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TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 7907:2008

Xuat ban 15n 1

Sira va san pham sira — Chat két tu vi khuin —
Xac dinh hoat d6 déng tu sira tong s

Milk and milk products — Microbial coaguiants —

Determination of total mitk-clotting activity

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay mé ta phuong phap so sanh hoat dé dong tu sita t8ng s& clia mau két tu tir vi khudn voi
hoat d6 déng tu sifa cla chat chudn qudc t& két tu tir vi khudn trén co chét sifa chudn duoc chusn bi véi

dung dich canxi clorua chira 0,5 g/l canxi clorua (pH = 6,5).
2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. D6i vdi cac tai liéu vién dan
ghi nam céng bé thi ap dung phién ban duoc néu. DSi véi cac tai liéu vién din khéng ghi nam céng bé
thi ap dung phién ban méi nhat, bao gém ca c4c sira ddi.

TCVN 7151 (ISO 648), Dung cu thi nghiém bang thuy tinh. Pipet mot mirc.

TCVN 7153 (ISO 1042), Dung cu thi nghiém bang thuy tinh. Binh dinh mifc.

3 Thuat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung thuét nglr va dinh nghia sau day:

31

Hoat do dong tu sira tong s& clia byt chat chudn déi chimg qudc té két tu tu vi khuan
(Rhizomucor miehei) [total milk-clotting activity of the international microbial coagulant reference
standard powder (Rhizomucor miehei)]

Hoat d6 lién quan dén bét chat chudn déi ching quéc t& ctia men dich vi bé.
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CHU THICH 1 D4i vai mé thif nhat, hoat db nay dugc xac dinh 1a 1000 don vi d6ng tu sra qudc 18 trén gam
(IMCU/g) tiong (mg v8i co chét sita chudn & pH 6,5 (xem IDF 157). Viéc chudn bi tiép theo cac chat chusn phai
twong (mg vai cac chat chusn trudc db.

CHU THICH 2 Hoat d d6ng tu sifa tdng s& clia bét chat chun két tu vi khudn 1a khodng 1000 IMCU/g, nhumg
hoat & thuc 18 lién quan dén bdt kidm chimg qudc 1§ cla men dich vi bd dudc ghi trén 6ng thuy tinh,

CHU THICH 3 Hoat dd (dbng tu sita) phan gidi protein tdng s& cla bét chat chusn két tu vi khu&n cif hai nam lai
kiém tra trén co chéat hexapeptit t8ng hop do NiZO" thyc hién.

4 Nguyén tic

Xac dinh thoi gian can thiét 68 ngung két sita bing men dich vi. Hoat d6 dong tu sifa tdng s6 cia mau .
két tu vi khudn dugc so sanh vai bdt chat chudn két tu vi khudn trén ca chat sita chudn ducc chudn bi
v@i dung dich canxi clorua chira 0.5 g/l canxi clorua (pH = 6,5).

5 Thudc thiy va vat ligu

Chi st dyng cac thudc thif loai tinh khigt phan tich va nuc dugc sif dung phai la nudc cat hoac nudc da
loai khoang hoge nudc co db tinh khiét tuong duong, trir khi ¢6 quy dinh khac.

5.1 Dung dich dém, pH 5,5

Diing pipet (6.1) 18y 10,0 ml axit axetic (CH,COOH) 1 mol/l cho vao 10,0 g natri axetat ngdm ba phan tr
nude (CH,COONa.3H,0) va trén. Pha loang bsing nutc d&n 1 000 mi. Chinh pH d&n 5,5, néu can.

5.2 Dung djch goc canxi clorua, c(CaCl,) = 500 g/l

Cac dung dich canxi clorua cé ndng d6 chinh xac yéu cdu ta 500 g/l canxi clorua va co ty trong thuc da
néu co sdn trong thuong mai 2. Bao quan cac dung dich nay theo chi din cia nha san xust

Trude khi sir dung, dua nhiét d6 clia dung dich géc canxi clorua vé nhiét do phong (tif 18 °C dén 22 °C).
Hang nam kiém tra nong d6 clia dung dich canxi clorua bing chuin d6 véi EDTA (axit
etylendiamintetraaxetic).

