phương pháp, do đó đa số các số liệu chỉ số hòa tan theo phương pháp ADMI vẫn còn có thể sử dụng để phân loại.

0.2. Trong tất cả các phương pháp xác định độ tan theo thể tích phần kết tủa áp dụng cho sữa bột và các sản phẩm sữa bột, thì nhiệt độ khi hoàn nguyên phần mẫu thử là yếu tố chính ảnh hưởng đến kết quả. Trong phương pháp chỉ số hòa tan ADMI, nhiệt độ kiểm tra là 750 F (23,90C) được áp dụng cho sữa bột sấy phun hoặc sữa bột sấy màng nguyên chất, sữa đã tách hoàn toàn chất béo và buttermilk, loại tan nhanh hoặc không tan nhanh. Nhưng trong phương pháp chỉ số không hòa tan việc chấp nhận nhiệt độ hoàn nguyên là 240C hoặc 500C tùy thuộc vào loại sản phẩm để sử dụng thông thường, hoặc theo hướng dẫn hoàn nguyên riêng rẽ trong nước “lạnh” hoặc nước “ấm”. Điều này có nghĩa là nhiệt độ hoàn nguyên dùng trong phương pháp chỉ số không hòa tan, thường là 240C đối với sản phẩm sữa bột sấy phun và 500C đối với sản phẩm sữa bột sấy màng. Trường hợp ngoại lệ của quy luật chung này thì cần phải hoàn nguyên trong nước ấm đối với thức ăn cho trẻ nhỏ chế biến từ sữa bột sấy phun và một số trường hợp thực phẩm chế biến từ sữa bột nguyên chất sấy phum, hoặc từ sữa đã tách một phần chất béo. Tuy nhiên, cần chú ý là giá trị chỉ số không tan của sữa bột có chứa chất béo thu được rất thấp khi xác định ở 500C, vì phương pháp này không xác định được sản phẩm đã bị làm khô quá mức do nhiệt dùng trong quá trình sản xuất hoặc bảo quản sai kỹ thuật. Điều này xẩy ra do protein của sữa bị biến tính bởi nhiệt cao không thể tan ở 240C và cùng với chất béo hỗn hợp sẽ kết tủa khi ly tâm; ở 500C protein bị biến tính (khi làm khô) do nhiệt có thể hòa tan đồng thời với sự giải phóng chất béo hỗn hợp, điều này có thể làm giảm đáng kể thể tích phần lắng (Wright [4], 1932; Howat & Wright [5]; 1993 Waite & White [6], 1949).


0.3. Phương pháp chỉ số không tan được mô tả trong tiêu chuẩn này về cơ bản giống với phương pháp chỉ số hòa tan của ADMI, nhưng với toàn bộ thiết bị, dụng cụ và điều kiện thực nghiệm được xác định cụ thể và cũng như nhiệt độ hoàn nguyên chỉ là 240C hoặc 500C (xem 0.2). Việc đổi mới sau cùng này có nghĩa là giá trị của chỉ số không hòa tan đòi hỏi kèm theo giá trị nhiệt độ hoàn nguyên đã dùng, ví dụ 0,25 ml (240C), 0,10 ml (500C). Độ chính xác của phương pháp chỉ số không tan đã được kiểm tra trong nghiên cứu của liên phòng thí nghiệm và đã được công nhận.

TCVN 6511 : 1999

SỮA BỘT VÀ CÁC SẢN PHẨM SỮA BỘT – XÁC ĐỊNH CHỈ SỐ KHÔNG HÒA TAN
Dried milk and dried milk products – Determination of insolubility index

1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định chỉ số không hòa tan để đánh giá độ hòa tan của sữa bột nguyên chất, sữa bột đã tách một phần chất béo và sữa bột đã tách hoàn toàn chất béo (định nghĩa trong tiêu chuẩn FAO/WHO A-51) là “Sữa bột nguyên chất”, “Sữa bột đã tách một phần chất béo” và “Sữa bột đã tách hoàn toàn chất béo”) dù là loại tan nhanh hay không tan nhanh. 


Phương pháp này cũng có thể áp dụng cho whey bột, buttermilk bột và thực phẩm dùng cho trẻ nhỏ chế biến từ sữa bột cũng như áp dụng cho các sản phẩm sữa bột mà trong đó chất béo của sữa đã được thay thế bằng chất béo khác, hoặc sản phẩm từ sữa sấy màng thay thế cho sữa sấy phun. 

2. Tiêu chuẩn trích dẫn 

TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa – Phương pháp lấy mẫu 

3. Định nghĩa 


Chỉ số không hòa tan là thể tích của phần lắng (cặn không tan), tính bằng mililit, thu được khi hoàn nguyên sữa bột hoặc sản phẩm sữa bột, và sữa hoàn nguyên hoặc sản phẩm sữa hoàn nguyên được ly tâm ở các điều kiện quy định trong tiêu chuẩn này.

4. Nguyên tắc 


Cho thêm nước có nhiệt độ 240C (hoặc 500C nếu thích hợp, xem 0.2) vào phần mẫu thử và hoàn nguyên bằng máy trộn chuyên dụng. Sau một khoảng thời gian quy định để ổn định, cho li tâm một thể tích nhất định của sữa hoàn nguyên hoặc ly tâm sản phẩm sữa đã hoàn nguyên trong ống nghiệm có chia độ, loại bỏ phần chất lỏng nổi trên bề mặt và cho thêm nước có nhiệt độ như nhiệt độ hoàn nguyên vào phần lắng và khuấy lại. Ly tâm hỗn hợp và ghi lại thể tích phần lắng (cặn không tan) thu được.


5. Thuốc thử 

Trong quá trình phân tích chỉ sử dụng nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương. 

5.1. Chất chống tạo bọt silicon, thí dụ: nhũ tương chứa 30% (m/m) silicon.


Thử kiểm tra tính phù hợp của chất chống tạo bọt silicon bằng cách thực hiện quy trình trong điều 8 không cho phần mẫu thử vào. Khi kết thúc quy trình không được thấy có nhiều vết silicon (≤ 0,01 ml) ở đáy ống nghiệm.


6. Thiết bị, dụng cụ

6.1. Nhiệt kế, có thể đo nhiệt độ ở 240C và /hoặc 500C với sai số không quá ± 0,20C.

Chú thích – Do nhiệt độ hoàn nguyên là yếu tố thực nghiệm quan trọng nhất đối với kết quả xác định chỉ số không hòa tan, điều quan trọng là nên dùng nhiệt kế có độ chính xác như quy định cho các quy trình nêu trong 8.1 và 8.3 (và cả trong 8.4.8).


6.2. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ ở 24,0 0C ± 0,20C và/hoặc 50,00C ± 0,20C, và có thể chứa được một hoặc vài bình trộn (6.3) (xem 10.3).


6.3. Bình trộn bằng thủy tinh, có dung tích 500 ml, để dùng cho máy trộn (6.8). Bình trộn được minh họa ở hình 1; các kích thước ghi xấp xỉ.

6.4. Cốc, có bề mặt nhẵn, hoặc giấy lấy mẫu màu đen được mài nhẵn (kích thước 140 mm x 140 mm) dùng để cân phần mẫu thử (8.2).


6.5. Cân, có độ chính xác tới 0,01 g.

6.6. Ống đong bằng plastic, có dung tích 100 ml ± 0,5 ml (ở 200C)

Chú thích – Nhiệt dung của ống plastic thấp hơn so với ống thủy tinh, điều này hạn chế khả năng thay đổi nhiệt độ của nước đựng trong ống (xem 8.4).


6.7. Bàn chải, thích hợp để loại bỏ hết phần mẫu thử còn sót lại khỏi bề mặt cốc hoặc giấy lấy mẫu (6.4).


6.8. Máy trộn chạy bằng điện, tương đương loại máy dùng trong phương pháp xác định chỉ số hòa tan của ADMI, với các đặc tính sau: 


a) Bánh công tác 16 lưỡi trộn (bằng thép không gỉ) có hình dáng và đường kính như vẽ ở hình 1, và bánh công tác phải được lắp vào trục của máy trộn sao cho “bề mặt” của bánh công tác nằm ở phía dưới như ở hình 1. Độ nghiêng của lưỡi trộn có hướng từ dưới lên trên, từ phải qua trái, theo chiều quay của kim đồng hồ (xem chú thích).


b) Độ nghiêng của lưỡi trộn phải là 300 và khoảng cách theo chiều ngang giữa hai lưỡi (đo theo chu vi của bánh công tác) phải là 8,73 mm (11/32 in) như hình 1. Trong quá trình sử dụng bánh công tác các kích thước này có thể bị thay đổi, do vậy cần kiểm tra và bảo dưỡng định kỳ.

c) Khi lắp bình trộn (6.3) vào máy trộn, độ dài của trục máy trộn phải đảm bảo sao cho khoảng cách từ phần thấp nhất của bánh công tác tới đáy bình trộn là 10 mm ± 2 mm; điều này có nghĩa là đối với bình trộn có chiều sâu là 132 mm thì khoảng cách từ miệng bình tới phần thấp nhất của bánh công tác là 122 mm ± 2 mm, và tới mặt phẳng của phần thấp nhất của lưỡi trộn bánh công tác là 115 mm ± 2 mm. Bánh công tác cũng phải được lắp đồng trục với bình.

d) Khi bình trộn có chứa 100 ml nước ở nhiệt độ 240C có thêm phần mẫu thử hoặc không có thêm phần mẫu thử thích hợp (8.2), được lắp vào máy trộn, cho máy chạy, bánh công tác phải đạt được tốc độ làm việc cố định là 3 600 vòng/phút ± 100 vòng/phút trong khoảng thời gian dưới 5 giây. Bánh công tác quay theo chiều kim đồng hồ (nhìn từ trên xuống). Tần số quay của bánh công tác đã có tải (như mô tả ở trên) phải được kiểm tra định kỳ bằng máy đo tốc độ góc điện tử; điều này đặc biệt quan trọng đối với các máy trộn đời cũ khi dùng động cơ không đồng bộ, điều chỉnh tốc độ quay ở 3 600 vòng/phút ± 100 vòng/phút bằng bộ phận kiểm tra tốc độ và đồng hồ báo tốc độ (đồng hồ có thể không giữ được độ chính xác).


Chú thích – Một số máy trộn dùng cho phương pháp ADMI có bánh công tác quay ngược chiều kim đồng hồ (nhìn từ trên xuống). Các máy trộn này đòi hỏi bánh công tác với hướng nghiêng của lưỡi dao từ dưới lên trên, từ trái qua phải để cho chất lỏng trong bình trộn chuyển động như trong trường hợp bánh công tác quay theo chiều kim đồng hồ. Xét về mọi phương diện, kể cả cách lắp vào trục, khoảng cách từ trục tới đáy bình trộn, thì bánh công tác quay ngược chiều kim đồng hồ cũng tương tự như bánh công tác quay xuôi chiều kim đồng hồ.


6.9. Đồng hồ hẹn giờ, báo được từ 0 đến 60 giây và từ 0 đến 60 phút.

6.10. Thìa trộn, có chiều dài khoảng 210 mm.


6.11. Ống ly tâm, bằng thủy tinh, hình nón, có hình dạng, kích thước, vạch thang chia độ và được gắn với một miếng có bề mặt nhám như vẽ trong hình 2, có nắp bằng cao su. Vạch chia độ, số lượng vạch và cách ghi “ml, 200C” phải được đánh dấu cố định và các vạch phải sắc nét, rõ ràng. Sai số lớn nhất (±) của dung tích ở 200C phải đảm bảo như sau: 


- 0,1 ml: 
± 0,05 ml;


- Từ 0,1 ml đến 1 ml:
± 0,1 ml;


- Từ 1 ml đến 2 ml:
± 0,2 ml;


- Từ 2 ml đến 5 ml:
± 0,3 ml;


- Từ 5 ml đến 10 ml:
± 0,5 ml;


- Từ 10 ml trở lên:
± 1 ml;


Chú thích – Để phục vụ mục đích kiểm tra sản xuất hàng ngày, có thể dùng các ống có các kích thước khác nhau, với điều kiện là chúng phải tuân theo các giới hạn sai số lớn nhất cho phép theo thể tích như đã nêu trên. Trong trường hợp có tranh cãi, hoặc khi cần kết quả chính xác thì phải dùng ống quy định trong 6.11.

6.12. Máy ly tâm, chạy bằng điện có đồng hồ báo tốc độ (phút -1 hoặc vòng/phút), có giá đỡ để lắp các ống ly tâm (6.11) theo chiều thẳng đứng và có khả năng tạo gia tốc 160 gn tại đáy trong của ống và duy trì nhiệt độ từ 200C đến 250C bên trong máy ly tâm. 

Chú thích – Gia tốc gn,do máy ly tâm tạo ra bằng 1,12 m2 x 10-6.


Trong đó


r là bán kính ngang hữu ích của đường quay tròn, tính bằng milimet;

n là tần số quay trong 1 phút.


6.13. Ống xi phông hoặc ống nối với bơm nước, để hút bỏ lớp chất lỏng nổi ở trên từ ống chạy ly tâm (6.11) làm bằng ống thủy tinh và có miệng hướng lên trên. Ống xi phông phù hợp xem hình 2.

6.14. Đũa khuấy, bằng thủy tinh dài 250 mm và có đường kính 3,5 mm.

6.15. Kính lúp, loại thích hợp để giúp cho việc đọc thể tích phần lắng (8.13). 

7. Lấy mẫu 


Lấy mẫu thí nghiệm theo TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) và nếu cần, bảo quản mẫu trong hộp đựng mờ, khô ráo, sạch, kín khí, có thể dùng hộp bán lẻ còn nguyên chưa mở nắp. Nếu mẫu thí nghiệm đựng trong hộp trong suốt thì cần để hộp nơi tối.


8. Cách tiến hành (xem cả điều 10, đặc biệt 10.3).


8.1. Chuẩn bị mẫu thử 

Trước khi tiến hành xác định, cần đảm bảo rằng mẫu thí nghiệm (điều 7) được bảo quản ở nhiệt độ thí nghiệm (từ 200C đến 250C) trong vòng tối thiểu 48h để các ảnh hưởng của trạng thái vật lý của mỡ đến chỉ số không hòa tan của các mẫu đều như nhau. Sau đó trộn thật kỹ mẫu thí nghiệm bằng cách quay và đảo chiều vật chứa liên tục. Nếu vật chứa đầy quá không thể trộn kỹ được, cần chuyển mẫu thí nghiệm sang vật chứa khác khô, sạch, kín khí có dung tích phù hợp và trộn như mô tả ở trên.

Trong trường hợp sữa bột dùng ngay phải trộn thật nhẹ để tránh làm giảm kích thước các hạt mẫu.

8.2. Chuẩn bị bình trộn


Do việc đo chỉ số không hòa tan được thực hiện ở nhiệt độ 240C và 500C (xem 0,2), nên cần điều chỉnh riêng rẽ nhiệt độ của bình trộn (6.3) tới 24,00C ± 0,20C hoặc 50,00C ± 0,20C tương ứng bằng cách để bình trộn trong nồi cách thủy (6.2) với mức nước gần ngập đến miệng bình, trong thời gian đủ lâu. 


Chú thích – Trong tiêu chuẩn này, cụm từ “ở 24,00C ± 0,20C hoặc 50,00C ± 0,20C tùy thích” có nghĩa là bất kỳ nhiệt độ nào được chấp nhận trong điều này. 


8.3. Phần mẫu thử 

Cân phần mẫu thử cho vào cốc (6.4) hoặc giấy lấy mẫu (6.4), chính xác tới ± 0,01 g, phần mẫu thử là: 


a) 13,00 g trong trường hợp sữa bột nguyên chất, sữa đã tách chất béo một phần và thực phẩm dùng cho trẻ sơ sinh chế biến từ hai loại sữa này;


b) 10,00 g trong trường hợp sữa bột đã tách hoàn toàn chất béo và buttermilk bột;


c) 7,00 g trong trường hợp whey bột.

(xem 10.4)

8.4. Xác định 

8.4.1. Lấy bình trộn (xem 8.2) ra khỏi nồi cách thủy, lau khô thật nhanh bề ngoài hình, dùng ống đong (6.6) cho vào bình trộn 100 ml ± 0,5 ml nước ở nhiệt độ thích hợp 24,00C ± 0,20C hoặc 50,00C ± 0,20C (xem chú thích 8.2).


8.4.2. Cho thêm 3 giọt chất chống tạo bọt silicon (5.1) vào nước đựng trong bình trộn và chuyển phần mẫu thử (8.3) vào bình trộn, nếu cần phải dùng bàn chải (6.7) để cho hết được phần mẫu thử vào nước trong bình.

8.4.3. Lắp bình trộn vào máy trộn (6.8), bật cho máy chạy, sau khi máy chạy được đúng 90 giây, tắt máy. Nếu máy trộn dùng động cơ không đồng bộ, có bộ phận điều chỉnh tốc độ và đồng hồ chỉ tốc độ, cho bánh công tác quay ở tốc độ 3600 ± 100 phút -1 trong vòng 5 giây đầu tiên của chu kỳ 90 giây trộn này.

8.4.4. Tháo bình trộn ra khỏi máy trộn (để vài giây cho phần chất lỏng bám lên bánh công tác chảy hết xuống bình), để bình ở trạng thái tĩnh, ở nhiệt độ thí nghiệm (xem 10.2) ít nhất 5 phút nhưng không quá 15 phút (xem 10.3).


8.4.5. Cho thêm 3 giọt chất chống tạo bọt silicon vào hỗn hợp đựng trong bình trộn (xem 10.5), khuấy kỹ lượng đựng trong bình trộn bằng dao trộn (6.10) trong vòng 10 giây (nhưng không được khuấy quá mạnh), rót ngay hỗn hợp này vào ống ly tâm (6.11), rót đúng đến vạch, nghĩa là rót cho tới khi bề mặt trùng với vạch 50 ml.

8.4.6. Đặt ống chạy ly tâm vào máy ly tâm (6.12) (đặt thật cân), cho máy chạy càng nhanh càng tốt để tạo gia tốc 160 gn tại đáy trong ống, để ống quay ở tốc độ này trong 5 phút, ở nhiệt độ từ 200C đến 250C.


8.4.7. Lấy ống ly tâm ra khỏi máy ly tâm và dùng dao trộn (6.10) hớt bỏ lớp chất béo phía trên khỏi ống.


Giữ ống ly tâm thẳng đứng dùng ống xi phông (6.13) hoặc ống nối (6.13) hút bỏ chất lỏng nổi ở trên cho đến khi bề mặt trên trùng với vạch 15 ml, nếu chất cần thử là sản phẩm sữa sấy màng, hoặc trùng với vạch 10ml, nếu chất cần thử là sản phẩm sữa sấy phun, chú ý để không quấy trộn phần lắng. Tuy nhiên, nếu thấy rõ thể tích của phần lắng vượt quá 15 ml hoặc 10 ml thì dừng quy trình lại ở giai đoạn này và ghi chỉ số không hòa tan là “15 ml” hoặc “Lớn hơn 10 ml”, ghi kèm cả nhiệt độ hoàn nguyên như trong 9.1. Nếu không, tiến hành tiếp như mô tả trong 8.4.8.


8.4.8. Cho thêm nước có nhiệt độ thích hợp 240C hoặc 500C (xem chú thích 8.2) vào ống ly tâm, cho đến khi bề mặt trên trùng với vạch 30 ml, dùng đũa khuấy (6.14) khuấy kỹ cho phần lắng phân tán hết, gõ nhẹ phần dưới của đũa vào thành trong của ống để chất lỏng bám trên đũa rơi hết xuống ống, cho thêm nước ở cùng nhiệt độ, cho đến khi bề mặt trên trùng với vạch 50 ml.

8.4.9. Dùng nắp cao su đậy kín ống ly tâm, đồng thời lắc đảo chiều ống thật chậm 5 lần, để trộn kỹ hỗn hợp trong ống, tháo bỏ nắp (gạt đáy nắp vào thành miệng ống để chất lỏng bám trên nắp rơi hết xuống ống), sau đó cho ống quay trong máy ly tâm trong vòng 5 phút với tốc độ quay và nhiệt độ theo yêu cầu như mô tả trong 8.4.6.

Chú thích – Nên đặt ống ly tâm vào trong máy ly tâm sao cho khi ống ở trạng thái quay các vạch chia độ trên ống không nằm hướng lên trên hoặc xuống dưới mà nằm ở vị trí trung gian giữa 2 vị trí này. Khi đó nếu bề mặt của phần lắng mà có bị nghiêng thì thể tích của phần lắng vẫn xác định được dễ dàng.

8.4.10. Lấy ống ly tâm ra khỏi máy ly tâm, giữ ống thẳng đứng trên nền đen thích hợp (xem chú thích), để cho bề mặt của phần lắng bằng ngang tầm mắt, dùng kính lúp (6.15) đọc thể tích phần lắng chính xác tới 0,05 ml nếu thể tích nhỏ hơn 0,5 ml, và chính xác tới 0,1 ml nếu thể tích lớn hơn 0,5 ml. Ước tính thể tích nếu như bề mặt của phần lắng bị nghiêng. Nếu bề mặt của phần lắng không bằng phẳng, giữ yên ống theo chiều thẳng đứng trong vài phút; khi đó bề mặt của phần lắng sẽ bằng phẳng hơn và thể tích phần lắng sẽ đọc được dễ dàng hơn. Ghi nhiệt độ của nước đã dùng để hoàn nguyên. 


Chú thích – Quan sát ống trên nền sáng hoặc nền tối sẽ phân biệt được bề mặt của phần lắng rõ ràng hơn.


9. Biểu thị kết quả 

9.1. Phương pháp tính 

Chỉ số không hòa tan của mẫu thí nghiệm đúng bằng thể tích của phần lắng, tính bằng milimet, ghi được ở 8.4.10. Ghi kết quả cùng với nhiệt độ của nước đã dùng để hoàn nguyên sữa, thí dụ như:


0,10 ml (240C)


4,1 ml (500C)


9.2. Độ chính xác 


Chú thích – Số liệu về độ lặp lại và độ tái lập đã được kiểm tra trong thử nghiệm của liên phòng thí nghiệm, như mô tả trong ISO 5725. Độ chính xác của phương pháp thử - Xác định độ lặp lại và độ tái lập bằng các thử nghiệm của liên phòng thí nghiệm, gồm 10 phòng thí nghiệm thử trên 10 mẫu.

9.2.1. Độ lặp lại 


Chênh lệch giữa hai giá trị của chỉ số không hòa tan riêng rẽ, thu được đồng thời hoặc trong 1 khoảng thời gian ngắn, do 1 kỹ thuật viên thực hiện, trên cùng 1 mẫu thử, dùng cùng 1 loại dụng cụ phải không được vượt quá 0,138 M, trong đó M là trung bình cộng của 2 giá trị.

9.2.2. Độ tái lập


Chênh lệch giữa hai giá trị của chỉ số không hòa tan riêng rẽ thu được trong 2 lần thử ở 2 phòng thí nghiệm khác nhau trên cùng 1 mẫu thử, phải không được vượt quá 0,328 M, trong đó M là trung bình cộng của 2 giá trị.


10. Chú thích cho quy trình

10.1. Cần chú ý là quy trình thử phải được thực hiện một cách liên tục không được ngừng lại ở bất kỳ giai đoạn nào và phải tuân thủ tuyệt đối mọi yêu cầu về nhiệt độ và thời gian.

10.2. Do việc xác định chỉ số không hòa tan có thể bị ảnh hưởng bởi nhiệt độ xung quanh, nên quy trình phải được thực hiện trong phòng thí nghiệm có nhiệt độ được duy trì trong khoảng từ 200C đến 250C.

10.3. Thực nghiệm cho thấy thời gian để bình ở trạng thái tĩnh (8.4.4) cho phép từ 5 phút đến 15 phút đã ảnh hưởng không đáng kể đến chỉ số không hòa tan. Một mẻ thử lấy vài mẫu được hoàn nguyên ở cùng nhiệt độ, thời gian để tĩnh là 10 phút, với điều kiện nhiệt độ của mỗi bình trộn được điều chỉnh đồng thời (xem 8.2) và các phần mẫu thử (8.3) được cùng cân với nhau. Trong hoàn cảnh đó, để có thể thuận lợi hơn nếu thay đổi quy trình mô tả trong 8.2 và 8.4.1 bằng cách cho thêm 100 ml ± 0,5 ml nước (nhiệt độ xấp xỉ với nhiệt độ yêu cầu) vào mỗi bình trộn để trong nồi cách thủy và khi nhiệt độ của nước đã ổn định ở giá trị cần thiết, lấy 1 bình ra khỏi nồi cách thủy và thực hiện tiếp như mô tả từ 8.4.1 đến hết 8.4.4, thực hiện tiếp như vậy lần lượt với mỗi bình. Sau đó đưa tất cả các ống của cả mẻ vào ly tâm đồng thời.

10.4. Mỗi phần mẫu thử (8.3) phải đảm bảo để khi trộn với 100 ml nước, tổng lượng chất rắn, được biểu thị bằng phần trăm theo khối lượng, phải xấp xỉ bằng tổng lượng chất rắn của sản phẩm dạng lỏng ban đầu. Khối lượng của phần mẫu thử đối với sữa bột nguyên chất, sữa bột đã tách hoàn toàn chất béo và buttermilk bột tương tự như quy định trong phương pháp chỉ số hòa tan, nó chỉ áp dụng cho 3 loại sản phẩm này.

10.5. Việc cho thêm 3 giọt chất chống tạo bọt silicon (5.1) vào hỗn hợp 8.4.5 có thể không cần thiết đối với các mẫu có xu hướng tạo bọt ít. Tuy nhiên, luôn cần cho thêm 3 giọt để duy trì cho quy trình đồng nhất đối với tất cả các mẫu.

11. Báo cáo kết quả 

Báo cáo kết quả phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thử nghiệm thu được. Cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, cùng với mọi chi tiết bất thường khác có thể ảnh hưởng tới kết quả.


Báo cáo kết quả cũng bao gồm tất cả các thông tin cần thiết về việc nhận biết hoàn toàn mẫu thử.

Kích thước tính bằng milimét

[image: image1.emf]

Hình 1 – Bình trộn và bánh công tác

Kích thước tính bằng milimét
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Hình 2 – Ống li tâm và gắn với si phông 
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Lời nói đầu


TCVN 6688 - 1 : 2001 hoàn toàn tương đương với ISO 8262 – 1 : 1987;


TCVN 6688 – 1 : 2001 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.


Lời giới thiệu

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng chất béo của sữa, sản phẩm sữa và thực phẩm từ sữa, nằm trong số một loạt các phương pháp chuẩn được hài hòa tới mức tối đa. Các phương pháp này dựa trên các nguyên tắc Rose – Gottlieb (RG), hoặc Weibull – Berntrop (WB) hoặc Schmid – Bondzynski – Ratzlaff (SBR).

Tiêu chuẩn này liên quan đến các loại thực phẩm từ sữa và các loại thực phẩm khác dành cho trẻ nhỏ chứa tinh bột hoặc dextrin, hoặc rau, quả, thịt … lớn hơn 5% (tính theo chất khô), phương pháp này dựa trên nguyên tắc Weibull-Berntrop (WB) vì:


a) Sản phẩm chứa các thành phần trên với hàm lượng lớn sẽ không thể chiết hết được chất béo, do đó hàm lượng chất béo chiết được bị thấp đi, nêu quy trình Rose-Gottlieb (RG) là không thích hợp.

b) Nhìn chung, sản phẩm có hàm lượng cacbon hidrat cao sẽ làm tăng các hợp chất có thể chiết được bằng ete khi thủy phân bằng axit, do đó cho giá trị hàm lượng chất béo quá cao dẫn đến việc áp dụng quy trình Schmid-Bondzynski-Ratzlaff (SBR) là không thích hợp.


c) Quy trình Weibull-Berntrop (WB) mặc dù cũng sử dụng quá trình thủy phân bằng axit nhưng không ảnh hưởng ngược đến các hợp chất có thể chiết bằng ete, vì phần thủy phân bằng axit đã được lọc và rửa, cặn khô trên phễu lọc không còn chứa các hợp chất có thể chiết được bằng xăng nhẹ.


d) Ở một số nước đã sử dụng phương pháp mô tả trên đây để xác định hàm lượng chất béo và được Ủy ban Codex về các phương pháp Phân tích và Lấy mẫu khuyến cáo sử dụng.

Phương pháp Weibull đầu tiên được áp dụng cho bánh mì; sau đó được Berntrop phát triển, sửa đổi một cách đáng kể như trình bày trong tiêu chuẩn này. Phương pháp này hiện nay đã được áp dụng rộng rãi để xác định hàm lượng chất béo trong nhiều loại thực phẩm.
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SẢN PHẨM SỮA VÀ THỰC PHẨM TỪ SỮA – XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CHẤT BÉO BẰNG PHƯƠNG PHÁP KHỐI LƯỢNG WEIBULL – BERNTROP (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN) - PHẦN 1: THỰC PHẨM DÀNH CHO TRẺ NHỎ
Milk products and milk – based foods – Determination of fat content by the Weibull – Berntrop gravimetric method (Reference method) - Part 1 : Infant foods

1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp chuẩn để xác định hàm lượng chất béo trong thực phẩm dành cho trẻ nhỏ khi không xác định được bằng phương pháp Rose-Gottlieb, tức là các loại thực phẩm từ sữa và các loại thực phẩm khác dành cho trẻ nhỏ chứa không quá 5% (m/m) (tính theo chất khô) tinh bột hoặc dextrin, hoặc rau, quả, thịt …

Chú thích –Nên dùng phương pháp thống nhất dựa trên nguyên tắc của RG đưa ra trong TCVN 6687 : 2000 (ISO 8381)(
) để kiểm tra các loại thực phẩm khác dành cho trẻ nhỏ. (Các Malto – Dextrin không chứa các dextrin có phân tử lượng cao thường có trong thực phẩm dành cho trẻ nhỏ không gây nhiễu quá trình chiết RG kể cả khi tồn tại với phần trăm cao).

Khi sản phẩm chứa hàm lượng đáng kể các axit béo tự do hoặc sản phẩm chứa các mảng không tan được hết trong amoniac thì cũng có thể sử dụng phương pháp này.


2. Tiêu chuẩn viện dẫn 


TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa – Phương pháp lấy mẫu 


3. Định nghĩa


Hàm lượng chất béo: Tất cả các chất xác định được bằng phương pháp quy định trong tiêu chuẩn này 


Hàm lượng chất béo được biểu thị bằng phần trăm khối lượng 


4. Nguyên tắc 


Thủy phân phần mẫu thử bằng cách đun sôi với axit clohidric loãng, lọc phần thủy phân nóng qua giấy lọc ướt để thu lấy chất béo, chiết chất béo bằng n-hecxan hoặc xăng nhẹ từ giấy lọc khô, loại bỏ dung môi bằng cách chưng cất hoặc cho bay hơi và cân lượng chất vừa chiết được. (Điều này được gọi là nguyên tắc Weibull-Berntrop).


5. Thuốc thử và nguyên liệu


Chỉ sử dụng các thuốc thử loại tinh khiết phân tích và khi tiến hành xác định theo phương pháp này không được để lại lượng cặn đáng kể. Chỉ sử dụng nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương.


5.1. Dung dịch axit clohidric, chứa khoảng 20% HCl (m/m), ρ20 xấp xỉ 1,10 g/ml.

Pha loãng 100 ml axit clohidric đậm đặc (ρ20 = 1,18 g/ml) bằng 100 ml nước và trộn.


5.2. Dung môi chiết, không chứa nước: n-hecxan hoặc xăng nhẹ có điểm sôi ở khoảng từ 300C đến 600C.


Để kiểm tra chất lượng của dung môi chiết, chưng cất 100 ml dung môi này từ bình chiết (6.4) đã chuẩn bị theo 8.4. Dùng một bình chiết rỗng đã chuẩn bị theo cùng phương thức để kiểm tra khối lượng (xem 10.1). Dung môi chiết không được để lại lượng cặn vượt quá 1,0 mg.


Thay hoặc chưng cất dung môi khi không thỏa mãn yêu cầu trên.

5.3. Giấy lọc gấp nếp, loại trung bình, tốt nhất là loại đã khử chất béo, có đường kính 150 mm.


Tiến hành các phép thử mẫu trắng để kiểm tra chất lượng của giấy lọc như quy định trong 8.3, sử dụng dung môi thỏa mãn yêu cầu trong 5.2. Dùng một bình chiết rỗng (6.4) đã chuẩn bị như quy định trong 8.4 để kiểm tra khối lượng (xem 10.1). Giấy lọc không được để lại lượng cặn vượt quá 2,5 mg.

Thay các giấy lọc không thỏa mãn điều kiện trên.


5.4. Giấy quì xanh


5.5. Diatomit (tùy chọn; xem 8.5.3).

5.6. Lactoza tinh khiết (tùy chọn; xem 8.5.3).

5.7. Sợi bông, đã khử chất béo bằng cách chiết bằng dung môi (5.2) trong 1,5 h và sấy khô.


6. Thiết bị, dụng cụ


Cảnh báo – Vỉ phép xác định này sử dụng các dung môi bay hơi dễ cháy, nên thiết bị điện được dùng phải tuân thủ các quy định an toàn trong việc sử dụng dung môi.


Sử dụng các thiết bị phòng thí nghiệm thông thường và đặc biệt như sau:


6.1. Cân phân tích.


6.2. Bộ trộn, để làm đồng nhất mẫu thí nghiệm, nếu cần; thí dụ: máy xay thực phẩm hoặc bộ trộn tốc độ cao với bình trộn dung tích 1 lít, có nắp đậy.


6.3. Thiết bị chiết, có thể chiết liên tục hoặc bán liên tục; thí dụ: loại Soxhlet, gồm một bình chiết (đáy phẳng, cổ ngắn) dung tích 150 ml, một bộ chiết có si phông dung tích từ 40 ml đến 60 ml và bộ sinh hàn gắn với ống sấy hoặc nút bông.

6.4. Bình chiết, dung tích 150 ml, đáy phẳng, cổ ngắn

6.5. Ống chiết, làm bằng giấy lọc đã khử chất béo, thủy tinh, nhôm oxit hoặc bằng PTFE (polytetrafluoroetylen), không được để một lượng cặn đáng kể trong mẫu trắng, hoặc làm bằng xeluloza, có đường kính trong 22 mm và chiều dài biên 80 mm để sử dụng với thiết bị chiết (6.3).


6.6. Nồi cách thủy, có thể duy trì ở các khoảng nhiệt độ sau:


từ 400C đến 600C (xem 8.1.1);

từ 300C đến 400C (xem 8.1.2);


6.7. Dụng cụ gia nhiệt, dùng cho thiết bị chiết, thí dụ: nồi cách thủy, bể cát hoặc bếp điện kiểm soát được nhiệt độ.


6.8. Chất trợ sôi, không chứa chất béo: hạt thủy tinh, hoặc các mảnh sứ khó vỡ, không xốp hoặc silicon cacbua.


6.9. Bình nón, dung tích 250 ml, được gắn với bộ sinh hàn, tốt nhất là loại Liebig.


6.10. Dụng cụ gia nhiệt, dùng cho bình nón gắn với bộ sinh hàn, thí dụ: lưới kim loại và đầu đốt bằng khí, bếp điện hoặc bể cát.


6.11. Phễu lọc, thích hợp để sử dụng với giấy lọc gấp nếp (5.3).

6.12. Cốc có mỏ, dung tích 100 ml và 250 ml.


6.13. Thiết bị chưng cất, có thể chiết được dung môi nhẹ từ các bình ở nhiệt độ không quá 1000C.


6.14. Tủ sấy, đốt nóng bằng điện, có các lỗ thông gió mở hoàn toàn, có thể duy trì ở 1020C ± 20C trong suốt khoang sấy. Tủ sấy được gắn với một nhiệt kế thích hợp.

6.15. Ống đong, dung tích 50 ml, 100 ml và 250 ml.


6.16. Kẹp, làm bằng kim loại, thích hợp để giữ bình hoặc giữ cốc.


6.17. Cặp, có đầu tù để giữ giấy lọc và ống.


7. Lấy mẫu 


Xem TCVN 6400 : 1998 (ISO 707)


Bảo quản tất cả các mẫu thí nghiệm dạng lỏng, dạng sánh hoặc dạng nhão ở nhiệt độ từ 20C đến 40C, kể từ khi lấy mẫu cho đến các bắt đầu quy trình thử. Trong trường hợp mẫu đựng trong bao bì kín, thị bảo quản nguyên như thế ở nhiệt độ dưới 200C.

8. Cách tiến hành


8.1. Chuẩn bị mẫu thử


8.1.1. Sản phẩm dạng lỏng


Lắc và đảo chiều hộp chứa. Mở nắp hộp, rót từ từ sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín) và trộn bằng cách chuyển qua chuyển lại sản phẩm, tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp chứa thứ nhất. Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần khác ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì đồng hóa chúng trong bộ trộn thích hợp (6.2). Cuối cùng, chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp.

Nếu cần, để hộp chứa đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.6) ở nhiệt độ từ 400C đến 600C. Cứ 15 phút lại lấy ra và lắc mạnh. Sau 2 h, lấy hộp chứa ra, dùng khăn khô lau mặt ngoài của hộp và để nguội đến nhiệt độ phòng. Mở hẳn nắp và trộn kỹ lượng chứa bằng thìa hoặc dao trộn. (Nếu chất béo đã tách hẳn, thì không thử mẫu). Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp.

8.1.2. Sản phẩm sánh hoặc nhão

Mở nắp hộp chứa và trộn kỹ lượng chứa bên trong bằng thìa hoặc dao trộn. Nếu có thể, sử dụng máy quay để trộn từ dưới lên trên theo cách sao cho các lớp trên cùng với các phần ở các góc dưới của hộp chứa trộn được với nhau. Tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp chứa thứ nhất. Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì chúng phải được đồng hóa trong bộ trộn thích hợp (6.2). Cuối cùng, chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín). Đậy nắp hộp.


Nếu cần, để hộp chứa đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.6) ở nhiệt độ từ 300C đến 400C. Lấy hộp chứa ra, dùng khăn lau khô mặt ngoài hộp và mở nắp. Vét sạch tất cả sản phẩm phía trong hộp chứa cho sang đĩa đủ rộng để có thể trộn được kỹ và trộn cho đến khi thu được mẫu đồng nhất. Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai như trên. Đậy nắp hộp.

8.1.3. Sản phẩm dạng khô 

Trộn kỹ bằng cách quay và đảo chiều hộp chứa. Nếu cần, chuyển mẫu thí nghiệm sang một hộp chứa kín thích hợp có dung tích đủ rộng để thực hiện thao tác này.

Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì đồng hóa chúng trong bộ trộn thích hợp (6.2).

8.2. Phần mẫu thử


Trộn mẫu thử (8.1) bằng cách khuấy (đối với sản phẩm dạng sánh, dạng nhão hoặc dạng khô), hoặc bằng cách đảo chiều hộp chứa nhẹ nhàng ba hoặc bốn lần (đối với sản phẩm dạng lỏng) và cân ngay trong bình nón (6.9) hoặc bằng cách khác, khoảng từ 3 g đến 20 g mẫu thử, chính xác đến 1 mg, tương ứng với 3,0 g đến 3,5g chất khô. Phần mẫu thử không chứa quá 1,0 g chất béo; để thỏa mãn yêu cầu này, có thể cần phải lấy phần mẫu thử nhỏ hơn.


Phần mẫu thử được chuyển hết sang đáy bình nón (6.9).

8.3. Thử mẫu trắng


Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với phép xác định, sử dụng cùng một quy trình và cùng loại thuốc thử, nhưng thay phần mẫu thử đã pha loãng (xem 8.5.1) bằng 25 ml nước (xem 10.2).

8.4. Chuẩn bị bình chiết

Sấy bình (6.4) có chứa một ít chất trợ sôi (6.8), để làm sôi nhẹ trong quá trình chiết và loại bỏ tiếp dung môi, trong tủ sấy (6.14) ở nhiệt độ 1020C ± 20C trong 1h.

Để nguội bình (bảo vệ khỏi bụi) ít nhất 0,5 h đến nhiệt độ phòng cân.

Chú thích – Nên đặt bình trong bình hút ẩm tránh để không đủ nguội hoặc thời gian làm nguội quá lâu.


Dùng kẹp (6.16) (đặc biệt tránh thay đổi nhiệt độ), đặt bình lên cân và cân chính xác đến 0,1 mg.


8.5. Tiến hành xác định 


8.5.1. Thêm nước ở nhiệt độ 300C vào phần mẫu thử (8.2) để có được tổng thể tích 25 ml (để thu được dung dịch axit clohidric 4 mol/l trong 8.5.2) và lắc nhẹ.

Chú thích – Xem chú thích của 8.5.3. khi có bổ sung lactoza.


8.5.2. Thêm 50 ml dung dịch axit clohidric (5.1) vào phần mẫu thử đã pha loãng, trong khi thêm tráng luôn thành bình và trộn nhẹ bằng cách xoay bình. Nối bình với bộ sinh hàn, đun nóng bình cho đến khi lượng chứa trong bình bắt đầu sôi và để sôi nhẹ trong 30 phút, thỉnh thoảng xoay bình.


8.5.3. Lấy 150 ml nước nóng (ở nhiệt độ ít nhất là 800C), dùng khoảng 75 ml để tráng phía trong bộ sinh hàn, tháo bình nón ra khỏi bộ ngưng và cho nốt 75 ml nước nóng còn lại vào bình sao để tráng được cổ và phía trong thành bình. Nếu cần, cho thêm 1g diatomit (5.5) hoặc khoảng 100 cm2 giấy lọc đã khử chất béo được xé nhỏ (đặc biệt là trường hợp chứa một hàm lượng nhỏ các chất rắn không chứa chất béo) để lọc nhanh hơn.

Chú thích – Để lọc nhanh hơn, có thể thêm 1g lactoza tinh khiết (5.6) vào phần mẫu thử đã pha loãng trong 8.5.1.


8.5.4. Lọc ngay lượng chứa trong bình, rót chất lỏng qua đũa thủy tinh vào giấy lọc gấp nếp (5.3) đã được làm ướt kỹ bằng nước nóng và đặt vào trong phễu lọc (6.11). Tráng kỹ bình ba lần bằng nước nóng, cho nước rửa vào giấy lọc qua đũa thủy tinh và cuối cùng rửa giấy lọc ít nhất ba lần bằng nước nóng cho đến khi nước rửa không còn chứa axit khi thử bằng giấy quì (5.4). Không sử dụng quá 400 ml nước. Để cho giấy lọc ráo hẳn nước.

8.5.5. Dùng cặp (6.17) lấy giấy lọc ra khỏi phễu và đặt vào ống chiết (6.5) sao cho mép trên của giấy thấp hơn miệng ống ít nhất là 20 mm. Đặt ống vào cốc có mỏ dung tích 100 ml (6.12).

8.5.6. Sấy cốc cùng với lượng chứa bên trong và bình nón cùng với đũa thủy tinh trong tủ sấy (6.14) kiểm soát nhiệt độ ở 1020C ± 20C từ 1h đến 1,5 h để sấy khô kỹ. Lấy cốc và bình cùng với đũa thủy tinh ra khỏi tủ và để nguội.

Chú thích – Nên sấy khô giấy lọc, vì chất béo thường không chiết được hết. Trong trường hợp giấy lọc quá ướt và dùng bộ chiết liên tục thì vài giọt hợp chất tan được trong nước có thể lẫn vào chất chiết, điều đó làm cho chất chiết có màu tối và hàm lượng chất béo thu được cao.


8.5.7. Dùng cặp (6.17) để giữ ống chiết, nút nhẹ ống bằng sợi bông đã khử chất béo (5.7) và đặt vào bộ chiết. Dùng ống đong lấy 100 ml n-hecxan hoặc xăng nhẹ (5.2); sử dụng các phần dung môi để tráng đầu kẹp, phía trong cốc, bình nón và đũa thủy tinh, thu lấy nước tráng cho vào bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4). Cho nốt phần dung môi còn lại vào bình chiết để tráng luôn phía trong cổ bình.

8.5.8. Nối bình chiết với bộ chiết đựng ống chiết, nối bộ chiết với bộ sinh hàn và đun nóng bình khoảng 4 h sao cho ống chiết và lượng chứa trong ống chiết được ít nhất là 1000 ml dung môi (20 lần hút bằng siphông).

8.5.9. Lấy bình chiết ra khỏi thiết bị chiết, tráng phía trong cổ bình và đỉnh của bộ ngưng bằng một ít dung môi. Sau đó cẩn thận chưng cất hết dung môi ra khỏi bình. Nếu sử dụng nồi cách thủy, thì lau thật khô phía ngoài bình.


8.5.10. Sấy bình chiết trong tủ sấy (6.14) được kiểm soát ở nhiệt độ 1020C ± 20C trong 1h (để sao cho dung môi có thể thoát ra được). Lấy bình ra khỏi tủ và để nguội (không để trong bình hút ẩm, nhưng tránh bụi) đến nhiệt độ phòng cân (ít nhất là 30 phút) và cân chính xác đến 0,1 mg. Không lau bình ngay trước lúc cân. Dùng kẹp đặt bình lên cân (đặc biệt tránh thay đổi nhiệt độ).

8.5.11. Lặp lại các thao tác mô tả trong 8.5.10 cho đến khi chênh lệch khối lượng của bình giữa hai lần cân liên tiếp không quá 1,0 mg. Ghi lại khối lượng của bình và chất chiết là khối lượng nhỏ nhất thu được.


9. Biểu thị kết quả 


9.1. Phương pháp tính và công thức

Hàm lượng chất béo, được biểu thị bằng phần trăm khối lượng, theo công thức sau:
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Trong đó

m0 là khối lượng phần mẫu thử (8.2), tính bằng gam;


m1 là khối lượng bình chiết cùng với chất chiết xác định được trong 8.5.11, tính bằng gam;


m2 là khối lượng bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4), tính bằng gam;

m3 là khối lượng bình chiết sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3) và các chất chiết xác định được trong 8.5.11, tính bằng gam;


m4 là khối lượng bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4), dùng trong thử mẫu trắng (8.3), tính bằng gam;


Ghi kết quả chính xác đến 0,01%.


9.2. Độ chính xác 


Chú thích – Các giá trị về độ lặp lại và độ tái lập được biểu thị ở mức xác suất 95% và thu được từ các kết quả của một thử nghiệm liên phòng thí nghiệm tiến hành theo TCVN 4550-88 (ISO 5725)1)

9.2.1. Độ lặp lại


Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ thực hiện trên mẫu giống hệt nhau, do một người phân tích trong một khoảng thời gian ngắn, không vượt quá các giá trị sau đây:

- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 0,2 g chất béo trên 100g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m); 0,1 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng: 0,05 g chất béo trên 100 g sản phẩm.


9.2.2. Độ tái lập


Chênh lệch giữa hai kết quả riêng rẽ và độc lập do hai người phân tích trong các phòng thí nghiệm khác nhau, thực hiện trên mẫu thử giống hệt nhau, không vượt quá các giá trị sau đây:


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 0,4 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m): 0,2 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng: 0,1 g chất béo trên 100 g sản phẩm.


10. Chú ý về cách tiến hành


10.1. Thử mẫu trắng để kiểm tra dung môi và giấy lọc 


Trong các phép thử mẫu trắng này, sử dụng bình kiểm tra khối lượng để khi có những thay đổi về điều kiện không khí của phòng cân hoặc ảnh hưởng nhiệt độ của bình thu nhận chất béo thì cũng không đánh giá sai sự có mặt hay không có mặt chất không bay hơi có trong chất chiết của thuốc thử. Bình này có thể được sử dụng làm bình đối trọng trong trường hợp cân có hai đĩa. Mặt khác, chênh lệch biểu kiến (m3 – m4 trong công thức của 9.1) của bình kiểm tra phải được xem xét khi kiểm tra khối lượng bình thu nhận chất béo sử dụng trong thử mẫu trắng. Do đó sự thay đổi về khối lượng biểu kiến của bình thu nhận chất béo, được hiệu chỉnh cho khối lượng biểu kiến của bình kiểm tra, không được vượt quá 0,5 mg.

Rất ít khi dung môi chứa chất bay hơi bị giữ lại nhiều trong chất béo. Nếu như có mặt của các chất đó, thì tiến hành thử mẫu trắng sử dụng bình chất béo với khoảng 1 g butterfat khan. Nếu cần, chưng cất dung môi trong sự có mặt của 1 g butterfat khan trên 100 ml dung môi. Chỉ sử dụng dung môi vừa mới chưng cất.

10.2. Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với việc xác định 


Giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng tiến hành đồng thời với phép xác định đưa ra khối lượng biểu kiến của các chất chiết được từ phần mẫu thử (m1 – m2) dùng để hiệu chỉnh sự có mặt của chất không bay hơi trong thuốc thử và trong giấy lọc và cũng dùng để hiệu chỉnh mọi thay đổi về điều kiện không khí của phòng cân và sự chênh lệch nhiệt độ giữa bình thu nhận chất béo và nhiệt độ phòng cân ở hai lần cân (8.4 và 8.5.11).

Trong các điều kiện thích hợp (chỉ số mẫu trắng của dung môi và giấy lọc thấp, nhiệt độ phòng cân đã cân bằng và thời gian làm đủ nguội bình thu nhận chất béo), thì giá trị này thường nhỏ hơn 3 mg. Cũng thường gặp phải các giá trị hơi cao hơn, lên đến 5 mg. Sau khi chỉnh lại giá trị mẫu trắng, các kết quả sẽ chính xác. Khi thực hiện hiệu chỉnh với giá trị lớn hơn 5 mg thì phải nêu thực tế này trong báo cáo thử nghiệm (xem điều 11).


Nếu giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng này thường vượt quá 3 mg, thì phải kiểm tra lại dung môi và giấy lọc (nếu ngay trước đó chưa thực hiện) và thay hoặc làm sạch lại (xem 5.2 và 5.3).

11. Báo cáo thử nghiệm


Báo cáo thử nghiệm phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thu được. Báo cáo cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tùy ý lựa chọn, cùng với các chi tiết bất thường khác có thể ảnh hưởng tới kết quả. Phải báo cáo giá trị mẫu trắng (m3 – m4, xem 9.1), nếu vượt quá 5 mg.


Báo cáo kết quả cũng bao gồm mọi thông tin cần thiết về việc nhận biết đầy đủ mẫu thử.
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		TCVN 6688 – 3 : 2000


ISO 8262 – 3: 1987 

SẢN PHẨM SỮA VÀ THỰC PHẨM TỪ SỮA –

XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CHẤT BÉO BẰNG 

PHƯƠNG PHÁP KHỐI LƯỢNG WEIBULL – 

BERNTROP (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN)


PHẦN 3: CÁC TRƯỜNG HỢP ĐẶC BIỆT 

MILK PRODUCTS AND MILK – BASED FOODS – DETERMINATION OF FAT CONTENT BY WEIBULL – BERNTROP GRAVIMETRIC METHOD (REFERENCE METHOD).


PART 3: SPECIAL CASES 

HÀ NỘI 







Lời nói đầu 


TCVN 6688 – 3 : 2000 hoàn toàn tương đương với ISO 8262 – 3: 1987


TCVN 6688 – 3: 2000 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn - Đo lường - Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.

Lời giới thiệu 

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng chất béo của sữa, sản phẩm sữa và thực phẩm từ sữa, nằm trong số một loạt các phương pháp chuẩn được hài hòa tới mức tối đa. Các phương pháp này dựa trên nguyên tắc Rose – Gottlieb (RG) hoặc Weibull – Berntrop (WB) hoặc Schmid – Bondzynski – Ratzlaff (SBR).

Tiêu chuẩn này liên quan đến các sản phẩm từ sữa và sản phẩm sữa dạng lỏng, dạng cô đặc hoặc dạng khô ở trạng thái không hoàn hảo và/hoặc chứa các thành phần không tan không phải sữa, phương pháp này dựa trên nguyên tắc Weibull – Berntrop (WB) vì: 

a) Khi có mặt một lượng rõ rệt các axit béo tự do hoặc khi sản phẩm ở dạng từng mảng hoặc từng miếng và/hoặc chứa các thành phần không phải sữa mà không tan trong amoniac, thì việc chiết chất béo sẽ không thực hiện được hoàn toàn, do đó qui trình Rose – Gottlied (RG) là không thích hợp. 


b) Sản phẩm có hàm lượng lactoza đáng kể sẽ làm tăng các hợp chất có thể chiết được bằng ete khi thủy phân bằng axit, do đó cho giá trị hàm lượng chất béo quá cao dẫn đến việc áp dụng quy trình Schmid – Bondzynski-Ratzlaff (SBR) là không thích hợp. 


c) Quy trình Weibull – Berntrop (WB) mặc dù cũng sử dụng quá trình thủy phân bằng axit nhưng không ảnh hưởng ngược đến các hợp chất có thể chiết bằng ete, vì axit thủy phân đã được lọc và rửa và cặn khô trên phễu lọc không còn chứa các hợp chất có thể chiết được bằng xăng nhẹ.


d) Phương pháp mô tả trên đây đã được sử dụng ở một số nước.

Phương pháp Weibull đầu tiên được áp dụng cho bánh mì; phương pháp Berntrop đã phát triển, sửa đổi một cách đáng kể như trình bày trong tiêu chuẩn này. Phương pháp hiện nay đã được áp dụng rộng rãi để xác định hàm lượng chất béo trong nhiều loại thực phẩm.


TCVN 6688 - 3 : 2000

SẢN PHẨM SỮA VÀ THỰC PHẨM TỪ SỮA – XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CHẤT BÉO BẰNG PHƯƠNG PHÁP KHỐI LƯỢNG WEIBULL – BERNTROP (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN) - PHẦN 3: CÁC TRƯỜNG HỢP ĐẶC BIỆT 
Milk products and milk – based foods – Determination of fat content by the Weibull – Berntrop gravimetric method (Reference method) - Part 3: Special cases


1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp chuẩn để xác định hàm lượng chất béo trong thực phẩm từ sữa ở dạng lỏng, dạng cô đặc hoặc dạng sấy khô, khi không thể xác định được bằng phương pháp Rose-Gottlied, tức là các sản phẩm này chứa một lượng rõ rệt các axit béo tự do hoặc các chất không tan hoàn toàn trong amoniac do có mặt các miếng hoặc các thành phần không phải sữa như custard, thể cháo đặc hoặc một vài sản phẩm từ sữa dùng để làm bánh.

Chú thích – Các phương pháp Rose-Gottlied chuẩn dùng để xác định hàm lượng chất béo của sữa, váng sữa, sữa bột, sữa đặc và sản phẩm sữa bột được quy định trong TCVN 6508 : 1999 (ISO 1211), ISO 2450, ISO 1737 và ISO 1736 tương ứng. 


Phương pháp này cũng có thể áp dụng cho các loại phomat tươi, như phomat làm từ sữa đã gạn kem và quarg, cũng như phomat tươi được bổ sung trái cây, syrup, “muesli”, nghĩa là đối với các sản phẩm mà phương pháp SBR là không thích hợp vì có chứa hàm lượng cacbon hidrat cao và / hoặc sản phẩm khó đồng nhất.

Chú thích – Phương pháp chuẩn SBR dùng để xác định hàm lượng chất béo của các sản phẩm phomat và phomat chế biến có hàm lượng lactoza nhỏ hơn 5% (m/m) chất rắn không chứa chất béo được quy định trong ISO 1735. 


2. Tiêu chuẩn trích dẫn 


TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa – Phương pháp lấy mẫu 

3. Định nghĩa 

Hàm lượng chất béo: Tất cả các chất xác định được bằng phương pháp quy định trong tiêu chuẩn này, biểu thị bằng phần trăm khối lượng. 

4. Nguyên tắc 

Thủy phân phần mẫu thử bằng cách đun sôi với axit clohidric loãng, lọc phần thủy phân đang nóng qua giấy lọc đã làm ướt để giữ lại các chất béo, chiết chất béo bằng n-hecxan hoặc xăng nhẹ từ giấy lọc đã sấy khô, loại bỏ dung môi bằng cách chưng cất hoặc cho bay hơi và cân lượng chất chiết được (điều này được gọi là nguyên tắc Weibull-Berntrop).

5. Thuốc thử và nguyên liệu 


Chỉ sử dụng các thuốc thử đạt chất lượng tinh khiết phân tích và khi thực hiện phương pháp quy định này không được để lại lượng cặn đáng kể. Chỉ sử dụng nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương.


5.1. Dung dịch axit clohidric, chứa khoảng 20% HCl (m/m), ρ20 khoảng 1,10 g/m.

Pha loãng 100 ml axit clohidric đậm đặc (ρ20 = 1,18g/ml) bằng 100 ml nước và trộn.


5.2. Dung môi chiết, không chứa nước: n-hecxan hoặc xăng nhẹ có điểm sôi trong khoảng từ 300C đến 600C.

Để kiểm tra chất lượng của dung môi chiết, chưng cất 100 ml dung môi này từ bình chiết (6.4) đã chuẩn bị theo 8.4. Dùng một bình chiết rỗng đã chuẩn bị theo cùng phương thức, để kiểm tra khối lượng (xem 10.1). Dung môi chiết không được để lại lượng cặn vượt quá 1,0 mg.

Nếu không thỏa mãn yêu cầu trên thì thay dung môi chiết hoặc chưng cất dung môi. 


5.3. Giấy lọc, đường kính 150 mm, được gấp nếp, loại trung bình, tốt nhất là loại đã khử chất béo. 


Tiến hành các phép thử mẫu trắng để kiểm tra chất lượng của giấy lọc như quy định trong 8.3, sử dụng dung môi thỏa mãn yêu cầu 5.2. Dùng một bình chiết rỗng (6.4) đã chuẩn bị như quy định trong 8.4 để kiểm tra khối lượng (xem 10.1). Giấy lọc không được để lại lượng cặn vượt quá 2,5 mg.

Thay các giấy lọc không thỏa mãn điều kiện trên.


5.4. Giấy quì xanh.


5.5. Diatomit (tùy ý; xem 8.5.3)

5.6. Lactoza tinh khiết (tùy ý: xem 8.5.3).

5.7. Sợi bông, đã khử chất béo được chiết bằng dung môi (5.2) trong 1,5 h và đã được sấy khô. 


6. Thiết bị, dung cụ 

Cảnh báo – Vì phép xác định này có sử dụng các dung môi bay hơi dễ cháy, nên thiết bị điện khi sử dụng cần phải tuân thủ các quy định an toàn trong sử dụng dung môi. 


Sử dụng các thiết bị phòng thí nghiệm thông thường và đặc biệt là: 


6.1. Cân phân tích.


6.2. Bộ trộn, để làm đồng nhất mẫu thí nghiệm, nếu cần; thí dụ: máy xay thực phẩm hoặc bộ trộn tốc độ cao với bình trộn dung tích 1 lít, có nắp đậy.

6.3. Thiết bị chiết, có thể chiết liên tục hoặc bán liên tục: thí dụ: loại Soxhlet, gồm một bình chiết (đáy phẳng, cổ ngắn) dung tích 150 ml, một bộ chiết có si phông dung tích từ 40 ml đến 60 ml và một bộ sinh hàn được gắn với ống làm khô hoặc nút bông.

6.4. Bình chiết, dung tích 150 ml, đáy tròn, cổ ngắn.

6.5. Phễu chiết, làm bằng giấy lọc đã khử chất béo, bằng thủy tinh, bằng nhôm oxit hoặc bằng PTFE (polytetrafluoroetylen), không được để lại lượng cặn đáng kể trong mẫu trắng, hoặc làm bằng xeluloza, có đường kính trong 22 mm và chiều dài biên 80 mm để sử dụng cùng với thiết bị chiết (6.3).


6.6. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ: 


Từ 400C đến 600C (xem 8.1.1);


Từ 300C đến 400C (xem 8.1.2).


6.7. Thiết bị đốt nóng dùng cho bộ chiết, thí dụ: nồi cách thủy, bể cát hoặc bếp điện điều chỉnh được nhiệt độ.


6.8. Chất trợ sôi, không chứa chất béo: bi thủy tinh, hoặc các mảnh sứ khó vỡ, không xốp, hoặc silicon carbua. 


6.9. Bình nón, dung tích 250 ml, được gắn với bộ sinh hàn, tốt nhất là loại Liebig.

6.10. Thiết bị đốt để làm nóng bình nón gắn với bộ sinh hàn, thí dụ: lưới dây đốt kim loại và đầu đốt bằng khí, bếp điện hoặc bể cát.

6.11. Phễu lọc, thích hợp để sử dụng với giấy lọc gấp nếp (5.3).


6.12. Cốc có mỏ, dung tích 100 ml và 250 ml. 


6.13. Thiết bị chưng cất, có thể chiết dung môi một cách nhẹ nhàng từ bình, ở nhiệt độ không quá 1000C.

6.14. Tủ sấy, được đốt nóng bằng điện, có các lỗ thông gió mở hoàn toàn, có thể duy trì nhiệt độ ở 1020C ± 20C trong suốt khoang sấy. Tủ sấy được gắn một nhiệt kế thích hợp. 

6.15. Ống đong, dung tích 50 ml, 100 ml và 250 ml. 

6.16. Kẹp, làm bằng kim loại, thích hợp để giữ bình hoặc giữ cốc.


6.17. Cặp, có đầu tù để giữ giấy lọc và ống lọc.

7. Lấy mẫu 


Xem TCVN 6400 : 1998 (ISO 707)


Bảo quản tất cả các mẫu thí nghiệm dạng lỏng, dạng sánh hoặc dạng nhão ở nhiệt độ từ 20C đến 40C kể từ khi lấy mẫu cho đến khi bắt đầu quy trình thử. Trường hợp mẫu được đựng trong bao bì kín, thì bảo quản nguyên không mở ở nhiệt độ dưới 200C.

8. Cách tiến hành

8.1. Chuẩn bị mẫu thử


8.1.1. Sản phẩm dạng lỏng 


Lắc và lật ngược hộp chứa. Mở nắp, rót từ từ sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín) và trộn bằng cách chuyển qua chuyển lại sản phẩm, tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp chứa thứ nhất. Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần khác ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì dùng một máy trộn thích hợp (6.2) để làm đồng nhất mẫu. Cuối cùng, chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp. 

Nếu cần, để hộp chứa đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.6) ở nhiệt độ từ 400C đến 600C. Cứ 15 phút lại lấy ra và lắc mạnh. Sau 2 h, lấy hộp ra, dùng khăn lau khô mặt ngoài và để nguội đến nhiệt độ phòng. Mở hẳn nắp và dùng thìa hoặc dao trộn trộn kỹ mẫu trong hộp. (Nếu chất béo đã tách hẳn, thì không thử mẫu). Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp.

8.1.2. Sản phẩm dạng sánh hoặc nhão 

Mở nắp hộp chứa và trộn kỹ mẫu trong hộp bằng dao trộn. Nếu có thể, sử dụng máy quay để trộn dưới lên trên theo cách sao cho các lớp trên cùng với các phần ở các góc dưới của hộp chứa trộn được với nhau. Tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp chứa thứ nhất. Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần khác ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì làm đồng nhất mẫu trong một máy trộn thích hợp (6.2). Cuối cùng, chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín). Đậy nắp hộp.

Nếu cần, để hộp chứa đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.6) ở nhiệt độ từ 300C đến 400C. Lấy hộp chứa ra, dùng khăn khô lau mặt ngoài và mở nắp hộp. Vét sạch tất cả sản phẩm phía trong hộp chứa cho sang đĩa đủ rộng để có thể trộn được kỹ. Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai như trên. Đậy nắp hộp.

8.1.3. Sản phẩm dạng khô 


Trộn kỹ bằng cách quay và lật ngược hộp. Nếu cần, chuyển mẫu thí nghiệm sang một hộp chứa kín thích hợp có dung tích đủ rộng để thực hiện thao tác này.


Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần khác ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì dùng máy trộn thích hợp (6.2) để làm đồng nhất chúng.


8.2. Phần mẫu thử

Trộn mẫu thử (8.1) bằng cách khuấy (đối với sản phẩm dạng sánh, dạng nhão hoặc dạng khô), hoặc bằng cách đảo chiều hộp chứa nhẹ nhàng ba hoặc bốn lần (đối với sản phẩm dạng lỏng) hoặc bằng cách khác, cân luôn trong bình khoảng từ 3 g đến 20 g mẫu thử, chính xác đến 1 mg, tương ứng với 3,0 g đến 3,5 g chất khô, lấy ra cho vào bình nón (6.9). Phần mẫu thử không chứa quá 1,0 g chất béo; để thỏa mãn yêu cầu này, có thể cần phải lấy phần mẫu thử nhỏ hơn.

Phần mẫu thử phải được chuyển hết sang bình nón (6.9).


8.3. Thử mẫu trắng

Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với phép xác định, sử dụng cùng một trình tự và cùng loại thuốc thử, nhưng thay phần mẫu thử đã pha loãng (xem 8.5.1) bằng 25 ml nước (xem 10.2).


8.4. Chuẩn bị bình chiết 

Sấy bình (6.4) có chứa một ít chất trợ sôi (6.8), để làm sôi nhẹ trong quá trình chiết và loại bỏ tiếp dung môi trong tủ sấy (6.14), ở nhiệt độ 1020C ± 20C trong 1h.

Để nguội bình (bảo vệ khỏi bụi) ít nhất 0,5 h đến nhiệt độ phòng cân.


Chú thích – Nên đặt trong bình hút ẩm để làm đủ nguội hoặc tránh thời gian làm nguội bị kéo dài. 

Dùng kẹp (6.16) (đặc biệt tránh thay đổi nhiệt độ), đặt bình lên cân và cân chính xác đến 0,1 mg.

8.5. Xác định 


8.5.1. Thêm nước ở nhiệt độ 300C vào phần mẫu thử (8.2) để có được tổng thể tích 25 ml (để thu được dung dịch axit clohidric 4 mol/l trong 8.5.2) và lắc nhẹ.

Chú thích – Xem chú thích của 8.5.3, khi có bổ sung lactoza.

8.5.2. Cho thêm 50 ml dung dịch axit clohidric (5.1) vào phần mẫu thử đã pha loãng, trong khi thêm tráng luôn thành bình và trộn nhẹ bằng cách xoay bình. Nối bình với bộ sinh hàn, đun nóng bình cho đến khi lượng chứa trong bình bắt đầu sôi và để sôi nhẹ trong 30 phút, thỉnh thoảng xoay bình.


8.5.3. Lấy 150 ml nước (ở nhiệt độ ít nhất là 800C), dùng 75 ml để tráng phía trong bộ sinh hàn, lấy bình nón ra và cho nốt 75 ml nước nóng còn lại vào bình sao để tráng được cổ và phía trong thành bình. Nếu cần, cho thêm 1 g diatomit (5.5) hoặc khoảng 100 cm2 giấy lọc đã khử chất béo được xé nhỏ (đặc biệt là trường hợp chứa một hàm lượng nhỏ các chất rắn không chứa chất béo) để lọc nhanh hơn.

Chú thích – Có thể thêm 1 g lactoza tinh khiết (5.6) vào phần mẫu thử đã pha loãng trong 8.5.1 để lọc được nhanh hơn.


8.5.4. Lọc ngay lượng chứa trong bình, rót chất lỏng qua đũa thủy tinh vào giấy lọc gấp nếp (5.3) đã được làm ướt kỹ bằng nước nóng và đặt vào trong phễu lọc (6.11). Tráng kỹ bình ba lần bằng nước nóng, rót nước tráng vào giấy lọc qua đũa thủy tinh và cuối cùng rửa giấy lọc ít nhất ba lần bằng nước nóng cho đến khi nước rửa không còn chứa aixt khi thử bằng giấy quỳ (5.4). Không sử dụng quá 400 ml nước. Để cho giấy lọc ráo hẳn nước.

8.5.5. Dùng cặp (6.17) lấy giấy lọc ra khỏi phễu và đưa vào ống chiết (6.5) sao cho mép trên của giấy thấp hơn miệng ống ít nhất là 20 mm. Đặt ống vào cốc có mỏ dung tích 100 ml (6.12).


8.5.6. Sấy cốc với lượng chứa bên trong và bình nón cùng với đũa thủy tinh trong tủ sấy (6.14) ở nhiệt độ 1020C ± 20C từ 1h đến 1,5 h để sấy thật khô. Lấy cốc có mỏ và bình có đũa thủy tinh ra khỏi tủ và để nguội.

Chú thích – Nên sấy thật khô giấy lọc, nếu không chất béo sẽ không chiết được hết. Trong trường hợp giấy lọc rất ướt và dùng bộ chiết liên tục thì vài giọt của hợp chất tan được trong nước có thể xâm nhập vào chất chiết, điều này gây ra màu tối của chất chiết và hàm lượng chất béo thu được sẽ cao. 


8.5.7. Dùng cặp (6.17) để giữ ống chiết, nút nhẹ ống bằng sợi bông đã khử chất béo (5.7) và đặt vào bộ chiết. Dùng ống đong lấy 100 ml n-hecxan hoặc xăng nhẹ (5.2); sử dụng các phần dung môi để tráng đầu kẹp, phía trong cốc, bình nón và đũa thủy tinh, thu lấy nước rửa cho vào bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4). Cho nốt phần dung môi còn lại vào bình chiết để tráng luôn phía trong cổ bình. 


8.5.9. Nối bình chiết với bộ chiết đựng ống chiết, nối bộ chiết với bộ sinh hàn và đun nóng bình khoảng 4h sao cho ống chiết và lượng chứa bên trong chiết được bằng 1000 ml dung môi (20 lần hút bằng siphông).


8.5.9. Lấy bình chiết ra khỏi thiết bị chiết, tráng phía trong cổ bình và đỉnh của bộ ngưng bằng một ít dung môi. Sau đó cẩn thận chưng cất hết dung môi ra khỏi bình. Nếu sử dụng nồi cách thủy, thì lau thật khô phía ngoài bình. 


8.5.10. Sấy bình chiết trong tủ sấy (6.14) ở nhiệt độ 1020C ± 20C trong 1h (để sao cho dung môi có thể thoát ra được). Lấy bình ra khỏi tủ và để nguội (không để trong bình hút ẩm, nhưng tránh bụi) đến nhiệt độ phòng cân (ít nhất là 30 phút) và cân chính xác đến 0,1 mg. Không lau bình ngay trước lúc cân. Dùng kẹp đặt bình lên cân (đặc biệt tránh thay đổi nhiệt độ).

8.5.11. Lặp lại các thao tác mô tả trong 8.5.10 cho đến khi thu được khối lượng của bình giữa hai lần cân liên tiếp chênh lệch khoảng 1,0 mg. Ghi lại khối lượng của bình và chất chiết là khối lượng nhỏ nhất thu được.

9. Biểu thị kết quả 

9.1. Phương pháp tính và công thức

Hàm lượng chất béo, được biểu thị bằng phần trăm khối lượng theo công thức sau: 
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Trong đó: 


m0 là khối lượng phần mẫu thử (8.2), tính bằng gam;


m1 là khối lượng bình chiết cùng vói chất chiết được trong 8.5.11), tính bằng gam. 


m2 là khối lượng bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4), tính bằng gam;


m3 là khối lượng bình chiết sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3) và các chất chiết được trong 8.5.11, tính bằng gam;


m4 là khối lượng bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4), được dùng trong thử mẫu trắng (8.3), tính bằng gam;


Ghi kết quả chính xác đến 0,01%.


9.2. Độ chính xác 

Chú thích – Các giá trị về độ lặp lại và độ tái lập được biểu thị ở mức xác suất 95% và thu được từ các kết quả của một thử nghiệm liên phòng thí nghiệm tiến hành theo TCVN 4550 : 88 (ISO 5725).


9.2.1. Độ lặp lại 

Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ thực hiện trên mẫu giống hệt nhau, do một người phân tích trong một khoảng thời gian ngắn, không vượt quá các giá trị sau đây: 

- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 20% (m/m): 1% hàm lượng chất béo. 


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo từ 5% (m/m) đến 20% (m/m): 0,2 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m): 0,1 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 1% hàm lượng chất béo;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m): 0,05 g chất béo trên 100g sản phẩm. 

9.2.2. Độ tái lập 


Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ và độc lập do hai người phân tích trong các phòng thí nghiệm khác nhau, thực hiện trên mẫu thử giống hệt nhau, không vượt quá các giá trị sau đây: 


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 20% (m/m): 2% hàm lượng chất béo 

- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo từ 5% (m/m) đến 20% (m/m): 0,4 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m): 0,2 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 2% hàm lượng chất béo;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m): 0,1 g chất béo trên 100 g sản phẩm. 

10. Chú thích về quy trình 


10.1. Thử mẫu trắng để kiểm tra dung môi và giấy lọc 


Trong các phép thử mẫu trắng này, sử dụng một bình để kiểm tra khối lượng để những thay đổi trong điều kiện không khí của phòng cân hoặc ảnh hưởng nhiệt độ của bình thu nhận chất béo hoặc đánh giá sai sự có mặt hay không có mặt chất không bay hơi có trong chất chiết của thuốc thử. Bình này có thể được sử dụng làm bình đối trọng trong trường hợp cân có hai đĩa. Mặt khác, chênh lệch biểu kiến (m3 – m4 trong công thức trong 9.1) của bình kiểm tra phải được xem xét khi kiểm tra khối lượng bình thu nhận chất béo sử dụng trong thử mẫu trắng. Do đó sự thay đổi về khối lượng biểu kiến của bình thu nhận chất béo, được hiệu chỉnh cho khối lượng biểu kiến của bình kiểm tra, không vượt quá 0,5 mg.

Rất ít khi, dung môi có thể chứa chất bay hơi bị giữ lại trong chất béo. Nếu như có mặt của các chất đó, thì tiến hành thử mẫu trắng sử dụng bình chất béo với khoảng 1 g butterfat khan. Nếu cần, chưng cất dung môi với sự có mặt của 1 g butterfat khan trên 100 ml dung môi. Chỉ sử dụng dung môi vừa mới chưng cất.

10.2. Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với phép xác định 

Giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng, tiến hành đồng thời với phép xác định đưa ra khối lượng biểu kiến của các chất chiết được từ phần mẫu thử (m1 – m2) dùng để hiệu chỉnh sự có mặt chất không bay hơi trong thuốc thử và trong giấy lọc và cũng dùng để hiệu chỉnh mọi thay đổi về điều kiện không khí của phòng cân và sự chênh lệch nhiệt độ giữa bình thu nhận chất béo và nhiệt độ phòng cân ở hai lần cân (8.4 và 8.5.11).


Trong các điều kiện thích hợp (chỉ số trắng của dung môi và giấy lọc thấp, cân bằng nhiệt độ phòng cân và thời gian làm đủ nguội thu nhận chất béo), thì giá trị trắng này thường nhỏ hơn 3 mg. Cũng thường gặp phải các giá trị hơi cao hơn, lên đến 5 mg. Các kết quả sẽ chính xác sau khi chỉnh lại giá trị mẫu trắng. Khi tiến hành hiệu chỉnh với giá trị lớn 5 mg thì phải nêu thực tế này trong phần báo cáo kết quả (xem điều 11).


Nếu giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng này vượt quá 3 mg, thì phải kiểm tra lại dung môi và giấy lọc (nếu ngay trước đó chưa thực hiện) và thay hoặc làm sạch lại (xem 5.2 và 5.3).


11. Báo cáo kết quả 

Báo cáo kết quả phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thu được. Báo cáo cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tùy ý lựa chọn, cùng với các chi tiết bất thường khác có thể ảnh hưởng tới kết quả. Báo cáo giá trị trắng (m3 – m4, xem 9.1), nếu vượt quá 5 mg.

Báo cáo kết quả cũng bao gồm mọi thông tin cần thiết về việc nhận biết đầy đủ mẫu thử. 
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TCVN 6836 : 2001 

SỮA BỘT – XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG AXIT LACTIC VÀ LACTAT – PHƯƠNG PHÁP ENZYM
Dried milk – Determination of lactic acid and lactates content – Enzymatic method

1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 


Tiêu chuẩn này quy định phương pháp enzym để xác định hàm lượng axit lactic và lactat của tất cả các loại sữa bột. 

2. Tiêu chuẩn viện dẫn 


TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa – Lấy mẫu  

3. Định nghĩa 


Hàm lượng axit lactic và lactat của sữa bột: Hàm lượng của các chất xác định được bằng phương pháp quy định trong tiêu chuẩn này và được biểu thị bằng miligam axit lactic trên 100 gam chất khô không chứa chất béo.  

4. Nguyên tắc1) 

Hòa tan sữa bột trong nước ấm. Cho chất béo và protein kết tủa, sau đó lọc. Xử lý dịch lọc bằng các enzym sau đây và đồng thời bổ sung các chất sinh hóa, nhưng theo thứ tự sau: 


- L-lactat dehydrogenaza (L-LDH) và D-lactat dehydrogenaza (D-LDH) khi có mặt nicotinamit adenin dinucleotit (NAD) sẽ oxi hóa lactat thành pyruvat và chuyển hóa NAD thành dạng khử của nó (NADH);


- Glutamat pyruvat transaminaza (GPT) khi có mặt L-glutamat biến đổi pyruvat thành L-alanin và chuyển L-glutamat thành α- ketoglutarat.

Xác định lượng NADH được tạo thành, lượng này tỷ lệ thuận với hàm lượng axit lactic và lactat, bằng cách đo phổ ở bước sóng 340 nm.

5. Thuốc thử

Chỉ sử dụng tất cả các thuốc thử loại tinh khiết phân tích. Nước dùng để chuẩn bị các dung dịch enzym phải được chưng cất ít nhất hai lần bằng dụng cụ thủy tinh và nước sử dụng cho các mục đích khác phải là nước được chưng cất bằng dụng cụ thủy tinh hoặc ít nhất có độ tinh khiết tương đương. 

5.1. Dung dịch kali hexaxyanoferat (II).


Hòa tan trong nước 35,9 g kali hexaxyanoferat (II) ngậm 3 nước (K4[Fe(CN)6].3H2O), pha loãng bằng nước đến 1000 ml và trộn. 

5.2. Dung dịch kẽm sunfat.


Hòa tan trong nước 71,8 g kẽm sunfat ngậm 7 nước (ZnSO4.7H2O), pha loãng bằng nước đến 1000 ml và trộn.

5.3. Dung dịch natri hidroxit, 0,1 mol/l.

Hòa tan trong nước 4,00 g natri hidroxit (NaOH), pha loãng bằng nước đến 1000 ml và trộn. 

5.4. Dung dịch đệm, pH 10.

Hòa tan 7,92 g glyxylglyxin (C4H8H2O3) và 1,47 g axit L-glutamic (C5H9NO4) trong khoảng 80 ml nước. Chỉnh pH đến 10,0 ± 0,1 ở 200C bằng dung dịch natri hidroxit 10 mol/l, pha loãng bằng nước đến 1000 ml và trộn.


Dung dịch này có thể giữ được 3 tháng, nếu bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ từ 00C đến + 50C.             

5.5. Dung dịch NAD


Hòa tan trong 10 ml nước 350 g nicotinamit adenin dinucleotit (C22H27N7O14P2).


Dung dịch này có thể giữ được 4 tuần, nếu bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ từ 00C đến +50C.


Khi sử dụng dung dịch này, nên để bình ngập trong nước đá nghiền vụn.

5.6. L-LDH chiết từ cơ lợn con, dung dịch 10 mg/ml trong glyxerol 50% (V/V), pH khoảng 7.


Hoạt tính riêng của dung dịch L-lactat dehydrogenaza (L-LDH, EC 1.1.1.27)1) nên ít nhất là 5 500 đơn vị/ml2) (ở 250C).

Dung dịch này có thể giữ được 12 tháng nếu bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ từ 00C đến + 50C.

Khi sử dụng dung dịch này, nên để bình ngập trong nước đá nghiền vụn.


5.7. D-LDH chiết từ Lactobacillus leichmannii, 5 mg/ml huyền phù trong dung dịch amoni sunfat 3,2 mol/l, pH khoảng 6.


Hoạt tính riêng của huyền phù D-lactat dehydrogenaza (D-LDH, EC 1.1.1.28) nên ít nhất 1 500 đơn vị/ml (ở 250C).


Huyền phù này có thể giữ được 12 tháng nếu bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ từ 00C đến +50C.


Khi sử dụng huyền phù này, nên để bình ngập trong nước đá nghiền vụn.


5.8. GPT chiết từ tim lợn, huyền phù 20 mg/ml trong dung dịch amoni sunfat 3,2 mol/l, pH khoảng 7.


Hoạt tính riêng của huyền phù glutamat pyruvat transaminaza (GPT, EC 2.6.1.2) nên ít nhất là 1 600 đơn vị/ml (ở 250C).


Ly tâm 2 ml huyền phù chứa 10 mg GPT trên lít trong khoảng 10 phút với gia tốc 4 000 g, hút bỏ 1,0 ml phần dịch trong suốt phía trên.


Huyền phù này có thể giữ được 12 tháng nếu bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ từ 00C đến + 50C.


Khi sử dụng huyền phù này, nên để bình ngập trong nước đá nghiền vụn.


5.9. Dung dịch Liti L-lactat 

Hòa tan trong nước 50 mg liti L-lactat (C3H5O3Li), pha loãng đến 500 ml và trộn kỹ.

5.10. Dung dịch liti D-lactat


Hòa tan trong nước 50 mg liti D-lactat (C3H5O3Li), pha loãng đến 500 ml và trộn kỹ.

6. Thiết bị, dụng cụ


Các thiết bị, dụng cụ phòng thí nghiệm thông thường và đặc biệt như sau: 

6.1. Cân phân tích. 

6.2. Cốc thủy tinh có mỏ, dung tích 50 ml.

6.3. Ống đong chia độ, dung tích 50 ml.

6.4. Bình định mức một vạch, dung tích 100 ml.

6.5. Pipet, để phân phối 0,02 ml; 0,05 ml; 0,2 ml; 1 ml và 2 ml.

6.6. Pipet chia độ, dung tích 5 ml, 10 ml, được chia vạch 0,1 ml.

6.7. Phễu lọc thủy tinh, đường kính khoảng 7 cm.


6.8. Giấy lọc, loại trung bình, đường kính khoảng 15 cm, không chứa axit lactic và lactat.

6.9. Đũa thủy tinh.


6.10. Dao trộn bằng chất dẻo. thích hợp để trộn hỗn hợp mẫu – enzym trong cuvet đo phổ.

6.11. Máy đo phổ, thích hợp để đo ở các bước sóng 340 nm, được gắn với các cuvet đo có chiều dài quang 1 cm.

7. Lấy mẫu 


7.1. Xem TCVN 6400 : 1998 (ISO 707).


7.2. Bảo quản mẫu để tránh giảm chất lượng và thay đổi thành phần của mẫu.


8. Cách tiến hành


Chú ý – Tránh nhiễm bẩn mẫu, đặc biệt là do tách lỏng. 


8.1. Thử kiểm tra hoạt tính của thuốc thử 


Mỗi khi một mẻ thuốc thử mới (từ 5.5 đến hết 5.8) được đưa vào sử dụng, hoặc khi các thuốc thử đó đã được bảo quản trong tủ lạnh chưa sử dụng quá 2 tuần, hoặc khi tiếp tục phân tích sau một chu kỳ gián đoạn hoặc khi các điều kiện khác đều đáp ứng, thì nên tiến hành phân tích về độ thu hồi lactat.

8.1.1. Dùng pipet lấy dung dịch liti L-lactat (5.9) cho vào hai bình định mức một vạch dung tích 100 ml (6.4), mỗi bình 10 ml và lấy dung dịch liti D-lactat (5.10) cho vào hai bình định mức một vạch dung tích 100 ml (6.4) khác, mỗi bình 10 ml và xác định hàm lượng axit L-lactic và lactat và axit D-lactic và lactat của các dung dịch trong các cặp bình, tiến hành như quy định trong 8.5.2 và đến hết 8.6.

8.1.2. Tính hàm lượng liti lactat, tính bằng miligam trên lit theo công thức: 


a) Đối với dung dịch L-lactat: 


341 x A 


b) Đối với dung dịch D-lactat: 


346 x A 

Trong đó A là độ hấp thụ ở bước sóng 340 nm, được tính theo 8.6.4.


8.1.3. Khi đã tính đến độ sạch khi chuẩn bị liti L-lactat và liti D-lactat, thì độ thu hồi liti L-lactat hoặc liti D-lactat từ bất kỳ bình nào cũng phải nằm trong khoảng 100% ± 5%. Nếu các độ hồi quy không nằm trong phạm vi này thì nên kiểm tra thuốc thử, kỹ thuật thao tác, độ chính xác của pipet và điều kiện của máy đo phổ và thực hiện các công việc cần thiết để thu được kết quả thích hợp. Lặp lại các phép thử cho đến khi thu được các kết quả thích hợp.

8.2. Chuẩn bị mẫu thử

Cho mẫu vào hộp đựng có dung tích lớn khoảng gấp đôi mẫu, có nắp đậy kín khí. Đậy ngay nắp lại và trộn kỹ mẫu bằng cách lặp lại việc lắc và đảo chiều hộp đựng.

Trong quá trình chuẩn bị, tránh để mẫu tiếp xúc với không khí càng nhiều càng tốt, để giảm tối đa hấp phụ nước.


8.3. Phần mẫu thử


Cân 1 g mẫu thử chính xác đến 1mg, cho vào cốc thủy tinh có mỏ (6.2). 

8.4. Thử mẫu trắng


Tiến hành thử mẫu trắng theo quy định trong 8.5 và 8.6, sử dụng tất cả các thuốc thử nhưng bỏ qua phần mẫu thử.

8.5. Chuẩn bị dung dịch và khử protein 


8.5.1. Hòa tan phần mẫu thử (8.3) trong khoảng 20 ml nước ấm (400C đến 500C), dùng đũa thủy tinh (6.9) để khuấy liên tục. Chuyển hết lượng chứa trong cốc sang bình định mức một vạch 100 ml (6.4) bằng cách tráng bằng nước. Làm nguội bình đến khoảng 200C.

8.5.2. Cho vào dung dịch (8.5.1) theo thứ tự sau: 5,0 ml dung dịch kali hexaxyanoferat (II) (5.1), 5,0 ml dung dịch kẽm sunfat (5.2) và 10,0 ml dung dịch natri hidroxit (5.3), khuấy kỹ sau mỗi lần thêm. Pha loãng bằng nước đến 100 ml, trộn kỹ và để yên hỗn hợp 30 min.


8.5.3. Lọc kỹ qua giấy lọc (6.8), loại phần dịch lọc đầu tiên.          

8.6. Tiến hành xác định 


8.6.1. Dùng pipet chuyển vào cuvet đo của máy đo phổ (xem 6.11):


1,0 ml dịch lọc (8.5.3);


1,0 ml dung dịch đệm (5.4);


0,20 ml dung dịch NAD (5.5);


0,02 ml huyền phù GPT (5.8).


Dùng dao trộn bằng chất dẻo (6.10) để trộn hỗn hợp trong cuvet đo.

8.6.2. Sau khi trộn lượng chứa trong cuvet đo 5 min, đo độ hấp thụ của dung dịch thử dựa vào nước ở bước sóng 340 nm.

Cho thêm vào cuvet đo 0,02 ml huyền phù L-LDH (5.6) và 0,05 ml huyền phù D-LDH (5.7). Dùng dao để trộn lại và để ở nhiệt độ phòng.

Chú thích – Hàm lượng axit L-lactic hoặc D-lactic và lactat có thể xác định riêng rẽ bằng cách thên L-LDH hoặc D-LDH.

8.6.3. Sau khi thêm huyền phù LDH 45 min và 60 min, đo độ hấp thụ của dung dịch thử dựa vào nước.


Chú thích – Khi chỉ cần đo axit L-lactic và lactat, thì độ hấp thụ có thể được xác định tương ứng sau 30 min và 45 min.


8.6.4. Tính độ hấp thụ A cần để tính trong 9.1, bằng công thức: 


[(As60 – As0) – 4(As60 – As45)] – [(Ab60 – Ab0) – 4(Ab60 – Ab45)]

Trong đó


As60 là độ hấp thụ của dung dịch thử đo được trong 8.6.3 sau 60 min;

As0 là độ hấp thụ của dung dịch thử đo được trong 8.6.2;


As45 là độ hấp thụ của dung dịch thử đo được trong 8.6.3 sau 45 min;


Ab60 là độ hấp thụ của dung dịch thử mẫu trắng đo được trong 8.6.3 sau 60 min;


Ab0 là độ hấp thụ của dung dịch thử mẫu trắng đo được trong 8.6.2;


Ab45 là độ hấp thụ của dung dịch thử mẫu trắng đo được trong 8.6.3 sau 45 min;


Chú thích


1) Đôi khi xảy ra phản ứng phụ từ từ. Ảnh hưởng của phản ứng phụ này lên độ hấp thụ có thể loại trừ bằng phép ngoại suy độ hấp thụ ở thời điểm zero. 

2) Khi độ hấp thụ được đo sau 30 min và 45 min tương ứng, thì công thức sẽ là: 

[(As45 – As0) – 3(As45 – As30)] – [(Ab45 – Ab0) – 3(Ab45 – Ab30)]


Trong đó:


As30 là độ hấp thụ của dung dịch thử đo được trong 8.6.3 sau 30 min;

Ab30 là độ hấp thụ của dung dịch thử mẫu trắng đo được trong 8.6.3 sau 30 min;


8.6.5. Nếu độ hấp thụ tính được trong 8.6.4 tăng quá 0,500, thì lặp lại các quy trình quy định trong 8.6.1 đến hết 8.6.4, sử dụng độ pha loãng thích hợp của dịch lọc thu được từ phần mẫu thử (8.5.3) và cả dung dịch thử mẫu trắng (8.4).


9. Biểu thị kết quả 

9.1. Phương pháp tính và công thức


Hàm lượng axit lactic và lactat được biểu thị theo miligam axit lactic trên 100 g chất khô không chứa chất béo, theo công thức sau: 
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Trong đó: 


A là độ hấp thụ ở bước sóng 340 nm, tính được trong 8.6.4;


Mr là khối lượng phân tử của axit lactic (90,1);


k là hệ số hấp thụ phân tử của NADH ở 340 nm, tức là 6,3 x 106 cm2/mol; 


l là chiều dài đường quang của cuvet đo phổ (1 cm);


m là khối lượng phần mẫu thử (8.3), tính bằng gam;


V1 là tổng thể tích chất lỏng trong cuvet đo (xem 8.6.2), tính bằng mililit;


Chú thích: 


V1 = 2,29 ml, khi phải xác định cả axit D-lactic lẫn L-lactic và lactat;   


V1 = 2,24 ml, khi chỉ phải xác định axit L-lactic và lactat;

V1 = 2,27 ml, khi chỉ phải xác định axit D-lactic và lactat;

V2 là thể tích dịch lọc (xem 8.5.3) trong cuvet đo của máy đo phổ (xem 8.6.4), tính bằng mililit;

V3 là thể tích dịch lọc (xem 8.5.3) được dùng để pha loãng (xem 8.6.5), nếu cần, tính bằng mililit;


V4 là thể tích của dung dịch trong 8.5.2 (= 100 ml), tính bằng mililit;


V5 là thể tích của dung dịch dùng để đã pha loãng mẫu thử (xem 8.6.5), nếu cần, tính bằng mililit;


Wnfs là hàm lượng chất khô không chứa chất béo của mẫu, được biểu thị theo phần trăm khối lượng. 


Ghi lại hàm lượng axit lactic và lactat chính xác đến 1 mg/100 g chất khô không chứa chất béo.


9.2. Độ chính xác 


Chú thích – Các giá trị về độ lặp lại và độ tái lập thu được từ các kết quả của thử liên phòng thí nghiệm tiến hành theo TCVN 4550-90 (ISO 5725). 

9.2.1. Độ lặp lại


Chênh lệch giữa hai kết quả thử nghiệm thu được khi tiến hành đồng thời hoặc kế tiếp do cùng một người phân tích sử dụng cùng thiết bị không được vượt quá 10 mg/100 g chất khô không chứa chất béo nếu giá trị trung bình của hàm lượng axit lactic và lactat lên đến 60 mg/100 g chất khô không chứa chất béo và không được vượt quá 15% trung bình cộng của các kết quả nếu hàm lượng axit lactic và lactat vượt quá 60 mg/100 g chất khô không chứa chất béo. 

9.2.2. Độ tái lập 


Chênh lệch giữa hai kết quả thử nghiệm độc lập thu được do hai người phân tích trong các phòng thí nghiệm khác nhau, sử dụng vật liệu thử giống hệt nhau không được vượt quá 15 mg/100 g chất khô không chứa chất béo nếu giá trị trung bình của hàm lượng axit lactic và lactat lên đến 10 mg/100 g chất khô không chứa chất béo và không được vượt quá 20% trung bình cộng của các kết quả nếu hàm lượng axit lactic và lactat vượt quá 100 mg/100 g chất khô không chứa chất béo.

10. Báo cáo thử nghiệm 


Báo cáo thử nghiệm phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thu được. Cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, cùng với các chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng tới kết quả.


Báo cáo thử nghiệm cũng phải bao gồm mọi thông tin cần thiết để nhận biết đầy đủ về mẫu thử.

1) Phương pháp này cơ bản dựa trên các phương pháp phân tích thực phẩm bằng phương pháp enzym: phương pháp UV (ultra-violet) để xác định axit L-lactic và axit D-lactic trong thực phẩm, Boehringer Mannheim GmbH.



1) Số EC này nói về số phân loại enzym như định nghĩa của Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry in Enzyme Nomenclature Recommendation (1978). New York, Academic press, 1979.



2) Đơn vị này (gọi là đơn vị Quốc tế hoặc đơn vị tiêu chuẩn) được xác định là lượng enzym xúc tác việc chuyển hóa 1 (mol chất nền trên phút ở các điều kiện tiêu chuẩn.
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Lời nói đầu

TCVN 6842 : 2001 hoàn toàn tương đương với ISO 8967 : 1992;


TCVN 6842 : 2001 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn Đo lường Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.


TCVN 6842 : 2001

SỮA BỘT VÀ SẢN PHẨM SỮA BỘT - XÁC ĐỊNH MẬT ĐỘ KHỐI
Dried milk and dried milk products - Determination of bulk density


1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định phương pháp xác định mật độ khối của sữa bột nguyên chất, sữa bột đã tách một phần kem và sữa bột gầy (theo định nghĩa trong tiêu chuẩn A - 5
) của FAO/WHO), kể cả tan nhanh cũng như không tan nhanh. 

Phương pháp này cũng áp dụng cho whey bột, buttermilk bột và thức ăn từ sữa dùng cho trẻ sơ sinh cũng như bất kỳ sản phẩm sữa bột nào đã kể trên có chất béo sữa đã được thay thế bằng loại chất béo khác hoặc đã được chế biến bằng công nghệ sấy màng thay cho công nghệ sấy phun.

2. Định nghĩa


Trong tiêu chuẩn này áp dụng các định nghĩa sau:


2.1. Mật độ khối rót: Thương số của khối lượng và thể tích sữa bột sau khi được chuyển vào ống đong qui định.


Đối với sữa bột và sản phẩm sữa bột, mật độ khối rót được biểu thị bằng gam trên lít.


2.2. Mật độ khối để tơi: Thương số của khối lượng và thể tích sữa bột sau 100 lần gõ theo các điều kiện qui định trong tiêu chuẩn này.


Đối với sữa bột và sản phẩm sữa bột mật độ khối để tơi được biểu thị bằng gam trên lít.


2.3. Mật độ khối: Thương số của khối lượng và thể tích sữa bột sau 625 lần gõ theo các điều kiện qui định trong tiêu chuẩn này.


Đối với sữa bột và sản phẩm sữa bột mật độ khối được biểu thị bằng gam trên lít.


Chú thích 1 - Trong hệ đo lường Quốc tế, các khái niệm về mật độ khối theo định nghĩa như trên được biểu thị bằng kilogam trên mét khối. Tuy nhiên, trong thương mại mật độ khối đối với sữa bột và sản phẩm sữa bột lại thường được biểu thị bằng gam trên mililit.

3. Nguyên tắc


Gõ phần mẫu thử của sữa bột trong ống đong. Sau khi đạt đủ số lần gõ qui định, ghi lại thể tích của sản phẩm và tính mật độ khối của nó.


4. Thiết bị, dụng cụ

Các thiết bị, dụng cụ phòng thí nghiệm thông thường và đặc biệt như sau:


4.1. Cân, có độ chính xác đến 0,1g.


4.2. Ống đong, dung tích 250ml được chia vạch từ 0ml đến 250ml, chiều dài của thang chia 245mm ± 4mm, khối lượng 190g ± 15 g và có thể lắp khớp với dụng cụ (4.3).

4.3. Dung cụ đo mật độ khối (xem hình 1), có các bộ phận qui định trong 4.3.1 đến 4.3.3.

		4.3.1. Dụng cụ xiết chặt, để xiết chặt ống đong trên dụng cụ đo, khối lượng 450g±10g.


4.3.2. Dụng cụ gõ, có thể nâng dụng cụ xiết chặt (4.3.1) và ống đong (4.2) đến độ cao 3 mm ± 0,1mm và có thể gõ với tần số 250 lần ± 15 lần trên phút.


4.3.3. Dụng cụ đếm theo từng khoảng, được lắp một bộ tự ngắt, có thể tự ngắt sau khi đặt số lần gõ đã định, có thể ghi từ 0 đến 625 lần gõ.


4.4. Dao trộn phòng thí nghiệm.


4.5. Cốc có mỏ, dung tích 250ml.


4.6. Phễu rót bột, có một đoạn ống ngắn, làm bằng thủy tinh hoặc vật liệu chống tĩnh điện, có các kích thước sau đây:


Tổng chiều dài: 100mm


Chiều dài ống: 30mm


Đường kính ống: 20mm


Đường kính miệng phễu: 100mm


4.7. Bàn chải phòng thí nghiệm.


5. Lấy mẫu


Tiến hành lấy mẫu theo TCVN 6400 : 1998 (ISO 707)


Cho mẫu thí nghiệm vào hộp đựng khô, sạch, kín khí. Có thể sử dụng luôn hộp dùng để bán lẻ còn nguyên chưa mở.


6. Chuẩn bị mẫu thử

Giữ mẫu thí nghiệm ở nhiệt độ môi trường (200C đến 250C). Trộn kỹ mẫu (tránh làm vỡ các hạt) bằng cách quay và lật chiều hộp. Không nên để đầy quá hai phần ba hộp. Nếu hộp quá đầy khó trộn thì chuyển hết mẫu thí nghiệm vào một hộp đựng khác, khô, sạch, kín khí có đủ dung tích và trộn như đã mô tả ở trên.


Trong trường hợp sữa bột tan nhanh, thì trộn nhẹ nhàng để tránh làm giảm cỡ hạt của mẫu.

		[image: image1.emf]

Hình 1 - Dụng cụ đo mật độ khối





7. Cách tiến hành

7.1. Phần mẫu thử


Cân 100g ± 0,1 g sữa bột cho vào cốc có mỏ (4.5). Nếu ống đong (4.2) không đựng hết được 100g bột thì giảm cỡ mẫu xuống 50g ± 0,1g.


7.2. Tiến hành xác định 


7.2.1. Đặt phễu (4.6) lên ống đong (4.2) và dùng dao trộn (4.4) chuyển bột vào ống đong. Nếu cần, dùng bàn chải (4.7) để chuyển hết các vết bột vào ống đong.


Để có được số đọc dễ dàng, dùng dao trộn (4.4) san phẳng bề mặt và ghi lại thể tích bằng mililit (V0).

7.2.2. Cố định ống đong (4.2) vào dụng cụ đo mật độ khối (4.3) và gõ 100 lần. Dùng dao trộn san phẳng bề mặt và ghi lại thể tích bằng mililit (V100).


7.2.3. Chỉnh số lần gõ đến 625 (kể cả 100 lần gõ trong 7.2.2). Sau khi gõ, dùng dao trộn san phẳng bề mặt và ghi lại thể tích bằng mililit (V625).


8. Biểu thị kết quả

Tính kết quả, biểu thị bằng gam trên mililit, tương ứng với các công thức sau đây:

Mật độ khối rót: 
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Mật độ khối tơi: 
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Mật độ khối: 
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Trong đó
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là các mật độ khối, tương ứng sau khi chuyển vào ống đong, sau 100 lần gõ và sau 625 lần gõ, tính bằng gam trên mililít;


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


V0, V100 và V625 là các thể tích, tương ứng sau khi chuyển vào ống đong, sau 100 lần gõ và sau 625 lần gõ, tính bằng mililit.

Biểu thị kết quả đến chữ số thứ ba sau dấu phẩy.

9. Độ chính xác


Chú thích 2 - Các giá trị về độ lặp lại và độ tái lập thu được từ các kết quả thử nghiệm của liên phòng thí nghiệm được thực hiện theo TCVN 4550-88 (ISO 5725).


9.1. Độ lặp lại


Chênh lệch tuyệt đối giữa các kết quả của hai phép thử độc lập thu được khi sử dụng cùng một phương pháp trên vật liệu thử giống hệt nhau, tiến hành trong một phòng thí nghiệm, do một người phân tích sử dụng cùng một thiết bị, thực hiện trong một khoảng thời gian ngắn, không lớn hơn 0,025 
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g/ml, trong đó 
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 là trung bình cộng của hai kết quả.


Lấy 

[image: image10.wmf]r


 làm kết quả nếu thỏa mãn độ lặp lại. Loại bỏ cả hai kết quả nếu chênh lệch vượt quá 0,025
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g/ml và tiến hành hai phép xác định mới.

9.2. Độ tái lập


Chênh lệch tuyệt đối giữa hai kết quả thử độc lập thu được, sử dụng cùng phương pháp thử trên cùng vật liệu thực hiện trong các phòng thí nghiệm khác nhau, do các nhà phân tích khác nhau thực hiện, sử dụng các thiết bị khác nhau, không lớn hơn 0,04
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g/ml, trong đó 
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 là trung bình cộng của hai kết quả


10. Báo cáo thử nghiệm


Báo cáo thử nghiệm phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thu được. Cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, cùng với các chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng tới kết quả.


Báo cáo thử nghiệm cũng bao gồm tất cả các thông tin cần thiết về việc nhận biết hoàn toàn mẫu thử.