5.3 Dung djch Iam vigc canxi clorua, c(CaCl,) = 0,5 g/l

S dung ty trong clla dung dich gbc canxi clorua (5.2) dé tinh khéi luong canxi clorua can thiét dé thu
dugc ludng cudi ciing 1a 0,5 g/l canxi clorua trong dung dich lam vigc canxi clorua. (Khéi Iudng cda dung

" Vién nghién ciu Sira cGia Ha lan {NIZO), PO Box 20, 6710 BA Ede, Ha lan.
 Chr. Hansen's A/S, 1-27 Jemhoimen, 2650 Hvidovre, Ban mach.
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dich cén tuong duong véi luong bd sung 2,00 ml dung dich goc co ndng db chinh xac ¢(CaCl,) = 500 g,
trong trudng hop nay khéi luong dung dich la = 2,70 g).

Nén can dung dich gbc canxi clorua (5.2) dé chudn bi dung dich lam viéc canxi clorua, vi dung dich sanh
dic sé kho 18y bang pipet.

Can & nhiét d6 phong (tir 18 °C dén 22 °C) khoang 2,70 g dung dich g6c canxi clorua (5.2) c6 nong 46 44
biét, chinh xac dén 0,01 g, cho vao binh dinh mifc mét vach 2000 mi. Pha lodng b&ng nudc dén vach va

tron. Chuan bi dung dich canxi clorua mdi trong ngay lam viéc.
Cach khac, co thé chusn bi dung dich canxi clorua trung gian 50 g/l va dudc pha lodng tiép trudc khi sl dung.

5.4 Bot sira siy phun c6 ham lugng chat béo thap, xi Iy nhigt thap cé chat lugng vi khudn hoc va
ngung két bing men djch vj tat

CHU THICH Bt sita sdy phun c¢6 ham lugng chat béo thap, xi ly nhiét thap dap ing duoc cac yéu ciu, cb ban sén

trén thi truong "2

5.5 Bét chat chuan dai chung két tu vi khudn (Rhizomucor miehei) dyng trong cac dng thuy tinh
chra2,7 g

Hoat d6 dong tu sifa tdng s chinh xac dugc ghi trén cac ong thuy tinh (= 1000 IMCU/g).

Bao quan bdt chét chusn két tu vi khudn & nai t6i & — 18 °C, tranh §m. Bao quan trong mét khoang thoi
gian ngdn, vi du: trong qua trinh van chuy&n, bt chat chudn nay co thé dugc gilr & nhiét do méi trudng.

Sau hai nam, kiém tra hoat d6 phan gidi protein t8ng s6 clia bot chat chudn két tu vi khudn trén
hexapeptit do NIZO thuc hién".

Bot chét chudn d8i chimg két tu vi khudn 1a chusn déu; c6 thé chudn bi chat chudn dang 16ng thr cip va
dugc stf dung néu chic chan réing cho két qua tuong tu.

Bot chat chudn d6i chimg két tu vi khudn quéc t€ cb ban san trén thi trudng, do co quan chuyén nganh
thuc phdm DSM® cung cap.

6 Thiét bj, dung cu

S{r dung cac thiét bi, dung cu phong thif nghiém théng thudng va cu thé nhu sau:

3 DSM Food Specialities, Dairy Ingredients Group, P.O. Box 1, 2600 MA Delft, Netherlands.
Thoéng tin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi sif dung tiéu chudn nay va ISO ho#ic IDF khéng an dinh phai sif dung chung.
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6.1 Micropipet, hoac loai pipet khac, cd thé phan phdi 0,5 ml trong khoang thai gian nhd hon 1 s, cd
do 1ap lai bAdng ho#c tét hon 0,2 %.

6.2 Pipet mt vach, phu hop véi TCVN 7151 (ISO 648), d& phan phéi dugc cac lugng thich hop.

Cach khac, co thé sif dung bd pha loang (vi du: bd pha lodng Hamilton) cé do chinh xac tudng tu dé
pha loang chat két tu. Bé do co chét, ciing c6 thé dung xyranh ho&c bd phan phan phéi d€ chuyén mot
ludng thich hop vdi dé lap lai 0,4 %.

6.3 Binh djnh mirc mét vach, phu hdp vdi TCVN 7153 (ISO 1042), c6 cac dung tich thich hop.
6.4 Nhiét k&, da dudc hiéu chu&n, dugc chia vach tir 20 °C dén 45 °C, ¢cb do6 chinh xac + 0,1 °C.
6.5 May do pH, cé thé do pH dé&n 0,01 don vi.

6.6 Can phan tich, co thé can chinh xac dén 1 mg.

6.7 Ddng hé bam gid, co thé doc dén don vi giay.

6.8 Binh cdu [phu hop véi TCVN 7153 (ISO 1042)] hodc éng nghiém dé kiém tra sy dong tu sifa, cd
dung tich thich hdp (xem tir 6.9.1 dén 9.4).

6.9 NG&i cach thuy, co6 thé duy tri nhiét dd & 32 °C + 0,2 °C, vdi cac phu kién kém theo sau day:

6.9.1 M0 to dign, co truc quay gin vdi binh ciu hoic 6ng nghiém (6.8), c6 thé quay & goc quay thich
hop khoang 30° so vdi bé mat nudc cla ndi cach thuy.

CHU THICH D8 v6i phuong phap nay thi tc dd quay khéng quan trong, téc o (tir 2 vong/min dén 4 vong/min)
Ia thich hop.

6.9.2 Pén dién, duoc dit A vi tri sao cho roi sang dude binh ciu hoc 8ng nghiém (6.8) mot cach hiéu qua.

C6 thé slr dung tdm chdn cé nén den dugc dit trong néi cach thuy dé tang kha ning quan sat su dong
tu sifa trong binh cdu hodc éng nghiém.

7 Liy mau

Diéu quan trong 1a mau gl dé€n phong thir nghiém phai ding mau dai dién va khéng bi thay d8i hoac
hu hdng trong qué trinh bao quén ho&c van chuyén.

Viéc 18y mau khang qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén ldy mau theo TCVN 6400 (ISO 707).
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Viéc I8y mau chat két tu vi khudn dang 16ng (8.1) va chét két tu vi khudn dang bot (8.2) can phai dugc
thyc hién theo cac hudng dan trong TCVN 6400 (ISO 707) tuong (ng d6i va&i sifa va san phidm sira
dang 16ng va déi vdi sita va san phdm slta dang kho.

Bdo quan cac mau thir & noi téi d nhiét dé tir 0°C dén 5 °C.

8 Chuan bj miu thir
8.1 Chat két ty vi khuan dang long

VUfa trén mau thir vita khudy, tranh tao bot. Bua mau thir vé nhiét d phong (tr 18 °C d&n 22 °C) truse
khi bat ddu chu&n bj dung dich thir nghiém chét két tu (9.3).

8.2 Chat két tu vi khuan dang bét

Trén ky mau thir d& thu duge dang bot déng nhét. Dua mau thir vé nhiét d6 phong (tir 18 °C dén 22 °C)
trudc khi bat ddu chudn bi dung dich thif nghiém chét két tu (9.3).

CHU THICH 1 Chu y rAng cac san phdm dang bdt c6 thé tach rat nhanh.

CHU THICH 2 Coi nhu lugng mau thir da dugc I8y, Théng thudng cc luong miu (tr 3 g dé&n 5 g) 1a di. Tuy
nhién, khi kiém tra cac mAu thir khéng déng nhét va yéu ciu cac két qua thir nghiém chinh xac thi cin c6 cac cd
m&u Ién hon.

9 Cach tién hanh
9.1 Chuan bj cg chat

Cho 1000 ml dung dich lam viéc canxi clorua (5.3) d&n vach mifc cGa binh dinh mirc mét vach 1000 mi
(6.3). Can 110 g b6t sifa s8y phun cé ham lugng ch&t béo thap, dugc xUr ly nhiét thap (5.5), chinh x&c
dén 0,1 g cho vao c8c c6 md 2000 ml. Thém khodng 100 ml ctia 1000 ml dung dich lam viéc canxi
clorua vao bét dung trong c8c ¢6 md. Khudy béng tay dé thu duoc hdn hdp ddng nhit. Cho 900 mi
dung dich canxi clorua con lai vao lugng chifa trong c8¢c c6 mé dé€ 1am rao binh dinh mirc. Khufy co
chét thu duge bang may khudy tif trong 30 min, tranh tao bot.