PHỤ LỤC A

(tham khảo)


TÀI LIỆU THAM KHẢO


[1] TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa - Lấy mẫu


[2] ISO 787-11: 1981 Các phương pháp thử chung về chất mầu và chất độn. Phần 11: Xác định thể tích độn và mật độ sau khi độn (General methods of test for pigments and extenders - Part 11 Determination of tamped volume and apparent density after tamping).


[3] TCVN 4550-88 (ISO 5725:1986) Độ chính xác của các phương pháp thử - Xác định độ lặp lại và độ tái lập cho phương pháp thử chuẩn bằng các phép thử liên phòng.


[4] Happer, J.M. Dụng cụ đo mật độ khối của sữa bột. Công nghệ thực phẩm, 1982. Tập 16. Số 9, trang 144.


[5] Niro Atomizer Dairy Research Group, các phương pháp phân tích sản phẩm sữa bột. Xuất bản lần thứ 4. Copenhagen: Niro Atomizer, 1978.


�)  Tiêu chuẩn A - 5 của FAO/WHO về sữa bột nguyên kem, sữa bột đã tách một phần kem và sữa bột gầy được soạn thảo theo qui phạm về các nguyên tắc liên quan đến sữa và sản phẩm sữa, xuất bản lần thứ 8 (1984). Rome: FAO/WHO
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		TIÊU CHUẨN VIỆT NAM 





		TCVN 6688 - 2 : 2000

ISO 8262 - 2 : 1987

SẢN PHẨM SỮA VÀ THỰC PHẨM TỪ SỮA – 

XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CHẤT BÉO BẰNG

PHƯƠNG PHÁP KHỐI LƯỢNG WEIBULL – 

BERNROP (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN)


PHẦN 2: KEM LẠNH VÀ KEM LẠNH HỖN HỢP


MILK PRODUCTS AND MILK – BASED FOODS – DETERMINATION OF FAT CONTENT BY THE WEIBULL – BERNTROP GRAVIMETRIC METHOD (REFERENCE METHOD)


PART 2 : EDIBLE ICES AND ICES MIXED 

HÀ NỘI








Lời nói đầu


TCVN 6688-2 : 2000 hoàn toàn tương đương với ISO 8262 – 2 : 1987;


TCVN 6688-2 : 2000 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn - Đo lường - Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.


Lời giới thiệu

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định hàm lượng chất béo của sữa, sản phẩm sữa và thực phẩm từ sữa, nằm trong số một loạt các phương pháp chuẩn được hài hòa tới mức tối đa. Các phương pháp này dựa trên các nguyên tắc Rose – Gottlieb (RG), hoặc Weibull – Berntrop (WB) hoặc Schmid – Bondzynski – Ratzlaff (SBR).


Tiêu chuẩn này liên quan đến kem lạnh chứa sữa và các loại kem lạnh, kem lạnh hỗn hợp khác chứa các thành phần với hàm lượng lớn như trái cây, lòng trắng trứng, chất tạo nhũ …, phương pháp này dựa trên nguyên tắc Weibull-Berntrop (WB) vì:


a) Sản phẩm chứa các thành phần trên với hàm lượng lớn sẽ không thể chiết hết được chất béo, do đó hàm lượng chất béo chiết được là quá thấp, nêu quy trình Rose-Gottlieb (RG) là không thích hợp.


b) Nhìn chung, sản phẩm có hàm lượng sacaroza và cacbon hidrat khác với hàm lượng cao sẽ làm tăng các hợp chất có thể chiết được bằng ete khi thủy phân bằng axit, do đó cho giá trị hàm lượng chất béo quá cao dẫn đến việc áp dụng quy trình Schmid-Bondzynski-Ratzlaff (SBR) là không thích hợp.


c) Quy trình Weibull-Berntrop (WB) mặc dù cũng sử dụng quá trình thủy phân bằng axit nhưng không ảnh hưởng ngược đến các hợp chất có thể chiết bằng ete, vì axit thủy phân đã được lọc và rửa, cặn khô trên phễu lọc không còn chứa các hợp chất có thể chiết được bằng xăng nhẹ.


d) Phương pháp mô tả trên đây đã được sử dụng ở một số nước.

Phương pháp Weibull đầu tiên được áp dụng cho bánh mì; phương pháp Berntrop đã phát triển, sửa đổi một cách đáng kể như trình bày trong tiêu chuẩn này. Phương pháp này hiện nay đã được áp dụng rộng rãi để xác định hàm lượng chất béo trong nhiều loại thực phẩm.


TCVN 6688 - 2 : 2000

SẢN PHẨM SỮA VÀ THỰC PHẨM TỪ SỮA – XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CHẤT BÉO BẰNG PHƯƠNG PHÁP KHỐI LƯỢNG WEIBULL – BERNTROP (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN) - PHẦN 2: KEM LẠNH VÀ KEM LẠNH HỖN HỢP
Milk products and milk – based foods – Determination of fat content by the Weibull – Berntrop gravimetric method (Reference method) - Part 2 : Edible ices and ices - mixes

1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 


Tiêu chuẩn này quy định phương pháp chuẩn để xác định hàm lượng chất béo trong kem lạnh và kem hỗn hợp khi không xác định được bằng phương pháp Rose-Gottlieb, tức là các sản phẩm chứa một hàm lượng cao các chất ổn định, hoặc chất làm dày đặc, hoặc lòng trắng trứng, hoặc trái cây hoặc hỗn hợp các thành phần này.

Chú thích – Kem lạnh phần lớn chứa sữa và kem hỗn hợp không chứa hoặc chứa không quá vài phần trăm các thành phần trên thì nên xác định bằng phương pháp Rose-Gottlieb quy định trong ISO 7328
).

2. Tiêu chuẩn trích dẫn 


TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa – Phương pháp lấy mẫu 


3. Định nghĩa


Hàm lượng chất béo: Tất cả các chất xác định được bằng phương pháp quy định tiêu chuẩn này, được biểu thị bằng phần trăm khối lượng.

4. Nguyên tắc 


Thủy phân phần mẫu thử bằng cách đun sôi với axit clohidric loãng, lọc phần mẫu nóng qua giấy lọc ướt để thu lấy chất béo, chiết chất béo bằng n-hecxan hoặc xăng nhẹ từ giấy lọc khô, loại bỏ dung môi bằng cách chưng cất hoặc cho bay hơi và cân lượng vừa chiết được (nguyên tắc này được gọi là nguyên tắc Weibull-Berntrop).


5. Thuốc thử và nguyên liệu


Chỉ sử dụng thuốc thử đạt chất lượng tinh khiết phân tích và khi tiến hành xác định theo phương pháp này không được để lại lượng cặn đáng kể. Chỉ sử dụng nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương.


5.1. Dung dịch axit clohidric, chứa khoảng 20% HCl (m/m), ρ20 xấp xỉ 1,10 g/ml.


Pha loãng 100 ml axit clohidric đậm đặc (ρ20 = 1,18 g/ml) bằng 100 ml nước và trộn.


5.2. Dung môi chiết, không chứa nước: n-hecxan hoặc xăng nhẹ có điểm sôi trong khoảng từ 300C đến 600C.


Để kiểm tra chất lượng của dung môi chiết, chưng cất 100 ml dung môi này từ bình chiết (6.4) đã chuẩn bị theo 8.4. Dùng một bình chiết rỗng đã chuẩn bị theo cùng phương thức để kiểm tra khối lượng (xem 10.1). Dung môi chiết không được để lại lượng cặn vượt quá 1,0 mg.


Thay dung môi chiết hoặc chưng cất dung môi khi không thỏa mãn yêu cầu trên.


5.3. Giấy lọc gấp nếp, loại trung bình, tốt nhất là loại đã khử chất béo, có đường kính 150 mm.


Tiến hành các phép thử mẫu trắng để kiểm tra chất lượng của giấy lọc như quy định trong 8.3, sử dụng dung môi thỏa mãn yêu cầu trong 5.2. Dùng một bình chiết rỗng (6.4) đã chuẩn bị như quy định trong 8.4 để kiểm tra khối lượng (xem 10.1). Giấy lọc không được để lại lượng cặn vượt quá 2,5 mg.


Thay các giấy lọc không thỏa mãn điều kiện trên.


5.4. Giấy quì xanh


5.5. Diatomit (tùy chọn; xem 8.5.3).


5.6. Lactoza tinh khiết (tùy chọn; xem 8.5.3).


5.7. Sợi bông, đã khử chất béo bằng cách chiết bằng dung môi (5.2) trong 1,5 h và sấy khô.


6. Thiết bị, dụng cụ


Cảnh báo – Vì phép xác định này sử dụng các dung môi bay hơi dễ cháy, nên thiết bị điện sử dụng cần phải tuân thủ các quy định an toàn trong sử dụng dung môi.


Sử dụng các thiết bị phòng thí nghiệm thông thường và đặc biệt như sau:


6.1. Cân phân tích.


6.2. Bộ trộn để làm đồng nhất mẫu thí nghiệm, nếu cần; thí dụ: máy xay thực phẩm hoặc bộ trộn tốc độ cao với bình trộn dung tích 1 lít, có nắp đậy.


6.3. Thiết bị chiết, có thể chiết liên tục hoặc bán liên tục; thí dụ: loại Soxhlet, gồm một bình chiết (đáy phẳng, cổ ngắn) dung tích 150 ml, một bộ chiết có si phông dung tích từ 40 ml đến 60 ml và bộ sinh hàn gắn với ống sấy hoặc nút bông.


6.4. Bình chiết, dung tích 150 ml, đáy tròn, cổ ngắn


6.5. Ống chiết, làm bằng giấy lọc đã khử chất béo, thủy tinh, nhôm oxit hoặc bằng PTFE (polytetrafluoroetylen), để một lượng cặn không đáng kể trong mẫu trắng, hoặc làm bằng xeluloza, có đường kính trong 22 mm và chiều dài biên 80 mm để sử dụng với thiết bị chiết (6.3).


6.6. Nồi cách thủy, có thể duy trì ở các khoảng nhiệt độ sau:


từ 400C đến 600C (xem 8.1.2);


từ 300C đến 400C (xem 8.1.3);


6.7. Dụng cụ gia nhiệt dùng cho thiết bị chiết, thí dụ: nồi cách thủy, bể cát hoặc bếp điện kiểm soát được sự ổn định nhiệt độ.


6.8. Chất trợ sôi, không chứa chất béo: hạt thủy tinh, hoặc các mảnh sứ khó vỡ, không xốp hoặc silicon cacbua.


6.9. Bình nón, dung tích 250 ml, được gắn với bộ sinh hàn, tốt nhất là loại Liebig.


6.10. Dụng cụ gia nhiệt dùng cho bình nón, gắn với bộ sinh hàn, thí dụ: lưới kim loại và đầu đốt bằng khí, bếp điện hoặc bể cát.


6.11. Phễu lọc, thích hợp là giấy lọc gấp nếp (5.3).


6.12. Cốc có mỏ, dung tích 100 ml và 250 ml.


6.13. Thiết bị chưng cất, có thể chiết được dung môi nhẹ từ các bình ở nhiệt độ không quá 1000C.


6.14. Tủ sấy, đốt nóng bằng điện, có các lỗ thông gió mở hoàn toàn, có thể duy trì nhiệt độ ở 1020C ± 20C trong suốt khoang sấy. Tủ sấy được gắn với một nhiệt kế thích hợp.


6.15. Ống đong, dung tích 50 ml, 100 ml và 250 ml.


6.16. Kẹp, làm bằng kim loại, thích hợp để giữ bình hoặc giữ cốc.


6.17. Cặp, có đầu tù để giữ giấy lọc và ống.


7. Lấy mẫu 


Xem TCVN 6400 : 1998 (ISO 707)


Bảo quản tất cả các mẫu thí nghiệm dạng lỏng, dạng sánh hoặc dạng nhão ở nhiệt độ từ 20C đến 40C, kể từ khi lấy mẫu cho đến các bắt đầu quy trình thử. Trong trường hợp mẫu đựng bao bì kín, thì bảo quản nguyên như thế ở nhiệt độ dưới 200C.


Các mẫu thí nghiệm kem đá phải để ở nhiệt độ không lớn hơn -180C kể từ khi lấy mẫu cho đến khi bắt đầu quy trình thử.

8. Cách tiến hành


8.1. Chuẩn bị mẫu thử


8.1.1. Kem lạnh thực phẩm, dạng đóng băng

Cắt mẫu thí nghiệm thành từng miếng nhỏ sau khi loại bỏ vỏ.

Khi phải xác định hàm lượng chất béo trong từng lớp của sản phẩm, phải tách riêng từng lớp một cách chính xác và nếu có thể, khi chúng vẫn còn đóng băng. Chuẩn bị các mẫu thử riêng rẽ của từng lớp để phân tích riêng theo phương thức sau đây.


Chọn vài miếng một cách ngẫu nhiên để tạo một khối lượng tổng thể khoảng 100 g (nếu có thể), đặt vào bình trộn, đậy nắp bình và để tan chảy ở nhiệt độ phòng thí nghiệm. Trộn đều sản phẩm trong 2 phút và các sản phẩm chứa các hạt (thí dụ như hạc lạc, đường phèn) thì trộn không quá 7 phút để thu được hỗn hợp đồng nhất.


Không để nhiệt độ vượt quá 120C ở bất kỳ thời điểm nào trong quá trình làm mềm và trộn sản phẩm.


Nếu việc tách chất béo hoặc “đánh kem” xuất hiện, thì loại bỏ hỗn hợp và lặp lại quy trình chuẩn bị với thời gian trộn ngắn hơn. Chuyển ngay mẫu đã trộn sang hộp chứa kín và tiến hành xác định trong vòng 1h.


8.1.2. Kem và hỗn hợp dạng lỏng

Lắc và đảo chiều hộp chứa. Mở nắp hộp, rót từ từ sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín) và trộn bằng cách chuyển qua chuyển lại sản phẩm, tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp chứa thứ nhất. Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần khác ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì làm đồng nhất chúng trong bộ trộn thích hợp (6.2). Cuối cùng, chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp.


Nếu cần, để hộp chứa đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.6) ở nhiệt độ từ 400C đến 600C. Cứ 15 phút lại lấy ra và lắc mạnh. Sau 2h, lấy hộp chứa ra, dùng khăn khô lau mặt ngoài của hộp và để nguội đến nhiệt độ phòng. Mở hẳn nắp và trộn kỹ lượng chứa bằng thìa hoặc dao trộn. (Nếu chất béo đã tách hẳn, thì không thử mẫu). Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp.


8.1.3. Kem lạnh hỗn hợp dạng sánh hoặc nhão

Mở nắp hộp chứa và trộn kỹ lượng chứa bên trong bằng dao trộn. Nếu có thể, sử dụng máy quay để trộn từ dưới lên trên theo cách sao cho các lớp trên cùng với các phần ở các góc dưới của hộp chứa trộn được với nhau. Tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp chứa thứ nhất. Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì làm đồng nhất chúng trong bộ trộn thích hợp (6.2). Cuối cùng, chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín). Đậy nắp hộp.


Nếu cần, để hộp chứa đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.6) ở nhiệt độ từ 300C đến 400C. Lấy hộp chứa ra, dùng khăn lau khô mặt ngoài hộp và mở nắp. Vét sạch tất cả sản phẩm phía trong hộp chứa cho sang đĩa đủ rộng để có thể trộn được kỹ và trộn cho đến khi thu được mẫu đồng nhất. Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai như trên. Đậy nắp hộp.


8.1.4. Sản phẩm dạng khô 


Trộn kỹ bằng cách quay và đảo chiều hộp chứa. Nếu cần, chuyển mẫu thí nghiệm sang một hộp chứa kín thích hợp có dung tích đủ rộng để thực hiện thao tác này.


Nếu sản phẩm vẫn còn chứa các thành phần ở dạng từng mảng hoặc từng miếng thì làm đồng nhất chúng trong bộ trộn thích hợp (6.2).


8.2. Phần mẫu thử


Trộn mẫu thử (8.1) bằng cách khuấy (đối với sản phẩm dạng sánh, dạng nhão hoặc dạng khô), hoặc bằng cách đảo chiều hộp chứa nhẹ nhàng ba hoặc bốn lần (đối với sản phẩm dạng lỏng) hoặc bằng cách khác, cân luôn trong bình khoảng từ 3 g đến 20 g mẫu thử, chính xác đến 1 mg, tương ứng với 3,0 g đến 3,5 g chất khô, lấy ra cho vào bình nón (6.9). Phần mẫu thử không chứa quá 1,0 g chất béo; để thỏa mãn yêu cầu này, có thể cần phải lấy phần mẫu thử nhỏ hơn.


Phần mẫu thử được chuyển hết sang bình nón (6.9).


8.3. Thử mẫu trắng


Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với phép xác định, sử dụng cùng một trình tự và cùng loại thuốc thử, nhưng thay phần mẫu thử đã pha loãng (xem 8.5.1) bằng 25 ml nước (xem 10.2).


8.4. Chuẩn bị bình chiết


Sấy bình (6.4) có chứa một ít chất trợ sôi (6.8), để làm sôi nhẹ trong quá trình chiết và loại bỏ tiếp dung môi, trong tủ sấy (6.14) ở nhiệt độ 1020C ± 20C trong 1h.

Để nguội bình (bảo vệ khỏi bụi) ít nhất 0,5 h đến nhiệt độ phòng cân.


Chú thích – Nên đặt bình trong bình hút ẩm để làm nguội hoặc tránh thời gian làm nguội bị kéo dài.

Dùng kẹp (6.16) (đặc biệt tránh thay đổi nhiệt độ), đặt bình lên cân và cân chính xác đến 0,1 mg.


8.5. Xác định 


8.5.1. Cho nước ở nhiệt độ 300C vào phần mẫu thử (8.2) để có được tổng thể tích 25 ml (để thu được dung dịch axit clohidric 4 mol/l trong 8.5.2) và lắc nhẹ.


Chú thích – Xem chú thích của 8.5.3 khi có bổ sung lactoza.


8.5.2. Cho thêm 50 ml dung dịch axit clohidric (5.1) vào phần mẫu thử đã pha loãng, trong khi thêm tráng luôn thành bình và trộn nhẹ bằng cách xoay bình. Nối bình với bộ sinh hàn, đun nóng bình cho đến khi lượng chứa trong bình bắt đầu sôi và để sôi nhẹ trong 30 phút, thỉnh thoảng xoay bình.


8.5.3. Lấy 150 ml nước (ở nhiệt độ ít nhất là 800C), dùng 75 ml để tráng phía trong bộ sinh hàn, lấy bình nón ra và cho nốt 75 ml nước nóng còn lại vào bình sao để tráng được cổ và phía trong thành bình. Nếu cần, cho thêm 1g diatomit (5.5) hoặc khoảng 100 cm2 giấy lọc đã khử chất béo được xé nhỏ (đặc biệt là trường hợp chứa một hàm lượng nhỏ các chất rắn không chứa chất béo) để lọc nhanh hơn.


Chú thích – Có thể thêm 1 g lactoza tinh khiết (5.6) vào phần mẫu thử đã pha loãng trong 8.5.1 để lọc được nhanh hơn.

8.5.4. Lọc ngay lượng nước trong bình, rót chất lỏng qua đũa thủy tinh vào giấy lọc gấp nếp (5.3) đã được làm ướt kỹ bằng nước nóng và đặt vào trong phễu lọc (6.11). Tráng kỹ bình ba lần bằng nước nóng, cho nước rửa vào giấy lọc qua đũa thủy tinh và cuối cùng rửa giấy lọc ít nhất ba lần bằng nước nóng cho đến khi nước rửa không còn chứa axit khi thử bằng giấy quì (5.4). Không sử dụng quá 400 ml nước. Để cho giấy lọc ráo hẳn nước.


8.5.5. Dùng cặp (6.17) lấy giấy lọc ra khỏi phễu và đặt vào ống chiết (6.5) sao cho mép trên của giấy thấp hơn miệng ống ít nhất là 20 mm. Đặt ống vào cốc có mỏ dung tích 100 ml (6.12).


8.5.6. Sấy cốc cùng với lượng chứa bên trong và bình nón cùng với đũa thủy tinh trong tủ sấy (6.14) ở nhiệt độ 1020C ± 20C từ 1h đến 1,5 h để sấy khô kỹ. Lấy cốc và bình cùng với đũa thủy tinh ra khỏi tủ và để nguội.


Chú thích – Nên sấy khô giấy lọc, vì chất béo thường không chiết được hết. Trong trường hợp giấy lọc rất ướt và dùng bộ chiết liên tục thì vài giọt của hợp chất tan được trong nước có thể lẫn vào chất chiết, điều này sẽ làm cho chất chiết có màu tối và hàm lượng chất béo thu được cao.


8.5.7. Dùng cặp (6.17) để giữ ống chiết, nút nhẹ ống bằng sợi bông đã khử chất béo (5.7) và đặt vào bộ chiết. Dùng ống đong lấy 100 ml n-hexan hoặc xăng nhẹ (5.2); sử dụng các phần dung môi để tráng đầu kẹp, phía trong cốc, bình nón và đũa thủy tinh, thu lấy nước tráng cho vào bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4). Cho nốt phần dung môi còn lại vào bình chiết để tráng luôn phía trong cổ bình.


8.5.8. Nối bình chiết với bộ chiết đựng ống chiết, nối bộ chiết với bộ sinh hàn và đun nóng bình khoảng 4 h sao cho ống chiết và lượng chứa trong ống chiết được với ít nhất là 1000 ml dung môi (20 lần hút bằng siphông).


8.5.9. Lấy bình chiết ra khỏi thiết bị chiết, tráng phía trong cổ bình và đỉnh của bộ ngưng bằng một ít dung môi. Sau đó cẩn thận chưng cất hết dung môi ra khỏi bình. Nếu sử dụng nồi cách thủy, thì lau thật khô phía ngoài bình.


8.5.10. Sấy bình chiết trong tủ sấy (6.14) ở nhiệt độ 1020C ± 20C trong 1h (để sao cho dung môi có thể thoát ra được). Lấy bình ra khỏi tủ và để nguội (không để trong bình hút ẩm, nhưng tránh bụi) đến nhiệt độ phòng cân (ít nhất là 30 phút) và cân chính xác đến 0,1 mg. Không lau bình ngay trước lúc cân. Dùng kẹp đặt bình lên cân (đặc biệt tránh thay đổi nhiệt độ).


8.5.11. Lặp lại các thao tác mô tả trong 8.5.10 cho đến khi thu được khối lượng của bình giữa hai lần cân liên tiếp chênh lệch khoảng 1,0 mg. Ghi lại khối lượng của bình và chất chiết là khối lượng nhỏ nhất thu được.


9. Biểu thị kết quả 


9.1. Phương pháp tính và công thức

Hàm lượng chất béo, được biểu thị bằng phần trăm khối lượng, theo công thức sau:
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Trong đó


m0 là khối lượng phần mẫu thử (8.2), tính bằng gam;


m1 là khối lượng bình chiết cùng với chất chiết xác định được trong 8.5.11, tính bằng gam;


m2 là khối lượng bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4), tính bằng gam;


m3 là khối lượng bình chiết sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3) và các chất chiết được trong 8.5.11, tính bằng gam;


m4 là khối lượng bình chiết đã chuẩn bị (xem 8.4), sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3), tính bằng gam;


Ghi kết quả chính xác đến 0,01%.


9.2. Độ chính xác 


Chú thích – Các giá trị về độ lặp lại và độ tái lập được biểu thị ở mức xác suất 95% và thu được từ các kết quả của một thử nghiệm liên phòng thí nghiệm tiến hành theo TCVN 4550-88 (ISO 5725)


9.2.1. Độ lặp lại


Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ thực hiện trên mẫu giống hệt nhau, do một người phân tích trong một khoảng thời gian ngắn, không vượt quá các giá trị sau đây:


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 20% (m/m): 1% hàm lượng chất béo

- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo từ 5% (m/m) đến 20% (m/m): 0,2 g chất béo trên 100 g sản phẩm;

- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m): 0,1 g chất béo trên 100 g sản phẩm 


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 1% hàm lượng chất béo;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m); 0,05 g chất béo trên 100 g sản phẩm.


9.2.2. Độ tái lập


Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ và độc lập do hai người phân tích trong các phòng thí nghiệm khác nhau, thực hiện trên mẫu thử giống hệt nhau, không vượt quá các giá trị sau đây:


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 20% (m/m): 2% hàm lượng chất béo


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo từ 5% (m/m) đến 20% (m/m): 0,4 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m): 0,2 g chất béo trên 100 g sản phẩm 


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 2% hàm lượng chất béo;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m); 0,1 g chất béo trên 100 g sản phẩm.


10. Chú thích về quy trình 

10.1. Thử mẫu trắng để kiểm tra dung môi và giấy lọc 


Trong các phép thử mẫu trắng này, sử dụng bình kiểm tra khối lượng để khi có những thay đổi về điều kiện không khí của phòng cân hoặc ảnh hưởng nhiệt độ của bình thu nhận chất béo thì cũng không đánh giá sai sự có mặt hay không có mặt chất không bay hơi có trong chất chiết của thuốc thử. Bình này có thể được sử dụng làm bình đối trọng trong trường hợp cân có hai đĩa. Mặt khác, chênh lệch biểu kiến (m3 – m4 trong công thức trong 9.1) của bình kiểm tra phải được xem xét khi kiểm tra khối lượng bình thu nhận chất béo sử dụng trong thử mẫu trắng. Do đó sự thay đổi về khối lượng biểu kiến của bình thu nhận chất béo, được hiệu chỉnh cho khối lượng biểu kiến của bình kiểm tra, không được vượt quá 0,5 mg.

Rất ít khi dung môi chứa chất bay hơi bị giữ lại nhiều trong chất béo. Nếu như có mặt của các chất đó, thì tiến hành thử mẫu trắng sử dụng bình chất béo với khoảng 1 g butterfat khan. Nếu cần, chưng cất dung môi trong sự có mặt của 1 g butterfat khan trên 100 ml dung môi. Chỉ sử dụng dung môi vừa mới chưng cất.


10.2. Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với việc xác định 


Giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng tiến hành đồng thời với phép xác định đưa ra khối lượng biểu kiến của các chất chiết được từ phần mẫu thử (m1 – m2) dùng để hiệu chỉnh sự có mặt của chất không bay hơi trong thuốc thử và trong giấy lọc và cũng dùng để hiệu chỉnh mọi thay đổi về điều kiện không khí của phòng cân và sự chênh lệch nhiệt độ giữa bình thu nhận chất béo và nhiệt độ phòng cân ở hai lần cân (8.4 và 8.5.11).


Trong các điều kiện thích hợp (chỉ số mẫu trắng của dung môi và giấy lọc thấp, nhiệt độ phòng cân đã cân bằng và thời gian làm đủ nguội bình thu nhận chất béo), thì giá trị này thường nhỏ hơn 3 mg. Cũng thường gặp phải các giá trị hơi cao hơn, lên đến 5 mg. Sau khi chỉnh lại giá trị mẫu trắng, các kết quả sẽ chính xác. Khi thực hiện hiệu chỉnh với giá trị lớn hơn 5 mg thì phải nêu thực tế này trong báo cáo kết quả (xem điều 11).


Nếu giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng này thường vượt quá 3 mg, thì phải kiểm tra lại dung môi và giấy lọc (nếu ngay trước đó chưa thực hiện) và thay hoặc làm sạch lại (xem 5.2 và 5.3).


11. Báo cáo kết quả 

Báo cáo kết quả phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thu được. Báo cáo cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong phần này của tiêu chuẩn, hoặc tùy ý lựa chọn, cùng với các chi tiết bất thường khác có thể ảnh hưởng tới kết quả.


Phải báo cáo giá trị mẫu trắng (m3 – m4, xem 9.1), nếu vượt quá 5 mg.


Báo cáo kết quả cũng bao gồm mọi thông tin cần thiết về việc nhận biết đầy đủ mẫu thử.
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Lời nói đầu


TCVN 6687 : 2000 hoàn toàn tương đương với ISO 8381 : 1987


TCVN 6687 : 2000 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn – Đo lường – Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.

TCVN 6687 : 2000 

THỰC PHẨM TỪ SỮA DÙNG CHO TRẺ NHỎ - XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CHẤT BÉO - PHƯƠNG PHÁP KHỐI LƯỢNG CỦA ROSE – GOTTLIED (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN)
Milk – based infant foods – Determination of fat content Rose – Gottlied gravimetric method  (Reference method)

1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 


Tiêu chuẩn này quy định phương pháp chuẩn để xác định hàm lượng chất béo trong thực phẩm từ sữa ở dạng lỏng, dạng cô đặc hoặc dạng khô, không chứa hoặc chứa nhỏ hơn 5% (m/m) (tính theo chất khô) tinh bột hoặc dextrin, hoặc rau, quả, thịt … (Các Malto-Dextrin không chứa các dextrin có phân tử lượng cao thường có mặt trong thực phẩm dành cho trẻ nhỏ, các Malto-Dextrin này ngay cả khi có mặt với lượng lớn cũng không cản trở việc chiết bằng quy trình RG).


Chú thích – Nếu sản phẩm không hòa tan hoàn toàn trong amoniac do sự có mặt một lượng nhỏ tinh bột hoặc dextrin, hoặc các miếng sản phẩm cứng, hoặc sản phẩm có chứa một lượng đáng kể các axit béo tự do, thì kết quả xác định thu được sẽ rất thấp. Trong những trường hợp như thế, nên sử dụng nguyên tắc Weibull-Berntrop (WB)

2. Tiêu chuẩn trích dẫn


TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa – Phương pháp lấy mẫu

ISO 3889 Sữa và sản phẩm sữa – Xác định hàm lượng chất béo – Bình chiết chất béo kiểu Mojonnier 

3. Định nghĩa 


Hàm lượng chất béo trong thực phẩm từ sữa dùng cho trẻ nhỏ: Tất cả các chất xác định được bằng phương pháp quy định trong tiêu chuẩn này, được biểu thị bằng phần trăm khối lượng.

4. Nguyên tắc


Chiết dung dịch etanol amoniac của phần mẫu thử dạng lỏng, mẫu đã được pha loãng hoặc mẫu đã được hòa tan bằng dietyl ete và xăng nhẹ, loại bỏ dung môi bằng chưng cất hoặc cho bay hơi và xác định khối lượng chất chiết được có thể hòa tan trong xăng nhẹ. (Điều này thường được gọi là nguyên tắc Rose-Gottlieb).

5. Thuốc thử


Chỉ sử dụng các thuốc thử đạt chất lượng tinh khiết phân tích và khi xác định bằng phương pháp này không được để lại lượng cặn đáng kể. Chỉ sử dụng nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương.

Để kiểm tra chất lượng của thuốc thử, tiến hành thử mẫu trắng theo quy định trong 8.3. Dùng một bình thu nhận chất béo rỗng đã chuẩn bị trong 8.4 để kiểm tra khối lượng (xem 10.1). Thuốc thử không được để lại lượng cặn quá 0,5mg.


Nếu lượng cặn của thuốc thử mẫu trắng lớn hơn 0,5 mg, thì xác định lượng cặn của các dung môi một cách riêng rẽ bằng cách chưng cất 100 ml dietyl ete và xăng nhẹ tương ứng. Sử dụng bình kiểm tra khối lượng để thu được khối lượng thực của cặn, mà không được vượt quá 0,5 mg.


Thay thuốc thử hoặc chưng cất lại các dung môi, nếu chúng không thỏa mãn yêu cầu.


5.1. Dung dịch amoniac, chứa khoảng 25% NH3 (m/m), ρ20 ≈ 910 g/l.


Chú thích – Nếu không có sẵn dung dịch amoniac nồng độ này thì có thể sử dụng dung dịch có nồng độ cao hơn đã biết (xem 8.5.2).


5.2. Etanol, hoặc etanol đã bị metanol làm biến tính, có độ tinh khiết tối thiểu là 94% (V/V). (Xem 10.5).

5.3. Dung dịch phẩm đỏ Congo


Hòa tan 1 g đỏ Congo trong nước và pha loãng đến 100ml.


Chú thích – Việc sử dụng dung dịch này để phân biệt rõ ranh giới giữa dung môi và lớp nước là không bắt buộc (xem 8.5.4). Có thể sử dụng các dung dịch màu dạng lỏng khác với điều kiện là chúng không ảnh hưởng đến kết quả xác định.


5.4. Ete dietyl, không chứa các peroxit (xem 10.3) và không chứa hoặc chứa không quá 2 mg/kg chất chống oxi hóa và phù hợp các yêu cầu đối với thử mẫu trắng (xem các đoạn đầu của điều 5, 10.1 và 10.4).

5.5. Xăng nhẹ, có nhiệt độ sôi trong khoảng từ 300C đến 600C.


5.6. Dung môi hỗn hợp, được chuẩn bị ngay trước khi sử dụng bằng cách trộn các thể tích bằng nhau của ete dietyl (5.4) và xăng nhẹ (5.5).


6. Thiết bị, dụng cụ


Cảnh báo – Vì việc xác định cần phải sử dụng các dung môi bay hơi dễ cháy, nên các thiết bị điện được dùng phải tuân theo quy định an toàn khi sử dụng các dung môi này.


Sử dụng các thiết bị thí nghiệm thông thường và đặc biệt như sau:


6.1. Cân phân tích.


6.2. Máy li tâm, có các bình chiết chất béo hoặc có các ống (6.6) có thể quay từ 500 vòng trên phút đến 600 vòng trên phút để tạo ra được trường hấp dẫn khoảng 80 g đến 90 g ở miệng bình hoặc ống.

Chú thích – Nên sử dụng máy li tâm nhưng không bắt buộc (xem 8.5.7).


6.3. Thiết bị chưng cất hoặc làm bay hơi, để làm bay hơi các dung môi và etanol khỏi các bình thu nhận chất béo hoặc từ các cốc và các đĩa (xem 8.5.10 và 8.5.14) ở nhiệt độ không vượt quá 1000C.


6.4. Tủ sấy, được đốt nóng bằng điện, có cửa thông gió mở hoàn toàn, có thể duy trì được nhiệt độ ở 1020C ± 20C trong suốt khoang sấy. Tủ được gắn với một nhiệt kế thích hợp.


6.5. Nồi cách thủy, có thể duy trì ở các nhiệt độ sau:


400C đến 600C (xem 8.1.1);


300C đến 400C (xem 8.1.2);


400C đến 500C (xem 8.5.1);


600C đến 700C (xem 8.5.3).


6.6. Bình chiết chất béo kiểu Mojonnier, như quy định trong ISO 3889.


Chú thích – Cũng có thể dùng ống chiết chất béo (hoặc bình), có si phông hoặc nối với chai rửa, nhưng quy trình này có khác và được quy định trong phần phụ lục.


Các bình này (hoặc các ống, xem chú thích) phải được đậy bằng nút bần chất lượng tốt, hoặc được đậy bằng nắp làm bằng vật liệu khác (thí dụ như cao su silicon hoặc polytetrafluoroetylen) để không bị ảnh hưởng bởi thuốc thử được sử dụng. Nút bần phải được rửa bằng ete dietyl (5.4), giữ ít nhất là 15 phút ở nhiệt độ 600C hoặc lớn hơn (không để sôi) và sau đó làm lạnh trong nước sao cho chúng bão hòa nước khi sử dụng.


6.7. Giá để giữ bình (hoặc ống) chiết chất béo (xem 6.6).


6.8. Chai rửa, thích hợp để dùng với dung môi hỗn hợp (5.6). Không dùng chai rửa bằng chất dẻo.


6.9. Bình thu nhận chất béo, thí dụ như bình đun sôi (đáy phẳng), dung tích từ 125 ml đến 250 ml, bình nón dung tích 250 ml, hoặc các đĩa kim loại.


Nếu sử dụng đĩa kim loại, thì tốt nhất là đĩa bằng thép không gỉ, đáy phẳng, có rãnh rót, đường kính từ 80 mm đến 100 mm và có chiều cao khoảng 50 mm.


6.10. Chất trợ sôi, không chứa chất béo, bằng sứ không xốp hoặc cacbua silicon hoặc các bi thủy tinh (không bắt buộc trong trường hợp dùng đĩa kim loại).


6.11. Ống đong, dung tích 5 ml và 25 ml.


6.12. Pipet chia độ, dung tích 10 ml.


6.13. Bộ kẹp, bằng kim loại thích hợp để giữ bình, cốc hoặc đĩa.


7. Lấy mẫu


Xem TCVN 6400:1998 (ISO 707).


Bảo quản tất cả các mẫu thí nghiệm dạng lỏng, sánh hoặc nhão ở nhiệt độ từ 20C đến 40C kể từ khi lấy mẫu cho đến khi bắt đầu quy trình thử. Trong trường hợp mẫu được đựng trong bao bì kín thì để nguyên như thế ở nhiệt độ dưới 200C.


8. Cách tiến hành

Chú thích – Quy trình khác có sử dụng ống chiết chất béo có si phông hoặc nối với chai rửa (xem chú thích ở 6.6) được mô tả trong phụ lục.


8.1. Chuẩn bị mẫu thử


8.1.1. Sản phẩm dạng lỏng


Lắc và đảo chiều hộp chứa. Mở nắp hộp, rót từ từ sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín) và trộn bằng cách chuyển qua chuyển lại sản phẩm, tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp thứ nhất. Cuối cùng, chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp.


Nếu cần, để hộp đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.5) ở nhiệt độ từ 400C đến 600C. Cứ 15 phút lại lấy ra và lắc mạnh. Sau 2 h, lấy hộp chứa ra, làm khô mặt ngoài bằng khăn khô và để nguội đến nhiệt độ phòng, Mở hẳn nắp và trộn kỹ lượng chứa bằng thìa hoặc dao trộn. (Nếu chất béo đã tách hẳn, thì không thử mẫu). Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai. Đậy nắp hộp.


8.1.2. Sản phẩm dạng sánh hoặc nhão


Mở nắp hộp chứa và trộn kỹ lượng chứa bên trong bằng dao trộn. Nếu có thể, sử dụng máy quay để trộn dưới lên trên theo cách sao cho các lớp trên cùng với các phần ở các góc dưới của hộp chứa trộn được với nhau. Tránh để chất béo hoặc bất kỳ thành phần nào khác trong mẫu sót lại trên thành và đáy của hộp chứa. Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai (có nắp đậy kín). Đậy nắp hộp.


Nếu cần, để hộp chứa đang đậy kín vào nồi cách thủy (6.5) ở nhiệt độ từ 300C đến 400C. Lấy hộp chứa ra, dùng khăn khô lau mặt ngoài và mở nắp hộp. Vét sạch tất cả sản phẩm phía trong hộp chứa cho sang đĩa đủ rộng để có thể trộn được kỹ cho đến khi thu được sản phẩm đồng nhất. Chuyển hết sản phẩm sang hộp chứa thứ hai như trên. Đậy nắp hộp.

8.1.3. Sản phẩm dạng khô 


Trộn kỹ bằng cách quy và đảo chiều hộp chứa. Nếu cần, chuyển mẫu thí nghiệm sang một hộp chứa kín thích hợp có dung tích đủ rộng để thực hiện thao tác này.


8.2. Phần mẫu thử

Trộn mẫu thử (8.1) bằng cách khuấy nhẹ (trong trường hợp sản phẩm dạng sánh, nhão hoặc dạng khô) hoặc bằng cách đảo chiều hộp chứa nhẹ nhàng ba hoặc bốn lần (trường hợp sản phẩm dạng lỏng) và cân từ 1,5 g đến 10 g mẫu thử, chính xác đến 1 mg, tương ứng với 1,0 g đến 1,5 g chất khô cho vào bình chiết chất béo (6.6).


Phần mẫu thử phải được chuyển hết sang bầu thấp hơn (bầu nhỏ) của bình chiết (6.6).


8.3. Thử mẫu trắng


Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với phép xác định, sử dụng cùng một trình tự và cùng loại thuốc thử, nhưng thay phần mẫu thử đã pha loãng (xem 8.5.1) bằng 10 ml nước (xem 10.2).


8.4. Chuẩn bị bình thu nhận chất béo 


Sấy khô bình (6.9) cùng vài hạt trợ sôi (6.10) trong tủ sấy (6.4) ở nhiệt độ 1020C ± 20C trong vòng 1 h. (Xem chú thích 1).

Để bình nguội (bảo vệ tránh bụi) đến nhiệt độ phòng cân (bình thủy tinh để ít nhất 1h, đĩa kim loại ít nhất 30 phút). (Xem chú thích 2).

Dùng kẹp (6.13) (đặc biệt tránh thay đổi nhiệt độ), đặt bình lên cân và cân chính xác đến 0,1 mg.


Chú thích


1) Chất trợ sôi là để giúp cho sôi nhẹ trong suốt quá trình loại bỏ các dung môi, đặc biệt trong trường hợp các bình thủy tinh; không bắt buộc phải dùng trong trường hợp đĩa kim loại.


2) Không nên đặt bình trong tủ hút ẩm, tránh chưa đủ nguội hoặc thời gian làm nguội bị kéo dài


8.5. Xác định 

8.5.1. Nếu cần, thêm nước ở nhiệt độ 650C ± 50C vào phần mẫu thử để có được tổng thể tích từ 10 ml đến 11 ml và để vét phần 
mẫu thử sang bầu nhỏ của bình. Lắc nhẹ trong nồi cách thủy (6.5) có nước hơi ấm, kiểm soát nhiệt độ từ 400C đến 500C cho đến khi sản phẩm đồng nhất. Làm nguội dưới dòng nước chảy.

8.5.2. Cho thêm từ 1,5 ml đến 2 ml dung dịch amoniac (5.1), hoặc một thể tích tương đương của dung dịch amonic đậm đặc hơn (xem chú thích của 5.1) và trộn kỹ với phần mẫu thử đã đồng nhất trong bầu nhỏ của bình. Sau khi thêm amoniac tiến hành xác định ngay.

8.5.3. Làm nóng bình trong nồi cách thủy (6.5) từ 15 phút đến 20 phút ở nhiệt độ 650C ± 50C, thỉnh thoảng lắc bình (trong trường hợp sản phẩm dạng lỏng thì không bắt buộc) và sau đó để nguội đến nhiệt độ phòng thí nghiệm.


8.5.4. Thêm 10 ml etanol (5.2), trộn kỹ một cách nhẹ nhàng, bằng cách cho lượng chứa trong bình chạy qua chạy lại giữa hai bầu, không để chất lỏng chạm đến sát cổ bình. Nếu cần, thêm 2 giọt dung dịch phẩm đỏ côngo (5.3).

8.5.5. Thêm 25 ml ete dietyl (5.4), đậy bình bằng nút bần đã bão hòa nước hoặc đậy bằng nút làm bằng chất liệu khác (xem 6.6) đã được làm ướt bằng nước, lắc mạnh bình trong vòng 1 phút nhưng không lắc quá mạnh (để tránh tạo nhũ) và giữ ở tư thế nằm ngang và bầu nhỏ hướng lên trên, cho chất lỏng trong bầu lớn chảy sang bầu nhỏ một cách định kỳ. Nếu cần, làm mát bình dưới dòng nước chảy, sau đó mở nút một cách cẩn thận, dùng chai rửa (6.8) để tráng nút và cổ bình một ít dung môi hỗn hợp (5.6) sau cho nước tráng chảy vào bình hoặc bình thu nhận chất béo (8.4).

8.5.6. Thêm 25 ml xăng nhẹ (5.5), đậy bình bằng nút bần hoặc nút khác đã làm ướt lại bằng nước (ngâm trong nước) và lắc bình nhẹ nhàng trong vòng 30 giây như mô tả trong 8.5.5.

8.5.7. Li tâm bình đã đậy nút từ 1 phút đến 5 phút ở tốc độ quay từ 500 vòng/phút đến 600 vòng/phút (xem 6.2). Nếu không có máy ly tâm, đặt bình trên giá đỡ (6.7) ít nhất 30 phút cho đến khi thấy có lớp nổi trên bề mặt rõ rệt và phân biệt rõ với lớp chất lỏng. Nếu cần, làm mát bình dưới dòng nước chảy.


8.5.8. Cẩn thận tháo bỏ nút, tráng nút và tráng phía trong cổ bình bằng một ít dung môi hỗn hợp sao cho nước rửa chảy vào bình hoặc bình thu nhận chất béo.


Nếu mặt lớp phân cách thấp hơn chỗ thắt cổ bình, thì hơi nâng cao lớp phân cách này lên bằng cách cho thêm nước nhẹ theo thành bình (xem hình 1) để dung môi kết tủa được dễ dàng.

Chú thích – Trong hình 1 và hình 2 mô tả một trong ba loại bình được quy định trong ISO 3889 đã được chọn, nhưng điều này không có nghĩa là nó được ưu tiên hơn loại khác.


		[image: image1.emf]



		Hình 1 – Trước khi gạn


(8.5.8, 8.5.12, 8.5.13)

		Hình 2 – Sau khi gạn


(8.5.9, 8.5.12, 8.5.13)





8.5.9. Giữ bình chiết tại bầu nhỏ, cẩn thận gạn được càng nhiều càng tốt lớp nổi trên bề mặt vào bình nhận chất béo (8.4) có chứa một ít chất trợ sôi (6.10) trong trường hợp đối với bình thủy tinh (còn đối với đĩa kim loại thì tùy ý) tránh không gạn bất kỳ một tí chất lỏng nào vào bình (xem hình 2).

8.5.10. Tráng phía ngoài cổ bình chiết bằng một ít dung môi hỗn hợp, thu lấy nước tráng vào bình nhận chất béo và chú ý không để dung môi hỗn hợp tràn ra thành ngoài của bình chiết.


Nếu cần, có thể loại bỏ dung môi hoặc một phần dung môi khỏi bình nhận bằng cách chưng cất hoặc làm bay hơi như mô tả trong 8.5.14.

8.5.11. Thêm 5 ml etanol (5.2) vào lượng chất chứa trong bình chiết, dùng etanol để tráng thành trong cổ bình và trộn như mô tả trong 8.5.4.


8.5.12. Thực hiện chiết lần hai (không cho thêm etanol) bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong 8.5.5. đến hết 8.5.10, chỉ dùng 15 ml ete dietyl (5.4) và 15 ml xăng nhẹ (5.5); dùng ete để tráng thành trong của cổ bình chiết.


Nếu cần, nâng cao mặt lớp phân cách đến giữa cổ bình (xem hình 1) để có thể gạn hết dung môi càng nhiều càng tốt (xem hình 2).


8.5.13. Thực hiện chiết lần ba (không cho thêm etanol), bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong 8.5.5 đến hết 8.5.9, nhưng chỉ dùng 15 ml ete dietyl (5.4) và 15 ml xăng nhẹ (5.5); dùng ete để tráng thành trong của cổ bình chiết.

Nếu cần, nâng cao mặt lớp phân cách hơi cao quá giữa cổ bình (xem hình 1) để có thể gạn hết dung môi càng nhiều càng tốt (xem hình 2).

Chú thích – Bỏ qua việc chiết lần ba đối với các sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn 3% (m/m) tính theo hàm lượng chất khô.


8.5.14. Loại bỏ các dung môi (kể cả etanol) càng nhiều càng tốt khỏi bình bằng cách chưng cất, hoặc loại khỏi cốc hay đĩa bằng cách cho bay hơi (xem 6.3), tráng thành trong của cổ bình bằng một ít dung môi hỗn hợp (5.6) trước khi bắt đầu chưng cất.

8.5.15. Sấy bình thu nhận chất béo (đặc bình nằm nghiêng để hơi dung môi thoát ra được) 1 h trong tủ sấy (6.4) ở nhiệt độ 1020C ± 20C. Lấy bình thu nhận chất béo ra khỏi tủ, để nguội (không để trong bình hút ẩm, tránh bụi) tới nhiệt độ phòng cân (đối với bình thủy tinh tối thiểu 1 h, đĩa kim loại tối thiểu 0,5 h) và cân chính xác đến 0,1mg.

Không lau bình ngay trước lúc cân. Dùng kẹp (6.13) để đặt bình lên cân (đặc biệt, tránh thay đổi nhiệt độ).


8.5.16. Lặp lại các thao tác trong 8.5.15 cho đến khi khối lượng của bình thu nhận chất béo giữa hai lần cân liên tiếp chênh lệch khoảng 0,5 mg. Ghi khối lượng tối thiểu là khối lượng của bình thu nhận chất béo và của chất chiết được.


8.5.17. Cho thêm 25 ml xăng nhẹ vào bình thu nhận chất béo để kiểm tra xem chất béo có tan hết hay không. Đun nóng nhẹ và khuấy dung môi cho đến khi tan hết chất béo.

Nếu chất chiết tan hết trong xăng nhẹ, thì hàm lượng chất béo là hiệu số giữa khối lượng cuối cùng của bình chiết (xem 8.5.16) và khối lượng ban đầu của bình (xem 8.4).


8.5.18. Nếu chất chiết không tan hết trong xăng nhẹ, hoặc còn nghi ngờ hoặc đối với mục đích quy định hoặc trường hợp có tranh cãi, cần chiết hết chất béo khỏi bình bằng cách rửa liên tục với xăng nhẹ ấm.


Chú thích – Trong trường hợp chung hoặc trong trường hợp cụ thể, luật quốc gia có thể bắt buộc quy định cách chiết như thế.


Để cho vết của chất không tan lắng hết và cẩn thận gạn bỏ xăng nhẹ mà không làm mất đi chất không tan. Lặp lại thao tác này ba lần nữa, dùng xăng nhẹ để tráng phía trong cổ bình.


Cuối cùng, tráng phía trên cùng của bình bằng dung môi hỗn hợp sao cho dung môi không tràn ra ngoài bình. Loại bỏ hơi của xăng nhẹ khỏi bình bằng cách đun nóng bình 1h trong tủ sấy (6.4) ở 1020C ± 20C, để nguội và cân theo mô tả trong 8.5.15 và 8.5.16.

Khối lượng chất béo là hiệu số của khối lượng xác định được trong 8.5.16 và khối lượng cuối cùng này.


9. Biểu thị kết quả 


9.1. Phương pháp tính và công thức 


Hàm lượng chất béo, biểu thị bằng phần trăm khối lượng, theo công thức:
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Trong đó

m0 là khối lượng của phần mẫu thử (8.2), tính bằng gam;


m1 là khối lượng của bình thu nhận chất béo và chất chiết được trong 8.5.16, tính bằng gam;


m2 là khối lượng của bình thu nhận chất béo (xem 8.4), hoặc, trong trường hợp chất rắn không hòa tan thì khối lượng đó là của bình thu nhận chất béo và của cặn không tan xác định được trong 8.5.18, tính bằng gam;


m3 là khối lượng của bình thu nhận chất béo sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3) và chất chiết xác định được trong 8.5.16, tính bằng gam;

m4 là khối lượng của bình thu nhận chất béo (xem 8.4) sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3), hoặc trong trường hợp chất rắn không hòa tan thì đó khối lượng là của bình nhận chất béo và của cặn không tan xác định được trong 8.5.18, tính bằng gam.

Ghi kết quả chính xác đến 0,01% (m/m).

9.2. Độ chính xác

Chú thích – Giá trị độ lặp lại và độ tái lập được biểu thị ở mức xác suất 95% và được lấy từ kết quả thử nghiệm của liên phòng thí nghiệm phù hợp với TCVN 4550 – 88 (ISO 5725). Độ chính xác của phương pháp thử - Xác định độ lặp lại và độ tái lập bằng các phép thử của liên phòng thí nghiệm.

9.2.1. Độ lặp lại


Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ trên cùng một nguyên liệu thử do cùng một người phân tích trong một khoảng thời gian ngắn không được vượt quá các giá trị sau đây:

- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 0,2g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m); 0,1 g chất béo trên 100g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng: 0,05 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


9.2.2. Độ tái lập


Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ và độc lập trên cùng một nguyên liệu thử do hai người phân tích thực hiện trong các phòng thí nghiệm khác nhau, không được vượt quá các giá trị sau đây:


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo lớn hơn 5% (m/m): 0,4g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm có hàm lượng chất béo nhỏ hơn hoặc bằng 5% (m/m); 0,2 g chất béo trên 100g sản phẩm;


- Đối với sản phẩm dạng lỏng: 0,1 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


10. Các chú ý về cách tiến hành


10.1. Thử mẫu trắng để kiểm tra thuốc thử 


Trong các phép thử mẫu trắng này, sử dụng bình kiểm tra khối lượng để khi có những thay đổi về điều kiện không khí của phòng cân hoặc ảnh hưởng nhiệt độ của bình thu nhận chất béo thì cũng không đánh giá sai sự có mặt hay không có mặt chất không bay hơi có trong chất chiết của thuốc thử. Bình này có thể được sử dụng làm bình đối trọng trường hợp cân có hai đĩa. Mặt khác, chênh lệch biểu kiến (m3 – m4 trong công thức trong 9.1) của bình kiểm tra phải được xem xét khi kiểm tra khối lượng bình thu nhận chất béo sử dụng trong thử mẫu trắng. Do đó sự thay đổi về khối lượng biểu kiến của bình thu nhận chất béo, được hiệu chỉnh cho khối lượng biểu kiến của bình kiểm tra, không được vượt quá 0,5 mg.

Rất ít khi dung môi chứa chất bay hơi bị giữ lại nhiều trong chất béo. Nếu như có mặt của các chất đó, thì tiến hành thử mẫu trắng đối với tất cả các thuốc thử và các dung môi sử dụng bình chất béo với khoảng 1 g butterfat. Nếu cần, chưng cất dung môi trong sự có mặt của 1g butterfat khan trong 100 ml dung môi. Chỉ nên sử dụng các dung môi mới chưng cất.

10.2. Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với phép xác định


Giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng tiến hành đồng thời với phép xác định đưa ra khối lượng biểu kiến của các chất chiết được từ phần mẫu thử (m1 – m2) dùng để hiệu chỉnh sự có mặt của chất không bay hơi trong thuốc thử và cũng dùng để hiệu chỉnh mọi thay đổi về điều kiện không khí của phòng cân và sự chênh lệch nhiệt độ giữa bình thu nhận chất béo và nhiệt độ phòng cân ở hai lần cân (8.4, 8.5.16 hoặc 8.5.18).

Trong các điều kiện thích hợp (chỉ số trắng của thuốc thử thấp, nhiệt độ phòng cân đã cân bằng và thời gian làm đủ nguội bình thu nhận chất béo), thì giá trị này thường nhỏ hơn 0,5mg và sau này có thể bỏ qua trong phần tính kết quả trong trường hợp xác định thông thường. Cũng thường gặp phải các giá trị hơi cao hơn, lên đến 2,5 mg (dương và âm). Sau khi chỉnh lại giá trị mẫu trắng, các kết quả sẽ chính xác. Khi thực hiện hiệu chỉnh với giá trị lớn hơn 2,5 mg thì phải nêu thực tế này trong báo cáo kết quả (xem điều 11).


Nếu giá trị thu được trong phép thử mẫu trắng này thường vượt quá 0,5 mg, thì phải kiểm tra lại thuốc thử nếu ngay trước đó chưa kiểm tra) và thay hoặc làm sạch lại (xem các đoạn đầu của điều 5 và 10.1).


10.3. Thử peroxit trong ete dietyl


Để thử perxit, thêm 1 ml dung dịch kali iodua 100 g/l mới chuẩn bị vào 10 ml ete dietyl đựng trong ống đong nhỏ có nắp thủy tinh trước đó đã được tráng bằng ete. Lắc ống đong và sau đó để yên trong 1 phút. Phải không còn thấy màu vàng trong từng lớp.


Có thể sử dụng các phương pháp thử nghiệm thích hợp khác để kiểm tra peroxit.


Để đảm bảo rằng ete dietyl không còn chứa peroxit, xử lý ete ít nhất là ba ngày trước khi sử dụng như sau:


Cắt lá kẽm thành những dải để ít nhất là chúng chạm được đến nửa chai đựng ete, dùng khoảng 80 cm2 lá kẽm cho 1 lít ete.

Trước khi sử dụng, nhúng toàn bộ các dải lá kẽm này 1 phút trong dung dịch chứa 10 g đồng (II) sunfat ngậm 5 phân tử nước (CuSO4.5H2O) và 2 ml axit sunfuric đậm đặc trên lít [98%(m/m)]. Rửa kỹ các dải này nhẹ nhàng bằng nước, rồi đặt các dải đã mạ đồng còn ướt này vào trong chai đựng ete và để chúng trong chai.


Có thể dùng các phương pháp khác với điều kiện là chúng không làm ảnh hưởng đến kết quả xác định.


10.4. Ete diety có chứa chất chống oxi hóa


Ở một số nước có bán sẵn ete dietyl chứa khoảng 1 mg chất chống oxi hóa trên kilogam, đặc biệt dùng để xác định chất béo. Hàm lượng này không dùng cho mục đích đối chiếu.

Ở một số nước khác, có bán sẵn ete dietyl chứa hàm lượng chất chống oxi hóa cao hơn, thí dụ như lên đến 7mg/kg. Những ete như thế chỉ nên sử dụng đối với những xác định thông thường và phải tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với phép xác định, để điều chỉnh những sai số hệ thống do lượng dư của chất chống oxi hóa gây ra. Đối với mục đích đối chiếu, loại ete như vậy phải luôn chưng cất trước khi sử dụng.

10.5. Etanol

Có thể sử dụng etanol đã biến tính bởi metanol với điều kiện là etanol đó không làm ảnh hưởng đến kết quả của việc xác định.


11. Báo cáo kết quả 


Báo cáo kết quả phải chỉ rõ phương pháp đã sử dụng và kết quả thu được. Cũng phải liên quan đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tùy ý lựa chọn, cùng với mọi chi tiết bất thường khác có thể ảnh hưởng tới kết quả. Phải ghi lại chỉ số trắng (m3 – m4, xem 9.1) nếu vượt quá 2,5 mg.

Báo cáo kết quả cũng bao gồm tất cả các thông tin cần thiết về việc nhận biết đầy đủ mẫu thử.


PHỤ LỤC

QUY TRÌNH KHÁC DÙNG ỐNG CHIẾT CHẤT BÉO CÓ SI PHÔNG HOẶC CÓ NỐI VỚI CHAI RỬA (XEM THÍ DỤ Ở HÌNH 3)
(phụ lục này là một phần của tiêu chuẩn)


A.0. Giới thiệu


Nếu sử dụng ống chiết chất béo có si phông hoặc có nối với chai rửa (xem chú thích ở 6.6), thì tiến hành theo quy định trong phụ lục này.


A.1. Cách tiến hành


A.1.1. Chuẩn bị mẫu thử 


Xem 8.1


A.1.2. Phần mẫu thử 


Tiến hành theo quy định trong 8.2. nhưng sử dụng các ống chiết chất béo (xem 6.6).


Nên chuyển hết phần mẫu thử này sang đáy của ống chiết 


A.1.3. Thử mẫu trắng


Xem 8.3 và 10.2.


A.1.4. Chuẩn bị bình thu nhận chất béo 


Xem 8.4.


A.1.5. Xác định 

A.1.5.1. Nếu cần, thêm nước ở nhiệt độ 650C ± 50C vào phần mẫu thử để thu được tổng thể tích từ 10 ml đến 11 ml và để rửa phần mẫu thử trên đáy của ống. Lắc nhẹ ống với nước hơi ấm trong nồi cách thủy (6.5) ở nhiệt độ từ 400C đến 500C cho đến khi sản phẩm tan hết. Làm nguội dưới dòng nước chảy.

A.1.5.2. Thêm từ 1,5ml đến 2 ml dung dịch amoniac (5.1), hoặc một thể tích tương ứng của dung dịch amoniac đậm đặc hơn (xem chú thích ở 5.1), và lắc kỹ với phần mẫu thử đã xử lý trước trên đáy của ống. Sau khi thêm amoniac, tiến hành xác định ngay.


A.1.5.3. Làm nóng ống ở nhiệt độ 650C ± 50C trong nồi cách thủy (6.5) từ 15 phút đến 20 phút đồng thời lắc định kỳ (trường hợp sản phẩm dạng lỏng thì không bắt buộc) và để nguội đến nhiệt độ phòng thí nghiệm.


A.1.5.4. Thêm 10 ml etanol (5.2) và lắc kỹ một cách nhẹ nhàng trên đáy của ống. Tốt hơn là thêm 2 giọt dung dịch phẩm đỏ Congo (5.3).

A.1.5.5. Thêm 25 ml ete dietyl (5.4), đậy nắp ống bằng nút bần đã bão hòa nước (xem 6.6) hoặc bằng nắp làm bằng chất liệu khác đã làm ướt bằng nước (xem 6.6) và lắc mạnh ống, nhưng không quá mạnh (để tránh tạo nhũ) bằng cách đảo chiều trong khoảng 1 phút. Nếu cần, làm mát ống dưới dòng nước chảy, sau đó cẩn thận tháo bỏ nút, dùng chai rửa (6.8) tráng nút và cổ ống bằng một ít dung môi hỗn hợp (5.6) sao cho nước rửa chảy vào ống.


A.1.5.6. Thêm 25 ml xăng nhẹ (5.5), đậy ống bằng nút bần hoặc nút khác đã thấm lại nước (bằng cách ngâm vào trong nước) và lắc nhẹ ống 30 giây như mô tả trong A.1.5.5.

A.1.5.7. Li tâm ống đã đậy nút từ 1 phút đến 5 phút ở tốc độ quay từ 500 vòng/phút đến 600 vòng/phút (xem 6.2). nếu không có máy li tâm, đặt ống trên giá đỡ (6.7) ít nhất 30 phút cho đến khi thấy rõ lớp nổi lên bề mặt và phân biệt rõ với lớp chất lỏng. Nếu cần, làm mát ống dưới dòng nước chảy.

A.1.5.8. Cẩn thận tháo bỏ nút, tráng nút và phía trong ống bằng một ít dung môi hỗn hợp sao cho nước tráng chảy vào ống.

A.1.5.9. Lắp khớp nối si phông hoặc nối với chai rửa vào ống và đẩy ống nối bên trong cho đến khoảng 4 mm cao hơn mặt tiếp xúc giữa các lớp. Ống nối phía bên trong phải song song với trục của ống chiết.

Cẩn thận gạn được càng nhiều càng tốt lớp nổi trên bề mặt của ống vào bình nhận chất béo (8.4) có chứa một ít chất trợ sôi (6.10) trong trường hợp đối với bình (còn đối với đĩa kim loại thì tùy ý) không được để lớp chất lỏng lẫn vào. Tráng phía ngoài khớp nối bằng một ít dung môi hỗn hợp, thu lấy nước rửa vào bình thu nhận chất béo.


A.1.5.10. Tháo lỏng khớp nối khỏi cổ của ống, nâng nhẹ ống nối và tráng phần thấp hơn của ống nối bên trong bằng một ít dung môi hỗn hợp. Hạ thấp và chèn lại ống nối và chuyển nước rửa vào bình thu nhận chất béo.


Tráng rửa khớp nối bằng một ít dung môi hỗn hợp, cho nước rửa vào bình nhận chất béo. Tốt nhất là loại bỏ dung môi hoặc một phần dung môi khỏi bình nhận bằng cách chưng cất hoặc làm bay hơi như trong 8.5.14.

A.1.5.11. Tháo lại khới nối khỏi cổ của ống, nâng nhẹ ống nối và thêm 5 ml etanol vào lượng chứa trong ống, dùng etanol để tráng thành bình của khớp nối và lắc đều như mô tả trong A.1.5.4.


A.1.5.12. Thực hiện chiết lần hai (không thêm etanol) bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong A.1.5.5 đến hết A.1.5.10, nhưng chỉ dùng 15 ml ete dietyl (5.4) và 15 ml xăng nhẹ (5.5). Dùng ete để tráng thành trong của khớp nối trong suốt quá trình tháo khớp nối ra khỏi ống sau lần chiết lần trước.

A.1.5.13. Thực hiện chiết lần ba (không thêm etanol), bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong A.1.5.5 đến A.1.5.10, dùng 15 ml ete dietyl và 15 ml xăng nhẹ và tráng thành trong của khớp nối như mô tả trong A.1.5.12.

Chú thích – Lần chiết ba nên bỏ qua đối với sản phẩm có hàm lượng béo nhỏ hơn 5% (m/m) tính theo hàm lượng chất khô.

A.1.5.14. Tiến hành tiếp theo như mô tả trong 8.5.14 đến 8.5.18.


Kích thước tính bằng milimet
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		a) Nối với si phông 

		b) Nối với chai rửa





Hình 3 – Các thí dụ về ống chiết
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Lời nói đầu


TCVN 6508 : 1999 hoàn toàn tương đương với ISO 1211 : 1984 (E)


TCVN 6508 : 1999 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn – Đo lường – Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.


0. Giới thiệu


Tiêu chuẩn này soát xét từ ISO/R 1211. Hiện nay việc cố gắng để xây dựng phương pháp Rose-Gottlieb thành một tiêu chuẩn riêng biệt để áp dụng cho tất cả các sản phẩm sữa không thực hiện được. Do đó, việc soát xét và hài hòa các phương pháp chuẩn hiện hành cho các sản phẩm riêng biệt hoặc cho từng nhóm sản phẩm và tiêu chuẩn hóa các phương pháp tương tự cho những nhóm sản phẩm này mà trước đó chưa xây dựng đã được quyết định.


Những sửa đổi cơ bản so với ISO/R 1211 như sau:


a) Sử dụng bình chiết chất béo kiểu Mojonnier và dùng ly tâm để tách các dung môi;


b) Bổ sung etanola trước khi chiết lần hai;


c) Cần làm nguội bình thu nhận chất béo đến nhiệt độ môi trường trước khi cân;

Dùng ly tâm để tách nhanh các lớp dung môi và hạn chế việc tái hòa tan chất béo chiết được hoặc hạn chế việc lặp lại phép xác định.


Cho etanola trước khi chiết lần hai để giảm nguy cơ tạo thành lớp chất lỏng sánh hoặc quánh, đặc biệt đối với sản phẩm chứa xacaroza (thí dụ: sữa đặc có đường, kem lạnh thực phẩm và ở mức thấp hơn như sữa bột). Người ta đã tìm thấy là việc bổ sung này đặc biệt tăng độ chính xác của phương pháp.

Việc nhấn mạnh về vấn đề cần thiết phải làm nguội bình thu nhận chất béo đến nhiệt độ môi trường trước khi cân do sai số bởi nguồn gốc này là 0,01% chất béo trên 10C đã được xác nhận đối với sữa dạng lỏng. Do đó không quy định việc sử dụng tủ hút ẩm, ở một chừng mực nào đó việc bình kiểm tra rỗng sẽ bù vào các sai số này. Người ta cho thấy rằng sử dụng bình như vậy cùng với mẫu trắng trên 10 ml nước thực hiện cùng với phép xác định là phức tạp và không cải tiến được độ chính xác.


Tuy nhiên, vẫn cần phải sử dụng bình kiểm tra rỗng và do đó phải được quy định khi tiến hành thử trắng để kiểm tra thuốc thử để tránh đánh giá sai về sự có mặt hay không có mặt chất không bay hơi.

TCVN 6508 : 1999

SỮA - XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CHẤT BÉO – PHƯƠNG PHÁP KHỐI LƯỢNG (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN)
Milk –Determination of fat content – Gravimetric method (reference method)


1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 


Tiêu chuẩn này quy định phương pháp chuẩn để xác định hàm lượng chất béo sữa nguyên liệu và sữa đã chế biến dạng lỏng, sữa đã tách một phần chất béo và sữa đã tách hoàn toàn chất béo trong đó việc tách hoặc phân chia chất béo thể hiện không rõ ràng (xem chú thích 8.1).

Chú thích – Khi yêu cầu độ chính xác cao hơn đối với sữa đã tách chất béo, thí dụ để bộ tách kem làm việc có hiệu quả, nên sử dụng phương pháp đặc biệt đối với sản phẩm đã tách hoàn toàn chất béo được quy định trong ISO 7208 Sữa đã tách hoàn toàn chất béo, whey, buttermilk – Xác định hàm lượng chất béo – Phương pháp trọng lượng (phương pháp chuẩn).


2. Tiêu chuẩn trích dẫn


TCVN 6400 : 1998 Sữa và sản phẩm sữa – Phương pháp lấy mẫu (ISO 707)


ISO 3889 Sữa và sản phẩm sữa – Xác định hàm lượng chất béo – Bình chiết chất béo kiểu Mojonnier.


3. Định nghĩa 


Hàm lượng chất béo của sữa: là tất cả các chất xác định được bằng phương pháp quy định trong tiêu chuẩn này


Hàm lượng chất béo được tính bằng phần trăm khối lượng.


4. Nguyên tắc


Chiết phần mẫu thử trong dung dịch etanola chứa amoniac bằng ete dietyl và xăng nhẹ, loại bỏ các dung môi bằng cách chưng cất hoặc cho bay hơi, và xác định khối lượng của các chất chiết được có thể hòa tan trong xăng nhẹ (điều này thường được gọi là nguyên tắc Rose – Gottlieb).


5. Thuốc thử

Tất cả các thuốc thử phải là loại phân tích và để lại lượng tro không đáng kể khi thực hiện phép thử theo phương pháp này. Sử dụng nước cất hoặc nước có độ tinh khiết tương đương.


Để kiểm tra chất lượng của thuốc thử, tiến hành thử mẫu trắng theo quy định trong 8.3. Sử dụng một bình thu nhận chất béo rỗng, được chuẩn bị theo 8.4 để kiểm tra khối lượng. Các thuốc thử này không được để lại lượng tro lớn hơn 0,5 mg (xem 10.1).


Nếu lượng tro của thuốc thử trắng lớn hơn 0,5 mg, thì xác định lượng tro của dung môi riêng rẽ bằng cách chưng cất lần lượt 100 ml ete dietyl và xăng nhẹ. Dùng bình kiểm tra rỗng để thu lấy khối lượng thực của tro mà khối lượng này không được vượt quá 0,5 mg.


Thay loại thuốc thử hoặc dung môi không thích hợp, hoặc chưng cất lại dung môi.

5.1. Dung dịch amoniac, chứa khoảng 25% (m/m) NH3, ρ = 910 g/l.


Chú thích – Nếu không có sẵn dung dịch amoniac nồng độ này thì có thể sử dụng dung dịch có nồng độ biết trước cao hơn (xem 8.5.1).


5.2. Etanola, hoặc etanola đã bị metanola làm biến tính, ít nhất là 94%(V/V). (Xem 10.5)

5.3. Dung dịch phẩm đỏ Congo


Hòa tan 1 g đỏ Congo trong nước và pha loãng đến 100ml


Chú thích – Việc sử dụng dung dịch này nhằm phân biệt rõ ranh giới giữa dung môi và lớp nước là tùy ý (xem 8.5.2). Có thể sử dụng các dung dịch màu dạng lỏng khác với điều kiện là chúng không ảnh hưởng đến kết quả xác định.


5.4. Ete dietyl, không chứa các peroxit (xem 10.3) và không chứa hoặc có chứa không lớn hơn 2 mg/kg chất chống oxi hóa và tuân thủ các yêu cầu đối với thử mẫu trắng (xem điều 5, 10.1 và 10.4).


5.5. Xăng nhẹ, có nhiệt độ sôi trong khoảng từ 300C đến 600C.


5.6. Dung môi hỗn hợp, chuẩn bị ngay trước khi sử dụng bằng cách trộn các thể tích bằng nhau của ete dietyl và của xăng nhẹ (5.5).


6. Thiết bị 


Cảnh báo – Vì việc xác định buộc phải sử dụng các dung môi bay hơi dễ cháy, các thiết bị điện được dùng phải tuân theo quy định an toàn khi sử dụng các dung môi này.


Sử dụng các thiết bị thí nghiệm thông thường và các dụng cụ sau:


6.1. Cân phân tích


6.2. Máy li tâm, có các bình cầu chiết chất béo hoặc có các ống nghiệm (6.6) có thể quay từ 500 vòng đến 600 vòng trên 1 phút để tạo ra được trường hấp dẫn khoảng 80 g đến 90 g ở miệng của bình cầu hoặc ống nghiệm.

Chú thích – Nên sử dụng máy li tâm nhưng không bắt buộc phải dùng (xem 8.5.5).


6.3. Thiết bị chưng cất hoặc làm bay hơi, để làm bay hơi các dung môi và etanola từ các bình cầu hoặc cần làm bay hơi từ các cốc và đĩa (xem 8.5.12) ở nhiệt độ không vượt quá 1000C.


6.4. Lò sấy, được đốt nóng bằng điện, có cửa mở thông gió, có thể duy trì nhiệt độ ở 102 ± 20C trong toàn bộ buồng làm việc. Lò được gắn với một nhiệt kế thích hợp.


6.5. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ ở 350C đến 400C.


6.6. Bình cầu chiết chất béo kiểu Mojonnier, như quy định trong ISO 3889.


Chú thích – Cũng có thể dùng ống nghiệm chiết chất béo, có si phông hoặc nối với chai rửa, nhưng quy trình này có khác và được quy định trong phần phụ lục.


Các bình cầu này (hoặc các ống nghiệm, xem chú thích) phải có nút bần chất lượng tốt hoặc có nắp đậy làm bằng vật liệu khác (thí dụ như cao su silicon) để không bị ảnh hưởng bởi thuốc thử được sử dụng. Nút bần phải được rửa bằng ete dietyl (5.4), giữ ở nhiệt độ 600C hoặc lớn hơn ít nhất là 15 phút và sau đó làm lạnh trong nước sao cho chúng bão hòa nước khi sử dụng.


6.7. Giá để giữ bình cầu (hoặc ống nghiệm) chiết chất béo (xem 6.6).

6.8. Chai rửa, thích hợp để dùng với dung môi hỗn hợp (5.6). Không dùng chai rửa làm bằng plastic.


6.9. Bình thu nhận chất béo, thí dụ như bình cầu đun sôi (đáy phẳng), có dung tích từ 125 ml đến 250ml, bình nón có dung tích 250 ml, hoặc các đĩa bằng kim loại. Nếu sử dụng đĩa bằng kim loại, tốt nhất là làm bằng thép không gỉ, đáy phẳng, có rãnh rót, đường kính từ 80mm – 100 mm và có chiều cao khoảng 50 mm.


6.10. Chất trợ sôi, không chứa chất béo, bằng sứ không xốp hoặc cacbua silicon (không bắt buộc trong trường hợp dùng đĩa kim loại).


6.11. Ống đong, có dung tích 5ml và 25 ml.

6.12. Pipet chia độ, có dung tích 10 ml.


6.13. Bộ kẹp, làm bằng kim loại thích hợp để giữ bình cầu, giữ cốc hoặc đĩa.

7. Lấy mẫu


Xem TCVN 6400 : 1998 (ISO 707).


Tất cả các mẫu thí nghiệm phải giữ ở nhiệt độ trong khoảng từ 30C đến 60C từ khi lấy mẫu cho đến khi tiến hành thử nghiệm.

8. Cách tiến hành 


Chú thích – Cách tiến hành khác dùng ống nghiệm chiết chất béo có si phông hoặc gắn với chai rửa (xem chú thích ở 6.6) được mô tả trong phụ lục.


8.1. Chuẩn bị mẫu thử 


Chỉnh nhiệt độ của mẫu thí nghiệm (điều 7) về khoảng 350C – 400C, nếu cần dùng nồi cách thủy (6.5). Lắc kỹ mẫu một cách nhẹ nhàng, bằng cách đảo chiều chai đựng mẫu tránh tạo bọt hoặc tạo kem, và làm nguội nhanh đến khoảng 200C.


Sữa đã được đánh thành kem không làm nguội nữa vì nó được cân ở nhiệt độ 300C – 400C trong 8.2.


Chú thích – Giá trị thực của hàm lượng chất béo sẽ không thu được khi:


a) sữa đã đánh thành kem;


b) có thể cảm nhận được mùi đặc trưng của axit béo tự do;


c) trong suốt quá trình hay sau khi chuẩn bị mẫu thử, nhìn thấy hạt trắng bám trên thành của chai đựng mẫu hoặc những mảng chất béo nhỏ trên bề mặt mẫu thử.


8.2. Phần mẫu thử


Trộn mẫu thử (8.1) bằng cách đảo ngược chai nhẹ nhàng ba lần hoặc bốn lần và cân ngay, từ 10 g đến 11 g mẫu thử chính xác đến 1mg, cho trực tiếp hoặc gián tiếp vào các bình chiết (6.6).


Phải chuyển toàn bộ phần mẫu thử sang bầu thấp (nhỏ) hơn của bình chiết.


8.3. Thử mẫu trắng 


Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với việc xác định, sử dụng cùng quy trình và dùng cùng một loại thuốc thử, nhưng thay phần mẫu thử bằng 10 ml nước (xem 10.2).


8.4. Chuẩn bị bình thu nhận chất béo 


Làm khô bình (6.9) cùng vài hạt trợ sôi (6.10) trong lò (6.4) trong vòng 1 h. (Xem chú thích 1).


Để bình nguội (bảo vệ để tránh bụi) đến nhiệt độ phòng cân (bình thủy tinh để ít nhất 1h, đĩa kim loại ít nhất 30 phút). (Xem chú thích 2).


Dùng kẹp (đặc biệt tránh nhiệt độ khác nhau), đặt bình lên cân và cân chính xác đến 0,1 mg.


Chú thích 

1) Chất trợ sôi là để giúp cho sôi nhẹ trong suốt quá trình loại bỏ các dung môi, đặc biệt trong trường hợp các bình thủy tinh; không bắt buộc phải dùng trong trường hợp đĩa kim loại.


2) Không nên đặt bình trong tủ hút ẩm, tránh để quá nguội hoặc thời gian làm nguội quá lâu.


8.5. Xác định 


8.5.1. Thêm 2 ml dung dịch amoniac (5.1), hoặc một thể tích tương ứng của dung dịch amoniac đậm đặc hơn (xem chú thích ở 5.1), vào phần mẫu thử trong bầu nhỏ của bình cầu và lắc kỹ. Tiến hành xác định ngay sau khi thêm amoniac.

8.5.2. Thêm 10 ml etanola (5.2) và lắc kỹ một cách nhẹ nhàng bằng cách cho lượng chứa trong bình cầu chảy đi chảy lại giữa hai bầu; không để cho chất lỏng dâng lên quá gần cổ bình. Tốt nhất là nên cho thêm hai giọt dung dịch đỏ Congo (5.3).

8.5.3. Thêm 25 ml ete dietyl (5.4), đậy bình bằng nút bần đã bão hòa nước (xem 6.6) hoặc đậy bằng nút làm bằng chất liệu khác (xem 6.6) đã được làm ướt bằng nước, lắc mạnh bình trong vòng 1 phút nhưng không lắc quá mạnh (để tránh tạo nhũ) và giữ ở tư thế nằm ngang và bầu nhỏ hướng lên trên, cho chất lỏng trong bầu lớn chảy sang bầu nhỏ một cách định kỳ. Nếu cần, làm mát bình dưới dòng nước chảy, sau đó mở nút một cách cẩn thận, dùng chai rửa (6.8) tráng nút và cổ bình cầu bằng một ít dung môi hỗn hợp (5.6) sao cho nước rửa chảy vào bình cầu.


8.5.4. Thêm 25 ml xăng nhẹ (5.5), đậy bình bằng nút bần hoặc nút khác đã thấm lại nước (bằng cách ngâm vào trong nước) và lắc bình cầu nhẹ nhàng trong vòng 30 giây như mô tả trong 8.5.3.

8.5.5. Li tâm bình cầu đã đậy nút từ 1 phút đến 5 phút ở tốc độ quay từ 500 vòng/phút đến 600 vòng/phút. Nếu không có máy li tâm, đặt bình cầu trên giá đỡ (6.7) ít nhất 30 phút cho đến khi thấy có lớp nổi trên bề mặt rõ rệt và phân biệt rõ với lớp chất lỏng. Nếu cần, làm mát bình cầu dưới dòng nước chảy.

8.5.6. Cẩn thận lấy nút ra, tráng nút và phía trong cổ bình bằng một ít dung môi hỗn hợp sao cho nước rửa chảy vào bình cầu.


Nếu mặt lớp phân cách thấp hơn chỗ thắt cổ bình, cần nâng cao lên một chút bằng cách nhẹ nhàng cho thêm nước theo thành bình (xem hình 1) để dung môi kết tủa được dễ dàng.


Chú thích – Trên hình 1 và 2 mô tả một trong ba loại bình được quy định trong ISO 3889 đã được chọn, nhưng điều này không có nghĩa là nó được ưu tiên hơn loại khác.
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		Hình 1 - Trước khi gạn


(8.5.6, 8.5.10, 8.5.11)

		Hình 2- Sau khi gạn


(8.5.7, 8.5.10, 8.5.11)





8.5.7. Giữ bình chiết tại bầu nhỏ, cẩn thận gạn được càng nhiều càng tốt lớp nổi trên bề mặt vào bình nhận chất béo (8.4) có chứa một ít chất trợ sôi (6.10) trong trường hợp đối với bình nón thủy tinh (còn đối với đĩa kim loại thì tùy ý) tránh không gạn bất kỳ một tý chất lỏng nào vào bình (xem hình 2).

8.5.8. Tráng phía ngoài cổ bình chiết bằng một ít dung môi hỗn hợp, thu lấy nước rửa vào bình nhận chất béo và chú ý không để dung môi hỗn hợp tràn ra thành ngoài của bình chiết.


Nếu cần, có thể loại bỏ dung môi hoặc một phần dung môi khỏi bình nhận bằng cách chưng cất hoặc làm bay hơi như mô tả trong 8.5.12.


8.5.9. Thêm 5ml etanola (5.2) vào lượng chất chứa trong bình chiết, dùng etanola để tráng thành trong cổ bình và trộn như mô tả trong 8.5.2.

8.5.10. Thực hiện chiết lần hai bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong 8.5.3 đến hết 8.5.7, nhưng chỉ dùng 15 ml ete dietyl (5.4) và 15 ml xăng nhẹ (5.5); dùng ete để tráng thành trong của cổ bình chiết.


Nếu cần, nâng cao mặt lớp phân cách đến giữa cổ bình (xem hình 1) để có thể gạn hết dung môi càng nhiều càng tốt (xem hình 2).

8.5.11. Thực hiện chiết lần ba, không cho thêm etanola, bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong 8.5.3 đến hết 8.5.7, nhưng chỉ dùng 15 ml ete dietyl (5.4) và 15 ml xăng nhẹ (5.5); dùng ete để tráng thành trong của cổ bình chiết.


Nếu cần, nâng cao mặt lớp phân cách đến giữa cổ bình (xem hình 1) để có thể gạn hết dung môi càng nhiều càng tốt (xem hình 2).


Chú thích – Lần chiết thứ ba có thể bỏ qua đối với sữa có hàm lượng chất béo nhỏ hơn 0,5% (m/m).


8.5.12. Loại bỏ các dung môi (kể cả etanola) càng hoàn toàn càng tốt khỏi bình bằng cách chưng cất, hoặc loại khỏi cốc hay đĩa bằng cách cho bay hơi (xem 6.3), tráng thành trong của cổ bình bằng một ít dung môi hỗn hợp (5.6) trước khi bắt đầu chưng cất.


8.5.13. Đun nóng bình thu nhận chất béo (đặt bình nằm nghiêng để hơi dung môi thoát ra được) 1h trong lò sấy khô (6.4) ở nhiệt độ 1020C ± 20C. Lấy bình thu nhận chất béo ra khỏi lò, để nguội (không để trong bình hút ẩm, nhưng cần tránh nhiễm bẩn) tới nhiệt độ phòng cân (đối với bình thủy tinh tối thiểu 1h, đĩa kim loại tối thiểu 0,5h) và cân chính xác đến 0,1 mg.

Không lau bình ngay trước lúc cân. Dùng kẹp để đặt bình lên cân (đặc biệt, để tránh thay đổi nhiệt độ).


8.5.14. Lặp lại các thao tác như mô tả trong 8.5.13 cho đến khi khối lượng của bình thu nhận chất béo giảm chừng 0,5 mg hoặc ít hơn, hoặc tăng giữa 2 lần cân liên tục. Ghi khối lượng tối thiểu là khối lượng của bình thu nhập chất béo và của chất chiết được.

8.5.15. Cho thêm 25 ml xăng nhẹ vào bình thu nhận chất béo để kiểm tra xem chất chiết có tan hết hay không. Đun nóng nhẹ và khuấy dung môi cho đến khi toàn bộ chất béo tan hết.

Nếu chất chiết tan hết hoàn toàn trong xăng nhẹ, thì khối lượng của chất béo là hiệu số giữa khối lượng cuối cùng của bình chứa chất chiết (xem 8.5.14) và khối lượng ban đầu của bình (xem 8.4).

8.5.16. Nếu chất chiết không tan hết hoàn toàn trong xăng nhẹ, hoặc còn nghi ngờ hoặc đối với mục đích quy định hoặc trường hợp có tranh cãi, cần chiết hết chất béo khỏi bình bằng cách rửa liên tục với xăng nhẹ ấm.


Để cho vết của chất không tan lắng hết và cẩn thận gạn bỏ xăng nhẹ mà không làm mất đi chất không tan. Lặp lại thao tác này ba lần nữa, dùng xăng nhẹ để tráng phía trong cổ bình.


Cuối cùng, tráng phía trên cùng của bình bằng dung môi hỗn hợp sao cho dung môi không tràn ra ngoài bình. Loại bỏ hơi của xăng nhẹ khỏi bình bằng cách đun nóng bình 1h trong lò sấy (6.4) ở 1020C ± 20C, để nguội và cân theo mô tả từ 8.5.13 đến 8.5.14.

Khối lượng chất béo là hiệu số của khối lượng xác định được trong 8.5.14 và khối lượng cuối cùng này.


9. Biểu thị kết quả 

9.1. Phương pháp tính và công thức 


Hàm lượng chất béo, biểu thị bằng phần trăm khối lượng, theo công thức:
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trong đó:


m0 là khối lượng của phần mẫu thử (8.2), tính bằng gam;


m1 là khối lượng của bình thu nhận chất béo và chất chiết xác định theo 8.5.14, tính bằng gam


m2 là khối lượng của bình thu nhận chất béo (xem 8.4), hoặc, trong trường hợp chất rắn không hòa tan thì khối lượng đó là của bình thu nhận chất béo và của tro không tan xác định theo 8.5.16. tính bằng gam;


m3 là khối lượng của bình thu nhận chất béo sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3) và chất chiết xác định trong 8.5.14, tính bằng gam;

m4 là khối lượng của bình thu nhận chất béo (xem 8.4) sử dụng trong thử mẫu trắng (8.3), hoặc trong trường hợp chất rắn không hòa tan thì khối lượng đó là của bình nhận chất béo và của tro không tan xác định theo 8.5.16, tính bằng gam;


Ghi kết quả chính xác đến 0,01% (m/m).


9.2. Độ chính xác 


Chú thích – Giá trị độ lặp lại và độ tái lập được biểu thị cho 95% mức có khả năng và được lấy từ kết quả thử nghiệm của liên phòng thí nghiệm phù hợp với ISO 5725. Độ chính xác của các phương pháp thử - Xác định độ lặp lại và độ tái lập bằng các phép thử của liên phòng thí nghiệm.

9.2.1. Độ lặp lại


Chênh lệch giữa hai kết quả thử riêng rẽ trên cùng một nguyên liệu thử do cùng một người phân tích trong một khoảng thời gian ngắn không được vượt quá các giá trị sau đây:


- đối với sữa nguyên liệu và sữa dạng lỏng đã chế biến: 0,02 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- đối với sữa có hàm lượng chất béo từ 0,5% đến 2% (m/m): 0,02 g chất béo trên 100 g sản phẩm.


- đối với sữa có hàm lượng chất béo ≤ 0,5% (m/m): 0,01 g chất béo trên 100 g sản phẩm.

9.2.2. Độ tái lập


Chênh lệch giữa hai kết quả riêng rẽ và độc lập trên cùng một nguyên liệu thử do hai người phân tích thực hiện trong các phòng thí nghiệm khác nhau không được vượt quá các giá trị sau đây:


- đối với sữa nguyên liệu và sữa dạng lỏng đã chế biến: 0,04 g chất béo trên 100 g sản phẩm;


- đối với sữa có hàm lượng chất béo từ 0,5% đến 2% (m/m): 0,03 g chất béo trên 100 g sản phẩm.


- đối với sữa có hàm lượng chất béo < 0,5% (m/m): 0,025 g chất béo trên 100 g sản phẩm.


10. Các chú ý về cách tiến hành

10.1. Thử mẫu trắng để kiểm tra thuốc thử


Trong trường hợp thử mẫu trắng, bình kiểm tra khối lượng được sử dụng sao để các thay đổi trong điều kiện môi trường của phòng cân hoặc ảnh hưởng nhiệt độ của bình thu nhận chất béo không làm ảnh hưởng đến việc xem xét sự có mặt hay không có mặt của chất không bay hơi có trong phần chiết của thuốc thử. Bình này có thể được dùng như bình đối trọng trong trường hợp cân có hai đĩa cân. Mặt khác, chênh lệch khối lượng ngoài (m3 – m4 trong công thức ở 9.1) của bình kiểm tra phải được xem xét khi kiểm tra khối lượng của bình thu nhận chất béo dùng trong thử mẫu trắng. Do đó, sự thay đổi khối lượng ngoài của bình thu nhận chất béo, được điều chỉnh theo sự thay đổi khối lượng ngoài của bình kiểm tra, sẽ không tăng quá 0,5mg.


Rất hiếm khi dung môi có chứa chất bay hơi bị giữ lại nhiều trong chất béo. Nếu thấy sự có mặt của các chất như thế, cần tiến hành thử mẫu trắng đối với tất cả các thuốc thử và từng dung môi thì sử dụng bình chất béo với khoảng 1 g butterfat khan. Nếu cần, chưng cất lại các dung môi với sự có mặt của 1 g butterfat trong 100 ml dung môi. Chỉ dùng các dung môi này trong khoảng thời gian ngắn sau khi chưng cất lại.


10.2. Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với việc xác định


Giá trị thu được trong thử mẫu trắng, tiến hành đồng thời với việc xác định, có khối lượng ngoài của các chất chiết được từ phần mẫu thử (m1 – m2) đã được chỉnh lại cho sự có mặt của chất không bay hơi chiết được từ thuốc thử và cũng như đối với bất kỳ sự thay đổi nào của các điều kiện môi trường của phòng cân và một vài khác nhau về nhiệt độ giữa bình thu nhận chất béo và phòng cân của hai lần cân (8.5.14 hoặc 8.5.16).

Trong các điều kiện thích hợp (giá trị thấp trong thử mẫu trắng về thuốc thử, nhiệt độ cân bằng của phòng cân, thời gian làm đủ nguội cho bình đựng chất béo), giá trị này sẽ luôn luôn nhỏ hơn 0,5 mg và sau này có thể bỏ qua trong phần tính kết quả ở trường hợp xác định thông thường. Giá trị hơi lớn hơn (dương và âm) lên đến 2,5mg cũng thường gặp. Sau khi điều chỉnh các giá trị này, các kết quả sẽ đúng. Khi phải điều chỉnh giá trị lớn hơn 2,5 mg thì phải nêu lên trong phần báo cáo kết quả (điều 11).


Nếu giá trị thu được trong phần thử mẫu trắng thường lớn hơn 0,5 mg thì nên kiểm tra lại thuốc thử nếu như thuốc thử chưa được kiểm tra. Thuốc thử có lẫn tạp chất hoặc có vết thì cần phải thay thế hoặc làm sạch (xem chú thích ở điều 5 và 10.1).

10.3. Thử peroxit


Để thử peroxit, thêm 1 ml dung dịch kali iodua 100 g/l mới chuẩn bị vào 10 ml ete dietyl đựng trong ống đong nhỏ có nắp thủy tinh trước đó đã được tráng bằng ete. Lắc ống đong và sau đó để yên trong 1 phút. Không quan sát thấy màu vàng trong từng lớp.

Có thể sử dụng các phương pháp thử nghiệm thích hợp khác đối với peroxit.


Để đảm bảo cho ete dietyl không chứa peroxit, xử lý ete như sau ít nhất là ba ngày trước khi sử dụng:


Cắt lá kẽm thành những dải để ít nhất là chúng chạm được đến nửa chai đựng ete, dùng khoảng 80 cm2 lá kẽm cho 1 lít ete.

Trước khi sử dụng, nhúng toàn bộ các dải lá kẽm này 1 phút trong dung dịch chứa 10 g đồng (II) sunfat ngậm 5 phân tử nước (CuSO4.5H2O) và 2 ml axit sunfuric [98% (m/m)] đậm đặc trên lít. Rửa kỹ các dải này nhẹ nhàng bằng nước, rồi đặt các dải đã mạ đồng còn ướt này vào trong chai đựng ete và để chúng trong chai.

Có thể dùng các phương pháp khác với điều kiện là chúng không làm ảnh hưởng đến kết quả xác định.


10.4. Ete dietyl có chứa chất chống oxi hóa 


Ete dietyl có chứa khoảng 1 mg chất chống oxi hóa trên kilogam có sẵn ở một số nước, đặc biệt dùng để xác định chất béo. Hàm lượng này không dùng cho mục đích đối chiếu.


Ở một số nước, có bán sẵn ete dietyl chứa hàm lượng chất chống oxi hóa cao hơn, thí dụ như lên đến 7mg/kg. Những ete như thế chỉ nên sử dụng đối với những xác định thông thường cùng với mẫu thử trắng bắt buộc tiến hành đồng thời với việc xác định để điều chỉnh những sai số hệ thống do lượng dư của chất chống oxi hóa gây ra. Đối với mục đích đối chiếu, loại ete như vậy phải luôn chưng cất trước khi sử dụng.


10.5. Etanola


Có thể sử dụng etanola đã biến tính với điều kiện là etanola đó không làm ảnh hưởng đến kết quả của việc xác định.


11. Báo cáo kết quả 


Báo cáo kết quả phải chỉ rõ phương pháp đã sử dụng và kết quả thu được. Cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc tùy ý lựa chọn, cùng với mọi chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng tới kết quả. Chỉ số trắng (m3 – m4, xem 9.1) phải được ghi lại nếu vượt quá 2,5 mg.


Báo cáo kết quả cũng bao gồm tất cả các thông tin cần thiết về việc nhận biết hoàn toàn mẫu thử.


PHỤ LỤC


CÁCH TIẾN HÀNH KHÁC DÙNG ỐNG NGHIỆM CHIẾT CHẤT BÉO CÓ SI PHÔNG HOẶC CÓ NỐI VỚI CHAI RỬA
(xem hình 3 như một thí dụ)


A.0 Giới thiệu


Nếu sử dụng ống nghiệm chiết chất béo có si phông hoặc có nối với chai rửa thì tiến hành theo quy định trong phụ lục này.


A.1. Cách tiến hành 


A.1.1. Chuẩn bị mẫu thử


Xem 8.1


A.1.2. Phần mẫu thử


Tiến hành theo quy định trong 8.2 nhưng dùng các ống chiết chất béo (xem 6.6).


Phần mẫu thử này phải cố gắng chuyển hoàn toàn vào đáy của ống chiết.


A.1.3. Thử mẫu trắng


Xem 8.3 và 10.2


A.1.4. Chuẩn bị bình thu nhận chất béo


Xem 8.4


A.1.5. Xác định 


A.1.5.1. Thêm 2 ml dung dịch amoniac (5.1), hoặc một thể tích tương ứng của dung dịch amoniac đậm đặc hơn (xem chú thích ở 5.1), và lắc kỹ với phần mẫu thử đã xử lý trước ở trên đáy của ống nghiệm. Sau khi thêm amoniac, tiến hành xác định ngay.


A.1.5.2. Thêm 10 ml etanola (5.2) và lắc kĩ một cách nhẹ nhàng trên đáy của ống. Tốt hơn là thêm 2 giọt dung dịch đỏ Congo (5.3).


A.1.5.3. Thêm 25 ml ete dietyl (5.4), đậy nắp ống nghiệm bằng nút bần đã bão hòa nước (xem 6.6) hoặc bằng nắp làm bằng chất liệu khác đã làm ướt bằng nước (xem 6.6) và lắc mạnh ống nghiệm, nhưng không quá mạnh (để tránh tạo nhũ) bằng cách đảo chiều trong khoảng 1 phút. Nếu cần, làm mát ống nghiệm dưới dòng nước chảy, sau đó mở nút một cách cẩn thận, dùng chai rửa (6.8) tráng nút và cổ ống nghiệm bằng một ít dung môi hỗn hợp (5.6) sao cho nước rửa chảy vào ống nghiệm.

A.1.5.4. Thêm 25 ml xăng nhẹ (5.5), đậy ống nghiệm bằng nút bần hoặc nút khác đã thấm lại nước (bằng cách ngâm vào trong nước) và lắc nhẹ ống 30 giây như mô tả trong A.1.5.3.


A.1.5.5. Li tâm ống nghiệm đã đậy nút từ 1 phút đến 5 phút ở tốc độ quay từ 500 vòng/phút đến 600 vòng/phút. Nếu không có máy li tâm, đặt ống nghiệm trên giá đỡ (6.7) ít nhất 30 phút cho đến khi thấy có lớp nổi lên bề mặt rõ rệt và phân biệt rõ với lớp chất lỏng. Nếu cần, làm mát ống nghiệm dưới dòng nước chảy.


A.1.5.6. Cẩn thận tháo bỏ nút, tráng nút và phía trong ống nghiệm bằng một ít dung môi hỗn hợp sao cho nước rửa chảy vào ống nghiệm.


A.1.5.7. Lắp khớp nối si phông hoặc nối với chai rửa vào ống nghiệm và đẩy ống nối bên trong cho đến khoảng 4 mm cao hơn mặt tiếp xúc giữa các lớp. Ống nối phía bên trong phải song song với trục của ống chiết.


Cẩn thận gạn được càng nhiều càng tốt lớp nổi trên bề mặt của ống nghiệm vào bình nhận chất béo (8.4) có chứa một ít chất trợ sôi (6.10) trong trường hợp đối với bình cầu (còn đối với đĩa kim loại thì tùy ý) tránh bất kỳ một tý nào của lớp chất lỏng lẫn vào. Tráng phía ngoài khớp nối bằng một ít dung môi hỗn hợp, thu lấy nước rửa vào bình thu nhận chất béo.


A.1.5.8. Tháo khớp nối khỏi cổ của ống nghiệm, nâng nhẹ ống nối và tráng phần thấp hơn của ống nối bên trong bằng một ít dung môi hỗn hợp. Hạ thấp và chèn lại ống nối và chuyển nước rửa vào bình thu nhận chất béo.

Tráng rửa khớp nối bằng một ít dung môi hỗn hợp, cho nước rửa vào bình nhận chất béo. Tốt nhất là loại bỏ dung môi hoặc một phần dung môi khỏi bình nhận bằng cách chưng cất hoặc làm bay hơi như trong 8.5.12.


A.1.5.9. Tháo lại khớp nối khỏi cổ của ống nghiệm, nâng nhẹ ống nối và thêm 5 ml etanola vào lượng chứa trong ống nghiệm, dùng etanola để tráng thành trong của khớp nối và lắc đều như mô tả trong A.1.5.2.


A.1.5.10. Thực hiện chiết lần hai bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong A.1.5.3 đến A.1.5.8, nhưng chỉ dùng 15 ml ete dietyl (5.4) và 15 ml xăng nhẹ (5.5); dùng ete để tráng thành trong của khớp nối. Trong suốt quá trình tháo khớp nối ra khỏi ống nghiệm sau lần chiết lần trước.


A.1.5.11. Thực hiện chiết lần ba, không cho thêm etanola, bằng cách lặp lại các thao tác như mô tả trong A.1.5.3 đến A.1.5.8, dùng 15 ml ete dietyl và 15 ml xăng nhẹ và tráng thành trong của khớp nối như mô tả trong A.1.5.10.


Chú thích – Lần chiết ba nên bỏ qua đối với sữa có hàm lượng béo nhỏ hơn 0,5% (m/m).


A.1.5.12. Tiến hành tiếp theo như mô tả trong 8.5.12 đến 8.5.16.

Kích thước bằng milimét
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		a) Nối với si phông

		b) Nối với chai rửa





Hình 3 – Thí dụ về các ống chiết
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TCVN 6510 : 1999 

BƠ VÀ SẢN PHẨM CHẤT BÉO CỦA SỮA - XÁC ĐỊNH ĐỘ AXIT (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN)
Milk fat products and butter – Determination of fat acidity (Reference method)


1. Phạm vi áp dụng 

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp xác định độ axit của chất béo trong sản phẩm chất béo của sữa (theo định nghĩa trong tiêu chuẩn A-21) của FAO/WHO) và trong bơ.

2. Tiêu chuẩn trích dẫn


TCVN 6400 : 1998 (ISO 707) Sữa và sản phẩm sữa – Phương pháp lấy mẫu


Tiêu chuẩn A-2 của FAO/WHO, được soạn thảo theo các nguyên tắc liên quan đến sữa và sản phẩm sữa, xuất bản lần thứ 8, 1984, ở Rôm, của Tổ chức Nông Lương của Liên hợp quốc/Tổ chức Y tế thế giới.

3. Định nghĩa 


Trong tiêu chuẩn này áp dụng định nghĩa sau:

Độ axit của chất béo trong bơ và sản phẩm chất béo của sữa – là lượng kiềm cần thiết để trung hòa hết các axit béo tự do có trong phần mẫu thử, được xác định bằng phương pháp quy định trong tiêu chuẩn này, chia cho khối lượng của phần mẫu thử.


Độ axit của chất béo được biểu thị bằng milimol trên 100 g chất béo


Chú thích 1 – Các phương pháp khác để biểu thị độ axit của chất béo sau đây đã từng được dùng nhưng từ nay trở đi không nên dùng nữa.


a) số miligam kali hydroxit cần để trung hòa các axit béo tự do có trong 1 g chất béo (bằng chỉ số axit); 


b) số gam axit oleic trên 100 g chất béo (bằng tỷ lệ phần trăm của các axit béo tự do).

4. Nguyên tắc


Trong trường hợp đặc biệt đối với bơ, cần tách sơ bộ chất béo khỏi bơ đã tan chảy bằng cách cho ly tâm.

Trong lò sấy, lọc sản phẩm chất béo của sữa đã tan chảy hoặc chất béo từ bơ qua giấy lọc.


Hòa tan phần dịch lọc vào hỗn hợp propan-2-ol và xăng nhẹ, chuẩn độ bằng dung dịch thể tích chuẩn tetra-n-butyl amoni hydroxit, dùng xanh thymol làm chất chỉ thị.