D€ co chét thu dugc & noi t6i 30 min & nhiét d phong. C6 thé giif co chét & nai t6i & nhiét d6 phong
khéng qua 4 h hoac cé thé gilf lanh trong khi chudn bi, néu can.

CHU THICH pH cla ca chat da chudn bi phai & khodng 6,50. pH khong phai 14 t6i han va khong can phai diéu chinh.
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9.2 Chudn bj dung dich déi chimg két tu vi khuan

9.2.1 Dung djch chuin d&i chimg két tu vi khuin

Hoa tan bt chat chudn két tu vi khudn (5.5) theo chi dan dudi day:

DE& 6ng thuy tinh chita bét chat chudn két tu vi khudn can bing dén nhiét do phong (tir 18 °C dén 22 °C)
trudc khi ma dé tranh bot hat Em.

Can tUr 6ng mét lugng 2,500 g bot chat chudn két tu vi khudn, chinh xac d&n 1 mg, cho vao binh dinh
mic mét vach 50 mi (6.3). Thém tir 15 ml dén 20 mi dung dich dém (5.1) va trén bang cach xoay dé
hoa tan bdt, tranh tao bot. Pha lodng dén vach bang dung dich dém va trén ky lai.

9.2.2 Dung djch lam vigc déi chimg két tu vi khuan

Dé thu duoc thai gian ddng tu phl hop, dung pipet Iay 3 mi dung dich chusn dsi chimg két tu vi khuan
(8.2.1) cho vao mét binh dinh mirc mét vach 50 ml khac. Pha lodng dén vach bang dung dich dém (5.1)

va trén ky.

CHU THICH He s6 pha loang cudi ciing thu dugc 1a 333,33 I4n. Thai gian déng tu du tinh ddi véi dung dich 1am
viéc ddi chimg phai ndm trong khoang tif 350 s d&n 550 s.

Gilr dung dich lam viéc d6i ching két tu vi khudn & nhiét d6 phong trong ngay chudn bi. C6 thé bao
quan dung dich nay 2 ngay & nhiét dé tir 0 °C dén 5 °C.

9.3 Chudn bj dung dich thir nghiém két tu vi khuin

L&y mét Iugng méu thir thich hdp khodng 3 mi tif chat két tu vi khudn dang 18ng (8.1) hoac tir 3 g dén 5
g tir chét két tu vi khudn dang bt (8.2). Pha loang phdn mau thir bling dung dich dém (5.1) dén khi thu
duoc dung dich thir nghiém két tu vi khudn c6 thai gian déng tu gidng vdi thdi gian déng tu cla dung
dich lam viéc d6i chimg két tu vi khudn (9.2.2) véi dung sai cho phépla + 40 s. Chu y hé s& pha loang
cudi cling clia dung dich thir nghiém dugc sif dung trong tinh toan (10.1).

9.4 Péngty

9.4.1 Dung pipet (6.2) Idy 25 ml + 0,1 ml co ch4t (9.1) cho vao binh cdu hoc éng nghiém khé (6.8).
Gia nhiét s bé ca chat trong khi van xoay binh hoac 8ng, trong thdi gian it nhat Ia 12 min nhung khong
qué 20 min trén ni cach thuy (6.9) dé d 32 °C. Ngay sau d6 dung micropipet (6.1) I&y nhanh 0,5 mi
dung dich lam viéc déi chimg két tu vi khudn (8.2.2) cho vao cd chat. Bat luén déng hd bam glo (6.7).
Tron bang cach xoay, tranh tao bot va gén ngay binh cdu hoac 8ng nghiém vao truc quay.

10
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Poc thadi gian dong tu trén dong hé khi quan sat thdy su ngung két ddu tién trong mang co chét trén
thanh birh cdu hodc 8ng nghiém.

9.4.2 Lap lai ngay quy trinh 9.4.1 nhung thay dung dich lam viéc déi chimg két tu vi khudn (9.2.2) bang
dung dich thir nghiém két tu vi khun (9.3).

9.4.3 Lap lai ngay cac thao tac trong 9.4.1 va 9.4.2 dé thu dudc cac gia tri kép. Tinh trung binh cla
thai gian dong tu tuong (g voi dung dich lam viéc di ching két tu vi khun va dung dich thir nghiém
k&t tu vi khudn.

9.4.4 Thay 25 ml cd chat va 0,5 ml dung dich lam viéc d6i chimg két tu vi khuan trong 9.4.1 bang
10 ml ¢d chat va 0,2 mi dung dich 1am viéc hoéc ¢ thé str dung 50 ml cd chat va 1,0 ml dung dich lam
viéc. Tuy nhién, diéu quan trong 1a ty 1& gilfa co chét va dung dich lam viéc phai la 50:1.

10 Tinh toan va biéu thj két qua
10.1 Tinh toan

Tinh hoat do déng tu sifa tdng s6 clia mu thir, a,, dugc bidu thi bing don vi déng tu sifa qudc té

(IMCU) trén gam hoac trén mililit, theo céng thirc sau day:

_!(xwrxp:xdxar
([ xV,xV,

T

trong do
4, 1a hoat d6 déng tu sifa t8ng s6 clia mAu thir so véi bot chat chudn d&i chimg két tu vi khudn;

a, |a hoat d6 ddng tu sifa (ndng dd) cla bdt chét chudn ddi chimg két tu vi khudn (5.5), tinh bang
IMCU/g; gi tri nay ducc ghi trén 8ng thuy tinh dung bét chudn;

d la gia tri cudi cung clia hé s8 pha lodng thu duoc vdi dung dich thf nghiém (9.3);

t, la thai gian déng tu trung binh thu duoc véi dung dich thir nghiém két tu vi khudn (9.4.2 va 9.4.3),
tinh bang giay;

t la thai gian déng tu trung binh thu duoc vai dung dich lam viéc di ching két tu vi khuan (9.4.1 va
9.4.3), tinh bang giay;

V, 1a thé tich da |y trong 9.2 tir dung dich chuan di chimg két tu vi khudn, tinh bang miliiit (V, = 3 mi);

11
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V, la thé tich cuéi cling trong 9.2.1 tir dung dich chudn d&i ching két tu vi khuin, tinh b&ng mililit
{V; = 50 ml);

Vy la thé tich cudi cung trong 9.2.2 tir dung dich lam viéc d6i chimg két tu vi khuan, tinh bang miliit
{(Va=50mi);

w, lakhéi luong chét chudn d6i chimg két tu vi khudn da can dudc trong 9.2, tinh bang gam:

CHU THICH Céng thirc nay c6 thé duoc don gidn hoa bing cach dua ludn con s6 nhu sau: w,=2500g: V,=3ml
V, = 50 ml; V, = 50 ml.

_1,x0,003xdxa,
f

i

a

f

10.2 Biéu thj két qua

Biéu thi két qua theo don vi ddng tu sita quéc t& (IMCU) trén gam hoac trén mililit chinh xac dén sé

nguyén,

11 Do chum

11.1 Phép thir lién phéng thir nghiém

Cac chi tiét cia phép thir lién phong thir nghiém vé do chum clia phuong phap dugc dua ra trong tap
chi IDF.

Cac gia tri vé d6 1ap lai va d6 tai lap thu dugc tir phép thir lién phang thir nghiém nay da dugc xac dinh
theo TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Cac gia tri thu dugc nay cé thé khéng
ap dung dugc cho cac dai néng d6 va cic chit nén khéc vdi cac gia tri 0 néu. Vi du nhu do mot sé sai
khac vé do hoa tan va dé khéng déng nhat clia bt két tu, ma cac s6 liéu vé théng s& d6 chum, dd lap
lai (11.2) va d6 tai 1ap (11.3) cb thé cao han khi phan tich bot két tu. Néu hau hét nhé hon 95 % cac
trudng hop ndm trong céc giA tri trong 11.2 va 11.3, thi nén cai tién trinh tu cda phuong phap.