5. Thuốc thử


Tất cả thuốc thử phải là loại phân tích

5.1. Tetra-n-butyl amoni hydroxit c(C16H37NO) = 0,1 mol/l, dung dịch thể tích trong hỗn hợp propan-2-ol/metanola, 3 + 1 (V/V).

Chú thích 2 – Nồng độ của dung dịch thể tích chuẩn tetra-n-butyl amoni hydroxit có thể bị thay đổi trong quá trình bảo quản và quá trình cho vào buret. Do vậy, nồng độ thực tế của dung dịch nên xác định chính xác tới 4 chữ số thập phân ngay trước khi dùng, bằng cách chuẩn độ đối chiếu với dung dịch chuẩn kali hydro phtalat (KHC8H4O4) dùng xanh thymol làm chỉ thị.


Tuy nhiên, nếu buret được lắp với bộ phận ngăn cách không cho cacbon dioxit lọt vào thì nồng độ của dung dịch tetra-n-bytyl amoni hydroxit thể tích chuẩn sẽ ổn định lâu hơn. Trong trường hợp này, nồng độ thực tế của dung dịch phải được kiểm tra đối với mỗi loạt xác định bằng cách tiến hành thử kiểm tra (8.5) dùng chất béo đối chiếu (5.4).


5.2. Xanh thymol, ρ(C27H30O5S) = 0,1g/l, dung dịch chỉ thị mầu trong propan-2-ol.

Hòa tan 0,1 g muối natri của xanh thymol vào 100 ml propan-2-ol để chuẩn bị dung dịch gốc. Trước khi dùng, pha loãng một thể tích dung dịch gốc này với chín thể tích propan-2-ol.


5.3. Dung môi của chất béo


5.3.1. Trộn một thể tích dung dịch xanh thymol (5.2) với bốn thể tích xăng nhẹ (nhiệt độ sôi từ 600C đến 800C). Bảo quản hỗn hợp này chỗ tối. Hỗn hợp này có thể được bảo quản đến 1 tháng.


5.3.2. Nếu thử mẫu trắng (8.4) cho kết quả cao, trung hòa dung môi béo bằng dung dịch thể tích chuẩn tetra-n-butyl amoni hydroxit (5.1) cho đến khi thu được mầu xanh lục nhạt.


5.4. Chất béo đối chiếu (dùng để kiểm tra định kỳ toàn bộ quy trình chuẩn độ)


5.4.1. Chuẩn bị các mẫu chất béo đối chiếu


Hòa tan một lượng đã biết axit palmitic (C16H32O2) vào trong chất béo đã rửa của sữa (Xem 5.4.2). Nồng độ thích hợp của axit palmitic là 0,5 mmol đến 2,0 mmol trên 100 g chất béo.

Tính độ axit của chất béo của mẫu chất béo đối chiếu bằng milimol axit palmitic đã cho vào trên khối lượng chất béo của sữa, biểu thị bằng milimol trên 100 g chất béo.


Chú thích 3 – Giá trị tính được này có thể dùng làm giá trị để đối chiếu.


5.4.2. Chất béo của sữa đã được rửa


Rửa một lượng chất béo của sữa có chất lượng tốt2) bằng dung dịch nước kali hydroxit [c(KOH) = 0,1 mol/l]. Sau đó rửa bằng nước, chạy ly tâm và lọc qua giấy lọc.

5.4.3. Bảo quản


Phân phối chất béo đối chiếu vào các chai và đậy nắp kín. Nếu chất béo được dùng trong vòng 4 tuần thì có thể bảo quản chai ở nơi tối, nhiệt độ không quá 40C. Nếu cần giữ chất béo đối chiếu lâu hơn thì làm đông lạnh ngay và bảo quản nơi tối.

6. Thiết bị, dụng cụ


Sử dụng các thiết bị thí nghiệm thông thường và các dụng cụ sau:

6.1. Cân phân tích, có độ chính xác tới khoảng 5 mg.

6.2. Máy ly tâm, có khả năng tạo gia tốc quay tối thiểu là 350 g, loại rotor quay thí dụ như máy ly tâm Gerber (xem ISO 2446) [2].

6.3. Ống ly tâm

6.4. Phễu thủy tinh và giấy lọc (loại trung bình)

6.5. Pipet phân phối hoặc xilanh, có dung tích từ 5 ml đến 10 ml.

6.6. Pipet phân phối hoặc xilanh, có dung tích 50 ml ± 0,5 ml.


6.7. Bình chuẩn độ, thí dụ bình hình nón có dung tích khoảng từ 100 ml đến 250 ml.


6.8. Buret, có chia độ đến 0,02 ml.


6.9. Nitơ, không chứa cacbon dioxit.

6.10. Lò đốt nóng bằng điện, có khả năng duy trì nhiệt độ ở 500C ± 20C

7. Lấy mẫu


Lấy mẫu theo TCVN 6400:1998 (ISO 707).


8. Cách tiến hành


Chú thích 4 – Nếu cần kiểm tra độ lặp lại, tiến hành như quy định trong 8.3 trên 2 phần mẫu thử lấy từ cùng một mẫu, dùng cùng một dụng cụ, thiết bị tiến hành trong một khoảng thời gian ngắn.

8.1. Chuẩn bị mẫu thử


8.1.1. Bơ

Cho lò (6.10) làm việc ở nhiệt độ 500C ± 20C.

Làm tan chảy một lượng mẫu thích hợp đựng trong ống ly tâm (6.3) trong lò hấp và tách chất béo bằng cách chạy ly tâm ở gia tốc tối thiểu là 350 g trong máy li tâm (6.2) trong vòng 5 phút. Lọc butterfat đã làm ấm qua giấy lọc khô trong lò hấp. Butterfat đã lọc phải trong và không chứa nước cũng không chứa các hợp chất không phải chất béo.

8.1.2. Sản phẩm chất béo của sữa (chất béo của sữa dạng khô, butteoil khô hoặc butterfat khô, butterroil hoặc butterfat, sữa trâu)

Cho lò (6.10) làm việc ở nhiệt độ 500C ± 20C.

Làm tan chảy một lượng sản phẩm chất béo của sữa trong lò và lọc sản phẩm sữa béo này qua giấy lọc khô (đã gấp thành phễu) trong lò hấp.

8.2. Phần mẫu thử


Cân từ 5 g đến 10 g mẫu thử (8.1) chính xác tới 0,01 g, cho vào bình chuẩn độ (6,7) dùng pipet hoặc xilanh (6.5) để lấy chất béo.

8.3. Xác định 


8.3.1. Dùng pipet hoặc xilanh (6.6) lấy 50 ml dung môi chất béo (5.3) cho vào phần mẫu thử (8.2) và hòa tan chất béo.

8.3.2. Chuẩn độ chất béo đã hòa tan bằng dung dịch thể tích chuẩn tetra-n-bytyl amoni hydroxit (5.1) dưới dòng khí nitơ (6.9) cho đến khi xuất hiện màu vàng đến lục nhạt ổn định trong vòng ít nhất 5 giây.

Ghi lại thể tích dung dịch (5.1) đã dùng, chính xác tới 0,01 ml.


Chú ý – Để đáp ứng yêu cầu về độ chính xác, điều cơ bản là cần loại bỏ cacbon dioxit khỏi bình chuẩn độ trong quá trình chuẩn độ; có thể thực hiện điều này bằng cách tiến hành chuẩn độ trong môi trường khí nitơ.

Cách khác, có thể tiến hành chuẩn độ bằng thiết bị chuẩn độ tự động và đo màu để xác định tại thời điểm kết thúc chuẩn độ (xem [2] và [3]).


8.4. Thử mẫu trắng


Tiến hành thử mẫu trắng đồng thời với việc xác định, áp dụng cùng một quy trình, cùng một loại thuốc thử, nhưng không cho mẫu thử vào.


Giá trị thu được của mẫu trắng phải nhỏ hơn 5% giá trị chuẩn độ mẫu thử thấp nhất. Nếu giá trị thu được của mẫu trắng cao hơn thì cần trung hòa dung môi cho chất béo trước khi dùng (xem 5.3.2).


8.5. Thử kiểm tra 


Tiến hành thử kiểm tra trước khi bắt đầu mỗi loạt xác định, sử dụng cùng một quy trình, dùng cùng một loại thuốc thử, nhưng thay mẫu thử bằng chất béo đối chiếu (5.4). Việc thử kiểm tra phải được thực hiện ít nhất hai lần đối với một chất béo đối chiếu.


Kiểm tra về độ lặp lại (10.1). Nếu đáp ứng được, thì kết quả cuối cùng sẽ là trung bình cộng của các kết quả thu được. Hơn nữa, sự chênh lệch kết quả cuối cùng với giá trị tối đa 0,05 mmol trên 100 g chất béo, tính được trong 5.4.1, phải nhỏ hơn 5%.


Nếu kết quả không thỏa mãn đầy đủ các yêu cầu trên, kiểm tra riêng rẽ từng loại thuốc thử, thiết bị và quy trình.


9. Biểu thị kết quả 


Tính độ axit của chất béo của phần mẫu thử wa, bằng milimol trên 100 g chất béo theo công thức sau:
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Trong đó


V1 là thể tích của dung dịch thể tích chuẩn tetra-n-butyl amoni hydroxit (5.1) dùng để chuẩn độ mẫu thử đã pha loãng (8.3.2), tính bằng mililit;

V2 là thể tích của dung dịch thể tích chuẩn tetra-n-butyl amoni hydroxit (5.1) dùng để chuẩn độ mẫu thử trắng (8.4), tính bằng mililit;

c là nồng độ chính xác của dung dịch thể tích chuẩn tetra-n-butyl amoni hydroxit (5.1) tính bằng mol trên lít;

m là khối lượng của phần mẫu thử (8.2), tính bằng gam

Tính độ axit của chất béo tới hai chữ số thập phân.


Nếu độ lặp lại được kiểm tra và đáp ứng mọi yêu cầu (xem 10.1) lấy kết quả cuối cùng là trung bình cộng của hai kết quả này.


Chú thích 5 – Sau đây là cách biểu thị kết quả về độ axit của chất béo (xem chú thích 1 của điều 3), các phương pháp thay thế khác để tính kết quả:


a) Tính độ axit của chất béo wa, bằng miligam trên gam, dùng công thức sau:
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Trong đó


wa là độ axit của chất béo của phần mẫu thử, tính bằng milimol trên 100 g chất béo;


m1 là phân tử lượng của kali hydroxit (m1 = 56,1).

b) Tính hàm lượng axit béo tự do Wfa, biểu thị bằng số gam axit oleic trên 100 g chất béo, dùng công thức sau:
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trong đó

wa là độ axit của chất béo của phần mẫu thử, tính bằng milimol trên 100 g chất béo;


m1 là phân tử lượng của axit oleic (m2 = 282).


10. Độ chính xác

Các yêu cầu về độ chính xác đòi hỏi các mẫu có độ axit của chất béo nằm trong khoảng từ 0,20 mmol đến 2,00 mmol trên 100 g chất béo. Đối với độ axit của chất béo ở mức cao hơn yêu cầu này có thể không luôn luôn đạt được.

Chú thích 6 – Các giá trị về độ lặp lại và độ tái lập được từ các kết quả do các liên phòng thí nghiệm thực hiện và được đánh giá là phù hợp với ISO 5725[4] và được công bố trong [5]

10.1. Độ lặp lại

Chênh lệch tuyệt đối giữa kết quả thu được từ hai lần thử nghiệm riêng rẽ, khi sử dụng cùng một phương pháp, phân tích trên cùng nguyên liệu, do cùng một người phân tích trong cùng một phòng thí nghiệm, dùng cùng thiết bị, trong một khoảng thời gian ngắn, không được vượt quá 0,05 mmol trên 100 g.


Nếu sự khác nhau của hai kết quả vượt quá 0,05 mmol trên 100 g thì hủy bỏ cả 2 kết quả và tiến hành 2 phép xác định độc lập mới.


10.2. Độ tái lập


Chênh lệch tuyệt đối giữa kết quả thu được từ hai lần thử nghiệm riêng rẽ, khi sử dụng cùng một phương pháp, phân tích trên cùng nguyên liệu, thực hiện ở các phòng thí nghiệm khác nhau, do các kỹ thuật viên khác nhau, sử dụng các thiết bị khác nhau phải không được vượt quá 0,08 mmol trên 100 g.

11. Báo cáo kết quả 


Báo cáo kết quả phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thử nghiệm thu được. Cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, cùng với mọi chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng tới kết quả.

Báo cáo kết quả cũng bao gồm tất cả các thông tin cần thiết về việc nhận biết hoàn toàn mẫu thử.
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1) Tiêu chuẩn A-2 của FAO/WHO, phần A đối với chất béo của sữa khô, dầu bông khô và dầu bơ và phần B đối với sữa trâu.
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Lời nói đầu 


TCVN 6505 – 2 : 1999 hoàn toàn tương đương với ISO 11866 - 2 : 1997 (E)


TCVN 6505 – 2 : 1999 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn – Đo lường – Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành. 


TCVN 6505 – 2 : 1999 

SỮA VÀ SẢN PHẨM SỮA – ĐỊNH LƯỢNG E.COLI GIẢ ĐỊNH – PHẦN 2: KỸ THUẬT ĐẾM SỐ CÓ XÁC SUẤT LỚN NHẤT (MPN) DÙNG 4-METYLUMBELIFERYL-B-D-GLUCURONIT (MUG)
Milk and milk products – Enumeration of presumptive Escherichia coli – Part 2: Most probable number technique using 4-methylumbelliferyl –b-D-glucuronide (MUG)


1. Phạm vi áp dụng 


Phần này của TCVN 6505-2 : 1999 (ISO 11866-2) quy định phương pháp kết hợp để định lượng E.Coli và coliform giả định bằng kỹ thuật nuôi cấy trong môi trường lỏng với MUG, và tính số lượng E.Coli và/hoặc coliform có trong 1 gam hoặc có trong 1 mililit bằng kỹ thuật đếm số có xác suất lớn nhất (MPN) sau khi nuôi ấm ở 300C.

Phương pháp này nhanh hơn phương pháp quy định trong TCVN 6505 – 1 : 1999 (ISO 11866-1) vì giảm bớt thời gian nuôi ấm (không nuôi ấm ở 440C).


Và phương pháp này có thể áp dụng cho: 


- sữa và các sản phẩm sữa dạng lỏng;


- sữa bột, bột whey có đường, buttermilk bột và lactoza;


- casein axit, casein lactic và casein rennet;


- caseinat, whey bột axit;


- phomát và phomát chế biến;


- bơ;


- sản phẩm sữa đông lạnh (bao gồm cả kem lạnh thực phẩm);


- custard, món tráng miệng và váng kem.

Phương pháp này thích hợp đối với các mẫu có số lượng E.Coli và/hoặc Colifom khác dự đoán tương đối thấp (ít hơn 100 E.Coli và/hoặc Colifom trong một gam, hoặc ít hơn 10 E.Coli và/hoặc Colifom trong một mililit).


Chú ý: Khả năng áp dụng của phương pháp này bị hạn chế bởi độ ổn định không cao đối với biến thiên lớn. Do đó, phương pháp này nên sử dụng và giải thích kết quả theo thông tin nêu trong điều 12. 


Chú thích – Sử dụng TCVN 6262 – 1: 1997 (ISO 5541-1) về định lượng coliform trong trường hợp cần đối chứng.

2. Tiêu chuẩn trích dẫn 


TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218 : 1996) Vi sinh vật trong thực phẩm và trong thức ăn gia súc. Nguyên tắc chung về kiểm tra vi sinh vật.

TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261) Sữa và các sản phẩm sữa – Chuẩn bị mẫu thử và các dung dịch pha loãng để kiểm tra vi sinh vật. 

3. Định nghĩa 

Áp dụng các định nghĩa sau đây trong TCVN 6505-2 : 1999 : 


3.1. E.Coli giả định: Là các vi khuẩn ở nhiệt độ 300C tách 4-metylumbeliferyl-b-D-glucuronit (MUG), tạo huỳnh quang, và sinh indol từ tryptophan trong các điều kiện quy định trong TCVN 6505-2.

3.2. Coliform: Là các vi khuẩn ở nhiệt độ 300C lên men lactoza kèm theo sự sinh hơi trong các điều kiện quy định trong TCVN 6505-2.


4. Nguyên tắc


4.1. Cấy ba ống nghiệm môi trường lỏng tăng sinh chọn lọc nồng độ kép [5.3.1.1a)] với lượng mẫu thử quy định nếu sản phẩm ban đầu dạng lỏng, hoặc với một lượng xác định huyền phù ban đầu trong trường hợp sản phẩm dạng khác. 


4.2. Cấy ba ống nghiệm môi trường tăng sinh lỏng chọn lọc nồng độ đơn [5.3.1.1b)] với lượng mẫu thử quy định nếu sản phẩm ban đầu dạng lỏng, hoặc với một lượng xác định huyền phù ban đầu trong trường hợp sản phẩm dạng khác. 


Sau đó, cấy môi trường nồng độ đơn với các lượng quy định của các dung dịch mẫu thử pha loãng thập phân hoặc huyền phù ban đầu trong cùng điều kiện trên. 

4.3. Nuôi ấm các ống nghiệm chứa môi trường nồng độ kép và nồng độ đơn ở 300C trong khoảng 24h – 48h. 

4.4. Coi các ống nghiệm cho thấy huỳnh quang và sinh indol là các ống dương tính có E.Coli giả định.

4.5. Coi các ống nghiệm cho sinh hơi là các ống dương tính có Coliform.

4.6. Xác định chỉ số MPN từ số ống dương tính (4.4) của các dung dịch pha loãng chọn lọc bằng cách sử dụng bảng MPN (phụ lục A) và tính số có xác suất lớn nhất (MPN) của E.Coli giả định trong một gam hoặc một mililit mẫu ban đầu.

4.7. Xác định chỉ số MPN từ số ống dương tính (4.5) của các dung dịch pha loãng chọn lọc bằng cách sử dụng bảng MPN (phụ lục A) và tính số có xác suất lớn nhất (MPN) của Coliform trong một gam hoặc một mililit mẫu ban đầu.

5. Chất pha loãng, môi trường nuôi cấy và thuốc thử 


5.1. Khái quát 


Về các phòng thí nghiệm hiện hành, xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218) và TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261).


Đối với môi trường và thuốc thử đã chuẩn bị nhưng không sử dụng ngay, nếu không có quy định khác, phải bảo quản chỗ tối ở nhiệt độ từ 00C đến +50C không quá 1 tháng, trong các điều kiện không làm thay đổi thành phần của chúng.

5.2. Chất pha loãng 


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261).


5.3. Môi trường nuôi cấy 


5.3.1. Canh thang tryptoza lauryl sunfat cải biến (môi trường tăng sinh chọn lọc)

5.3.1.1. Thành phần 

		

		a) Môi trường nồng độ kép 

		b) Môi trường nồng độ đơn 



		Trypton 

Lactoza 


Dikali hidro phôtphat (K2HPO4)


Kali dihidro phôtphat (KH2PO4)  

Natri clorua 


Natri lauryl sunfat [CH3(CH2)11OSO3Na] 


4-Metylumbeliferyl-β-D-glucutonit (MUG)


Tryptophan 

Nước  

		40,0 g 

10,0 g


5,5 g


5,5 g


10,0 g


0,2 g


0,2 g


2,0 g

1 000 ml 

		20,0 g

5,0 g 


2,75 g


2,75 g


5,0 g


0,1 g


0,1 g


1,0 g


1 000 ml 





5.3.1.2. Chuẩn bị 

Hòa tan trong nước các thành phần hoặc môi trường hoàn chỉnh khô, đun sôi khi cần thiết. 

Nếu cần, chỉnh pH sau khi khử trùng pH phải là 6,8, ở nhiệt độ 250C.


Phân phối môi trường này theo từng lượng 10 ml vào các ống nghiệm có kích thước 16 mm x 160 mm (6.2) có chứa ống Durham lộn ngược (6.3) trong trường hợp môi trường nồng độ đơn và phân phối vào các ống nghiệm có kích thước 20 mm x 200 mm (6.2) có chứa ống Durham lộn ngược (6.3) trong trường hợp môi trường nồng độ kép. 


Khử trùng 15 phút ở nhiệt độ 1210C trong nồi hấp áp lực (6.1).


Ống Durham lộn ngược không được chứa bọt khí sau khi khử trùng.


5.4. Thuốc thử indol (thuốc thử Kovacs)

5.4.1. Thành phần 


		4-Dimetylaminobenzaldehyt

2-Metylbutan-1-ol hoặc pentan-1-ol


Axit clohidric (ρ20 từ 1,18 g/ml đến 1,19 g/ml) 

		5,0 g

75,0 ml 


25,0 ml 





5.4.2. Chuẩn bị 

Hòa tan 4 – Dimetylaminobenzaldehyt trong cồn bằng cách đun nhẹ đến khoảng 500C – 550C trong nồi cách thủy (6.5)

Để nguội và thêm axit clohidric.


Bảo quản tránh ánh sáng ở nhiệt độ khoảng 40C. Màu sắc của thuốc thử phải có màu vàng sáng đến màu nâu sáng.

5.5. Dung dịch natri hidroxit, c(NaOH) khoảng 0,5 mol/l.


5.5.1. Thành phần 


		Natri hidroxit 


Nước 

		2 g


100 ml 





5.5.2. Chuẩn bị 

Hòa tan natri hidroxit trong nước 


6. Thiết bị và dụng cụ thủy tinh 


Đối với các yêu cầu chung, xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218) và TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261). Dụng cụ thủy tinh phải bền khi khử trùng lại.

Sử dụng các thiết bị thí nghiệm vi sinh thông thường và đặc biệt là: 

6.1. Nồi hấp áp lực, có thể duy trì nhiệt độ ở 1210C±10C.

Về chi tiết xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218).


6.2. Ống nghiệm, có kích thước 16 mm x 160 mm và 20 mm x 200 mm, hoặc bình cầu hoặc chai có dung tích thích hợp. 


Trước khi sử dụng nên kiểm tra các ống nghiệm để biết chắc các ống không tự phát huỳnh quang.


6.3. Ống Durham, có kích thước thích hợp cho việc sử dụng trong ống nghiệm (6.2).


6.4. Tủ ấm, có thể duy trì nhiệt độ 300C±10C ở bất kỳ điểm nào trong tủ. 


6.5. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ từ 500C đến 550C.


6.6. Đèn tia cực tím (UV) sóng dài, có bước sóng từ 360 nm đến 366 nm, tốt nhất là để trong tủ UV hoặc trong phòng tối, hoặc được bọc trong hộp cactông đảm bảo điều kiện làm tối.

Chú thích – Đèn tia cực tím UV sóng ngắn không thích hợp cho việc sử dụng. 

6.7. pH-met, có độ chính xác đến ±0,1 đơn vị pH ở 250C.

6.8. Pipet chảy hết, có dung tích danh định là 1 ml và 10 ml. 


7. Lấy mẫu 

Điều quan trọng là phòng thí nghiệm phải nhận được đúng mẫu đại diện và không bị hư hỏng hoặc thay đổi thành phần trong quá trình vận chuyển và bảo quản.

Lấy mẫu không quy định trong tiêu chuẩn này. Nên lấy mẫu theo phương pháp quy định trong TCVN 6400 : 1998 (ISO 707).


8. Chuẩn bị mẫu thử 

Chuẩn bị mẫu thử theo TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261)

9. Cách tiến hành 


9.1. Phần mẫu thử, huyền phù ban đầu và các dung dịch pha loãng 

Chuẩn bị phần mẫu thử, huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) và các dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo, theo TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261).


Pha đủ số lượng các dung dịch pha loãng để đảm bảo rằng tất cả các ống nghiệm ứng với độ pha loãng cuối cùng cho kết quả âm tính.

9.2. Cấy môi trường tăng sinh chọn lọc 

9.2.1. Lấy ba ống nghiệm đựng môi trường tăng sinh nồng độ kép [5.3.1.1a)]. Dùng pipet vô trùng (6.8) cho vào mỗi ống 10 ml mẫu thử dạng lỏng, hoặc 10 ml huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) mẫu thử dạng khác.

9.2.2. Lấy ba ống nghiệm đựng môi trường tăng sinh nồng độ đơn [5.3.1.1b)]. Dùng pipet vô trùng (6.8) cho vào mỗi ống 1 ml mẫu thử dạng lỏng, hoặc 1 ml huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) mẫu thử dạng khác.

9.2.3. Đối với mỗi một dung dịch pha loãng tiếp theo, tiến hành theo quy định trong 9.2.2. Đối với mỗi độ pha loãng dùng một pipet mới khử trùng.

9.2.4. Trộn cẩn thận chất cấy với môi trường bằng cách dùng bộ trộn. Tránh tạo bọt khí vào trong ống Durham (6.3).


9.3. Nuôi ấm 

Nuôi ấm các ống nghiệm đã cấy (từ 9.2.1 đến 9.2.3) trong tủ ấm (6.4) ở 300C trong 24 h ± 2 h. Nếu ở giai đoạn này không quan sát thấy sinh hơi thì nuôi ấm tiếp đến 48 h ± 2 h.

9.4. Thử khẳng định về E.Coli giả định


Tiến hành thử khẳng định đối với E.Coli trên tất cả các ống nghiệm đã nuôi ấm như trong 9.3.


Thêm vào mỗi ống nghiệm 0,5 ml dung dịch natri hidroxit (5.5). Kiểm tra các ống nghiệm về việc phát huỳnh quang dưới đèn UV (6.6). Thêm 0,5 ml thuốc thử indol (5.4) vào các ống có phát huỳnh quang. Trộn kỹ và kiểm tra sau 1 phút.

Màu đỏ trong pha cồn cho thấy sự có mặt của indol (ống dương tính).


9.5. Giải thích 


9.5.1. Thử nghiệm về E.Coli giả định 

Coi các ống nghiệm cấy ban đầu như trong 9.2.1 đến 9.2.3, cho thấy có phát huỳnh quang và sinh indol trong 9.4 là các ống dương tính có E.Coli giả định.

Đếm số ống dương tính đối với mỗi độ pha loãng.

9.5.2. Thử nghiệm về Coliform 

Coi các ống nghiệm cấy như trong 9.2.1 đến 9.2.3, cho thấy sinh hơi trong 9.3 là các ống dương tính có mặt Coliform. 


Đếm số ống dương tính đối với mỗi độ pha loãng.

10. Chọn độ pha loãng


Chú thích – Huyền phù ban đầu (dung dịch pha loãng đầu tiên) và mẫu thử được coi là các dung dịch pha loãng.


10.1. Đối với mỗi mẫu cần kiểm tra, chọn ba độ pha loãng liên tiếp theo 10.2, 10.3 hoặc 10.4 để thu được chỉ số MPN.

10.2. Trong trường hợp khi chỉ có ba độ pha loãng, sử dụng cả ba độ pha loãng này để thu được chỉ số MPN.

10.3. Trong trường hợp khi có nhiều hơn ba độ pha loãng, việc chọn ba độ pha loãng như thế sẽ cho các tổ hợp có các xác suất khác nhau. Điều này có thể biểu thị trong các cấp hạng trong bảng A.1 (phụ lục A). Giải thích các cấp hạng này được đưa ra trong bảng A.2 (Phụ lục A).   


10.4. Chọn tổ hợp của ba độ pha loãng liên tiếp với cấp hạng 1 để thu được chỉ số MPN; nếu thu được nhiều hơn một tổ hợp với cấp hạng 1 thì sử dụng tổ hợp có số ống dương tính lớn nhất.


Nếu không có tổ hợp với cấp hạng 1, sử dụng một tổ hợp với cấp hạng 2; nếu thu được nhiều hơn một tổ hợp với cấp hạng 2 thì sử dụng tổ hợp có số ống dương tính lớn nhất (thí dụ xem bảng 1).


Nếu không có tổ hợp với cấp hạng 2, sử dụng một tổ hợp với cấp hạng 3; nếu thu được nhiều hơn một tổ hợp với cấp hạng 3 thì sử dụng tổ hợp có số ống dương tính lớn nhất (xem thí dụ ở bảng 1).


Bảng 1 – Thí dụ về việc chọn các kết quả dương tính để tính giá trị MPN

		Thí dụ

		Số ống nghiệm dương tính thu được từ ba ống nghiệm nuôi ấm đã cấy các lượng mẫu/ống sau đây1)

		MPN2)
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		1) Chữ in đậm: Tổ hợp được chọn  


2) Được tính dùng chỉ số MPN cho ba ống nghiệm (bảng A.1) 





11. Xác định, tính và biểu thị kết quả 

11.1. Xác định chỉ số MPN

11.1.1. Xác định chỉ số MPN của E.Coli giả định từ số ống nghiệm khẳng định dương tính (9.5.1) đối với mỗi độ pha loãng đã chọn (điều 10), sử dụng bảng A.1 (phụ lục A).


11.1.2. Xác định chỉ số MPN của Coliform từ số ống nghiệm khẳng định dương tính (9.5.2) đối với mỗi độ pha loãng đã chọn (điều 10), sử dụng bảng A.1 (phụ lục A).


11.2. Tính số có xác suất lớn nhất (MPN)

Nhân chỉ số MPN (11.1) với tỷ lệ nghịch của độ pha loãng thấp nhất được chọn (nghĩa là có nồng độ mẫu thử cao nhất) cho ra số có xác suất lớn nhất (MPN) của E.Coli có trong 1 mililit hoặc trong 1 gam sản phẩm. 


Khi độ pha loãng thấp nhất được chọn tương ứng với các ống đã cấy với môi trường nồng độ kép (cấy vào 10 ml) thì trước hết chia chỉ số MPN cho 10.

Chú thích – Việc chia chỉ số MPN cho 10 chỉ cần thiết đối với sản phẩm dạng lỏng, khi phân phối 10 ml mẫu thử sang ống nghiệm chứa môi trường nồng độ kép. Đối với sản phẩm dạng khác, 10 ml huyền phù ban đầu chứa 1 g mẫu thử cần phân phối vào ống nghiệm chứa môi trường nồng độ kép.

11.3. Biểu thị kết quả 

Biểu thị kết quả theo số có xác suất lớn nhất (MPN) của E.Coli giả định hoặc của Coliform có trong 1 mililit (sản phẩm dạng lỏng) hoặc trong 1 gam (sản phẩm dạng khác) theo một số trong khoảng từ 1,0 đến 9,0 nhân với lũy thừa tương ứng của 10.

Nếu như MPN nhỏ hơn 0,3 E.Coli giả định hoặc Coliform trong 1 mililit hoặc trong 1 gam (sản phẩm) và nếu sử dụng quy trình này, thì kết quả được diễn đạt như sau: “Không có E.Coli hoặc Coliform trong 1 ml hoặc trong 1 g sản phẩm”.


12. Độ chính xác 

Thực nghiệm cho thấy rằng khi sử dụng kỹ thuật MPN kết quả có thể xẩy ra sai số lớn. Do đó, phải thận trọng khi sử dụng các kết quả thu được bằng phương pháp này. Các giới hạn tin cậy được đưa ra trong bảng A.1 (phụ lục A).


13. Báo cáo kết quả 

Báo cáo kết quả phải chỉ ra: 


- phương pháp lấy mẫu đã thực hiện, nếu có;

- phương pháp đã sử dụng;


- các kết quả thu được, chỉ rõ phương pháp biểu thị đã dùng.


Báo cáo kết quả cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không quy định trong phần này của tiêu chuẩn, hoặc được xem là tùy ý, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả.

Báo cáo kết quả cũng bao gồm các thông tin cần thiết về việc nhận biết đầy đủ mẫu thử. 


PHỤ LỤC A

(quy định) 

XÁC ĐỊNH SỐ CÓ XÁC SUẤT LỚN NHẤT 


Bảng A.1 – Chỉ số MPN và các giới hạn tin cậy 
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		1) Từ phụ lục tham khảo [4]


2) Xem bảng A.2


3) Các giới hạn tin cậy đưa ra trong bảng này là chỉ đưa ra một số ý kiến của ảnh hưởng sai số thống kê lên kết quả. Tuy nhiên vẫn có các nguồn gốc sai số khác đôi khi còn quan trọng hơn.





Bảng A.2 – Giải thích kết quả 

		Cấp hạng 1)

		Định nghĩa 



		1

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả nằm trong số các khả năng cao nhất thu được. Hầu như chỉ có 5% khả năng nhận được kết quả nhỏ hơn giá trị nhỏ nhất ở cấp hạng này. 



		2

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả là một trong số khả năng nhận được ít hơn cả số có khả năng xảy ra nhỏ nhất trong cấp hạng 1, nhưng tối đa chỉ có 1% khả năng thu được 1 kết quả có thể thấp hơn kết quả nhỏ nhất có thể xảy ra ở cấp hạng này.



		3

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả là một trong số có khả năng nhận được ít hơn cả giá trị nhỏ nhất trong cấp hạng 2, nhưng tối đa chỉ có 0,1% khả năng thu được 1 kết quả có thể thấp hơn giá trị nhỏ nhất ở cấp hạng này.



		0

		Khi số lượng vi khuẩn trong mẫu thử bằng số MPN tìm được, thì kết quả là một trong số có khả năng nhận được ít hơn cả giá trị nhỏ nhất trong cấp hạng 3, chỉ có 0,1% khả năng thu được 1 kết quả ở cấp hạng này, nếu như không có một sai sót nào. 



		1) Trước khi bắt đầu thử nghiệm, cần quyết định xem cấp hạng nào sẽ được chấp nhận, nghĩa là: chỉ cấp hạng 1, 1 và 2 hoặc thậm chí 1, 2 và 3. Nếu quyết định dựa trên các kết quả có tầm quan trọng, thì chỉ chấp nhận kết quả của cấp hạng 1 hoặc tối đa kết quả của cấp hạng 1 và cấp hạng 2. Kết quả của cấp hạng 0 cần được xem xét hết sức cẩn thận.
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TCVN 6263 : 1997 

SỮA VÀ CÁC SẢN PHẨM SỮA – CHUẨN BỊ MẪU THỬ VÀ CÁC DUNG DỊCH PHA LOÃNG ĐỂ KIỂM TRA VI SINH
Milk and milk products – Preparation of test samples and dilutions for microbiological examination


1. Phạm vi áp dụng 


Tiêu chuẩn này quy định chung cho việc chuẩn bị:


- mẫu thử;


- các dung dịch pha loãng ban đầu và;


- các dung dịch pha loãng tiếp theo để kiểm tra vi sinh trong sữa và sản phẩm sữa.


2. Tiêu chuẩn trích dẫn 


ISO 707 Sữa và các sản phẩm sữa – Các phương pháp lấy mẫu


3. Định nghĩa


Áp dụng các định nghĩa sau đây cho tiêu chuẩn này:


3.1. Dung dịch pha loãng ban đầu (huyền phù ban đầu): là huyền phù, dung dịch hoặc nhũ tương thu được sau khi cân hoặc đong sản phẩm cần kiểm tra (hoặc mẫu được lấy từ sản phẩm) đã được trộn, với một lượng chất lỏng lớn gấp chín lần để pha loãng (chất pha loãng, xem điều 5), nếu cần thì dùng máy trộn và phải tuân thủ các quy định thích hợp (xem điều 8), nếu có các hạt to thì để chúng lắng xuống.

Chú thích – Trong một số trường hợp, đặc biệt đối với các sản phẩm cho huyền phù ban đầu 1 + 9 rất quánh hoặc quá đặc, phải cho thêm dịch pha loãng. Trong một số trường hợp khác, đối với các kết quả thử liên quan đến các chuẩn mực yêu cầu, có thể cần dung dịch pha loãng ban đầu 1 + 9 đậm đặc hơn. Các yếu tố này cần phải đạt được tính đến trong những thao tác tiếp theo và/hoặc trong biểu thị kết quả.


3.2. Các dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo: Các chất huyền phù, các dung dịch hoặc các thể nhũ tương thu được bằng cách trộn một thể tích chính xác của dung dịch pha loãng ban đầu (3.1), với thể tích chất pha loãng lớn gấp chín lần (xem chú thích trong 3.1) và bằng cách lặp lại các thao tác này với mỗi lần pha loãng như vậy cho đến khi thu được các dãy dung dịch pha loãng thập phân thích hợp cho việc nuôi cấy trong môi trường nuôi cấp.

4. Nguyên tắc


Chuẩn bị dung dịch pha loãng ban đầu (huyền phù ban đầu) (3.1) và, nếu cần, chuẩn bị các dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo (3.2) để giảm bớt số lượng vi sinh vật có trong một đơn vị thể tích để thuận tiện cho việc kiểm tra vi sinh.


5. Chất pha loãng


5.1. Nguyên liệu chính


Để làm tăng độ tái lập của kết quả, nên sử dụng các thành phần chính khô, hoặc các môi trường hoàn chỉnh khô để chuẩn bị các chất pha loãng và các môi trường nuôi cấy. Cần tuân thủ nghiêm ngặt các hướng dẫn của nhà sản xuất.


Các hóa phẩm sử dụng phải đạt chất lượng phân tích.


Nước sử dụng phải là nước được cất bằng dụng cụ thủy tinh, hoặc nước đã khử ion. Nước này không được chứa các chất có thể ức chế sự sinh trưởng của các vi sinh vật trong các điều kiện thử đã nêu. Điều này phải được kiểm tra định kỳ, đặc biệt khi sử dụng nước khử ion.


Chú thích: Các thử nghiệm kiểm tra tính phù hợp của nước dùng trong kiểm tra vi sinh đã được công bố trong Marth, E.H., Các phương pháp chuẩn để kiểm tra các sản phẩm sữa, xuất bản lần thứ 15, 1984 Washhington, D.C., USA: Hiệp hội Y tế Mỹ.


Sử dụng các dung dịch natri hidroxit và axit clohidric (khoảng 0,1 mol/l) để điều chỉnh pH của chất pha loãng và môi trường.


5.2. Chất pha loãng dùng cho các mục đích chung


5.2.1. Dung dịch pepton/muối


Thành phần


Pepton 
1,0g


Natri clorua (NaCl) 
8,5g


Nước 
1000 ml


Hòa tan các thành phần trong nước, đun nóng nếu cần

Điều chỉnh pH sao cho sau khi khử trùng, pH là 7,0 ± 0,1, ở 250C.

5.2.2. Dung dịch Ringer nồng độ một phần tư


Thành phần


Natri clorua (NaCl) 
2,25g


Kali clorua (KCl) 
0,105g


Canxi clorua (CaCl2)
0,06g


Natri hidrocacbonat (NaHCO3)
0,05g


Nước 
1000 ml


Chuẩn bị


Hòa tan các muối trong nước


Điều chỉnh pH sao cho sau khi khử trùng, pH là 6,9 ± 0,1, ở 250C.


5.2.3. Dung dịch pepton


Thành phần


Pepton 
1,0g


Nước 
1000 ml


Chuẩn bị


Hòa tan pepton trong nước


Chỉnh pH sao cho sau khi khử trùng, pH là 7,0 ± 0,1, ở 250C.


5.2.4. Dung dịch đệm photphát

Thành phần của dung dịch gốc


Kali dihidrophotphát (KH2PO4) 
42,5g


Nước
1000 ml


Chuẩn bị


Hòa tan muối trong 500ml nước


Điều chỉnh pH sử dụng dung dịch natri hidroxit 1,0 mol/l hoặc axit clohidric sao cho sau khi khử trùng, pH là 7,2 ± 0,1, ở 250C.


Pha loãng bằng nước tới 1000 ml. Bảo quản dung dịch gốc này trong kiện lạnh.


Trước khi sử dụng, thêm 1 ml dung dịch gốc này (ở 200C) vào 1000 ml nước dùng như chất pha loãng.


5.3. Chất pha loãng dùng cho các mục đích riêng biệt.


5.3.1. Dung dịch natri xitrat (dùng đối với trường hợp phomát, phomát chế biến và sữa sấy màng)

Thành phần 


Trinatri xitrat ngậm 2 phân tử nước (Na3C6H5O7.2H2O) 
20,0g


Nước
1000 ml


Chuẩn bị


Hòa tan muối trong nước bằng cách đun nóng ở khoảng từ 450C đến 500C.


Chỉnh pH sao cho sau khi khử trùng, pH là 7,5 ± 0,1, ở 250C.


5.3.2. Dung dịch dikali hidrophotphat (dùng đối với trường hợp phomát, phomát chế biến, casein, casein axit, casein lactic khô, caseinat, bột của dịch sữa axit và kem sữa chua).

Thành phần


Dikali hidro photphat  (K2HPO4) 
20g


Nước
1000 ml


Chuẩn bị


Hòa tan muối trong nước bằng cách đun nóng ở khoảng từ 450C đến 500C.


Điều chỉnh pH. Đối với độ pha loãng ban đầu của casein axit và casein lactic và bột của dịch sữa axit, pH sau khi khử trùng, phải là 8,4 ± 0,1, ở 250C. Còn đối với caseinat, phomát, phomát chế biến, váng sữa chua, pH sau khi khử trùng, phải là 7,5 ± 0,1, ở 250C.


5.4. Phân phối, khử trùng và bảo quản chất pha loãng


Phân phối chất pha loãng (5.2 hoặc 5.3) dùng cho độ pha loãng ban đầu vào các bình hoặc các lọ (6.4). Phân phối chất pha loãng dùng cho các bộ pha loãng thập phân tiếp theo (5.2) vào các ống nghiệm hoặc các lọ nhỏ (6.5). Lượng được phân phối sau khi khử trùng chứa trong mỗi bình hoặc lọ (6.4) phải chứa 90 ml chất pha loãng hoặc một bội số của 90 ml, và mỗi ống nghiệm hoặc lọ nhỏ (6.5) phải chứa 9,0 ml chất pha loãng hoặc một bội số của 9,0 ml (hoặc các lượng khác theo yêu cầu).


Đậy nắp các ống nghiệm, bình hoặc các lọ.


Khử trùng bằng hấp áp lực ở 1210C ± 10C trong 15 phút (đối với các thể tích lớn hơn có thể phải hấp lâu hơn).


Nếu chất pha loãng không sử dụng ngay, bảo quản ở chỗ tối từ 00C đến 50C, nhưng không quá 1 tháng dưới các điều kiện không làm thay đổi thể tích hoặc thành phần của chúng.

Chú thích – Nếu cần thiết phải đếm một vài nhóm vi sinh vật, sử dụng các môi trường nuôi cấy khác nhau, cũng có thể cần thiết phải phân phối tất cả các chất pha loãng (hoặc một số) với các lượng nhiều hơn 9,0 ml; do đó kích thước các ống nghiệm, bình và lọ (6.4 và 6.5) cũng phải quy định tương ứng.


6. Thiết bị và dụng cụ thủy tinh


Chú thích – Có thể dùng các dụng cụ thủy tinh sử dụng một lần để thay thế cho các dụng cụ sử dụng nhiều lần, nếu nó phù hợp với các yêu cầu quy định. Dụng cụ thủy tinh tái sử dụng cần phải có độ bền tốt khi khử trùng lặp lại và phải trơ về mặt hóa học.

Sử dụng các thiết bị thí nghiệm vi sinh thông thường và các dụng cụ đặc biệt là:


6.1. Thiết bị để khử trùng khô (tủ sấy) hoặc thiết bị để khử trùng ướt (nồi hấp áp lực) (nồi hấp có thể dùng riêng rẽ hoặc dùng như một phần của thiết bị để chuẩn bị và phân phối môi trường).


Mọi thiết bị tiếp xúc với chất pha loãng, mẫu thử, hoặc dung dịch pha loãng, không kể các thiết bị đã khử trùng sẵn (các túi bằng chất dẻo), đều phải được khử trùng bằng một trong các phương pháp sau:


a) giữ trong tủ sấy ở 1700C đến 1750C không ít hơn 1 giờ;

b) giữ trong nồi hấp áp lực ở 1210C ± 10C không ít hơn 20 phút.


Pipet không phải khử trùng bằng hấp áp lực, bởi vì hơi nước sẽ đọng lại phía trong khi nguội và ảnh hưởng đến độ chính xác của phép thử.


6.2. Thiết bị nghiền – trộn


Có thể sử dụng một trong các thiết bị sau đây:


a) Máy trộn quay, vận hành với tốc độ từ 8 000 đến 45 000 vòng trên phút, có cốc đựng bằng thủy tinh hoặc bằng kim loại gắn với nắp, chịu được các điều kiện khử trùng;


b) máy trộn kiểu nhu động, có các túi bằng chất dẻo vô trùng;


Chú thích – Cốc hoặc túi bằng chất dẻo phải có đủ dung tích để trộn mẫu với lượng chất pha loãng thích hợp. Nói chung, thể tích của hộp đựng phải gấp đôi thể tích của mẫu thử cộng với chất pha loãng.


6.3. Máy trộn, có khả năng trộn 1 ml hoặc 2 ml mẫu thử (trong trường hợp mẫu dạng lỏng), hoặc các dung dịch pha loãng thập phân, với 9 ml hoặc 18 ml chất pha loãng trong một ống nghiệm có kích thước thích hợp, để thu được chất huyền phù đồng nhất, và máy hoạt động theo nguyên lý quay lệch tâm chất chứa trong ống nghiệm (máy trộn Vortex).


6.4. Bình hoặc lọ, có đủ dung tích để chứa 90 ml chất pha loãng dùng để tạo huyền phù ban đầu, hoặc bội số của 90 ml, và còn có khoảng trống để trộn.


6.5. Ống nghiệm (bình hoặc lọ nhỏ), có đủ dung tích để chứa 10 ml mẫu thử (hoặc bội số của 10 ml) (khi mẫu thử dạng lỏng) hoặc dung dịch pha loãng ban đầu (trong các trường hợp khác) hoặc các dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo, và còn có khoảng trống phía trên để trộn.

6.6. Pipet (được nhét nút bông ở đầu), dung tích danh định là 1 ml và có lỗ thoát có đường kính từ 1,75 mm đến 3 mm.


Chú thích – Chỉ sử dụng các pipet có đầu còn nguyên vẹn, nên dùng loại có vạch chia rõ dễ phân biệt dung tích.


6.7. Pipet chia độ (được nhét nút bông ở đầu), có dung tích tương đối lớn, thí dụ: 10 ml hoặc 20 ml.


Chú thích – Chỉ sử dụng các pipet có đầu còn nguyên vẹn, nên dùng loại có vạch chia rõ dễ phân biệt dung tích.


6.8. Bi thủy tinh có đường kính khoảng 6 mm.

6.9. pH mét, có độ chính xác tới ± 0,1 đơn vị.


6.10. Cân, có khoảng cân phù hợp và có độ chính xác nằm trong giới hạn 1% khối lượng được cân.


6.11. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ ở 450C ± 10C


6.12. Nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ ở 370C ± 10C


7. Lấy mẫu 

Xem ISO 707.


8. Cách tiến hành


Chú thích 


1) Đối với một vài trường hợp nghiên cứu đặc biệt (thí dụ như Salmonela) phải cần đến kỹ thuật đặc biệt hoặc phòng ngừa đặc biệt. Trong những trường hợp như vậy kỹ thuật đặc biệt là vấn đề được đề cập tới trong tiêu chuẩn.


2) Các thao tác mô tả trong các điều 8.1 và 8.2 không được tiến hành trực tiếp dưới ánh sáng mặt trời.

3) Luôn luôn phải chú ý đảm bảo vô trùng.


8.1. Chuẩn bị mẫu thử và dung dịch pha loãng ban đầu


Để tránh làm ảnh hưởng các vi sinh vật do thay đổi nhiệt độ đột ngột, nhiệt độ của chất pha loãng trong suốt quá trình thao tác mô tả dưới đây luôn phải giữ bằng nhiệt độ của mẫu thử; trừ khi có quy định khác.


8.1.1. Sữa và các sản phẩm sữa dạng lỏng.


Trộn mẫu thử thật kỹ sao cho các vi sinh vật phân bố càng đều càng tốt bằng cách đảo chiều lọ chứa liên tục 25 lần. Cần phải tránh tạo bọt hoặc để bọt tan hết. Khoảng thời gian từ khi trộn đến khi lấy phần mẫu để thử không được vượt quá 3 phút.


Dùng pipet vô trùng (6.6) lấy 1 ml mẫu thử và cho vào 9 ml chất pha loãng (5.2) (hoặc lấy 10 ml mẫu thử cho vào 90 ml chất pha loãng, hoặc lấy 11 ml mẫu thử cho vào 99 ml chất pha loãng).

Lắc đều dung dịch pha loãng ban đầu này (thí dụ, lắc 25 lần với khoảng di động là 300 mm, trong 7 giây). Như vậy thu được dung dịch pha loãng 10-1.


Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2,


8.1.2. Sữa bột, bột của dịch tách ra khi sản xuất phomát có đường, bột bơ loãng và lactoza.

Trộn kỹ lượng chứa trong lọ kín bằng cách lắc và đảo chiều liên tục. Nếu mẫu thử đựng trong lọ kín còn nguyên, quá đầy nên khó lắc trộn thì chuyển sang lọ chứa to hơn. Trộn đều. Mở nắp, dùng thìa xúc, lấy phần mẫu thử theo yêu cầu và tiến hành theo chỉ dẫn dưới đây. Đóng nắp lọ lại ngay.


Hâm nóng lọ chứa 90 ml chất pha loãng thích hợp (5.2 hoặc, nếu cần đối với sữa sấy màng, dùng chất pha loãng 5.3.1, ở pH 7,5 ± 0,1) tới 450C ± 10C trong nồi cách thủy (6.11).


Cân 10 g mẫu thử cho vào bình thủy tinh thích hợp (thí dụ như cốc có mỏ) và rót dần bột vào lọ pha loãng có chứa chất pha loãng đã chọn. Cách khác, cân 10 g mẫu thử cho trực tiếp vào lọ đựng chất pha loãng.


Để hòa tan, xoay tròn từ từ lọ này cho ướt bột và sau đó lắc lọ 25 lần, với khoảng di động là 300 mm, trong khoảng 7 giây. Có thể dùng máy trộn kiểu nhu động (6.2.b) để thay cho việc lắc.

Đặt lọ mẫu vào nồi cách thủy trong 5 phút và thỉnh thoảng lắc.


Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2.


Chú thích – Để hòa tan tốt hơn, đặc biệt đối với sữa sấy màng nên sử dụng bi thủy tinh (6.8). Nếu sử dụng thì phải cho vào lọ trước khi khử trùng.


8.1.3. Phomát và phomát chế biến

Hoặc cân 10g mẫu thử trong một đĩa và chuyển vào cốc đựng của máy trộn quay (6.2.a), hoặc túi đựng của máy trộn kiểu nhu động (6.2.b), hoặc cân 10 g mẫu thử cho trực tiếp vào cốc chứa.


Khi dùng máy trộn quay, hoặc máy trộn kiểu nhu động, cho thêm 90 ml chất pha loãng (5.2, 5.3.1, hoặc 5.3.2, pH 7,5 ± 0,1). Trộn cho đến khi phomát tan đều (từ 1 phút đến 3 phút). Trong trường hợp dùng máy trộn quay, vận hành máy trong một thời gian đủ để tạo được 15 000 đến 20 000 vòng quay. Với máy trộn quay chậm nhất thì thời gian cũng không được vượt quá 2,5 phút. Tốt nhất là phải đảm bảo nhiệt độ của quá trình tan không vượt quá 400C, và trong mọi trường hợp không để nhiệt độ vượt quá 450C. Để cho bọt tan hết.

Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2.


8.1.4. Axit casein, casein lactic và bột của dịch sữa axit


Cân 10 g sản phẩm trong một đĩa. Chuyển vào lọ pha loãng có chứa bi thủy tinh và 90 ml chất pha loãng dikali hidrophotphat (5.3.2), ở pH 8,4 ± 0,1 đối với trường hợp casein axit, casein lactic.


Để yên 15 phút và sau đó tăng nhiệt độ lên 370C ± 10C trong nồi cách thủy (6.12).


Giữ lọ ở 370C thêm 15 phút nữa và lắc mạnh từng đợt.


Chú thích – không nên sử dụng máy trộn quay (6.2.a) hoặc máy trộn kiểu nhu động (6.2.b) vì sẽ tạo nhiều bọt. 


Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2.


8.1.5. Caseinat


Hoặc là cân 10 g sản phẩm vào một đĩa và chuyển vào cốc đựng của máy trộn quay (6.2.a), hoặc túi đựng của máy trộn kiểu nhu động (6.2.b), hoặc cân 10 g mẫu thử cho trực tiếp vào bình chứa. Thêm 90 ml chất pha loãng dikali hirdophotphat (5.3.2), pH 7,5 ± 0,1 ở nhiệt độ môi trường. Trộn trong 2 phút. Trong trường hợp dùng máy trộn quay, vận hành máy trong một thời gian đủ để tạo được 15 000 đến 20 000 vòng quay. Với máy trộn quay chậm nhất thì thời gian cũng không được vượt quá 2,5 phút.


Tăng nhiệt độ lên 370C ± 10C trong nồi cách thủy (6.12). Trong trường hợp dùng máy trộn quay, cho vào bình. Giữ lọ ở 370C thêm 15 phút nữa. Để cho bọt tan hết trước khi tiếp tục tiến hành.


Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2.


8.1.6. Bơ


Cân 10 g mẫu thử cho vào bình chứa và đặt trong nồi cách thủy (6.11) ở 450 ± 10C. Giữ trong nồi cách thủy cho đến khi tất cả mẫu thử vừa tan chảy hết. Thêm 90 ml chất pha loãng (5.2). Trộn. Thao tác này rất dễ dàng khi thực hiện bằng máy trộn kiểu nhu động (6.2.b).


Cách khác, chỉ sử dụng pha nước để pha loãng như sau:

Lấy 50 g phần mẫu thử (có chứa khoảng 8 ml nước) và thêm 42 ml chất pha loãng (5.2.3) đã được hâm nóng đến 450C. Đặt hộp đựng vào nồi cách thủy (6.11) ở 450C ± 10C cho đến khi bơ tan hết. Lắc kỹ và để cho tách pha không quá 15 phút.


Để tách pha, nếu thấy cần, chuyển phần đã tan chảy sang ống li tâm vô trùng (hoặc làm tan trực tiếp phần mẫu thử trong ống này) và li tâm với tần số quay từ 1 000 đến 2 000 vòng trên phút.


Loại bỏ pha béo (phía trên) bằng ống nghiệm vô trùng, được nối với một bơm chân không. Dùng pipet hút từ lớp dưới đáy.


Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2.

8.1.7. Sản phẩm sữa đông lạnh (bao gồm cả kem lạnh thực phẩm)


Tiến hành như trường hợp đối với bơ (8.1.6) (cách thứ nhất) nhưng dùng nồi cách thủy (6.12), ở nhiệt độ không vượt quá 370C ± 10C (6.12). Nhiệt độ của mẫu thử không được vượt quá nhiệt độ của nồi cách thủy này.

Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2.


8.1.8 Custard, món tráng miệng, sữa lên men và váng kem

Cân 10 g mẫu thử cho vào một bình (6.4) có chứa bi thủy tinh (6.8)


Đối với custard, món tráng miệng và váng kem ngọt, thêm 90 ml chất pha loãng (5.2) và lắc cho tan đều. Đối với sữa lên men và váng kem chua, sử dụng chất pha loãng 5.3.2, ở pH 7,5 ± 0,1. Có thể sử dụng máy trộn kiểu nhu động (6.2.b).


Chuẩn bị các dung dịch pha loãng tiếp theo, theo 8.2.


8.2. Dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo


Chú thích 1 – Trong trường hợp kiểm tra sự có mặt hoặc không có mặt vi sinh trong 0,1 ml hoặc 0,1 g sản phẩm, không cần thiết phải chuẩn bị các dung dịch pha loãng dưới đây.


Dùng pipet sạch lấy 1 ml dung dịch pha loãng ban đầu (thí dụ 8.1.1 hoặc 8.1.2) cho vào một ống nghiệm khác chứa 9 ml chất pha loãng vô trùng (5.2), không để pipet tiếp xúc với chất pha loãng (xem các chú thích trong 3.1 và 5.4). Mỗi lần pha loãng phải sử dụng một pipet mới.

Nếu yêu cầu các thể tích lớn hơn, lấy 10 ml dung dịch pha loãng ban đầu cho vào một lọ chứa 90 ml chất pha loãng vô trùng (5.2), hoặc lấy 11 ml dung dịch pha loãng ban đầu cho 99 ml chất pha loãng vô trùng (5.2).


Chú thích 2 – Trong cách tiến hành bình thường, nếu cần dung dịch pha loãng 10-3, lấy 1 ml dung dịch pha loãng ban đầu cho vào 99 ml chất pha loãng vô trùng (5.2).


Trộn kỹ, hoặc bằng cách dùng pipet sạch hút thả 10 lần, hoặc dùng máy trộn cơ học (6.3) trong 5 giây đến 10 giây để thu được dung dịch pha loãng 10-2. Tần số quay phải chọn sao cho chất lỏng khi xoáy dâng cao từ 2 cm đến 3cm kể từ mép bình chứa.

Nếu cần, lặp lại các thao tác này bằng pipet vô trùng sử dụng dung dịch pha loãng 10-2 và các dung dịch pha loãng khác để nhận được các dung dịch pha loãng 10-3, 10‑4 v.v… cho đến khi thu được số lượng vi sinh vật thích hợp chứa trong 1 mililít (xem điều 4).

Khi lấy tỷ lệ 10 ml cộng 90 ml, 11 ml cộng 99 ml thì lắc bằng tay theo quy định trong 8.1.1.

8.3. Thời gian tiến hành


Thời gian từ lúc kết thúc việc chuẩn bị dung dịch pha loãng ban đầu và trộn các dung dịch với môi trường (quy định trong các phương pháp kiểm tra đặc biệt) không được quá 15 phút.
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Lời nói đầu


TCVN 6266 : 1997 hoàn toàn tương đương với ISO 5538 : 1987 (E)


TCVN 6266 : 1997 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn - Đo lường - Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.


Lời giới thiệu

Lý thuyết lấy mẫu sử dụng trong tiêu chuẩn này được dựa trên việc phân loại sản phẩm “tốt” hay “khuyết tật”. Sản phẩm “tốt” là một sản phẩm thỏa mãn các quy định kỹ thuật, còn sản phẩm “khuyết tật” là sản phẩm không thỏa mãn các quy định kỹ thuật. Điều cơ bản là phải lấy mẫu ngẫu nhiên. Nếu không làm được điều đó thì các phương án lấy mẫu sẽ không đảm bảo được điều đã nêu. Xem phụ lục A.

TCVN 6266 : 1997 

SỮA VÀ CÁC SẢN PHẨM SỮA – LẤY MẪU – KIỂM TRA THEO DẤU HIỆU LOẠI TRỪ
Milk and milk products – Sampling – Inspection by attributes

1. Phạm vi và lĩnh vực áp dụng 


1.1. Tiêu chuẩn này quy định các phương án lấy mẫu để kiểm tra theo dấu hiệu loại trừ của sữa và sản phẩm sữa. Tiêu chuẩn này dùng để chọn cỡ mẫu cho mọi tình huống khi cần kiểm tra tính phù hợp với yêu cầu kỹ thuật của lô hàng sản phẩm sữa thông qua việc kiểm tra mẫu đại diện. Các phương pháp lấy mẫu sữa và sản phẩm sữa theo ISO 707.

1.2. Tiêu chuẩn này có thể áp dụng để lấy mẫu đối với tất cả các sản phẩm sữa thuộc các lô hàng riêng rẽ, không phân biệt các lô hàng đó có được sản xuất cùng nhau hay không. Việc chấp nhận hay không bất kỳ lô hàng nào là việc của các bên tham gia hợp đồng và nằm ngoài phạm vi của tiêu chuẩn này.


1.3. Tiêu chuẩn này dùng cho mọi trường hợp, khi các phương án lấy mẫu theo dấu hiệu loại trừ được quy định cho sản phẩm sữa, ngoại trừ trường hợp nếu các tiêu chuẩn cụ thể, các quy định kỹ thuật hay các hợp đồng có các sơ đồ lấy mẫu khác nhau thì phải sử dụng các sơ đồ đó.


1.4. Tiêu chuẩn này không áp dụng để lấy mẫu kiểm tra khuyết tật do vi sinh vật, trừ khi các bên liên quan có sự thỏa thuận khác.


2. Tiêu chuẩn trích dẫn


ISO 707 Sữa và các sản phẩm sữa – Các phương pháp lấy mẫu.


TCVN 2600 : 1978; ISO 2859 : 1974 Quy trình lấy mẫu và các bảng để kiểm tra theo dấu hiệu loại trừ.


ISO 2859 : 1974/Add 1 : 1977 Thông tin chung về kiểm tra đại diện và hướng dẫn sử dụng các bảng của ISO 2859.


ISO 3534 : 1977 Thống kê – Thuật ngữ và ký hiệu.

3. Định nghĩa


Áp dụng các định nghĩa nêu trong ISO 3534 cho tiêu chuẩn này.


4. Các phương án lấy mẫu của ISO 2859


ISO 2859 mô tả các phương án lấy mẫu sử dụng trong mọi tình huống và giải thích về cơ sở lý thuyết cho các bảng lấy mẫu. Các phương án được chỉ rõ theo mẻ sản xuất, hoặc cỡ lô và mức chất lượng chấp nhận (AQL). AQL được định nghĩa trong ISO 2859 và phụ chú 1; nó có thể được coi là mức chất lượng trung bình, nếu như được nhà sản xuất duy trì sẽ dẫn đến việc chấp nhận phần lớn sản phẩm của họ.


5. Chọn phương án lấy mẫu


5.1. Phân loại khuyết tật


Trước khi chọn phương án lấy mẫu, bản hợp đồng hoặc quy định kỹ thuật cần có định nghĩa rõ tất cả các khuyết tật trầm trọng, khuyết tật nặng và khuyết tật nhẹ sao cho mọi người sử dụng hợp đồng, quy định kỹ thuật, hoặc tài liệu về phương án lấy mẫu hoặc tài liệu có liên quan đều hiểu được.


5.1.1. Khuyết tật trầm trọng và khuyết tật làm cho sản phẩm không thể chấp nhận được. Đối với mục đích của tiêu chuẩn này, các khuyết tật trầm trọng có liên quan tới sự có mặt của các tạp chất gây nhiễm độc ở mức cao gây nguy hiểm. Thí dụ như kim loại nặng và dư lượng chất trừ sinh vật hại.


Trong trường hợp này, chấp nhận phương pháp mô tả trong phụ lục B. Điều cần thiết là phải chọn một độ rủi ro có thể chấp nhận do việc không phát hiện được một tỷ lệ phần trăm nhất định của các sản phẩm có khuyết tật, trong khi sản phẩm có khuyết tật lại chứa nhiều hơn mức giới hạn chất nhiễm bẩn. Việc đảm bảo không có chất nhiễm bẩn ở sản phẩm là điều không thể có được.


5.1.2. Khuyết tật nặng là khuyết tật làm cho sản phẩm dường như không phù hợp cho việc sử dụng, nghĩa là trong trường hợp của sữa và các sản phẩm sữa không thích hợp để bán cho người tiêu dùng. Khuyết tật nặng có thể làm cho sản phẩm bị hư hỏng hoặc trở nên không thích hợp để bán hoặc chế biến. Các thí dụ bao gồm:


a) khuyết tật về thành phần, khi nó ảnh hưởng đến việc duy trì chất lượng;


b) nhiễm bẩn do các chất bảo quản.


c) tình trạng nguyên vẹn của bao bì


d) các bụi bẩn có thể nhìn thấy được 


Các phương án lấy mẫu đối với các khuyết tật nặng được chọn trong số các bảng sử dụng AQL không lớn hơn 6,5%.

5.1.3. Khuyết tật nhẹ là những sai lệch so với yêu cầu kỹ thuật, nhưng không làm cho sản phẩm không phù hợp để sử dụng và bán, cũng không làm cho sản phẩm bị hư hỏng; thí dụ:


a) sản phẩm có thành phần hóa học hoặc khối lượng tịnh có chênh lệch, nhưng sát với giới hạn yêu cầu kỹ thuật;

b) có sự khác thường nhỏ ở bên ngoài.

Các phương án lấy mẫu đối với khuyết tật nhẹ được chọn trong số các bảng AQL không lớn hơn 10%


5.2. Chọn mức kiểm tra và mức chất lượng chấp nhận (AQL)


5.2.1. Các phương án lấy mẫu được chọn trong số các bảng, sử dụng cỡ lô và AQL đã thỏa thuận.


Trong các bảng này n là cỡ mẫu, Ac là số chấp nhận, và Re là số bác bỏ.

Thí dụ:


Đối với cỡ mẫu n = 13, Ac = 0 và Re = 1, có nghĩa là nếu một mẫu gồm 13 đơn vị không có sản phẩm nào có khuyết tật, lô hàng được chấp nhận, nếu mẫu chứa một sản phẩm khuyết tật thì lô hàng bị loại bỏ.


Các bảng từ 1 đến 5 lấy từ ISO 2859 và liên quan đến các mức kiểm tra I, S-4, S-3, S-2 và S-1. Mức I là thích hợp nhất.


Sử dụng bất kỳ phương án S nào cũng dẫn đến tăng độ rủi ro, và chúng không được sử dụng nếu không có sự kiểm tra ban đầu cho thấy rằng độ rủi ro liên kết có thể chấp nhận được. Các chi tiết về độ rủi ro này được đưa ra trong 5.2.2.


5.2.2. Các mức kiểm tra S-4, S-3, S-2 và S-1 có thể được sử dụng khi cần có cỡ mẫu tương đối nhỏ và độ rủi ro về mẫu có thể chấp nhận hoặc phải chấp nhận. Do việc sử dụng các mức đặc biệt này sẽ làm tăng khả năng đưa ra một quyết định sai lầm. Trước tiên là độ rủi ro của khách hàng tăng. Điều này được minh hoạ trong các bảng từ 6 đến 9. Bảng 6 liên quan tới các phương án AQL = 2,5%, bảng 7 với AQL = 4,0%, bảng 8 với AQL = 6,5% và bảng 9 với AQL = 10%.

Mỗi một bảng chứa:


- cỡ mẫu (n) và cỡ lô tương ứng ở các mức kiểm tra riêng rẽ;

- số lượng tối đa của các đơn vị có khuyết tật cho phép có trong mẫu – số chấp nhận (Ac);


- số lượng tối thiểu các đơn vị có khuyết tật quy định trong mẫu để loại bỏ lô hàng – số bác bỏ (Bo);

- chất lượng giới hạn – LQ


Nếu cỡ mẫu nhỏ, LQ cao; nếu cỡ mẫu tăng, LQ giảm ở cùng mức AQL.


Thí dụ trong bảng 6, trong một phương án kiểm tra, cỡ mẫu là 5 và LQ = 45% xuất hiện trong tất cả các mức kiểm tra nhưng chỉ ở mức S-1 có thể kiểm tra mọi cỡ lô.


Ở mức S-4 và các mức kiểm tra I, cỡ mẫu là 5 chỉ được dùng khi cỡ lô không vượt quá 150.


Thực tế là độ rủi ro của khách hàng (đồng thời cả LQ) trở nên nhỏ đi khi cỡ của lô hàng cần kiểm tra tăng lên, đã được chứng minh trên cơ sở kinh tế.


Các phương án kiểm tra trong đó LQ vài lần lớn hơn AQL là không thích hợp cho cả khách hàng lẫn nhà sản xuất. Nếu cần đánh giá một lô hàng có 35 000 đơn vị thì mức kiểm tra I đòi hỏi cỡ mẫu là 125, LQ = 11% (có nghĩa là 95% lô hàng chứa 11% khuyết tật cần phải loại bỏ). S-1 đòi hỏi cỡ mẫu là 5, LQ = 45%. LQ = 45% là quá lớn so với AQL = 2,5% và khái niệm AQL trở nên vô nghĩa. Ngoài ra cỡ mẫu là 5 có thể loại bỏ nhầm quá 10% lô hàng chứa 2,5% khuyết tật.

Việc tăng cỡ mẫu làm tăng cả hai việc bảo vệ khách hàng và phân biệt phương án lấy mẫu, việc phân biệt phương án lấy mẫu tăng là nguyên nhân chính cho mối liên quan của cỡ mẫu tới cỡ lô. Người áp dụng tiêu chuẩn này sẽ tìm ra đầy đủ các đặc trưng thao tác cho mỗi phương án nêu trong ISO 2859; điều này liên quan tới khả năng chấp nhận phần trăm khuyết tật của lô hàng.


6. Báo cáo 


Sự thành công của phương án lấy mẫu này đòi hỏi sự đảm bảo về báo cáo toàn diện các kết quả kiểm tra và phương án sử dụng. Sự trao đổi thông tin giữa hai bên rất có lợi và mỗi bên nên cung cấp thông tin có được cho bên thứ hai khi cần thiết.


7. Lựa chọn các đơn vị 


Lý thuyết lấy mẫu được sử dụng cho các phương án nêu trong ISO 2859 và do đó trong tiêu chuẩn này coi việc lấy mẫu là ngẫu nhiên, điều đó có nghĩa là mỗi đơn vị trong lô hàng phải có cùng khả năng xuất hiện trong mẫu. Phải lấy mẫu một cách ngẫu nhiên. Bất kỳ lúc nào cũng sử dụng quy trình lấy mẫu ngẫu nhiên chính thức theo quy định trong ISO 2859/phụ chú 1, điều 15 (xem phụ lục C). Nếu điều đó không thực hiện được, thì rủi ro liên quan đến các phương án không được thừa nhận. Việc ngẫu nhiên hóa theo quy định không khó thực hiện, mặc dù nó có thể tẻ nhạt và tốn thời gian.


Bảng 1.1 – Mức kiểm tra I – AQL = 2,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 150

Từ 151 đến 500


Từ 501 đến 1200


Từ 1201 đến 3200


Từ 3201 đến 10000


Từ 10001 đến 35000


Từ 35001 đến 150000


Từ 150001 đến 500000


Trên 500 000

		5

20


32


50


80


125


200


315


500

		0

1


2


3


5


7


10


14


21

		1

2


3


4


6


8


11


15


22

		8

32


32


50


80


125


200


315


500

		0

1


1


2


3


5


8


12


18

		1


2


2


3


4


6


9


13


19

		2

8


13


20


32


50


80


125


200

		0

0


1


1


2


3


5


7


10

		1

2


3


4


5


6


8


10


13





Bảng 1.2 – Mức kiểm tra I – AQL = 4,0%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 90


Từ 91 đến 280


Từ 281 đến 500


Từ 501 đến 1200


Từ 1201 đến 3200


Từ 3201 đến 10000


Từ 10001 đến 35000


Từ 35001 đến 150000


Trên 150 000

		3

13


20


32


50


80


125


200


315

		0


1


2


3


5


7


10


14


21

		1

2


3


4


6


8


11


15


22

		5

20


20


32


50


80


125


200


315

		0

1


1


2


3


5


8


12


18

		1

2


2


3


4


6


9


13


19

		2

5


8


13


20


32


50


80


125

		0

0


1


1


2


3


5


7


10

		1

2


3


4


5


6


8


10


13





Bảng 1.3 – Mức kiểm tra I – AQL = 6,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 25


Từ 26 đến 150


Từ 151 đến 280


Từ 281 đến 500


Từ 501 đến 1200


Từ 1201 đến 3200


Từ 3201 đến 10000


Từ 10001 đến 35000


Trên 35 000

		2

8


13


20


32


50


80


125


200

		0

1


2


3


5


7


10


14


21

		1

2


3


4


6


8


11


15


22

		3


13


13


20


32


50


80


125


200

		0

1


1


2


3


5


8


12


18

		1

2


2


3


4


6


9


13


19

		2

3


5


8


13


20


32


50


80

		0

0


1


1


2


3


5


7


10

		1

2


3


4


5


6


8


10


13





Bảng 1.4 – Mức kiểm tra I – AQL = 10%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 90


Từ 91 đến 150

Từ 151 đến 280


Từ 281 đến 500


Từ 501 đến 1200


Từ 1201 đến 3200


Từ 3201 đến 10000


Trên 10 000

		5

8


13


20


32


50


80


125

		1

2


3


5


7


10


14


21

		2

3


4


6


8


11


15


22

		8

8


13


20


32


50


80


125

		1

1


2


3


5


8


12


18

		2

2


3


4


6


9


13


19

		2

3


5


8


13


20


32


50

		0

1


1


2


3


5


7


10

		2

3


4


5


6


8


10


13





Bảng 2.1 – Mức kiểm tra S-4 – AQL = 2,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 150


Từ 151 đến 1200


Từ 1201 đến 10000


Từ 10001 đến 35000


Từ 35001 đến 500000


Trên 500 000

		5

20


32


50


80


125

		0

1


2


3


5


7

		1

2


3


4


6


8

		8

32


32


50


80


125

		0

1


1


2


3


5

		1

2


2


3


4


6

		2

8


13


20


32


50

		0

0


1


1


2


3

		1

2


3


4


5


6





Bảng 2.2 – Mức kiểm tra S-4 – AQL = 4,0%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 90


Từ 91 đến 500


Từ 501 đến 1200

Từ 1201 đến 10000

Từ 10000 đến 35000

Từ 35001 đến 500000

Trên 500 000

		3

13


20


32

50


80


125

		0


1


2


3


5


7


10

		1

2


3


4


6


8


11

		5

20


20


32


50


80


125

		0

1


1


2


3


5


8

		0

2

2


3


4


6


9

		2

5


8


13


20


32


50

		0

0


1


1


2


3


5

		1

2


3


4


5


6


8





Bảng 2.3 – Mức kiểm tra S-4 – AQL = 6,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 25


Từ 26 đến 150


Từ 151 đến 500


Từ 501 đến 1200


Từ 1201 đến 10000


Từ 10001 đến 35000


Từ 35001 đến 500000


Trên 500 000

		2

8


13


20


32


50


80


125

		0

1


2


3


5


7


10


14

		1

2


3


4


6


8


11

15

		3

13


13


20


32


50


80


125

		0

1


1


2


3


5


8


12

		1

2


2


3


4


6


9


13

		2

3


5


8


13


20


32


50

		0

0


1


1


2


3


5


7

		1

2


3


4


5


6


8


10





Bảng 2.4 – Mức kiểm tra S-4 – AQL = 10%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 90


Từ 91 đến 150


Từ 151 đến 500


Từ 501 đến 1200


Từ 1201 đến 10000


Từ 10001 đến 35000


Từ 35001 đến 500000


Trên 500 000

		5

8


13


20


32


50


80


125

		1

2


3


5


7


10


14


21

		2

3


4


6


8


11


15


22

		8

8


13


20


32


50


80


125

		1

1


2


3


5


8


12


18

		2

2


3


4


6


9


13


19

		2

3


5


8


13


20


32


50

		0

1


1


2


3


5


7


10

		2

3


4


5


6


8


10


13





Bảng 3.1 – Mức kiểm tra S-3 – AQL = 2,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 500


Từ 501 đến 35000


Từ 35001 đến 500000


Trên 500 000

		5

20


32


50

		0

1


2


3

		1

2


3


4

		8

32


32


50

		0

1


1


2

		1

2


2


3

		2

8


13


20

		0

0


1


1

		1

2


3


4





Bảng 3.2 – Mức kiểm tra S-3 – AQL = 4,0%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 150


Từ 151 đến 3200


Từ 3201 đến 35000


Từ 35001 đến 500000


Trên 500 000

		3

13


20


32


50

		0

1


2


3


5

		1

2


3


4


6

		5

20


20


32


50

		0

1


1


2


3

		1

2


2


3


4

		2

5


8


13


20

		0

0


1


1


2

		1

2


3


4


5





Bảng 3.3 – Mức kiểm tra S-3 – AQL = 6,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 50


Từ 51 đến 500


Từ 501 đến 3200


Từ 3201 đến 35000


Từ 35001 đến 500000


Trên 500 000

		2


8


13


20


32


50

		0


1


2


3


5


7

		1


2


3


4


6


8

		3

13


13


20


32


50

		0

1


1


2


3


5

		1

2


2


3


4


6

		2

3


5


8


13


20

		0

0


1


1


2


3

		1

2


3


4


5


6





Bảng 3.4 – Mức kiểm tra S-3 – AQL = 10%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 150


Từ 151 đến 500


Từ 501 đến 3200


Từ 3201 đến 35000


Từ 35001 đến 500000


Trên 500 000

		5


8


13


20


32


50

		1


2


3


5


7


10

		2


3


4


6


8


11

		8


8


13


20


32


50

		1


1


2


3


5


8

		2


2


3


4


6


9

		2


3


5


8


13


20

		0


1


1


2


3


5

		2


3


4


5


6


8





Bảng 4.1 – Mức kiểm tra S-2 – AQL = 2,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 35000


Trên 35000

		5


20

		0


1

		1


2

		8


32

		0


1

		1


2

		2


8

		0


0

		1


2





Bảng 4.2 – Mức kiểm tra S-2 – AQL = 4,0%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm





		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 1200


Trên 1200

		3


13

		0


1

		1


2

		5


20

		0


1

		1


2

		2


5

		0


0

		1


2





Bảng 4.3– Mức kiểm tra S-2 – AQL = 6,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 150


Trên 151 đến 35 000


Trên 35000

		2


8


13

		0


1


2

		1


2


3

		3


13


13

		0


1


1

		1


2


2

		2


3


5

		0


0


1

		1


2


3





Bảng 4.4– Mức kiểm tra S-2 – AQL = 10%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 1200


Trên 1201 đến 35 000


Trên 35000

		5

8


13

		1

2


3

		2

3


4

		8

8


13

		1

1


2

		2

2


3

		2

3


5

		0

1


1

		2

3


4





Bảng 5.1– Mức kiểm tra S-1 – AQL = 2,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Tất cả các cỡ lô

		5

		0

		1

		8

		0

		1

		2

		0

		1





Bảng 5.2– Mức kiểm tra S-1 – AQL = 4,0%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 35000


Trên 35000

		3


13

		0


1

		1


2

		5


20

		0


1

		1


2

		2


5

		0


0

		1


2





Bảng 5.3– Mức kiểm tra S-1 – AQL = 6,5%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 500


Trên 500

		2


8

		0


1

		1


2

		3


13

		0


1

		1


2

		2


3

		0


0

		1


2





Bảng 5.4– Mức kiểm tra S-1 – AQL = 10%


		Cỡ lô hàng

		Kiểm tra thường

		Kiểm tra ngặt

		Kiểm tra giảm



		

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re

		n

		Ac

		Re



		Đến 35000


Trên 35000

		5


8

		1


2

		2


3

		8


8

		1


1

		2


2

		2


3

		0


1

		2


3





Chú thích (Các bảng từ bảng 1 đến bảng 5) – Khi sử dụng phương pháp kiểm tra giảm, nếu số chấp nhận vượt quá nhưng số bị bác bỏ không đạt, lô hàng được chấp nhận nhưng phải chuyển sang loại kiểm tra thường.


Bảng 6 – Các phương án lấy mẫu một lần ở mức AQL = 2,5%


		n

		Ac

		Re

		LQ

		Cỡ lô (các đơn vị) ở các mức kiểm tra cho thấy



		

		

		

		

		S-1

		S-2

		S-3

		S-4

		I



		5


20


32


50


80


125


200


315


500

		0


1


2


3


5


7


10


14


21

		1


2


3


4


6


8


11


15


22

		45


22


18


15


13


11


8,5


7,0


6,1

		Tất cả các cỡ 

		Đến 35000


Trên 35000

		Đến 500

501 đến 35000


35001 đến 500000


Trên 500000

		Đến 150

151 đến 1200


1201 đến 10000


10001 đến 35000


35001 đến 500000


Trên 500000

		Đến 150

151 đến 500

501 đến 1200


1201 đến 3200


3201 đến 10000


10001 đến 35000


35001 đến 150000


150001 đến 500000


Trên 500000





Bảng 7 – Các phương án lấy mẫu một lần ở mức AQL = 4,0%


		n

		Ac

		Re

		LQ

		Cỡ lô (các đơn vị) ở các mức kiểm tra cho thấy



		

		

		

		

		S-1

		S-2

		S-3

		S-4

		I



		3


13


20


32


50


80


125


200


315

		0


1


2


3


5


7


10


14


21

		1


2


3


4


6


8


11


15


22

		63


32


28


23


20


16


14


11


9,6

		Đến 35000


Trên 35000

		Đến 1200


Trên 1200

		Đến 150


151 đến 3200


3201 đến 35000


35001 đến 500000


Trên 500000

		Đến 90


91 đến 500


501 đến 1200


1201 đến 10000


10001 đến 35000


35000 đến 500000


Trên 500000

		Đến 90

91 đến 280


281 đến 500


501 đến 1200


1201 đến 3200


3201 đến 10000


10001 đến 35000


35001 đến 150000


Trên 150000





Bảng 8 – Các phương án lấy mẫu một lần ở mức AQL = 6,5%


		n

		Ac

		Re

		LQ

		Cỡ lô (các đơn vị) ở các mức kiểm tra cho thấy



		

		

		

		

		S-1

		S-2

		S-3

		S-4

		I



		2


8


13


20


32


50


80


125


200

		0


1


2


4


5


7


10


14


21

		1


2


3


5


6


8


11


15


22

		78


47


41


34


30


25


20


18


15

		Đến 500


Trên 500

		Đến 150


151 đến 35000


Trên 35000

		Đến 50


51 đến 500


501 đến 3200


3201 đến 35000


35001 đến 500000


Trên 500000

		Đến 25

26 đến 150


151 đến 500


501 đến 1200


1201 đến 10000


10001 đến 35000


35001 đến 500000


Trên 500000

		Đến 25

26 đến 150


151 đến 280

281 đến 500


501 đến 1200


1201 đến 3200

3201 đến 10000


10001 đến 35000


Trên 35000





Bảng 9 – Các phương án lấy mẫu một lần ở mức AQL = 10%


		n

		Ac

		Re

		LQ

		Cỡ lô (các đơn vị) ở các mức kiểm tra cho thấy



		

		

		

		

		S-1

		S-2

		S-3

		S-4

		I



		5


8


13


20


32


50


80


125

		1


2


3


5


7


10


14


21

		2


3


4


6


8


11


15


22

		66


60


50


46


37


32


26


24

		Đến 35000


Trên 35000

		Đến 1200


1201 đến 35000


Trên 35000

		Đến 150


151 đến 500


501 đến 3200


3201 đến 35000


35001 đến 500000


Trên 500000

		Đến 90


91 đến 150


151 đến 500


501 đến 1200


1201 đến 10000


10001 đến 35000


35001 đến 500000


Trên 500000

		Đến 90


91 đến 150


151 đến 280


281 đến 500


501 đến 1200


1201 đến 3200


3201 đến 10000


Trên 10000





PHỤ LỤC A

(Quy định)

THUYẾT THỐNG KÊ 


A.1. Các phương án lấy mẫu trong tiêu chuẩn 2859 đưa ra các phương án này, hoặc dựa trên lý thuyết Poisson hoặc thuyết nhị phân


Thuyết nhị phân được sử dụng đối với các cỡ mẫu nhỏ hơn, và thuyết Poisson được sử dụng đối với các trường hợp khi việc phân phối xấp xỉ thuyết nhị phân. Chi tiết hơn được nêu trong điều 11.1 của ISO 2859.


A.2. Chỉ cần phải thỏa mãn hai yêu cầu để sử dụng lý thuyết lấy mẫu. Thứ nhất, theo định nghĩa một sản phẩm chỉ có thể là “tốt” hoặc “khuyết tật”. Thứ hai, phải lấy mẫu ngẫu nhiên theo quy định trong điều 7 của ISO 2859. Không cần thiết phải tự phân bố các khuyết tật trong lô hàng.


PHỤ LỤC B


(Quy định)

CÁC KHUYẾT TẬT TRẦM TRỌNG


Các khuyết tật trầm trọng là một loại đặc biệt. Không thể chọn bất kỳ một giá trị phần trăm nào đối với các khuyết tật loại này và nói rằng “tỷ lệ phần trăm sản phẩm khuyết tật này là có thể châm chước được”.


Giải pháp chung được chấp nhận, khi kiểm tra không phá hủy phải đưa ra được các điểm giới hạn cần kiểm tra bằng cách dùng một cỡ mẫu bằng với cỡ lô và số chấp nhận là zero. Đó là kiểm tra 100%, nhưng cần nhận thức rằng đó không phải là kiểu phân loại 100% thông thường. Ở đây không nhằm ý đồ phân loại sản phẩm ra thành các hạng tốt và xấu, mà nhằm kiểm tra để không có các sản phẩm xấu. Nếu như tìm ra được một sản phẩm khuyết tật trầm trọng, thì không chỉ đơn thuần là loại bỏ và lại tiếp tục kiểm tra, mà điều đó có nghĩa là toàn bộ lô này sẽ bị loại bỏ [cho dù việc loại bỏ không có nghĩa cần thiết phải bỏ - xem điều 1, ISO 2859/phụ chú 1].


Bất cứ khi nào có thể cũng phải dùng dây chuyền sản xuất lại để phát hiện khuyết tật đó đã phát sinh như thế nào và đưa ra các phương pháp ngăn ngừa một sự cố khác. Lý do của việc làm này là cố gắng ngăn ngừa việc sản xuất ra các sản phẩm có khuyết tật trầm trọng và để tránh gây ấn tượng cho người sản xuất. Thậm chí một kiểm tra viên tốt nhất thỉnh thoảng cũng có thể nhầm lẫn, do đó chỉ bằng cách ngăn chặn các sản phẩm khuyết tật trầm trọng từ trước, mới có thể đảm bảo rằng không có sản phẩm nào như vậy tới tay người tiêu dùng.

Nếu ta nghĩ rằng bất kỳ khuyết tật trầm trọng nào đó không chứng thực quy trình đó, thì vẫn tiến hành xem xét nghiêm chỉnh hơn để phân loại lại nó như là một khuyết tật nặng. Các khuyết tật trầm trọng thật sự phải là trầm trọng, thì không phải là quá khó.


Theo định nghĩa về khuyết tật trầm trọng trong ISO 2859, sự phân loại này cần áp dụng đối với một khuyết tật dường như gây ra nguy hiểm hoặc không an toàn cho việc sử dụng, bảo quản hoặc có liên quan đến sản phẩm.


Việc dùng cụm từ “dường như” là rất quan trọng. Đôi khi người ta có xu hướng thay thế các từ này bằng “có thể có khả năng” và từ đó phân loại mọi thứ là trầm trọng, vì người ta luôn luôn có thể làm nên một chuyện, trong đó có một vài điều bình thường ở đầu đã dẫn tới thảm họa ở kết cục.


Nếu như cách tiếp cận này được chấp nhận, kết quả chính sẽ là làm giảm việc phân loại cấp trầm trọng, và các mức trầm trọng thực sẽ có thể không bị xử lý nghiêm đúng mức.


Việc phân cấp trầm trọng cũng có giá trị đối với một khuyết tật “dường như” để ngăn ngừa việc thực hiện một chức năng thực tế của một đầu mút “chính yếu”. Các từ trong ngoặc kép trên đây cũng lại rất quan trọng nếu như cách phân cấp trầm trọng không bị giảm nhẹ.

Khi chỉ cần kiểm tra duy nhất đối với các khuyết tật trầm trọng là kiểm tra phá hủy, việc tìm cách ngăn chặn chúng để không cho sản xuất ra thậm chí còn quan trọng hơn. Trong trường hợp này, chúng ta không thể có được 1 mẫu là 100% của lô, và cần phải quyết định: mẫu nào cần được lấy để kiểm tra các khuyết tật trầm trọng. Điều này có thể làm được bằng cách sử dụng một công thức đơn giản theo phần trăm khuyết tật, nếu như có thì hy vọng là phần lớn số tìm được có ít nhất 1 sản phẩm khuyết tật trong mẫu, theo cỡ mẫu và độ rủi ro đã chọn để không bỏ sót việc tìm ra sản phẩm khuyết tật.


Công thức như sau


		Cỡ mẫu =

		1 hệ số phụ thuộc vào độ rủi ro



		

		% sản phẩm khuyết tật hy vọng phát hiện, nếu có





Hệ số trong tử số của công thức này, tùy thuộc vào độ rủi ro của việc không phát hiện ra sản phẩm khuyết tật có trong mẫu, được cho như sau:

		Độ rủi ro 

		Hệ số 1)



		1 trong 10 

		230,26



		1 trong 100

		460,52



		1 trong 1 000

		690,78



		1 trong 10 000

		921,04



		1 trong 100 000

		1 151,30



		1 trong 1 000 000

		1 381,56





1) Hệ số của các giá trị rủi ro khác, nếu cần, có thể được tính toán là 230,26 |log10( eq \f(1,Độ rủi ro) )|

Như ta thấy, qua công thức trên, cỡ mẫu thường không phải là một số nguyên. Tốt nhất ta nên làm tròn lên số nguyên cao hơn liền kề, hơn là làm tròn tới số nguyên gần nhất.


Số chấp nhận trong trường hợp này, dĩ nhiên, luôn luôn là zero.


Công thức trên chỉ chính xác cho các giá trị nhỏ của phần trăm sản phẩm khuyết tật, nghĩa là không lớn 10, nhưng điều này không phải không có lợi, không thể xem xét các giá trị cao phần trăm sản phẩm khuyết tật về các khuyết tật trầm trọng bằng bất cứ cách nào.


Nếu công thức trên được sử dụng, thí dụ, đối với 20% hoặc 50% sản phẩm khuyết tật, thì cần dự tính cỡ mẫu lớn hơn.

Thí dụ: Đối với 1 sản phẩm nhất định, kiểm tra các khuyết tật trầm trọng bằng phương pháp phá hủy và điều đó quyết định rằng nếu 1 lô có chứa khoảng 2% sản phẩm có khuyết tật trầm trọng, độ rủi ro chỉ là 1/10000 cần được lấy để khỏi bỏ sót sản phẩm có khuyết tật trong mẫu đó.


Cỡ mẫu đó là = 
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,


460


2


04


,


921


=




Phương án lấy mẫu cho khuyết tật trầm trọng sẽ là:


Cỡ mẫu: 461


Số chấp nhận: 0 sản phẩm khuyết tật 


Số bác bỏ: 1 sản phẩm khuyết tật


Một phương án khác đối với khuyết tật trầm trọng, trong đó khuyết tật là thứ đo được hơn là một dấu hiệu loại trừ thuần túy, đó là lấy mẫu với một giới hạn an toàn. Khi đó, nếu lực bẻ gẫy cho phép tối thiểu đối với thành phần nào đó là 2 000 kg, có thể thay cho việc lấy giới hạn là 2 000 kg và khuyết tật trầm trọng, ta lấy: giới hạn là 2 500 kg và khuyết tật là loại khuyết tật nặng. Chính nơi cần đặt các giới hạn và phương án nào cho phép phụ thuộc vào kiến thức đã biết về lượng biến thiên thấy được trong sức bền của các thành phần đang xem xét. Khi có thể tiếp cận bằng cách này có thể cho kết quả tốt đẹp cho các bên liên quan hơn là việc tìm kiếm các sản phẩm khuyết tật trầm trọng (và hy vọng rằng chúng không tồn tại).


PHỤ LỤC C


(Tham khảo)


CÁCH LẤY MẪU THỬ


Trong việc lấy mẫu chấp nhận, lô hàng được đánh giá dựa trên chất lượng của mẫu. Nếu đó là một quy trình hợp lý, thì điều quan trọng là mẫu thử phải là mẫu đại diện của lô đó, và không được là mẫu sai trong bất kỳ cách thức nào. Có một vài kiểm tra viên tự phụ về năng lực của mình, được giao một lô hàng để lấy mẫu thử, đã chọn ra tất cả các sản phẩm xấu. Nếu như mục đích là để chứng minh rằng có một vài sản phẩm xấu, hoặc để cải thiện lô đó bằng cách loại bỏ các sản phẩm xấu tìm thấy, thì năng lực này sẽ là một đặc tính tốt. Nhưng đấy không phải là điều cần thiết. Để có đánh giá đúng đắn về chất lượng của lô hàng đó thì mẫu thử phải có cùng chất lượng như lô hàng – không tốt hơn cũng không xấu hơn.


Không có cách nào để đảm bảo rằng mẫu thử có cùng mức chất lượng như của lô hàng, trừ khi ta đã được biết trước về chất lượng lô hàng đó, trong trường hợp này sẽ không cần lấy ra một mẫu thử để đánh giá. Tuy nhiên, vẫn có các phương pháp lấy mẫu đưa đến các mẫu không sai theo nghĩa đó, cho dù một vài mẫu thử sẽ xấu hơn và một vài mẫu khác sẽ tốt hơn lô của chúng, tính trung bình chúng sẽ là vừa phải, và chỉ có độ biến thiên không tránh khỏi của việc lấy mẫu sẽ dẫn tới sự không nhất quán. Hơn nữa, các phương pháp này cho phép người ta tính toán độ biến thiên của mẫu thử liên quan tới chất lượng của lô hàng, và dựa trên các tính toán này mà vẽ ra đường cong đặc trưng.

Một phương pháp như thế chính là phương án lấy mẫu ngẫu nhiên đơn giản: tất cả các mẫu thử có thể theo cỡ mẫu cần thiết, đều có một xác suất bằng với mẫu thử được lấy ra. Các bảng mô tả các phương án lấy mẫu giả định rằng các mẫu thử (mẫu đơn, mẫu kép hay nhiều lần) được lấy ra theo phương pháp này. Điều rất quan trọng là, đây chính là trường hợp thực tế.


Ví dụ: Cho cỡ lô là 4 và cỡ mẫu là 2. Nếu mỗi đơn vị trong lô đó được gọi tên theo vần chữ cái alphabet. Lô này sẽ gồm có 4 đơn vị A, B, C và D. Sẽ có 6 cách có thể tạo ra cỡ mẫu là 2.

Đó là: A và B


hoặc A và C


hoặc A và D


hoặc B và C


hoặc B và D


hoặc C và D

và trong phương án lấy mẫu ngẫu nhiên đơn giản, mỗi một số trong 6 khả năng trên phải có một xác suất như nhau. Trong trường hợp đặc biệt này, cần gieo một quân xúc xắc 6 mặt thông thường để chọn A và B nếu quân xúc xắc cho một chấm, A và C nếu là 2 chấm v.v…

Trong ví dụ vừa cho, vấn đề trong phương án lấy mẫu ngẫu nhiên đơn giản đã được giải quyết tương đối dễ dàng, khi các con số liên quan đã được chọn một cách có tính toán là rất nhỏ, dẫn tới việc chỉ có 6 khả năng đối với mẫu thử. Nhưng rõ ràng là số các khả năng sẽ tăng lên rất nhanh khi cỡ lô và cỡ mẫu tăng lên. Thí dụ, đối với một mẫu thử gồm 5 đơn vị, lấy ra từ 1 lô gồm 20 đơn vị, sẽ có 15504 khả năng; đối với một mẫu gồm 7 đơn vị lấy ra từ 1 lô gồm 30 đơn vị khác, sẽ có trên 2 triệu khả năng; đối với một mẫu gồm 10 từ một lô gồm 50 đơn vị sẽ có trên 10.000 triệu khả năng, và các trường hợp trên vẫn là các cỡ mẫu và cỡ lô khá nhỏ. Từ đó, rõ ràng là phương án lấy mẫu ngẫu nhiên đơn giản, với các cỡ lô và cỡ mẫu như thường sử dụng trong thực tế, sẽ không dễ dàng, nhưng cần tiến hành thử để tạo ra được một sự lựa chọn gần ngẫu nhiên tới mức có thể được.

Một yêu cầu thực sự thiết yếu là cần có một lô nguyên vẹn để cho kiểm tra viên lấy ra mẫu thử. Đã có những trường hợp, người sản xuất đưa cho kiểm tra viên một mẫu thử hoàn chỉnh trong khi giấu đi số còn lại của lô, và thậm chí có các trường hợp nhà sản xuất đưa ra một mẫu thử khi số sản phẩm trong cỡ mẫu được thiết lập, và thông báo với người kiểm tra viên rằng phần còn lại của lô sẽ không được sản xuất ra cho đến khi biết được các kết quả thử. Rõ ràng là, trong các trường hợp như thế, không có lý để cho rằng mẫu thử là đại diện của lô dưới bất cứ nghĩa nào, và không có lô nào cần được đánh giá trên cơ sở một mẫu như vậy.

Cần nói rõ là, điều này không ngăn cản việc giao một mẫu thử là bán thành phẩm. Hoàn toàn bình thường và hợp lý đối với người sản xuất khi giao nộp, hoặc được yêu cầu giao nộp một mẫu thử trước khi bắt đầu quá trình sản xuất lớn, để được chấp thuận các sản phẩm mà họ dự kiến sản xuất. Ở đây không giống như khi giao nộp một mẫu để chấp nhận hay bác bỏ lô hàng.


Đôi khi, có thể gán cho mỗi sản phẩm trong lô đó một chữ số, hoặc trực tiếp viết lên sản phẩm hoặc bên cạnh, hoặc gián tiếp bởi một phương thức nào đó như ghi chú rằng “Mẫu vật số 124” nghĩa là “hàng thứ nhất, hộp thứ hai, mẫu vật thứ 4 bên trong hộp”. Nếu điều này có thể làm được thì có khả năng lấy ra một mẫu ngẫu nhiên bằng cách sử dụng 1 bảng các số ngẫu nhiên. Xem ví dụ bảng 10.


Thí dụ: một cỡ mẫu gồm 8 đơn vị được lấy ra từ một lô gồm 5 000 đơn vị. Các đơn vị trong lô đó được dán nhãn có các chữ số từ 1 đến 5000, và bắt đầu từ dòng đầu (đỉnh) của cột thứ nhất của bảng 10. Các đơn vị được rút ra để tạo mẫu là các số 110, 4148, 2403, 1828, 2267, 2985, 4313 và 4691 (các số 5327, 5373, 9244 v.v… được lờ đi vì tương ứng với các đơn vị sẽ không có trong lô đó).

Có ba điểm cần lưu ý khi sử dụng bảng lấy mẫu ngẫu nhiên:


a) Việc bắt đầu từ đầu của cột thứ nhất không phải lúc nào cũng đúng. Đối với mỗi mẫu thử được lấy ra, cách tiến hành tốt nhất là bắt đầu từ chỗ mà mẫu trước đó đã kết thúc và từ đó làm theo bảng;


b) có thể cho phép, bằng cách thực hiện thông qua bảng, trở lại nơi bắt đầu và tiến hành xuyên lại, nhưng tốt hơn là, nếu có thể - thực hiện qua 1 bảng mới hơn là lặp lại cái cũ.


c) không cần thiết đọc các con số có 4 chữ số. Nếu cỡ lô là 1000 hoặc ít hơn, thì 3 chữ số đầu tiên sẽ là phù hợp, và sẽ được đọc là 11, 532, 537, v.v…. Đôi khi, chỉ 2 chữ số cũng đủ, khi khác lại cần nhiều hơn 4. Có thể kết hợp nhiều hoặc ít như mong muốn.


Việc sử dụng các con số ngẫu nhiên không có gì là khó khăn miễn là các đơn vị có thể đánh số được, nhưng người ta lại thường cho rằng việc sử dụng chúng chẳng đáng bận tâm, và một mẫu ngẫu nhiên trực giác là mẫu tốt. Trong nhiều trường hợp có thể là như vậy, nhưng thông thường mẫu ngẫu nhiên trực giác lại xa với ngẫu nhiên thực tế. Thí dụ, một người đang tiến hành lấy ra các đơn vị mẫu – được coi là ngẫu nhiên, trong một hộp sẽ luôn luôn lấy ra quá nhiều từ giữa hộp, và các góc sẽ không được đại diện một cách xứng đáng. Khi nhận ra rằng họ đang lấy quá ít từ các góc, họ thường bắt đầu quay ra lấy quá nhiều từ các góc đó. Tính ngẫu nhiên đơn giản của việc đem đến mỗi tổ hợp một xác suất như nhau thì rất khó, và mối quan tâm đặc biệt từ việc sử dụng các số ngẫu nhiên.

Phải công nhận rằng, không phải luôn luôn dễ dàng sử dụng các số ngẫu nhiên. Nếu lô hàng bao gồm một hộp lớn gồm có nhiều đơn vị nhỏ, có thể hoàn toàn không thực tế khi cho mỗi một đơn vị này một chữ số. Trong các trường hợp như vậy, cách lấy mẫu ngẫu nhiên trực giác là có khả năng, nhưng nếu trực giác được cải thiện bởi kiến thức về điều này sẽ giúp thu nhập được các kết quả tốt hơn.

Ta biết rằng mỗi tổ hợp có thể cần phải có một xác suất như nhau để các đơn vị mẫu được lấy ra khỏi hộp là đồng nhất sẵn trước khi mẫu được lấy ra, và cũng để cho không quan tâm tới chất lượng vẻ ngoài của các đơn vị mẫu. Cần phải lựa chọn một cách ngẫu nhiên các đơn vị có vẻ ngoài tốt hay xấu.


Có một cách cho phép lấy mẫu ngẫu nhiên đơn giản, khi thích hợp và có thể sử dụng dù các số ngẫu nhiên có được sử dụng hay không.

Cách này đã được biết dưới tên “Lấy mẫu phân vùng” (1). Nó thích hợp bất cứ khi nào một lô có thể xẻ thành các lô nhỏ theo tiêu chuẩn logic nào đó. Cần nhớ rằng tiêu chuẩn này phải là một tiêu chuẩn logic; việc xẻ ra các lô nhỏ theo ngẫu nhiên là không thể được. Mẫu được lấy ra bằng cách lấy một mẫu nhỏ từ mỗi một lô nhỏ tỷ lệ theo cỡ của lô nhỏ đó. Các mẫu nhỏ này cần được lấy ra một cách ngẫu nhiên trong phạm vi lô nhỏ đó (sử dụng số ngẫu nhiên, nếu có thể được), và cuối cùng các mẫu nhỏ được tập hợp lại để tạo nên mẫu đầy đủ trước khi kiểm tra. Tuy nhiên, xem điều 28 (ISO 2859/phụ chú 1) cảnh báo về những khó khăn có thể nảy sinh nếu trộn lẫn 2 hoặc nhiều hơn nguồn cấp.


Thí dụ: Một mẫu gồm 125 đơn vị lấy ra từ một lô được phân thành 2 hộp, mỗi hộp chứa 1/2 lô. Người ta quyết định tạo ra mỗi hộp một lô nhỏ. Một mẫu gồm 62 đơn vị lấy ra từ 1 hộp, và một mẫu gồm 63 đơn vị từ hộp kia, 2 mẫu này được tập hợp để hình thành nên mẫu cần thiết gồm 125 đơn vị. (Hộp cung cấp thêm 1 đơn vị phụ tốt hơn nên chọn ngẫu nhiên).