CHU THICH 1 IDF 135 dua ra huéng din cu th& v& cac phép thir lién phong thir nghiém vé cac phudng phap
phan tich san ph&m sifa. Huong dén nay dua trén co sd ciia TCVN 6910 (ISO 5725).

CHU THICH 2  Cac gia tri vé dd lap lai va do tai lap thu dugc tir cAc d0 lech chudn 13 cac s& uéc tinh cla d6 léch
chudn dung cla phuong phap. M&i gia tri dua ra vé d¢ lap lai va dé tai 1ap 1a chénh léch t8i da gitra hai két qua thir
nghiém, dugc biéu thi theo 95 % céc truong hop khi hai k&t qua thir nghiém dugc so sanh,

CHU THICH 3 Phép thir lién phéng thir nghiém vé do chum cia phuong phap da duoc ti€n hanh s dung cac
chudn d6i chimg két tu vi khun d6i véi méi loai chat két tu vi khudn (twong (ng d6i vai Rhizomucor miehei,

12
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Rhicomucor pusillus va Cryphonectria parasitic). Vi cc ly do thyc t6 ma ngudi ta quyét dinh ring mot chét chudn
két tu vi khudn ciing c6 thé al cho muc dich clia phuong phap, nhung khéng c6 phép thir lién phong thif nghiém
nao da thuc hién ma chi s dyng médt chét chudn két ty vi khudn. Tuy nhién, vn hy vong ring d6 chum cia
phuong phap it nhat s& phai dat nhu trong phudng phap nay. Mot phép thif lién phong thif nghiém da thich ing sif
dung chi mét chat chudn két tu vi khusn tir Rhizomucor miehei sé dugc thuc hién khi soat xét ti€p phuong phéap nay.

11.2 Do 13p lai

Chénh léch tuyét d6i gilta hai két qua thir nghiém riéng ré doc 1ap thu duoc, khi sir dung cling phuong
phap thi trén vat ligu thir gidng hét nhau, do cung mét ngudi phan tich sir dung clng mot thiét bi, tién
hanh trong cing mét phong thir nghiém, trong mét khodng théi gian ngén, khéng qua 5 % cac trudng
hdp 16n hon 6 % trung binh ctia hai két qua;

11.3 D6 tai lap

Chénh léch tuyét ddi gitra hai két qua thif nghiém riéng ré thu dugc, khi sir dung cling phudng phéap tht
trén vat liéu thir giong hét nhau, do cac ngudi phan tich khac nhau thuc hién trong cac phong thif
nghiém khac nhau, sif dung cac thiét bi khac nhau, khéng qua 5 % céc trudng hgp ldn hon 16 % trung
binh clia cac két qua.

12 Béo cao thir nghiém

Bao cao thir nghiém phai ghi ré:

a) moi thdng tin can thiét d& nhan biét ddy di vé mau thir,
b) phuong phap I8y mau da sir dung, néu biét;

c¢) phudng phap thir 43 sir dung va viéh dan tiéu chudn nay;

d) tt ca cac chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chufn nay, cing véi cac chi tiét bat thudng nao
khac co thé anh hudng téi két qua;

e) két qua thir nghiém thu dugc; hosic néu néu dap (ng duoc yéu ciu vé dd Iap lai thi néu két qua cubi
cung thu dugc,

13



Thu muc tai ligu tham khao

[1] TCVN 6400 (1ISO 707), Sifa va sin ph8m sita - Hudng din 18y mau.

[2] TCVN 6910-1 (ISO 5725-1), B chinh xac (d6 dung va do chum) cta phuong phap do va két qua
do. Phan 1: Nguyén t3c va dinh nghia chung.

(3] TCVN 6910-2 (ISO 5725-2), D6 chinh xac (46 dung va dd chum) clia phusng phap do va két qua do.
Phén 2: Phuong phap co ban xac dinh dé I3p lai va do tai lap clia phuong phap do tiéu chusn.

[4] IDF 110B:1997, Calf rennet and adult bovine rennet — Determination of chymosin and bovine pepsin
contents (chromatographic method)

[5) IDF 135, Mik and milk products - Precision characteristics of analytical methods -~ Outline of
collaborative study procedure.,

(6] IDF 157, Bovine rennets — Determination of total milk-clotting activity.

14