Nếu, thay vì mỗi hộp chứa nửa lô là một hộp chứa 2/3 và hộp kia chứa 1/3; từ đó 83 đơn vị được lấy ra từ hộp thứ nhất và 42 đơn vị từ hộp thứ hai, là các số nguyên gần nhất với 2/3 và 1/3 của 125.


Khi sử dụng phương án lấy mẫu 2 lần hoặc nhiều lần, tiện cho việc thỉnh thoảng lấy ra mẫu thứ nhất ngẫu nhiên và kiểm tra nó, sau đó lấy mẫu thứ hai nếu cần và cứ thế tiếp tục.


Trong trường hợp này, các kỹ thuật lấy mẫu ngẫu nhiên đã được mô tả ở trên, và không có khó khăn đặc biệt nào. Nhưng thỉnh thoảng, để tiện hơn, lấy ngay lượng mẫu tối đa có thể cần đến và chia nó thành mẫu thứ nhất, mẫu thứ hai, v.v… trước khi tiến hành kiểm tra. Trong trường hợp này, điều quan trọng nhất là, ngoài cách lấy mẫu ngẫu nhiên từ lô hàng để tạo nên mẫu tối đa, thứ nhất, thứ hai, v.v… là các mẫu sẽ được lấy ra ngẫu nhiên từ mẫu tối đa. Điều đặc biệt quan trọng là phải ghi nhớ điểm này, là dùng cách “Lấy mẫu phân vùng” được dùng; có thể hoàn toàn sai khi lấy tất cả các mẫu thứ nhất từ cùng một lô hàng nhỏ.


Bảng 10 (phần 1) – Các số lấy mẫu ngẫu nhiên
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TCVN 6402 : 1998 

SỮA VÀ SẢN PHẨM SỮA – PHÁT HIỆN SALMONELLA (PHƯƠNG PHÁP CHUẨN)
Milk and milk products – Detection of Salmonella (Reference method)


1. Phạm vi áp dụng 


Tiêu chuẩn này mô tả phương pháp phát hiện Salmonella trong sữa và sản phẩm sữa 

Cảnh báo – Phải tuân thủ các lưu ý về an toàn quy định trong điều 4. 

2. Định nghĩa 


Áp dụng định nghĩa sau đây trong tiêu chuẩn này:


2.1. Salmonella là các vi sinh vật tạo nên các khuẩn lạc đặc trưng trên môi trường đặc chọn lọc và khi tiến hành thử theo tiêu chuẩn này thì cho thấy các đặc tính sinh hóa và huyết thanh đã được mô tả.


2.2. Phát hiện Salmonella và việc xác định sự có mặt hay không của loại vi sinh vật này trong một khối lượng hay một thể tích cụ thể, khi tiến hành thử theo tiêu chuẩn này.


3. Nguyên tắc 


3.1. Khái quát 


Việc phát hiện Salmonella cần thực hiện bốn giai đoạn liên tục theo mô tả trong các điều từ 3.2 đến 3.5.


Chú thích – Xem thêm sơ đồ tiến hành thử trong phụ lục A.

3.2. Tiền tăng sinh trong môi trường lỏng 


Cấy phần mẫu thử vào môi trường tiền tăng sinh thích hợp và nuôi ấm ở 370C từ 16h đến 20h.


3.3. Tăng sinh trong môi trường lỏng chọn lọc


Cấy dịch cấy thu được (xem 3.1) vào môi trường tetrathionat và môi trường selenit xystin và nuôi môi trường tetrathionat ở 430C và môi trường selenit xystin ở 370C trong hai giai đoạn từ 18h đến 24h.

3.4. Ria cấy lên đĩa và nhận dạng  


Từ các dịch cấy thu được (3.2), cấy hai môi trường đặc chọn lọc.


Nuôi hai môi trường đặc chọn lọc này ở 370C và kiểm tra sau 20h đến 24h và, nếu cần, sau 40h đến 48h kiểm tra sự có mặt của các khuẩn lạc được coi là Salmonella theo các đặc tính của chúng.

3.5. Khẳng định 


Các khuẩn lạc được coi là Salmonella sẽ được cấy truyền tiếp và khẳng định qua các thử nghiệm sinh hóa và huyết thanh học.

4. Lưu ý về an toàn 


4.1. Quy trình quy định trong tiêu chuẩn này chỉ được tiến hành trong các phòng thí nghiệm có các điều kiện thích hợp và đặt dưới sự kiểm soát của chuyên gia về vi sinh vật.


4.2. Các quy trình này không được tiến hành trong các phòng thí nghiệm kiểm tra chất lượng, hay trong các cơ sở sản xuất hoặc chế biến thực phẩm, nơi có nguy cơ nhiễm bẩn từ môi trường.


4.3. Phải luôn thực hiện đầy đủ các chú ý về vi khuẩn học trong suốt quá trình tiến hành qui trình. Phải đặc biệt chú ý tới việc khử trùng các trang bị đã sử dụng và môi trường sau khi kiểm tra các mẫu còn nghi ngờ và trước khi loại bỏ hay tái sử dụng.


5. Môi trường nuôi cấy, thuốc thử và huyết thanh 


5.1. Nguyên liệu chính 


Để làm tăng độ tái lập của kết quả, nên sử dụng các thành phần chính khô, hoặc các môi trường hoàn chỉnh khô để chuẩn bị các môi trường nuôi cấy. Cần tuân thủ nghiêm ngặt các hướng dẫn của nhà sản xuất khi chuẩn bị môi trường nuôi cấy.


Các hóa phẩm sử dụng để chuẩn bị môi trường nuôi cấy phải là loại phân tích.


Nước sử dụng phải là nước cất hoặc nước đã khử ion, không chứa các chất có thể ức chế sự sinh trưởng của các vi sinh vật trong các điều kiện thử nghiệm.

Đo pH bằng pH mét.


Nếu môi trường nuôi cấy và thuốc thử chưa sử dụng ngay thì phải bảo quản chỗ tối và ở nhiệt độ từ 00C đến 50C nhưng không quá 1 tháng và trong các điều kiện không làm biến đổi thành phần của chúng, trừ khi có quy định khác.

5.2. Môi trường và thuốc thử 


5.2.1. Môi trường tiền tăng sinh: nước đệm pepton


Thành phần 

Pepton:
10,0 g 


Natri clorua: 
5,0 g 


Dinatri hidrooctophophat ngậm 12 phân tử nước (Na2HPO4.12H2O): 
9,0 g


Kali hidrooctophophat (KH2PO4):
1,5 g

Nước: 
1 000 ml 


Chuẩn bị: 


Hòa tan các thành phần trong nước bằng cách đun sôi.

Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0 ± 0,1 ở 250C. Khử trùng môi trường này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.

Phân phối môi trường này một cách vô trùng vào các bình thí nghiệm vô trùng có dung tích thích hợp để có được các phần mẫu thử cần thiết cho thử nghiệm.

5.2.2. Môi trường tăng sinh chọn lọc thứ nhất: môi trường tetrathionat (Muller - Kauffmann)

5.2.2.1. Môi trường cơ bản 

Thành phần: 

Cao thịt: 
5,0 g

Pepton: 
10,0 g 

Natri clorua: 
3,0 g 

Canxi cacbonat: 
45,0 g 

Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị: 


Thêm các thành phần cơ bản khô hoặc phần cơ bản hoàn chỉnh khô trong nước và đun sôi cho đến khi hòa tan hết các thành phần có thể tan được. 


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C. 


Khử trừng phần cơ bản này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.2.2. Dung dịch natri thiosunfat

Thành phần


Natri thiosunfat ngậm 5 phân tử nước (Na2S2O3.5H2O): 
50,0 g 


Nước: 
100 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan natri thiosunfat trong một phần thể tích nước.


Pha loãng bằng nước đến 1 000 ml. 

Khử trùng dung dịch này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.2.3. Dung dịch iodua 

Thành phần


Iốt: 
20,0 g

Kali iodua: 
25,0 g


Nước: 
100 ml 


Chuẩn bị


Hòa tan kali iôdua trong một lượng nước tối thiểu và thêm iốt.

Lắc cho đến khi hòa tan hoàn toàn.


Pha loãng đến 100 ml.


Bảo quản dung dịch này trong chai sẫm màu có nút chặt.


5.2.2.4. Dung dịch xanh brillant 


Thành phần


Xanh brilliant (xem phụ lục B): 
0,5 g (xấp xỉ)

Nước: 
100 ml 

Chuẩn bị 


Pha xanh brilliant vào nước.


Bảo quản dung dịch này ít nhất là 1 ngày trong chỗ tối để quá trình tự khử trùng xảy ra.


5.2.2.5. Dung dịch mật bò


Thành phần


Mật bò khô: 
10,0 g

Nước: 
100 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan mật bò khô trong nước bằng cách đun sôi.

Khử trùng dung dịch này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.2.6. Môi trường hoàn chỉnh 

Thành phần


Môi trường cơ bản: 
900 ml 

Dung dịch natri thiosunfat: 
100 ml 


Dung dịch iôdua: 
20 ml 

Dung dịch xanh brilliant: 
2 ml 


Dung dịch mật bò: 
50 ml 


Chuẩn bị 


Cho các thành phần khác vào môi trường cơ bản theo thứ tự các thành phần trên, trong điều kiện vô trùng.


Sau mỗi lần thêm phải lắc đều các chất lỏng.


Phân phối môi trường này một cách vô trùng vào các bình thí nghiệm vô trùng có dung dịch thích hợp để có được các phần mẫu thử cần thiết cho thử nghiệm.


Môi trường hoàn chỉnh này chỉ sử dụng trong vòng một tuần.


5.2.3. Môi trường tăng sinh chọn lọc thứ hai: môi trường selenit xystin


Cảnh báo – Phải đặc biệt thận trọng khi sử dụng dung dịch selenit do độc tính tiềm ẩn của chúng. Trong mọi tình huống không được hút bằng miệng.


5.2.3.1. Môi trường cơ bản 


Thành phần


Tripton: 
5,0 g


Lactoza: 
4,0 g

Dinatri hidrooctophophat ngậm 12 phân tử nước (Na2HPO4.12H2O):
10,0 g 

Natri hidroselenit: 
4,0 g 


Nước: 
1 000 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan ba thành phần đầu tiên trong nước bằng cách đun sôi 5 phút. Sau khi để nguội cho thêm natri hidroselenit. 

Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C.


Không hấp áp lực.


5.2.3.2. Dung dịch L-xystin 


Thành phần


L-xystin: 
0,1 g 


Dung dịch 40g/l natri hidroxit: 
15 ml 


Nước: 
85 ml 

Chuẩn bị 


Hòa tan L-xystin trong dung dịch natri hidroxit. Pha loãng bằng nước đã khử trùng cho tới 100 ml trong một bình thí nghiệm vô trùng.


Không hấp áp lực.

5.2.3.3. Môi trường hoàn chỉnh 


Thành phần


Môi trường cơ bản: 
1 000 ml

Dung dịch L-xystin:
10 ml 


Chuẩn bị 


Làm nguội môi trường cơ bản và thêm dung dịch L-xystin một cách vô trùng. 


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C.


Không hấp áp lực.


Phân phối môi trường này một cách vô trùng vào các bình thí nghiệm vô trùng có dung tích thích hợp để có được các phần mẫu thử cần thiết cho thử nghiệm.


Chuẩn bị môi trường hoàn chỉnh này trong ngày sử dụng.


5.2.4. Môi trường đặc chọn lọc thứ nhất: Thạch sunfit bismut 

Thành phần


Pepton: 
10,0 g 

Cao thịt bò: 
5,0 g


Glucoza: 
5,0 g 


Dinatri hidrooctophophat ngậm 12 phân tử nước (Na2HPO4.12H2O):
4,0 g 


Sắt (II) sunfat: 
0,3 g


Amoni xitrat bismut: 
1,85 g


Natri sunfit: 
6,15 g 

Thạch: 
từ 15 g đến 25 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)

Xanh brilliant (Xem phụ lục B)
0,025 g 


Nước 
1 000 ml 

Chuẩn bị 


Hòa tan các thành phần trong nước bằng cách đun sôi khoảng 1 phút.

Chỉnh pH đến 7,7±0,1.


Làm nguội đến khoảng 450C đến 500C, khuấy nhẹ các hạt lơ lửng.

Không hấp áp lực.


Chuyển môi trường này theo các lượng 20 ml vào các đĩa Petri vô trùng và để yên cho đông đặc lại.


Ngay trước khi sử dụng, sấy thật khô các đĩa, tốt nhất là mở nắp và để úp bề mặt của thạch xuống dưới, trong tủ sấy hoặc tủ ấm (6.2) đã chỉnh ở 500C±50C trong 30 phút.

Chú thích – Các đĩa này mất tính chọn lọc sau 72h.

5.2.5. Môi trường đặc chọn lọc thứ hai 

5.2.5.1. Khái quát: Môi trường đặc chọn lọc thứ hai phải là một trong các môi trường quy định trong các điều từ 5.2.5.2 đến 5.2.5.4, hoặc do thử nghiệm viên chọn, hoặc do người yêu cầu thử nghiệm chọn.

5.2.5.2. Thạch xanh brilliant/đỏ phenol (Edel và Kampeimacher)

5.2.5.2.1. Môi trường cơ bản 

Thành phần


Bột cao thịt bò: 
5,0 g


Pepton:
10,0 g


Bột cao men:
3,0 g


Dinatri hidrooctophophat ngậm 12 phân tử nước (Na2HPO4.12H2O) 
1,0 g


Natri dihidrooctophophat ngậm 2 phân tử nước (NaH2PO4.2H2O): 
0,5 g 


Thạch: 
từ 12 g đến 18 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)

Nước: 
900 ml 

Chuẩn bị 

Hòa tan các thành phần cơ bản khô hoặc phần cơ bản hoàn chỉnh khô trong nước bằng cách đun sôi.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C.

Phân phối môi trường cơ bản này vào các ống nghiệm hoặc các bình thí nghiệm có dung tích không lớn hơn 500 ml.

Khử trùng môi trường cơ bản này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.5.2.2. Dung dịch đường/đỏ phenol


Thành phần 


Lactoza: 
10,0 g 


Xacaroza: 
10,0 g 


Đỏ phenol: 
0,09 g 


Nước: 
100 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan các thành phần trong nước.

Đun 20 phút trong nồi cách thủy (6.5) ở 700C±10C. 


Làm nguội đến 550C và sử dụng ngay.

5.2.5.2.3. Dung dịch xanh brilliant 


Thành phần và việc chuẩn bị dung dịch xanh brilliant phải phù hợp với 5.2.2.4.

Thành phần 


Môi trường cơ bản: 
900 ml


Dung dịch đường/đỏ phenol:
100 ml 


Dung dịch xanh brilliant:
1 ml 


Chuẩn bị 


Cho dung dịch xanh brilliant trong điều kiện vô trùng vào dung dịch đường/đỏ phenol đã được làm nguội đến khoảng 550C. Cho hỗn hợp này vào môi trường cơ bản tan chảy, được giữ ở nhiệt độ từ 500C đến 550C và trộn.

Cho môi trường này theo từng lượng khoảng 15 ml vào các đĩa Peri và để cho đông đặc lại.


Ngay trước khi sử dụng, sấy thật khô các đĩa trong tủ sấy hoặc trong tủ hút ẩm (6.2) để ở 500C±50C trong vòng 30 phút, tốt nhất là bỏ nắp đĩa ra và áp bề mặt của thạch xuống dưới.


Các đĩa đã chuẩn bị không giữ lâu quá 4h ở nhiệt độ phòng hoặc quá 24h trong tủ lạnh.


5.2.5.3. Thạch XLD 


Bột cao men: 
3,0 g


L-lyxin clorua hidro: 
5,0 g


Xyloza:
3,75 g


Lactoza: 
 7,5 g 


Xacaroza: 
7,5 g 


Natri desoxycolat:
1,0 g


Natri clorua:
5,0 g

Natri thiosunfat: 
6,8 g


Amoni sắt (II) xitrat:
0,8 g


Đỏ phenol: 
0,08 g 

Thạch: 
từ 12 g đến 18 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)


Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị   

Hòa các thành phần trên vào nước. Đun trong khi vẫn khuấy liên tục cho đến khi môi trường sôi. 

Không hấp áp lực.


Nếu cần, chỉnh pH sao cho pH là 7,4±0,1 ở nhiệt độ 250C.


Phân phối môi trường này theo từng lượng 15 ml vào các đĩa Petri vô trùng và để cho đóng lại. Điều quan trọng là không chuẩn bị các thể tích lớn vì sẽ dài thời gian đun.


Ngay trước khi sử dụng, sấy thật khô các đĩa 30 phút trong tủ sấy hoặc trong tủ ấm (6.2) để ở nhiệt độ 500C±50C, tốt hơn nên mở nắp đĩa và úp bề mặt thạch xuống phía dưới.

5.2.5.4. Thạch Hektoen enteric 

Thành phần 


Pepton proteoza:
12,0 g


Bột cao men: 
3,0 g


Lactoza: 
12,0 g 


Xacaroza: 
12,0 g


Salixin: 
2,0 g


Muối mật: 
9,0 g


Natri clorua: 
5,0 g


Natri thiosunfat ngậm 5 phân tử nước (Na2S2O4.5H2O): 
5,0 g 

Amoni sắt (II) xitrat: 
1,5 g


Axit fucxin: 
0,1 g


Bromthymol xanh: 
 0,065 g

Thạch: 
Từ 12 g đến 18 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)

Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị 

Hòa các thành phần trên vào trong nước và ngâm 10 phút. Đun nhẹ và để sôi trong vài giây cho đến khi thạch tan.

Không hấp áp lực.


Nếu cần, chỉnh pH sao cho pH là 7,5±0,1, ở nhiệt độ 250C. 


Phân phối môi trường này theo từng lượng 15 ml vào các đĩa Petri vô trùng và để cho đông lại. 


Ngay trước khi sử dụng, sấy thật khô các đĩa 30 phút trong tủ sấy hoặc trong tủ ấm (6.2) đặt ở nhiệt độ 500C± 50C, tốt hơn nên mở nắp đĩa và úp bề mặt thạch xuống phía dưới.

5.2.6. Thạch dinh dưỡng 


Thành phần 


Cao thịt: 
3,0 g


Pepton: 
5,0 g 


Thạch: 
Từ 9 g đến 18 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)

Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị


Hòa tan các thành phần cơ bản khô hoặc phần cơ bản hoàn chỉnh khô trong nước bằng cách đun sôi. 


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C. 


Phân phối môi trường này vào các ống nghiệm hoặc các lọ có dung tích không lớn hơn 500 ml.


Khử trùng môi trường bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


Phân phối môi trường này theo từng lượng 15 ml vào các đĩa Petri vô trùng và để yên cho đông lại.


Ngay trước khi sử dụng, sấy thật khô các đĩa 30 phút trong tủ sấy hoặc trong tủ ấm (6.2) để ở nhiệt độ 500C±50C, tốt hơn nên mở nắp đĩa và úp bề mặt thạch xuống phía dưới.

5.2.7. Thạch đường/sắt III 

Thành phần 


Cao thịt: 
3,0 g


Cao men:
3,0 g


Pepton: 
20,0 g 


Natri clorua:
5,0 g


Lactoza: 
10,0 g 


Xacaroza: 
10,0 g


Glucoza: 
1,0 g


Amoni sắt (II) xitrat: 
0,3 g


Natri thiosunfat ngậm 5 phân tử nước (Na2S2O4.5H2O):  
0,3 g

Đỏ phenol: 
0,024 g


Thạch: 
Từ 12 g đến 18 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)


Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị 

Hòa tan các thành phần môi trường khô hoặc môi trường hoàn chỉnh khô trong nước bằng cách đun sôi. 


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,4±0,1 ở nhiệt độ 250C.  

Phân phối môi trường này theo từng lượng 10 ml vào các ống nghiệm có đường kính từ 17 mm đến 18 mm.

Khử trùng môi trường bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


Để các ống nghiệm ở tư thế nghiêng để có được chiều sâu cột thạch là 25 mm và một mặt nghiêng dài 40mm – 50mm. 

5.2.8. Thạch ure (Christensen)

5.2.8.1 Môi trường cơ bản  

Thành phần 

Pepton: 
1,0 g


Glucoza: 
1,0 g


Natri clorua: 
5,0 g


Kali dihidrooctophophat (KH2PO4): 
2,0 g

Đỏ phenol: 
0,012 g


Thạch: 
Từ 12 g đến 18 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)

Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị 

Hòa tan các thành phần cơ bản khô hoặc phần cơ bản hoàn chỉnh khô trong nước bằng cách đun sôi.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 6,8±0,1 ở nhiệt độ 250C. 


Khử trùng môi trường cơ bản này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.8.2. Dung dịch ure 


Thành phần 


Ure: 
400 g 


Nước vừa đủ: 
1 000 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan ure trong nước. Khử trùng qua lọc và kiểm tra lại độ vô trùng.


Chú thích – Đối với các chi tiết về kỹ thuật khử trùng qua lọc, tham khảo thêm các sách kỹ thuật về vi sinh vật. 


5.2.8.3. Môi trường hoàn chỉnh 


Thành phần 


Môi trường cơ bản: 
950 ml


Dung dịch ure: 
50 ml 


Chuẩn bị


Trong điều kiện vô trùng, cho dung dịch ure vào môi trường cơ bản trước đó đã được làm tan chảy và làm nguội đến 450C.


Phân phối môi trường này theo từng lượng 10 ml vào các ống nghiệm vô trùng.


Đặt các ống nghiệm ở tư thế nghiêng.


5.2.9. Môi trường lysin decacboxyl 


Thành phần 


L-lysin monohidroclorua: 
5,0 g


Cao men: 
3,0 g


Glucoza: 
1,0 g


Bromocresol tía: 
0,015 g


Nước: 
1 000 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan các thành phần trên trong nước bằng cách đun sôi.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 6,8±0,1 ở nhiệt độ 250C.


Phân phối môi trường này theo từng lượng 5 ml sang các ống nuôi cấy hẹp có đường kính khoảng 8 mm và dài khoảng 160 mm.


Khử trùng môi trường này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.

5.2.10. Thuốc thử để phát hiện β-galactosidaza 

Chú thích – Có thể dùng các đĩa giấy được chuẩn bị sẵn theo hướng dẫn của nhà sản xuất để thay thế thuốc thử này.


5.2.10.1. Dung dịch đệm


Thành phần


Natri dihidrooctophophat ngậm 2 phân tử nước (Na2HPO4.2H2O):
6,9 g

Dung dịch natri hidroxit nồng độ xấp xỉ 4g/l: 
3 ml (xấp xỉ)


Nước: 
50 ml 

Chuẩn bị 

Hòa tan natri dihidrooctophophat trong 45 ml nước. 


Chỉnh pH đến 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C bằng dung dịch natri hidroxit. 

Thêm nước cho đến 50 ml. Bảo quản trong tủ lạnh.


5.2.10.2. Dung dịch ONPG


Thành phần 


2-nitrophenyl β-D-galactopyrannosid (ONPG): 
80 mg


Nước: 
15 ml 

Chuẩn bị 

Hòa tan ONPG trong nước 500C. Làm nguội dung dịch.

5.2.10.3. Thuốc thử hoàn chỉnh 


Thành phần


Dung dịch đệm: 
5 ml 

Dung dịch ONPG: 
15 ml 

Chuẩn bị 


Cho dung dịch đệm vào dung dịch ONPG.


5.2.11. Thuốc thử phản ứng Voges – Proskeuer (VP)

5.2.11.1. Môi trường VP 

Thành phần 


Pepton: 
7,0 g


Glucoza: 
5,0 g


Dikali hidrooctophophat (K2HPO4):
5,0 g


Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị 


Nếu cần, hòa tan các thành phần trong nước bằng cách đun sôi.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 6,9±0,1 ở nhiệt độ 250C.   


Phân phối môi trường này theo từng lượng 3 ml sang các ống nghiệm,

Khử trùng môi trường cơ bản này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.11.2 Dung dịch creatin (N-amlidinosarcosin)

Thành phần 


Creatin ngậm 1 phân tử nước: 
0,5 g


Nước: 
100 ml

Chuẩn bị 

Hòa tan creatin ngậm 1 phân tử nước vào trong nước.


5.2.11.3. Dung dịch 1-naphtol trong cồn


Thành phần 


1-naphtol: 
6 g

Etanola, 96% (V/V): 
100 ml


Chuẩn bị 


Hòa tan 1-naphtol trong etanola.

5.2.11.4. Dung dịch kali hidroxit


Thành phần


Kali hidroxit: 
40 g


Nước: 
100 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan kali hidroxit trong nước.

5.2.12. Thuốc thử phản ứng indol


5.2.12.1. Môi trường tripton/triptophan (bằng Ljutov)

Thành phần


Tripton: 
10 g


Natri clorua: 
5 g


DL-tritophan: 
1 g  


Nước: 
1 000 ml 


Chuẩn bị 


Hòa tan các thành phần trong nước ở 1000C và lọc. 


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,5±0,1 ở nhiệt độ 250C.

Phân phối môi trường này theo từng lượng 5 ml sang các ống nghiệm.


Khử trùng môi trường này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.12.2. Thuốc thử Kovacs 


Thành phần 


4-dimetylamin enaldehyt: 
5 g


Dung dịch axit clohidric, ρ = 1,18 g/ml đến 1,19 g/ml:
25 ml

2-metylbutan-2-ol:
75 ml


Chuẩn bị 


Trộn đều các thành phần trên.


5.2.13. Thạch dinh dưỡng thể nửa đặc


Thành phần 


Cao thịt:
3,0 g


Pepton:
5,0 g


Thạch: 
Từ 4 g đến 9 g (theo chỉ dẫn của nhà sản xuất)

Nước: 
1 000 ml 

Chuẩn bị 


Hòa tan các thành phần cơ bản khô trong nước bằng cách đun sôi.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C. 


Phân phối môi trường này vào các bình thí nghiệm dung tích không lớn hơn 500 ml.

Khử trùng môi trường này bằng hấp áp lực 15 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


Chuẩn bị các đĩa thạch


Phân phối môi trường này theo từng lượng 15 ml vào các đĩa Petri vô trùng và để yên cho đóng lại. 


Không sấy khô các đĩa thạch này.


5.2.14. Dung dịch muối


Thành phần 


Natri clorua:
8,5 g


Nước: 
1 000 ml 


Chuẩn bị 


Đun sôi để hòa tan muối trong nước.

Chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 7,0±0,1 ở nhiệt độ 250C.


Phân phối dung dịch này vào các bình thí nghiệm có dung tích thích hợp.

Khử trùng môi trường này bằng hấp áp lực 20 phút ở nhiệt độ 1210C±10C.


5.2.15. Toluen 


5.3. Huyết thanh 


Một vài dạng huyết thanh dính kết có chứa kháng thể đối với một hoặc một số kháng nguyên có bán sẵn trên thị trường, thí dụ như kháng huyết thanh có chứa kháng thể đối với một hoặc nhiều nhóm “O” (kháng huyết thanh O đơn giá hoặc đa giá) huyết thanh kháng Vi và kháng huyết thanh có chứa các kháng thể đối với một hoặc một vài nhân tố H (gọi là kháng huyết thanh H đơn giá hoặc đa giá).


Cần thử trước mỗi lần để đảm bảo kháng huyết thanh đem sử dụng đủ điều kiện phát hiện mọi dạng huyết thanh salmonella. Để hỗ trợ cho việc này, dùng kháng huyết thanh của một hãng cung cấp đã được công nhận (thí dụ một đại lý Nhà nước thích hợp).


6. Thiết bị 


6.1. Thiết bị của phòng thí nghiệm vi sinh thông thường 

6.2. Tủ sấy hoặc tủ ấm, có thể duy trì nhiệt độ ở 500C±50C để làm khô bề mặt các đĩa thạch.

6.3. Tủ ấm, có thể duy trì nhiệt độ ở 370C±10C.    

6.4. Nồi cách thủy hoặc tủ ấm, có thể duy trì nhiệt độ ở 430C±0,50C.


6.5. Các nồi cách thủy, có thể duy trì nhiệt độ ở 370C±10C, ở 450C±10C, và ở 700C±10C.


6.6. Máy nghiền trộn Stomacher, hoặc thiết bị khác (xem chú thích 2) để khuyến tán phần mẫu thử trong chất pha loãng.

Chú thích 1 – Stomacher là tên thường gọi của một máy trộn dùng để khuếch tán mẫu vào chất pha loãng đựng trong túi nhựa.


Chú thích 2 – Có thể sử dụng 1 máy trộn kiểu quay. Máy trộn này có tốc độ từ 8 000 vòng/phút đến 45 000 vòng/phút và có bình trộn bằng thủy tinh hoặc bằng kim loại, có nắp đậy khít và chịu được các điều kiện khử trùng.

6.7. pH mét để đo pH của môi trường và thuốc thử chuẩn bị sẵn, có thể đo chính xác đến 0,1 đơn vị pH ở nhiệt độ 250C. 


6.8. Chai, bình và ống nghiệm có dung tích thích hợp.

6.9. Pipet chia độ, có dung tích danh định là 10 ml và 1 ml, có chia vạch tương ứng 0,5 ml và 0,1 ml.


6.10. Đĩa Petri. 

6.11. Bi thủy tinh. 

7. Lấy mẫu 


Lấy mẫu thí nghiệm theo TCVN 6400 : 1998 (ISO 707 : 1997)

8. Chuẩn bị mẫu thử 

Chuẩn bị mẫu thử từ mẫu thí nghiệm theo TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261)

9. Cách tiến hành 


Chú thích – Xem điều 4 về các yêu cầu an toàn.

9.1. Phần mẫu thử và tiền tăng sinh 


9.1.1. Khái quát 


Cho phần mẫu thử vào môi trường tiền tăng sinh theo mô tả dưới đây (từ 9.1.2 đến 9.1.9).


Chú thích – Về quy trình tiền tăng sinh và quy trình tăng sinh, xem bảng 1.

9.1.2. Sữa. Không cần thiết phải tiền tăng sinh đối với sữa. Tiến hành tiếp theo quy định trong 9.2, sử dụng phần mẫu thử 25 ml và môi trường tăng sinh 225 ml.

BẢNG 1 – Tóm tắt quy trình tiền tăng sinh và tăng sinh 


		Sản phẩm 

		Cỡ mẫu 

		Môi trường tiền tăng sinh *

		Phương pháp chuẩn bị 

		Môi trường tăng sinh chọn lọc thứ nhất và thứ hai 



		Sữa 

		50ml

(2x25ml)

		Không 

		Trộn 

		225 ml tetrathionat

225 ml xixtin selenit 



		Sữa bột 

		25 g

		Nước cất có dung dịch xanh briliant 

		Ngâm 60 phút ± 10 phút, không trộn +

		100 ml tetrathionat

100 ml xixtin selenit



		Bột của dịch tách ra khi sản xuất phomat và bơ, bột bơ loãng 

		25 g

		Nước cất có dung dịch xanh briliant

		Trộn 

		100 ml tetrathionat

100 ml xixtin selenit



		Lactoza 

		25 g

		225 ml nước pepton có đệm 

		Trộn

		100 ml tetrathionat

100 ml xixtin selenit



		Casein, phomat 

		25 g

		225 ml nước pepton dung dịch đệm

		Trộn ở nhiệt độ tối đa là 450C

		100 ml tetrathionat

100 ml xixtin selenit



		Bơ 

		25 ml

		225 ml nước pepton có đệm

		Trộn

		100 ml tetrathionat

100 ml xixtin selenit



		Sản phẩm sữa đông lạnh 

		25 ml

		225 ml nước pepton có đệm

		Trộn

		100 ml tetrathionat

100 ml xixtin selenit



		Sữa lên men, sữa chua, curstad và món tráng miệng 

		25 g

		225 ml nước pepton có đệm

		Trộn

		100 ml tetrathionat

100 ml xixtin selenit



		* khi có sử dụng môi trường tiền tăng sinh, sau khi nuôi ấm ở 370C trong 20h, cấy truyền 10 ml hỗn hợp mẫu đã cấy này vào mỗi bình môi trường tăng sinh. 

+ Nếu sau 3h nuôi ấm mà sữa bột vẫn chưa hòa tan hết thì lắc bình để trộn.





9.1.3. Sữa bột, chuẩn bị một bình thí nghiệm có nút đựng 225 ml nước cất có thêm 1 ml dung dịch xanh brilliant (5.2.2.4). Cân 25 g mẫu thử một cách vô trùng và đổ lên bề mặt chất lỏng đựng trong bình đậy kín, Không lắc. Để yên ở nhiệt độ phòng trong 60 phút ± 10 phút trước khi đem nuôi ấm. 

Không cần chỉnh pH.

9.1.4. Bột của dịch tách ra khi sản xuất phomat và bơ, bột bơ loãng. Cân 25 g mẫu thử một cách vô trùng cho vào 1 bình thí nghiệm có nút chứa 225 ml nước cất vô trùng. Lắc cho đến khi hòa tan và thêm 1 ml dung dịch xanh brilliant (5.2.2.4).

9.1.5. Lactoza. Cân 25 g mẫu thử một cách vô trùng cho vào 1 bình thí nghiệm có nút chứa 225 ml môi trường tiền tăng sinh (5.2.1) và lắc cho đến tan.


9.1.6. Casein, phomat. Cân 25 g mẫu thử một cách vô trùng cho vào cốc đựng mẫu vô trùng của máy nghiền trộn (6.6), và thêm 225 ml môi trường tiền tăng sinh (5.2.1) ở nhiệt độ 450C±10C. Trộn cho đến khi phần mẫu thử phân tán đều (từ 1 phút đến 3 phút). Giữ nhiệt độ không được vượt quá 450C.

9.1.7. Bơ. Làm tan chảy mẫu (một lượng nhiều hơn 25 g) trong 1 cốc đựng vô trùng trên nồi cách thủy (6.5) đã chỉnh nhiệt độ ở 450C±10C.

Lắc mẫu thử đã tan chảy và dùng pipet đã được làm ấm đến khoảng 450C lấy 25 ml phần mẫu thử cho vào bình thí nghiệm có chứa 225 ml môi trường tiền tăng sinh (5.2.1) và trộn.


9.1.8. Sản phẩm sữa đông lạnh (kể cả kem thực phẩm). Làm tan chảy mẫu (lớn hơn 25 g) trong 1 cốc đựng vô trùng trên nồi cách thủy (6.5) đã chỉnh nhiệt độ 450C±10C.


Dùng pipet lấy 25 ml mẫu thử cho vào bình thí nghiệm có chứa 225 ml môi trường tiền tăng sinh (5.2.1) và trộn.

9.1.9. Sữa lên men, sữa chua, bánh kem và món tráng miệng. Cân 25 g mẫu thử một cách vô trùng cho vào bình thí nghiệm có nút chứa bi thủy tinh (6.11) và 225 ml môi trường tiền tăng sinh (5.2.1) và lắc cho tan. 


Chú thích 1 – Để đơn giản việc kiểm tra khi mẫu kiểm tra gồm nhiều “phần mẫu thử” 25 g được lấy ra từ 1 lô sữa hoặc sản phẩm sữa xác định, cần kiểm tra, và khi chứng minh được việc tạo thành mẫu chung (gộp chung các phần mẫu thử) không làm ảnh hưởng đến kết quả của sữa hoặc sản phẩm sữa thì có thể gộp lại các phần mẫu thử. Thí dụ, nếu kiểm tra 10 “phần mẫu thử”, mỗi phần 25 g, ta kết hợp 10 đơn vị với nhau để tạo thành một phần mẫu thử là 250 g và đem hòa tan hoặc khuếch tán trong 2,25 l môi trường tiền tăng sinh. Hoặc cách khác, các phần mẫu thử 10 ml của môi trường tiền tăng sinh từ 10 phần mẫu thử riêng rẽ có thể được kết hợp lại đem tăng sinh trong 1l môi trường tăng sinh chọn lọc.

Chú thích 2 – Kiểm tra pH của huyền phù và chỉnh đến 6,8±0,1 nếu thấy cần, trừ khi có quy định khác.


9.1.10. Nuôi ấm. Nuôi ấm các bình thí nghiệm đã chuẩn bị theo 9.1.3 đến 9.1.9 trong khoảng thời gian từ 16h đến 20h, trong tủ ấm ở nhiệt độ 370C±10C.

9.2. Tăng sinh 


9.2.1. Cho 10 ml huyền phù đã nuôi ấm (9.1) vào 1 bình thí nghiệm có chứa 100 ml môi trường tăng sinh thứ nhất (5.2.2); lấy 10 ml huyền phù đã nuôi ấm khác cho vào 1 bình thí nghiệm chứa 100 ml môi trường tăng sinh chọn lọc thứ hai (5.2.3). Trong trường hợp đối với sữa, lấy một cách vô trùng 25 ml mẫu thử cho vào 225 ml môi trường tăng sinh thứ nhất (5.2.2) và 25 ml khác sữa cho vào 225 ml môi trường tăng sinh chọn lọc thứ hai (5.2.3).


9.2.2. Nuôi ấm môi trường tăng sinh thứ nhất đã cấy trong khoảng thời gian từ 18h đến 24h trong 1 nồi cách thủy hoặc trong tủ ấm (6.4) ở nhiệt độ 430C±0,50C, và môi trường chọn lọc thứ hai đã cấy trong khoảng thời gian từ 18h đến 24h trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C.

9.3. Ria cấy và đọc kết quả 

9.3.1. Dùng que cấy vòng lấy từ mỗi một bình thí nghiệm (9.2) một vòng đầy ria cấy lên bề mặt 1 đĩa môi trường chọn lọc thứ nhất (5.2.4) và lên bề mặt môi trường chọn lọc thứ hai (5.2.5) sao cho thu được các khuẩn lạc phân tách tốt. Tiếp tục nuôi ấm các bình thí nghiệm (xem 9.3.3).


9.3.2. Nuôi ấm các đĩa từ 20h đến 24h trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C.

9.3.3. Sau khi nuôi ấm thêm các bình thí nghiệm trong khoảng từ 18h đến 24h, lặp lại việc cấy và quy trình nuôi ấm theo mô tả trong 9.3.1 và 9.3.2.


Chú thích 1 – Khi thời gian hạn chế, có thể nuôi ấm môi trường tăng sinh trong một chu kỳ đơn từ 18h đến 24h. 


9.3.4. Sau khi nuôi ấm, kiểm tra sự có mặt của các khuẩn lạc Salmonella điển hình (xem 9.3.5) trên các đĩa (9.3.2 và 9.3.3). Nếu các khuẩn lạc mọc yếu và không điển hình cho Salmonella, nuôi ấm tiếp các đĩa trong 20h đến 24h nữa trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C và kiểm tra lại các đĩa về sự có mặt của các khuẩn lạc Salmonella điển hình.

Chú thích 1 – Khi thời gian hạn chế, có thể nuôi ấm các môi trường đặc chọn lọc trong một chu kỳ đơn từ 20h đến 24h. 

9.3.5. Các khuẩn lạc Salmonella điển hình có thể có các đặc tính sau đây: 

a) Trên môi trường đặc chọn lọc thứ nhất (5.2.4) các khuẩn lạc Salmonella điển hình có màu nâu hoặc màu đen có ánh kim. Một số chủng cho ra các khuẩn lạc xanh lá;

b) Trên thạch xanh brilliant/đỏ phenol (5.2.5.2) các khuẩn lạc Salmonella điển hình có màu hồng với vùng môi trường bao quanh đỏ tươi;


c) Trên thạch XLD (5.2.5.3) các khuẩn lạc Salmonella điển hình có màu đỏ, có hoặc không có các điểm đen ở giữa.

d) Trên thạch Hektoen enteric (5.2.5.4) các khuẩn lạc Salmonella điển hình có màu xanh lam, có hoặc không có các điểm đen ở giữa.


Chú thích – Do việc nhận biết các khuẩn lạc Salmonella đòi hỏi phải có nhiều kinh nghiệm, và do vẻ ngoài của chúng trên các môi trường nhận diện có thể thay đổi tùy chủng hoặc tùy lô môi trường, nên phải chọn các khuẩn lạc nghi ngờ và khuẩn lạc điển hình để kiểm tra tiếp.

9.4. Khẳng định     


9.4.1. Chọn các khuẩn lạc để khẳng định


Để khẳng định, lấy năm khuẩn lạc điển hình hoặc có nghi ngờ từ mỗi đĩa của từng môi trường chọn lọc (xem 9.3.4).


Nếu trên một đĩa có ít hơn năm khuẩn lạc điển hình hoặc nghi ngờ, thì lấy tất cả các khuẩn lạc điển hình hoặc nghi ngờ đó đem khẳng định.

Ria cấy các khuẩn lạc đã chọn lên bề mặt các địa thạch dinh dưỡng đã được làm khô trước (5.2.6) sao cho các khuẩn lạc mọc phân tách rõ ràng.

Nuôi ấm các đĩa đã cấy thời gian từ 18h đến 24h trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C.

Lấy các khuẩn lạc thuần khiết để khẳng định đặc tính sinh hóa và huyết thanh.


9.4.2. Khẳng định tính sinh hóa 


Chú thích – Có thể sử dụng hệ thống chẩn đoán nhanh có bán sẵn trên thị trường thay cho trình tự mô tả trong 9.4.2.1 đến 9.4.2.8 để khẳng định sinh hóa các khuẩn lạc Salmonella nếu chúng phù hợp với mục đích. Cần tuân theo các chỉ dẫn của nhà sản xuất.

9.4.2.1. Nuôi cấy. Dùng que cấy vòng để cấy từ mỗi giống vi khuẩn thu được từ các khuẩn lạc đã chọn trong 9.4.1, vào các môi trường chỉ định trong 9.4.2.2 đến 9.4.2.7.

9.4.2.2. Thạch TSI (5.2.7). Ria cấy lên bề mặt nghiêng của thạch và chích sâu vào mặt thạch. 


Nuôi trong tủ ấm 24h đặt ở nhiệt độ 370C±10C. Diễn giải sự biến đổi ở các môi trường như sau: 


Cột thạch: 


		Màu vàng:

		glucoza dương tính (lên men glucoza) 



		Màu đỏ hoặc không đổi màu:

		glucoza âm tính (không lên men glucoza) 



		Màu đen: 

		có tạo thành sunfua hidro



		Có bọt khí hoặc có vết nứt: 

		sinh khí từ glucoza 





Bề mặt thạch nghiêng: 

		Màu vàng:

		lactoza và/hoặc xacaroza dương tính (có sử dụng lactoza và/hoặc xacaroza) 



		Màu đỏ hoặc không đổi màu:

		lactoza và/hoặc xacaroza âm tính (không sử dụng lactoza hoặc xacaroza) 





Các giống Salmonella điển hình cho tính kiềm (màu đỏ) trên thạch nghiêng, có sinh khí và axit (màu vàng), ở cột thạch, và (khoảng 90% trường hợp có sinh sunfua hidro (làm đen thạch).


Khi có 1 chủng Salmonella lactoza dương tính được phân lập, mặt nghiêng thạch TSI sẽ có màu vàng. Do đó, việc khẳng định sơ bộ các giống Salmonella không được chỉ dựa vào kết quả thử trên thạch TSI (xem 9.4.3).


9.4.2.3. Thạch ure (5.2.8). Ria cấy lên bề mặt nghiêng của thạch. Nuôi trong 24h trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C và thỉnh thoảng kiểm tra.

Nếu phản ứng dương tính, việc phân giải ure sẽ giải phóng amoniac, làm đổi màu đỏ phenol sang màu hoa hồng và sau đó chuyển sang màu đỏ tím.

9.4.2.4. Môi trường lysin decacboxyl (5.2.9). Cấy ngay dưới bề mặt của môi trường lỏng.

Nuôi trong 24h trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C.


Màu đỏ tía xuất hiện sau khi vi khuẩn sinh trưởng là phản ứng dương tính. Màu vàng là phản ứng âm tính.


9.4.2.5. Phát hiện β-galactosidaza. Hòa 1 vòng que cấy đầy từ khuẩn lạc nghi ngờ vào 1 ống nghiệm có chứa 0,25 ml dung dịch muối (5.2.14).


Thêm 1 giọt toluen (5.2.15) và lắc ống nghiệm. Đặt ống nghiệm này vào nồi cách thủy (6.5) ở nhiệt độ 370C±10C và để yên vài phút.

Thêm 0,25 ml thuốc thử β-galactosidaza (5.2.10) và lắc trộn.


Đặt lại ống nghiệm vào nồi cách thủy để ở nhiệt độ 370C±10C và để yên 24h.


Có màu vàng chứng tỏ phản ứng dương tính. Phản ứng thường xẩy ra sau 20 phút.


9.4.2.6. Môi trường thử phản ứng Voges – Proskeuer (VP) (5.2.11). Hòa một vòng que cấy đầy từ khuẩn lạc nghi ngờ vào 1 ống nghiệm vô trùng chứa 3 ml môi trường VP (5.2.11.1).     

Nuôi 24h trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C.


Sau khi nuôi ấm lấy ra 0,2 ml dịch cấy cho vào 1 ống nghiệm, thêm hai giọt dung dịch creatin (5.2.11.2), ba giọt dung dịch 1-naphtol trong cồn (5.2.11.3), sau đó thêm hai giọt dung dịch kali hidroxit (5.2.11.4); lắc ống sau mỗi lần thêm thuốc thử.

Việc xuất hiện màu hồng đến màu đỏ tươi trong vòng 15 phút là phản ứng dương tính.


9.4.2.7. Môi trường thử phản ứng indol (5.2.12). Cấy khuẩn lạc nghi ngờ vào 1 ống nghiệm chứa 5 ml môi trường tripton/triptophan (5.2.12.1).


Nuôi 24h trong tủ ấm (6.3) ở nhiệt độ 370C±10C.


Sau khi nuôi ấm, thêm 1 ml thuốc thử Kovacs (5.2.12.2).


Có tạo thành vòng màu đỏ là phản ứng dương tính. Vòng màu vàng nâu là phản ứng âm tính.

9.4.2.8. Suy luận từ các thử nghiệm sinh hóa. Salmonella thông thường cho các phản ứng như thấy trong bảng 2 (xem chú thích 1 của bảng 2). 


9.4.3. Khẳng định về huyết thanh

9.4.3.1. Khái quát. Việc phát hiện sự có mặt các kháng nguyên Salmonella O, Vi và H được tiến hành bằng sự dính kết trên phiến kính với huyết thanh tương ứng trên các khuẩn lạc thuần khiết (9.4.1) và sau khi đã loại trừ các chủng dính kết.

9.4.3.2. Loại trừ các chủng tự dính kết. Cho một giọt dung dịch muối (5.2.14) lên 1 phiến kính đã rửa sạch. Dàn đều khuẩn lạc cần thử nghiệm trong giọt dung dịch này sao cho thu được 1 thể huyền phù đục đồng nhất.

Lắc nhẹ phiến kính trong 30 giây đến 60 giây.


Quan sát kết quả trên nền đen, tốt nhất nên dùng kính lúp.


Nếu các vi khuẩn vón lại thành các đơn vị ít nhiều có dính kết thì chủng này được coi là tự dính kết và không cần phải thử tiếp vì việc phát hiện kháng nguyên không thể thực hiện được. 


9.4.3.3. Kiểm tra kháng nguyên O. Sử dụng một khuẩn lạc thuần khiết không tự ngưng kết, tiến hành theo 9.4.3.2 bằng cách lấy một giọt kháng huyết thanh O (5.3) thay cho dung dịch muối.

Nếu xuất hiện dính kết, phản ứng được coi là dương tính. Sử dụng tuần tự một kháng huyết thanh đa và đơn giá. 


9.4.3.4. Kiểm tra kháng nguyên Vi. Tiến hành theo 9.4.3.2, nhưng sử dụng một giọt kháng huyết thanh Vi (5.3) thay cho dung dịch muối.

Nếu xuất hiện dính kết, phản ứng được coi là dương tính.


9.4.3.5. Kiểm tra kháng nguyên H. Cấy từ 1 khuẩn lạc không tự dính kết thuần khiết lên thạch dinh dưỡng thể nửa đặc (5.2.13).


Nuôi môi trường này từ 18h đến 24h ở nhiệt độ 370C±10C.


Dùng giống cây này để kiểm tra kháng nguyên H, tiến hành theo 9.4.3.2, nhưng sử dụng một giọt kháng huyết thanh H (5.3) thay cho dung dịch muối.

Nếu xuất hiện dính kết phản ứng được coi là dương tính.

9.4.4. Suy luận từ các phản ứng sinh hóa và huyết thanh. Bảng 3 cho phép nội suy từ các thử nghiệm khẳng định (xem 9.4.2) và (9.4.3) được tiến hành trên các khuẩn lạc chọn lọc (xem 9.4.1).


9.4.5. Khẳng định cuối cùng. Các chủng được coi là Salmonella, hoặc có thể là Salmonella, (xem bảng 3) gửi đến một trung tâm giữ chuẩn Salmonella đã được công nhận để khẳng định lần cuối.

Việc gửi mẫu này phải kèm theo tất cả các thông tin cần thiết liên quan đến chủng vi khuẩn đó.

10. Các giống vi khuẩn cấy để kiểm chứng 

Để kiểm tra về khả năng đảm bảo cho Salmonella phát triển của các môi trường tăng sinh và nhận biết cần cấy một giống Salmonella chuẩn vào các bình thí nghiệm chứa hai loại môi trường tăng sinh (9.2). Tiếp theo tiến hành với các bình kiểm tra như đối với các giống vi khuẩn cấy thử nghiệm để chứng minh rằng giống vi khuẩn đối chứng dương tính có thể phát triển được.

Bảng 2 – Phản ứng sinh hóa của Salmonella 

		Môi trường khẳng định sinh hóa

		Phản ứng âm tính hoặc dương tính 

		Phần trăm chủng Salmonella cho phản ứng (xem chú thích 2) 



		TSI glucoza (sinh axit) (9.4.2.2)  

		+

		%

100



		TSI glucoza (sinh khí) (9.4.2.2)  

		+

		91,9 (xem chú thích 3) 



		TSI lactoza  (9.4.2.2)  

		-

		99,2



		TSI xacaroza (9.4.2.2)  

		-

		99,5



		TSI hidro sunfua (9.4.2.2)  

		+

		91,6



		Phân giải ure (9.4.2.3) 

		-

		100



		Lyxin decacboxyl (9.4.2.4) 

		+

		94,6



		Phản ứng β-galatoxidaza (9.4.2.5) 

		-

		98,5 (xem chú thích 4) 



		Phản ứng Voges – Proskauer (9.4.2.6) 

		-

		100 



		Phản ứng indol (9.4.2.7) 

		-

		98,9



		Chú thích 1 – W H Ewing và M M Bali. Các phản ứng sinh hóa của Salmonella (1966)

Chú thích 2 – Số phần trăm này chỉ chứng tỏ rằng không phải tất cả các chủng Salmonella cho các phản ứng ký hiệu + hoặc -; Phần trăm này có thể thay đổi theo từng nước và theo từng loại sản phẩm thực phẩm.


Chú thích 3 – Salmonella typhi là vi sinh vật kỵ khí.


Chú thích 4 – Các Salmonella nhóm III (Arizona) cho các phản ứng lactoza dương tính hoặc âm tính nhưng luôn luôn cho phản ứng β-galactosidaza dương tính. Các Salmonella nhóm II có thể cho phản ứng lactoza âm tính nhưng có thể cho phản ứng β-galactosidaza dương tính.  





Bảng 3 – Suy luận từ các phép thử khẳng định 


		Các phản ứng sinh hóa 

		Tự dính kết 

		Các phản ứng huyết thanh 

		Suy luận 



		Điển hình 

		Không 

		Kháng thể O, Vi hoặc H dương tính 

		Các chủng được coi là Salmonella



		Điển hình

		Không 

		Tất cả phản ứng âm tính 

		Có thể là Salmonella



		Điển hình

		Có

		Không thử 

		



		Phản ứng không điển hình

		Không 

		Kháng nguyên O, Vi hoặc H dương tính 

		



		Phản ứng không điển hình

		Không 

		Tất cả phản ứng âm tính 

		Không được coi là Salmonella





11. Biểu thị kết quả 


Theo kết quả suy luận, ghi lại sự có mặt hay không có mặt Salmonella trong phần mẫu thử xác định theo đơn vị khối lượng tính bằng gam hay thể tích, tính bằng mililit mẫu thử. 

12. Báo cáo kết quả 


Báo cáo kết quả phải ghi số hiệu của tiêu chuẩn này và kết quả thu được. Cũng phải nêu tên môi trường đặc chọn lọc thứ hai (5.2.5.1) đã sử dụng và tất cả các điều kiện thao tác không quy định trong tiêu chuẩn này, hoặc được xem là tùy ý, cùng với mọi tình huống bất thường có thể ảnh hưởng đến kết quả. 


Báo cáo kết quả cũng bao gồm các thông tin cần thiết cho việc nhận biết đầy đủ về mẫu thử.

PHỤ LỤC A


SƠ ĐỒ TIẾN HÀNH THỬ

Phần mẫu thử, 25 g

[image: image1.emf]

PHỤ LỤC B

XANH BRILLIANT

B.1. Đặc tính vi khuẩn học 

Hạn chế việc phân tán vi khuẩn Proteus lên môi trường thạch xanh brillian/đỏ phenol khi việc phát triển của Salmonella không bị ức chế.

B.2. Phương pháp thử 

B.2.1. Môi trường 


Chuẩn bị môi trường thạch xanh brillian/đỏ phenol theo 5.2.5.1 nhưng có các nồng độ của xanh brillian khác nhau trong phạm vi từ 4,5 mg/l đến 6 mg/l.

B.2.2. Cách tiến hành 


Cấy khuẩn lạc thuần khiết Proteus chuyển động và khuẩn lạc Salmonella thần khiết lên các đĩa thạch có các nồng độ xanh brillian khác nhau và để các đĩa này trong tủ ấm (6.3) ở 370C±10C không quá 24h. 


Nồng độ xanh brillian thích hợp cho Salmonella phát triển thành các khuẩn lạc màu hồng điển hình có đường kính từ 1 mm đến 2 mm, còn hạn chế việc phát triển Proteus, tức là loại này không mọc lan rộng.


Nên dùng nồng độ xanh brillian này để chuẩn bị dung dịch xanh brillian (xem 5.2.2.4).
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SỮA VÀ CÁC SẢN PHẨM SỮA - ĐỊNH LƯỢNG ĐƠN VỊ KHUẨN LẠC NẤM MEN VÀ/ HOẶC NẤM MỐC - KỸ THUẬT ĐẾM KHUẨN LẠC Ở 25OC

Milk and milk products - Enumeration of colony-forming units of yeasts and / or moulds - Colony-count technique at 25oC


TCVN 6265 : 1997 hoàn toàn tương đương với ISO 6611 : 1992 (E);


TCVN 6265 : 1997 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm của sữa biên soạn, Tổng cuc Tiêu chuẩn - Đo lường - Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.


1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định phương pháp định lượng đơn vị hình thành khuẩn lạc (CFU) từ nấm men và/hoặc nấm mốc nhìn thấy trong sữa và sản phẩm sữa bằng kỹ thuật đếm khuẩn lạc ở 25oC.


Phương pháp này có thể áp dụng cho:


- Sữa và các sản phầm sữa dạng lỏng;


- Sữa bột, bột của dịch tách ra khi sản xuất phomát có đông, bột bơ loãng và lactoza;


- Phomát;


- Casein axit, casein lactic, casein rennet;


- Caseinat, bột của dịch sữa axit;


- Bơ;


- Sản phẩm sữa đông lạnh (kể cả kem lạnh thực phẩm);


- Custard, món tráng miệng và váng kem.


Chú thích 1 - Phương pháp này không thích hợp đối với số lượng lớn nấm men không bền nhiệt (trong phomát tươi) Trong các trường hợp như thế, thích hợp hơn là sử dụng phương pháp phủ thạch lên bề mặt.


2. Tiêu chuẩn trích dẫn


ISO 7218 : 1985 Vi Sinh vật học - Hướng dẫn chung về kiểm tra vi sinh vật.


TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989) Sữa và các sản phẩm sữa - Chuẩn bị mẫu thử và các dung dịch pha loãng để kiểm tra vi sinh.


ISO 707 : 1985 Sữa và các sản phẩm sữa - Các phương pháp lấy mẫu.


TCVN 4550 : 1988 (ISO 5725) Độ chính xác của các phương pháp thử nghiệm - Xác định độ lặp lại và độ tái lập cho phương pháp thử chuẩn bằng các phương pháp thử của liên phòng thí nghiệm.


3. Định nghĩa


Áp dụng định nghĩa sau đây trong tiêu chuẩn này:


3.1. Nấm men và nấm mốc - Các vi sinh vật ở 25oC, dưới các điều kiện qui định trong tiêu chuẩn này tạo thành các khuẩn lạc.


4. Nguyên tắc


4.1. Chuẩn bị các đĩa nuôi cấy, sử dụng môi trường nuôi cấy chọn lọc và một lượng mẫu thử xác định nếu như sản phẩm dạng lỏng, hoặc huyền phù ban đầu khi sản phẩm dạng khác.


Chuẩn bị các đĩa khác trong cùng một điều kiện, với các dung dịch pha loãng thập phân hoặc huyền phù từ mẫu thử.


4.2. Nuôi ấm các đĩa 5 ngày, ở 25oC, trong môi trường có không khí.


4.3. Tính số đơn vị khuẩn lạc tạo thành (CFU) của nấm men và/hoặc nấm mốc trong 1 gam hoặc trong 1 mililít sản phẩm từ số khuẩn lạc thu được trên đĩa đã chọn ở các độ pha loãng sao để có được kết quả đúng.


5. Chất pha loãng và môi trường nuôi cấy


5.1. Khái quát


Hướng dẫn chung, xem ISO 7218.


5.2. Nguyên liệu chính


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989)


5.3. Chất pha loãng dùng cho các mục đích chung


Xem TCVN 6263 : 1997 (lSO 8261 : 1989).


5.4. Chất pha loãng dùng cho các mục đích riêng biệt


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 19S9).


5.5. Phân phối, khử trùng và bảo quản chất pha loãng


Xem TCVN 6263 : 1997 (lSO 8261 : 1989).


5.6. Môi trường cao men/ dextroza / oxitetraxiclin/ thạch


5.6.1. Môi trường cơ bản


5.6.1.1. Thành phần 


		Bột cao men
5,0 g


Dextroza (C6H12O6)
20,0 g 

Thạch
10 g đến 15 g1) 

Nước
900 ml



		1) Tuỳ theo độ đông của thạch





5.6.1.2. Chuẩn bị


Hoà tan các thành phần hoặc môi trường hoàn chỉnh khô trong nước, đun nóng nếu cần. Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng pH là 6,6, ở 25oC.


Khử trùng bằng hấp trong nồi hấp áp lực (6.1 ) ở 121oC ± 1oC khoảng 15 phút.


5.6.2. Dung dịch oxitetraxiclin


5.6.2.1. Thành phần

		Oxitetraxiclin hidroclorua (C22H30N2O11) . HCl
50 mg


Nước
50 ml





6.2.2. Chuẩn bị


Hoà tan oxitelraxiclin trong nước. Chuẩn bị dung dịch mới trước mỗi lần sử dụng. Khử trùng dung dịch bằng cách lọc.


5.6.3. Môi trường hoàn chỉnh


5.6.3.1. Thành phần


		Oxitetraxiolin hidroclorua
10 ml


Môi trường cơ bản
90 ml





5.6.3.2. Chuẩn bị


Làm nguội môi trường cơ bản đã khử trùng (5.6.1) tới 45oC. Ngay trước khi sử dụng, đưa dung dịch oxitetraxiclin (5.6.2) về 45oC và cho 10 ml dung dịch này vào 90 ml môi trường cơ bản.


5.7. Môi trường cao men / dextroza / cloramphenicol / thạch


5.7.1. Thành phần


		Bột cao men
5,0 g

Dextroza (C6H12O6)
20,0 g 

Cloramphenicol (C11H22Cl2N2O5)
0,1 g1) 

Thạch
12 đến 15 g2) 

Nước
1000 ml



		1) Để thu được nồng độ cuối cùng của môi trường là 100 (g/ml.


2) Tuỳ theo độ đông của thạch.





5.7.2. Chuẩn bị


Hoà tan các thành phần trong nước, đun nóng nếu cần.


Nếu cần, chỉnh pH sao cho sau khi khử trùng pH là 6,6, ở 25oC. Phân phối môi trường thạch vào các hộp đựng thích hợp (6.8).


Khử trùng bằng hấp trong nồi hấp áp lực (6.1), ở 121oC ± 1oC 15 phút .


6. Thiết bị và dụng cụ thuỷ tinh


Chú ý - Phải khử trùng tất cả các dụng cụ tiếp xúc với mẫu thử, chất pha loãng, dung dịch pha loãng, hoặc tiếp xúc với môi trường nuôi cấy phù hợp với TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989), (6.1).


Chú thích 3 - Có thể dùng các dụng cụ sử dụng một lần để thay cho các dụng cụ thuỷ tinh sử dụng nhiều lần, nếu như nó phù hợp với các yêu cầu qui định.


Sử dụng các thiết bị thông thường của phòng thí nghiệm vi sinh, các thiết bị cần thiết để xử lý mẫu thử và các dung dịch pha loãng theo qui định của TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989) và đặc biệt là:


6.1. Thiết bị để khử trùng khô (lò sấy) hoặc khử trùng ướt (nồi hấp), xem ISO 7218.


6.2. Tủ ấm, có khả năng hoạt động ở 25oC ± 1oC.


6.3. Đĩa Petri, có đường kính từ 90 mm đến 100 mm.


6.4. Pipet chia độ, được nhét nút bông, đã hiệu chỉnh dung tích 1 ml ± 0,02 ml hoặc 10 ml ± 0,2 ml hoặc 11 ml ± 0,2 ml.


6.5. Nồi cách thủy, có khả năng hoạt động ở 45oC ± 1oC.


6.6. Thiết bị đếm khuẩn lạc, bao gồm một bộ phận chiếu sáng có nến đen, được gắn với kính lúp có độ khuếch đại 1,5 lần và có một dụng cụ đếm cơ hoặc điện tử.


6.7. pH mét bù nhiệt, chính xác tới ± 0,1 đơn vị pH, ở 25oC.


6.8. Chai hoặc bình để nuôi cấy mẫu


Chú thích 3 - Có thể dùng chai hoặc bình có nắp xoáy, bằng kim loại không độc.


7. Lấy mẫu.


Lấy mẫu theo ISO 707.


Chú thích 4 - Khi phomát đã phủ kín nấm men và nấm mốc thì phải loại bỏ lớp phủ khỏi mẫu thử. Trog những trường hợp như thế phải dùng dao đã khử trùng để cắt bỏ lớp vỏ trước khi lấy mẫu.


8. Cách tiến hành.


Chú thích 5 - Để tăng độ chính xác của phương pháp, việc chuẩn bị các dung dịch pha loãng phải được chuẩn hóa cẩn thận. Những yếu tố tác động đến độ chính xác là:


- Kiểu loại thiết bị khuấy trộn;


- Thời gian khuấy trộn:


- Chất pha loãng:


- Thời gian để cho các hạt to lắng xuống;


- Thời gian trộn cho phép khi chuẩn bị các dung dịch loãng thập phân.


Chú ý - Phải thực hiện các thao tác vô trùng thông thường. Những thao tác qui định trong 8.1 và 8.2 không được tiến hành dưới ánh nắng mặt trời.


8.1. Chuẩn bị mẫu thử và dung dịch pha loãng ban đầu


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989).


8.2. Dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo Xem


TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989).


8.3. Thời gian tiến hành


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989); 8.3.


8.4. Cấy và nuôi ấm


8.4.1. Lấy hai đĩa Petri (6.3) vô trùng. Dùng một pipet vô trùng (6.4) cho vào mỗi đĩa 1 ml mẫu thử, nếu là dạng lỏng, hoặc 1 ml chất huyền phù ban đầu nếu là sản phẩm dạng khác.


8.4.2. Lấy tiếp hai đĩa Petri vô trùng.


Dùng một pipet vô trùng khác, cho vào mỗi đĩa 1 ml dung dịch pha loãng 10-1 (sản phầm ở dạng lỏng), hoặc 1 ml dung dịch pha loãng 10-2 (sản phầm ở dạng khác).


8.4.3. Nếu cần, lặp lại thao tác này, sử dụng các dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo.


8.4.4. Rót vào mỗi đĩa Petri khoảng 15 ml môi trường chứa oxitetraxiclin (5.6), hoặc môi trường chứa cloramphenicol (5.7) đã được làm cho nóng chảy từ trước và giữ ở 45oC trong nồi cách thủy (6.5).


8.4.5. Khuấy trộn thật kỹ chất cấy với môi trường bằng cách xoay đĩa Petri và để cho hỗn hợp đông đặc bằng cách đặt các đĩa Petri này trên một mặt phẳng nằm ngang, mát.


8.4.6. Thời gian từ khi chuẩn bị dung dịch pha loãng thứ nhất đến khi trộn chất nuôi cấy với môi trường không được vượt quá 15 phút.


8.4.7. Chuẩn bị đủ số đĩa đối chứng để kiểm tra độ vô trùng.


8.4.8. Lật ngược các đĩa đã cấy xong (8.4.5) và đặt chúng vào tủ ấm (6.2) 4 ngày, ở nhiệt độ 25oC.


Chú thích 6 - Để tránh hiện tượng lan rộng cần phải để phòng như sau:


- Phủ thêm một lớp môi trường nuôi cấy lên trên mặt các đĩa đã cấy sau khi đã đông đặc, hoặc


- Nhỏ thêm một giọt glixerol lên trên giấy lọc của nắp đĩa.


8.4.9. Không chồng quá 6 đĩa lên nhau. Để các chồng đĩa tách xa hẳn nhau, cũng như xa thành và xa nóc tủ ấm.


8.5. Đọc kết quả


8.5.1. Đếm số khuẩn lạc trong mỗi đĩa; tránh đếm nhầm các khuẩn lạc mọc bất thường. Nếu cần, phân biệt các khuẩn lạc nấm men và nấm mốc dựa trên cơ sở đặc tính hình thái sinh vật. Xem 8.6.


8.5.2. Chỉ giữ lại các đĩa có từ 10 khuẩn lạc đến 150 khuẩn lạc. Nếu các phần của đĩa bị nấm móc che phủ; hoặc nếu khô có thể đếm các khuẩn lạc riêng biệt, thì đếm các khuẩn lạc trong các đĩa có độ pha loãng cao hơn tiếp theo, thậm chí số khuẩn lạc đó có thể ít hơn 10. Trong trường hợp như thế tiến hành theo 9.2.


8.6. Khẳng định


Phân biệt các chấm đen hoặc các khuẩn lạc nghi ngờ bằng cách kiểm tra qua kính hiển vi. Nếu cần, khẳng định ít nhất là 

[image: image1.wmf]n


các khuẩn lạc xác định bằng kính hiển vi, trong đó n là số khuẩn lạc đếm được.


9. Biểu thị kết quả


9.1. Chỉ giữ lại các đĩa có ít nhất là 10 khuẩn lạc, nhiều nhất là 150 khuẩn lạc.


Tính số CFU của nấm mốc và / hoặc nấm men, N , trong 1 gam hoặc trong 1 mililít sản phẩm, theo công thức:


Trong đó

N = 
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∑c là tổng số khuẩn lạc đếm được trong tất cả các đĩa được giữ lại;


n1 là số đĩa của độ pha loãng thứ nhất có chứa từ 10 đến 150 khuẩn lạc; n2 là số đĩa của độ pha loãng thứ hai có chứa từ 10 đến 150 khuẩn lạc;


d là hệ số pha loãng tương ứng với độ pha loãng thứ nhất.


Chú thích 7 - Nếu có nhiều hơn hai độ pha loãng có thể đếm được, cho kết quả từ 10 đến 150 khuẩn lạc thì công thức phải được sửa đổi, có tính đến những độ pha loãng tiếp theo đó. Với ba độ pha loãng thì theo công thức:


N = 
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Trong đó


N3 là số đĩa của độ pha loãng thứ 3 được giữ lại, có chứa từ 10 đến 150 khuẩn lạc.


Làm tròn số kết quả thu được đến 2 chữ số có nghĩa. Khi số cần làm tròn là 5 mà không có chữ số có nghĩa nào đứng theo sau thì làm tròn số đúng trước chữ số 5 cho thành số chẵn. Thí dụ:


28.500 làm tròn thành 28.000, và 11.500 được làm tròn thành 12.000.


Lấy kết quả là số CFU nấm mốc và / hoặc nấm men có trong 1 mililít hoặc trong 1 gam sản phẩm, biểu thị bầng số từ 1,0 đến 9,9 nhân với 10x, trong đó x là lũy thừa tương ứng của 10.


Thí dụ:


Việc đếm khuẩn lạc CFU của nấm men và/ hoặc nấm mốc cho kết quả sau (hai đĩa Petri cho mỗi độ pha loãng đã được ủ):


- Độ pha loãng thứ nhất (10-2) được giữ lại chứa 83 và 97 khuẩn lạc


- Độ pha loãng thứ hai (10-3) được giữ lại chứa 33 và 28 khuẩn lạc


N = 
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Làm tròn kết quả như hướng dẫn trên (9.1) thu được 11.000 hoặc 11 x 104 CFU của nấm men và / hoặc nấm mốc có trong một gam, hoặc một milillt sản phẩm.


9.2. Nếu có hai đĩa tương ứng với mẫu thử (sản phẩm lỏng) hoặc huyền phù ban đầu (sản phẩm dạng khác) có chứa ít hơn 10 khuẩn lạc thì báo cáo kết quả như sau:


- Ít hơn 10 CFU của nấm men và / hoặc nấm mốc có trong một mililít (sản phẩm lỏng)


- Ít hơn 10 x 1/d CFU của nấm men và / hoặc nấm mốc có trong một gam (sản phẩm dạng khác), trong đó d là hệ số pha loãng của chất huyền phù ban đầu.


9.3. Nếu tất cả các đĩa đều chứa nhiều hơn 150 khuẩn lạc thì tính số lượng ước tính từ các đĩa có số khuẩn lạc gần 150 nhất và nhân số này với số nghịch đảo của hệ số pha loãng cao nhất. Báo cáo kết quả theo “số lượng đơn vị khuẩn lạc CFU nấm men và / hoặc nấm mốc ước tính trong một gam hoác một mililít sản phẩm”


10. Độ lặp lại


Độ chênh lệch tuyệt đối giữa kết quả thu được từ hai lần thử nghiệm riêng rẽ, khi sử dụng cùng một phương pháp, phân tích trên cùng nguyên liệu, do cùng một người tiến hành trong cùng một phòng thí nghiệm, dùng cùng thiết bị, trong một khoảng thời gian ngắn, không được vượt quá 30% của kết quả thấp hơn.


Chú thích


8) Nếu các trường hợp không thỏa mãn yêu cầu về độ lặp lại là 5%, hoặc lớn hơn thì cần xem xét nguồn gốc có khả năng gây ra sai lỗi.


9) Định nghĩa về độ lặp lại xem TCVN 4550 : 1988 (ISO 5725).


11. Báo cáo kết quả


Báo cáo kết quả phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng, kết quả thử nghiệm thu được và phương pháp biểu thị đã sử dụng. Cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, hoặc tuỳ ý lựa chọn, cùng với các chi tiết bất thường khác có thể ảnh hưởng tới kết quả.


Báo cáo kết quả cũng bao gồm tất cả mọi thông tin cần thiết về việc nhận biết đấy đủ mẫu thử.
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TCVN 5084 - 1990 
(ISO 1576-1975) 

CHÈ XÁC ĐỊNH TRO TAN TRONG NƯỚC VÀ TRO KHÔNG TAN TRONG NƯỚC 
Tea - Detemination of water - soluble ash and water insoluble ash


Tiêu chuẩn này qui định phương pháp xác định tro tan và tro không tan trong nước có trong chè.


Tiêu chuẩn này phù hợp với ISO 1576 - 1975.


1. Định nghĩa


1.1. Tro tan trong nước là một phần của tro chung tan trong nước ở điều kiện xác định.


1.2. Tro không tan trong nước: phần còn lại của tro chung sau khi xử lý bằng nước ở điều kiện xác định.


2. Nguyên tắc


Hoà tan tro chung bằng nước nóng, lọc qua giấy lọc không tro, nung phần cặn còn lại để xác định tro không tan, lấy tro chung trừ tro không tan trong nước để tính ra tro tan trong nước.


3. Dụng cụ 


Nếu không có qui định nào khác, sử dụng các dụng cụ và thiết bị thông thường của phòng thí nghiệm và các dụng cụ sau đây:


Chén, dung tích chứa từ 50 đến 100 ml dùng để xác định tro chung;


Lò nung điều chỉnh được nhiệt độ 525 ± 25oC;


Nồi cách hơi;


Giấy lọc không tàn;


Bình hút ẩm;


Cân phân tích.


4. Tiến hành thử


Dùng tro chung thu được từ phép xác định theo quy định hiện hành làm mẫu cân. Cho 20ml nước cất (hoặc nước có độ tinh khiết tương đương) và tro chung vào chén, đun nóng đến gần sôi và lọc qua giấy lọc. Rửa chén và giấy lọc bằng nước cất nóng (hoặc nước có chất lượng tương đương) cho đến khi tất cả nước lọc và nước rửa khoảng 60ml. Cho giấy lọc có cặn vào chén và làm bay hơi nước cẩn thận trên nồi cách thuỷ. Sau đó nung lò nung ở nhiệt độ 525 ± 25oC. Cho đến khi tro hoá hoàn toàn. Làm nguội trong bình hút ẩm và cân, nung tiếp trong lò 30 phút, làm nguội và cân. Lặp lại các thao tác trên (nếu thấy cần thiết) cho đến khi chênh lệch khối lượng giữa hai lần cân liên tiếp nhỏ hơn 0,001g. Ghi lại khối lượng nhỏ hơn.


Tiến hành hai phép xác định với cặn thu được trên hai phép xác định tro chung.


Giữ dịch lọc để xác định độ kiềm của tro tan trong nước theo TCVN 5085 - 90, giữ tro không tan trong nước để xác định tro không tan trong axit (khi có yêu cầu).


5. Xử lý kết quả.


5.1. Tro không tan trong nước


Phần trăm khối lượng của tro không tan trong nước có trong mẫu nghiền tính theo phần trăm chất khô (X1), tính theo công thức:




Trong đó:


mo - Lượng mẫu cân của của mẫu nghiền dùng để xác định tro chung, g;


m2 - Khối lượng của tro không tan trong nước, g;


Rs - Hàm lượng chất khô của mẫu nghiền, tính theo phần trăm khối lượng.


Lấy kết quả trung bình số học của hai phép xác định với điều kiện thoả mãn yêu cầu ở điều 5.4.


5.2. Tro tan trong nước


Phần trăm khối lượng của tro tan trong nước (X2) có trong mẫu, tính theo chất khô, theo công thức:


[image: image1.png]





Trong đó:


mo, m2 , Rs có cùng ý nghĩa như điều 5.1


m1: khối lượng của tro chung, g.


5.3 Phần trăm của tro tan trong nước so với tro chung (X3) được tính theo công thức:


[image: image2.png]100
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5.4 Độ lặp lại


Chênh lệch kết quả của hai phép xác định tiến hành song song hoặc liên tiếp nhanh do cùng một người phân tích không được vượt quá 0,2g của tro không tan trong nước trong 100g mẫu nghiền.


6. Báo cáo thử nghiệm:


Báo cáo thử cần chỉ ra phương pháp sử dụng và kết quả thu được. Cần đề cập đến mọi chi tiết thao tác mà không được qui định trong tiêu chuẩn này hoặc các yếu tố có thể ảnh hưởng đến kết quả thử.


Báo cáo cần đề cập đến tất cả các tình tiết cần thiết để nhận biết mẫu một cách đầy đủ.
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TCVN 5609 - 1991 


CHÈ NGUYÊN TẮC NGHIỆM THU VÀ PHƯƠNG PHÁP LẤY MẪU 
Tea-Rules of acceptance and method for sampling 


TCVN 5609 - 1991 do Tiểu ban Nông sản thực phẩm biên soạn, Tổng cục - Tiêu chuẩn - Đo lườn - Chất lượng đề nghị và được Uỷ ban Khoa học Nhà nước ban hành theo Quyết định số 894/QĐ ngày 31 tháng 12 năm 1991.


Tiêu chuẩn này thay thế phần 1 của TCVN 1456 - 83.


Tiêu chuẩn này áp dụng cho chè rời.


Tiêu chuẩn này không áp dụng cho chè bánh và chè cám .


Tiêu chuẩn này phù hợp với ST SEV 6250 - 88.


1. Nguyên tắc nghiệm thu


1.1. Quy định chung


1.1.1. Thuật ngữ và định nghĩa


Theo quy định hiện hành


1.1.2. Nơi tiến hành lấy mẫu cần phải sạch, khô, sáng và không có mùi lạ


1.1.4. Mỗi lô hàng phải kèm theo một giấy xác nhận chất lượng trong đó ghi


1- Nước sản xuất;


2- Tên và địa chỉ người nhận; 


3- Tên và loại chè;


5- Thời gian sản xuất (Tháng, năm);


6- Số lượng đơn vị bao gói trong lô;


7- Khối lượng tịnh và khối lượng cả bì trong lô;


8- Khối lượng tịnh mỗi đơn vị bao gói;


9- Kết quả thử (Theo các chỉ tiêu chất lượng quy định trong tiêu chuẩn trong yêu cầu kỹ thuật của SEV về chè).


1.1.5. Chuyên gia tiến hành chọn và lấy mẫu phải qua đào tạo chuyên môn và có thẩm quyền và chịu trách nhiệm về sự đúng đắn của việc lấy mẫu.


Đại diện của các bên hữu quan có thể tham gia khi lấy mẫu.


1.2. Nghiệm thu theo dấu hiệu định tính. Chất lượng bao gói và ghi nhãn bao bì vận chuyển được kiểm tra theo dấu hiệu định tính.


1.2.1. Cỡ mẫu được chọn theo bảng 1 tương ứng với kiểm tra thường 1 bậc


Bảng 1


		Cỡ lô 

		Ký hiệu 

		Số bao gói được chọn (n) 

		Số chấp nhận (Ac) 

		Số bác bỏ (Re) 



		Từ 2 đến 25 

		c 

		5 

		1 

		2 



		- 26-50 

		d 

		8 

		2 

		3 



		- 51-90 

		e 

		13 

		3 

		4 



		- 91-150 

		f 

		20 

		5 

		6 



		- 151-280 

		g 

		32 

		7 

		8 



		- 281-500 

		h 

		50 

		10 

		11 



		- 501-1200 

		j 

		80 

		14 

		15 





1.2.2. Lô hàng được nghiệm thu nếu số đơn vị bao bì vận chuyển không đáp ứng tài liệu pháp quy kỹ thuật về bao gói và ghi nhãn nhỏ hơn hoặc bằng số chấp nhận và bác bỏ nếu nó lớn hơn hoặc bằng số bác bỏ.


1.3 Để kiểm tra các chỉ tiêu cảm quan hoá lý và khối lượng tịnh số bao được lấy theo bảng 2.


Bảng 2


		Cỡ lô 

		Số bao gói được lấy (cỡ mẫu) 



		Đến 50


Từ 51 đến 150


Từ 151 đến 500


Từ 501 đến 1200 

		3


5


8


13 





1.3.1. Khi kết quả thử về khối lượng tịnh, các chỉ tiêu cảm quan, hoá lý dù chỉ 1 chỉ tiêu không đạt phải tiến hành chọn mẫu lại từ đầu với cỡ mẫu được lấy như lần trước của cùng lô hàng.


1.3.2. Nếu khối lượng tịnh của bao bì vận chuyển không đạt khi cân mỗi đơn vị bao gói được chọn thì phải tiến hành cân cả lô.


1 3.3. Kết quả thử lại là kết quả cuối cùng và áp dụng cho cả lô.


2. Phương pháp lấy mẫu.


2.1. Để lấy và bảo quản mẫu dùng các dụng cụ sau:


1- Xuyên lấy mẫu hoặc xẻng chuyên dùng;


2- Dụng cụ để mở bao gói.


Tất cả dụng cụ, lọ và hộp phải sạch, khô và không có mùi lạ.


Chỉ lấy mẫu ở những bao bì không hư hỏng.


2.2. Từ các đơn vị khác nhau của mỗi đơn vị bao bì có thể đã được mở, lấy mẫu theo bảng 2 của tiêu chuẩn này bằng ống lấy mẫu từ trên xuống mỗi điểm với một lượng mẫu như nhau.


2.3. Từ các mẫu lập mẫu chung, trộn đều và lập mẫu trung bình bằng phương pháp chia tư đến khi khối lượng mẫu còn 1,5 kg.


2.4. Mẫu trung bình được chia ra 3 phần bằng nhau, 2 phần được chuyển ngay đi phân tích, phần thứ 3 cho vào lọ dùng trong trường hợp có sự bất đồng giữa bên sản xuất và bên mua trong việc đánh giá chất lượng, mẫu được niêm phong hoặc với các chỉ dẫn số hiệu mẫu và thời hạn bảo quản cho phép.


2.5. Mẫu trung bình kèm theo biên bản trong đó ghi:


1- Tên tài liệu kèm theo lô hàng, số hiệu và thời gian giao hàng;


2- Tên và loại sản phẩm;


3- Tên xí nghiệp và nước sản xuất;


4- Khối lượng của lô và số đơn vị bao gói vận chuyển trong lô;


5- Khối lượng mẫu trung bình;


6- Nơi và thời gian lấy mẫu;


7- Thời gian sản xuất chè;


8- Chữ ký của người lấy mẫu.
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TCVN 5714-1993 


CHÈ PHƯƠNG PHÁP XÁC ĐỊNH CHẤT XƠ 
Tea Method for determination of crude content 


TCVN 5714-1993 do Ban Kỹ thuật Thực phẩm biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn - Đo lường - Chất lượng đề nghị và được Bộ Khoa học - Công nghệ và Môi trường ban hành theo Quyết định số 212/QĐ ngày 12 tháng 5 năm 1993.


1. Qui định chung


1.1. Lấymẫu theo TCVN 5609-1991.


1.2. Xác định độ ẩm theo TCVN 5613 - 1991.


2. Phương pháp xác định


2.1. Hoá chất và thuốc thử


Axit sunfuric, dung dịch 1,25%


Natri hidroxit, dung dịch 1,25%


Axit clohidric, dung dịch 1%


Etanola (cồn)


Dietyl ete


Giấy quỳ


2.2. Tiến hành thử


Cân khoảng 2,5g chè với độ chính xác 0,001g, cho mẫu vào cốc dung tích 600ml, thêm vào 200 ml dung dịch axit sunfuric đặt vào tủ hút và đun đến sôi, thỉnh thoảng lắc để chè không bám vào thành cốc. Đun sôi trong 30 phút. Nếu cần có thể cho thêm một ít chất khử bọt. Trong quá trình đun, bổ sung nước vào phần nước bay hơi. Lấy cốc ra, thêm vào 50 ml nước lạnh và lọc nhanh qua vải lọc, rửa cặn bằng nước sôi cho đến khi dịch rửa không còn axit (thử bằng giấy quỳ).


Cho cặn vào cốc, thêm 200ml dung dịch natri hydroxit (NaOH), đặt cốc lên bếp và đun sôi trong 30 phút. Thỉnh thoảng lắc để cặn không bám vào thành cốc. Phần nước bay hơi được bổ sung bằng nước sạch.


Lọc và cho cặn vào cốc đun, rửa cặn dính lại ở cốc bằng nước nóng để lấy hết cặn. Rửa cặn bằng nước nóng, sau đó bằng dung dịch axit clohydric (HCL) và cuối cùng bằng nước nóng cho đến khi không còn axit (thử bằng giấy quỳ).


Cuối cùng rửa cặn bằng cồn rồi bằng dietyl ete. Đưa vào máy để loại bỏ các vệt dung môi.


Cho cặn vào tủ sấy, sấy ở nhiệt độ 103 + 2oC, làm nguội rồi cân, lặp lại các thao tác này cho đến khi chênh lệch khối lượng giữa hai lần cân liên tiếp không vượt quá 0,001g, ghi kết quả cuối cùng lấy chính xác đến 0,001g.


Cho cặn sau khi sấy vào lò nung có nhiệt độ 525 + 20oC, nung đến khối lượng không đổi, làm nguội rồi đem cân.


2.3. Tính toán kết quả


Hàm lượng chất xơ (X) tính bằng % chất khô, xác định theo công thức:




Trong đó: 


m1 - khối lượng cặn sau khi sấy, g;


m2 - khối lượng cặn sau khi nung, g;


mo - khối lượng mẫu, g;


W - độ ẩm của chè, %.
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		TIÊU CHUẨN VIỆT NAM

		TCVN 6261 : 1997





SỮA - ĐỊNH LƯỢNG ĐƠN VỊ HÌNH THÀNH KHUẨN LẠC TỪ CÁC VI SINH VẬT ƯA LẠNH - KỸ THUẬT ĐẾM KHUẨN LẠC Ở 6,5OC

Milk - Enumeration of colony-forming units of psychrotrophic micro-organisms - Colony-count technique at 6,5oC


TCVN 6261 : 1997 hoàn toàn tương đương với ISO 6730 : 1992 (E);


TCVN 6261 : 1997 do Ban kỹ thuật tiêu chuẩn TCVN/TC/F12 Sữa và sản phẩm sữa biên soạn, Tổng cục Tiêu chuẩn - Đo lường Chất lượng đề nghị, Bộ Khoa học, Công nghệ và Môi trường ban hành.


1. Phạm vi áp dụng


Tiêu chuẩn này qui định phương pháp định lượng đơn vị hình thành khuẩn lạc (CFU) từ vi sinh vật ưa lạnh trong sữa nguyên liệu và sữa đã xử lý nhiệt bằng kỹ thuật đếm khuẩn lạc ở 6,5oC.


2. Tiêu chuẩn trích dẫn


lSO 7218 : 1985 Vi Sinh vật học - Hướng dẫn chung về kiểm tra vi sinh vật.


TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989) Sữa và các sản phẩm sữa - Chuẩn bị mẫu thử và các dung dịch pha loãng để kiểm tra vi sinh.


ISO 707 : 1985 Sữa và các sản phẩm sữa - Các phương pháp lấy mẫu.


TCVN 4550 : 1988 (ISO 5725) Độ chính xác của các phương pháp thử nghiệm - Xác định độ lặp lại và độ tái lập cho phương pháp thử chuẩn bằng các phương pháp thử của liên phòng thí nghiệm.


3. Định nghĩa


Áp dụng định nghĩa sau đây trong tiêu chuẩn này:


3.1. Vi sinh vật ưa lạnh - Các vi khuẩn, nấm men và nấm mốc dưới các điều kiện qui định trong tiêu chuẩn này tạo thành các khuẩn lạc có thể đếm được.


4. Nguyên tắc


4.1. Chuẩn bị các đĩa nuôi cấy, sử dụng môi trường nuôi cấy và một lượng mẫu thử xác định. Chuẩn bị các đĩa khác trong cùng một điều kiện, với các dung dịch pha loãng thập phân từ mẫu thử.


4.2. Nuôi ấm các đĩa 10 ngày, trong môi trường có không khí ở 6,5oC.


4.3. Tính số lượng đơn vị hình thành khuẩn lạc từ các vi sinh vật (CFU) trong 1 mililít mẫu thử từ số khuẩn lạc thu được trên các đĩa đã chọn ở các mức pha loãng sao để có được kết quả thoả đáng.


5. Dịch pha loãng và môi trường nuôi cấy


5.1. Khái quát


Hướng dẫn chung, xem ISO 7218.


5.2. Nguyên liệu chính


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989).


5.3. Chất pha loãng để dùng cho các mục đích chung


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989).


5.4. Phân phối, khử trùng và bảo quản


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989).


5.5. Môi trường nuôi cấy


5.5.1. Thành phần

		Tripton
5,0 g


Cao men
2,5 g 

Glucoza ngậm 1 phân tử nước (C6H12O6.H2O)
1,0 g 

Sữa bột gầy1)
1,0 g 

Thạch
10 g đến 15 g2)

Nước
1000ml



		1) Sữa bột gầy không được chứa các chất ức chế. Điều này phải được kiểm tra bằng thử so sánh dùng sữa bột gầy đã biết trước là không chứa các chất này.


2) Tuỳ theo độ đông của thạch.





5.5.2. Chuẩn bị


5.5.2.1. Chuẩn bị từ môi trường hoàn chỉnh khô thương phẩm


Tiến hành theo hướng dẫn của nhà sản xuất, nhưng trong mọi trường hợp, phải cho thêm sữa bột gầy ngay cả khi nhà sản xuất coi việc thêm như vậy là không cần thiết.


Nếu cần, chỉnh pH để sau khi khử trùng, pH là 7,0 ở 25oC.


5.5.2.2. Pha chế từ các thành phần chính khô


Hòa tan và phân tán trong nước theo trình tự sau: cao men, tripton, glucôza và cuối cùng là sữa bột gầy.


Chú thích 1 - Nước được hâm nóng sẽ giúp cho việc hòa tan tốt hơn.


Cho thêm thạch và đun sôi, khuấy đều cho đến khi thạch tan hoàn toàn, hoặc đun nóng trong nồi hơi nước trong khoảng 30 phút.


Chú thích 2 - Nếu dung dịch không trong thì lọc qua giấy lọc. Nếu cần, chỉnh pH, sao cho sau khi thử trùng pH là 7,0, ở 25oC.


5.5.2.3. Phân phối, khử trùng và bảo quản


Phân phối môi trường vào các ống nghiệm (6.9) với các lượng từ 12 ml đến 15 ml trong mỗi ống, hoặc vào bình cầu hoặc chai (6.9) với các lượng từ 100 ml đến 150 ml.


Khử trùng bằng nồi hấp (6.1) ở 121oC ± 1oC trong 15 phút. Nếu môi trường dùng ngay thì làm nguội đến 45oC trong nồi cách thủy (6.5). Nếu không dùng ngay, trước khi bắt đầu tiến hành thử nghiệm vi sinh, để tránh mọi sự chậm trễ khi rót môi trường, làm tan chảy hoàn toàn môi trường trong nồi cách thủy nóng (6.6) sau đó làm nguội đến 45oC trong nồi cách thủy (6.5).


(Xem 8.4.4).


Bảo quản môi trường đã chuẩn bị ở chỗ tối với nhiệt độ từ 0oC đến +5oC không quá ba tháng.


Chú thích 3 - Để kiểm tra được nhiệt độ của thạch, đặt một nhiệt kế vào một lượng dung dịch 15 g/l thạch được đựng trong một bình riêng biệt giống hệt loại bình để đựng môi trường. Dung dịch kiểm tra nhiệt độ này phải được tiến hành các thao tác tương tự về đun nóng và làm nguội, giống như đối với môi trường nuôi cấy.


6. Thiết bị


Chú ý - Phải khử trùng tất cả các dụng cụ tiếp xúc với mẫu thử, với chất pha loãng, với dung dịch hoặc với môi trường nuôi cấy phù hợp với TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989), (6.1 ).


Chú thích 4 - Có thể dùng các dụng cụ sử dụng một lần để thay cho các dụng cụ thuỷ tinh có thể sử dụng nhiều lần, nếu như nó phù nợp với các yêu cầu qui định.


Sử dụng các thiết bị thông thường của phòng thí nghiệm vi sinh, các thiết bị cần thiết để xử lý mẫu thử và các dung dịch pha loãng theo qui định của TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 :1989) và đặc biệt là:


6.1. Thiết bị để khử trùng khô (lò sấy) hoặc khử trùng ướt (nồi hấp áp lực), xem ISO 7218.


6.2. Tủ ấm, có khả năng hoạt động ở 6,5oC ± 0,5oC.


6.3. Đĩa Petri bằng thủy tinh hoặc bằng chất dẻo, đường kính từ 90 mm đến 100 mm.


6.4. Pipét chia độ, được nhét bông ở đầu, đã hiệu chỉnh dung tích 1 ml ± 0,02 ml, hoặc 10 ml ± 0,2 ml, hoặc 11 ml ± 0,2 ml.


6.5. Nồi cách thủy, có khả năng hoạt động ở 45oC ± 1oC.


6.6. Nồi cách thủy, có khả năng hoạt động từ 100oC trở lên.


6.7. Thiết bị đếm khuẩn lạc, bao gồm một bộ phận chiếu sáng có nền đen, được gắn với một kính lúp có độ khuếch đại 1,5 lần và có một dụng cụ đếm cơ hoặc điện tử.


6.8. pH mét bù nhiệt, có độ chính xác tới ± 0,1 đơn vị pH ở 25oC.


6.9. Ống nghiệm có dung tích khoảng 20 ml (hoặc bình hoặc chai có dung tích thích hợp) và các bình cầu hoặc chai có dung tích từ 150 ml đến 250 ml dùng để khử trùng và bảo quản môi trường nuôi cấy.


Chú thích 5 - Có thể dùng chai hoặc bình cầu có nắp xoáy bằng kim loại không độc.


7. Lấy mẫu


Lấy mẫu theo ISO 707.


8. Cách tiến hành


Chú thích 6 - Để tăng độ chính xác của phương pháp, việc chuẩn bị các dung dịch pha loãng phải được chuẩn hóa cẩn thận. Những yếu tố tác động đến độ chính xác là:


- Kiểu loại thiết bị khuấy trộn;


- Thời gian khuấy trộn;


- Dịch pha loãng;


- Thời gian để cho các hạt to lắng xuống;


- Thời gian khuấy cho phép khi chuẩn bị các dung dịch loãng theo hệ thập phân.


Chú ý - Phải thực hiện các thao tác vô trùng thông thường. Những thao tác quy định trong 8.1 và 8.2 không được tiến hành dưới ánh nắng mặt trời.


8.1. Chuẩn bị mẫu thử và dung dịch pha loãng ban đầu


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO : 1989), 8.1.1.


8.2. Dung dịch pha loãng theo hệ thập phân tiếp theo


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989), 8.2.


Chú thích 7- Có thể dùng các loạt dung dịch pha loãng khác, thí dụ: dung dịch pha loãng ban đầu của 10 ml mẫu thử trong 90 ml chất pha loãng, hoặc 11 ml mẫu thử trong 99 ml chất pha loãng. Độ tập trung và tính chính xác của phương pháp sẽ lớn hơn khi sử dụng lượng mẫu thử và chất pha loãng lớn hơn.


8.3. Thời gian,tiến hành


Xem TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261 : 1989), 8.3.


8.4. Cấy và nuôi ấm


8.4.1. Lấy hai đĩa Petri (6.3) vô trùng. Dùng pipét vô trùng (6.4) cho vào mỗi đĩa 1 ml mẫu thử.


8.4.2. Lấy tiếp hai đĩa Petri vô trùng. Dùng một pipét vô trùng khác cho vào mỗi đĩa 1 ml dung dịch mẫu thử pha loãng 10-1.


8.4.3. Nếu cần, lặp lại thao tác này, sử dụng các dung dịch pha loãng thập phân tiếp theo.


8.4.4. Kiểm tra nhiệt độ của môi trường nuôi cấy (5.5) không được vượt quá 46oC.


Chú thích 8 - Nếu nhiệt độ của môi trường nuôi cấy lớn hơn 46oC thì có thể làm hư hại hoặc giết chết các vi sinh vật ưa lạnh trong mẫu thử. Nếu cảm thấy có sự hư hại nào đó thì phải kéo dài việc để đĩa và nuôi trong tủ ấm ở nhiệt độ thấp.


Rót vào mỗi đĩa Petri khoảng 12 ml đến 15 ml môi trường nuôi cấy (5.5).


Chú thích 9 - Nếu dùng 15 ml mà không thu được sự phân bố đều của các vi sinh vật thì nên dùng 20 ml.


8.4.5. Khuấy trộn thật kỹ chất cấy với môi trường bằng cách xoay đĩa Petri và để cho hỗn hợp đông đặc bằng cách đặt các đĩa Petri này trên một mặt phẳng nằm ngang, mát.


8.4.6. Thời gian từ khi chuẩn bị dung dịch pha loãng thứ nhất đến khi trộn chất nuôi cấy với môi trường không được vượt quá 15 phút.


8.4.7. Chuẩn bị đủ số đối chứng để kiểm tra độ vô trùng.


8.4.8. Lật ngược các đĩa đã cấy xong và đặt chúng vào tủ ấm (6.2) ở nhiệt độ 6,5oC trong 10 ngày.


Chú thích 10 - Để tránh sự lan rộng, cần phải đề phòng như sau:


- Phủ thêm một lớp môi trường nuôi cấy lên mặt các đĩa cấy sau khi đã đông cứng, hoặc


- Nhỏ thêm một giọt glixerol lên trên giấy lọc trong nắp của đĩa.


8.4.9. Không chồng quá 6 đĩa lên nhau. Để các chồng đĩa tách xa hẳn nhau cũng như xa thành và nóc tủ ấm.


8.5. Đọc kết quả


8.5.1. Đếm số khuẩn lạc trong mỗi đĩa (xem 9.1), sử dụng thiết bị đếm khuẩn lạc (6.7).


Kiểm tra các đĩa dưới ánh sáng dịu. Điều này rất quan trọng vì những chấm khuẩn lạc nhỏ cũng phải được đếm nhưng điều cơ bản là người kỹ thuật viên phải tránh lẫn lộn các hạt nhỏ không tan hoặc các chất kết tủa trong đĩa với khuẩn lạc nhỏ. Kiểm tra thật cẩn thận các đốm còn nghi ngờ, dùng kính lúp có độ khuếch đại cao hơn nếu thấy cần, để phân biệt được khuẩn lạc với các chất lạ.


8.5.2. Những khuẩn lạc mọc lan được xem là những khuẩn lạc đơn lẻ. Nếu các khuẩn lạc mọc lan nhưng ít hơn 1/4 bề mặt đĩa thì đếm những khuẩn lạc trên phần còn lại của đĩa và tính số lượng tương ứng cho toàn đĩa. Nếu lan rộng hơn 1/4 bề mặt đĩa thì loại bỏ đĩa đó.


9. Biểu thị kết quả.


9.1. Chỉ giữ lại các đĩa có ít nhất là 10 khuẩn lạc, nhiều nhất là 300 khuẩn lạc. Tính số CFU từ các vi sinh vật, N, trong 1 mililít sữa theo công thức:

N = 
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Σc
là tổng số khuẩn lạc đếm được trong tất cả các đĩa được giữ lại;


n1
là số đĩa của độ pha loãng thứ nhất có chứa từ 10 đến 300 khuẩn lạc;


n2
là số đĩa của độ pha loãng thứ hai có chứa từ 10 đến 300 khuẩn lạc;


d
là hệ số pha loãng tương ứng với độ pha loãng thứ nhất.


Chú thích 11 – Nếu có nhiều hơn hai độ pha loãng có thể đếm được cho kết quả từ 10 đến 300 khuẩn lạc thì công thức phải được sửa đổi, có tính đến những độ pha loãng tiếp theo đó. Với ba độ pha loãng thì theo công thức:


N = 
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Trong đó


n3
là số đĩa của độ pha loãng thứ ba được giữ lại, có chứa từ 10 đến 300 khuẩn lạc.


Làm tròn số kết quả thu được đến 2 chữ số có nghĩa. Khi số cần làm tròn là 5 mà không có chữ số có nghĩa nào đứng theo sau thì làm tròn số đứng trước chữ số 5 cho thành số chẵn. Thí dụ:


28.500 làm tròn thành 28.000. và 11.500 được làm tròn thành 12.000.


Lấy kết quả là số đơn vị hình thành khuẩn lạc từ các vi sinh vật ưa lạnh CFU trong 1 mililit sữa, biểu thị theo số từ 1,0 đến 9,9 nhân với 10x, trong đó x là lũy thừa tương ứng của 10.


Thí dụ: Việc đếm khuẩn lạc vi sinh vật cho kết quả sau (hai đĩa Petri cho mỗi độ pha loãng đã được nuôi ủ):


- Độ pha loãng thứ nhất (10-2) được giữ lại chứa 168 và 215 khuẩn lạc


- Độ pha loãng thứ hai (10-3) được giữ lại chứa 14 và 25 khuẩn lạc.

N = 
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- Làm tròn kết quả như hướng dẫn trên thu được 19 000 hoặc 1,9 x 104 CFU vi sinh vật ưa lạnh trong một mililít sữa.


9.2. Nếu có hai đĩa tương ứng với mẫu thử chứa ít hơn 10 khuẩn lạc thì báo cáo kết quả là " ít hơn 10 x 1/d CFU vi sinh vật ưa lạnh trong một mililít sữa”, trong đó d là hệ số pha loãng của độ pha loãng thấp nhất.


9.3. Nếu tất cả các đĩa đều chứa nhiều hơn 300 khuẩn lạc thì tính số lượng ước tính từ các đĩa có số khuẩn lạc gần 300 nhất và nhân số này với số nghịch đảo của độ pha loãng cao nhất. Báo cáo kết quả theo “số lượng đơn vị khuẩn lạc vi sinh vật ưa lạnh ước tính trong một mililít sữa”.


10. Độ lặp lại


Độ chênh lệch tuyệt đối giữa kết quả thu được từ hai lần thử nghiệm riêng rẽ, khi sử dụng cùng một phương pháp, phân tích trên cùng nguyên liệu, do cùng một người tiến hành trong cùng một phòng thí nghiệm, dùng cùng thiết bị, trong một khoảng thời gian ngắn, không được vượt quá 30% của kết quả thấp hơn.


Chú thích


12) Nếu các trường hợp không thỏa mãn yêu cầu về độ lặp lại là 5% hoặc lớn hơn thì cần xem xét nguồn gốc có khả năng gây ra sai lỗi.


13) Định nghĩa về độ lặp lại, xem TCVN 4550:1988 (ISO 5725).


11. Báo cáo kết quả


Báo cáo kết quả phải chỉ ra phương pháp đã sử dụng và kết quả thử nghiệm thu được, chỉ rõ phương pháp biểu thị. Cũng phải đề cập đến tất cả các chi tiết thao tác không qui định trong tiêu chuẩn này, hoặc tuỳ ý lựa chọn, cùng với các chi tiết bất thường nào khác có thể ảnh hưởng tới kết quả. Báo cáo kết quả cũng bao gồm tất cả mọi thông tin cần thiết về việc nhận biết đầy đủ mẫu thử.
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