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L&i néi dau
TCVN 6263:2007 thay thé TCVN 6263:1997;

TCVN 6263:2007 hoan toan tuong duong véi ISO 8261:2001/IDF 122:2001.

TCVN 6263:2007 do Ban ky thuat tiéu chudn TCVN/TC/F12 Sia va sdn phdm
si7a bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Do lusng Chét lugng dé nghi, B6 Khoa
hoc va Céng nghé cdng b&.



TCVN 6263:2007

L&i gidi thiéu

Tiéu chudn nay phan I6n dua theo TCVN 6507-1:2005 (ISO 6887-1:1999). Nhimng diéu chinh can thiét
ddi vai thuc hanh phong thif nghiém vi sinh trong nganh cdng nghiép sita va cac hudng dan cu thé cho

cac san pham sifa, d&c biét lién quan dén viéc chudn bi mau déu da dudc dé cap-dén.

Béi v&i dung dich pha loang ho#c cac dung dich pha lodng can xac dinh doi khi ciing la chii dé can thao
luan. Trong ti€éu chudn nay, dung dich mudi/pepton ciing nhuf nuéc dém pepton dudc qui dinh gidng nhu
da duoc qui dinh trong TCVN 6507-1:2005 (ISO 6887-1:1999). Ngoai ra, d6i vdi cac phong thif nghiém vi

sinh clia nganh sifa cé sau dung dich pha loang dugc qui dinh cho cac muc dich d3c biét.
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Xuat ban 1an 2

Sira va san pham sira — Hudng dan chung vé chuan bj mau thi,
huyén phu ban ddu va dung dich pha loang thap phan dé kiém tra
vi sinh vat

Milk and milk products — General guidance for the preparation of test samples,
initial suspensions and decimal dilutions for microbiological examination

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay dua ra cac hudng dan chung vé viéc chudn bi mau thl, huyén phi ban diu va cac
dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat cla sifa va san phdm sifa, k& c3 cac loai thee
phdm tif sita danh cho tré so sinh.

2 Tai lidu vién din

Céc tai liéu vién dan sau la rdt can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. D6i véi cac tai liéu vien dan ghi
nam ban hanh thi ap dung phién ban dugc néu. D3i v8i cac tai liéu vién dan khdng ghi nam ban hanh
thi ap dung phién ban mdi nhat, bao gém ca cac sita dai.

TCVN 65071 (ISO 6887-1), Vi sinh vat trong thuc phdm va thifc an chan nudi — Chudn bi mau thr,
dung dich huyén phu ban dau va cac dung dich pha lodang thap phan dé kiém tra vi sinh vat. Phan 1:
Cac nguyén tc chung dé chuén bi huyén phi ban dau va cac dung dich pha loang thap phan.

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thlfc an chan nudi - Nguyén tac chung vé
kiém tra vi sinh vat.

3 Binh nghia

Trong tiéu chudn nay sUr dung cac thuat ngif va dinh nghia sau day:

3.1
huyén phu ban diu (initial suspension)

dung dich pha logng ban d&u (primary dilution)
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huyén phl, dung dich hodc nhi tuong thu dudc sau khi can hoac dong mét lugng san phdm can kiém
tra (hodc clia miu dudc |4y tU san pham) dugc trén v6i mét lugng chat Iéng (dich pha loang) I16n gap
chin lan, néu cén thi dung may trén va phai tuan tht cac qui dinh thich hop, néu cé cac hat to thi dé
chuing 1dng xudng.

CHU THICH 1 Trong mét s6 truang hop, dac biét d6i vai cac san Iphém cho huyén pht ban diu 1+ 9 rat quanh
ho&c qua dac, phai b sung thém dich pha loang. Trong mét s trudng hop khac, d8i vai cac k&t qua thr lien quan
dén cac chudn muyc yéu cdu, c6 thé can dung dich pha losng ban d4u 1 + 9 dam d4c hon. Céac yéu t& nay can phai
dudc tinh dén trong nhimg thao tac tiép theo va/hoac trong biéu thi két qua.

CHU THICH 2 Tét nhat 1a sir dung dung dich pha lodng thir nhat cho trudng hop it hon 10 vi sinh vat trong mot
gam. D6i vai mét s6 phép dinh Iuang cho mot s san phdm ma thap hon ngudng nay thi nén sif dung dé pha loang
nhé hon cho huyén phi. Tuy nhién, viéc nuéi cdy huyén phis nay cé thé dan dén ty Ié khong can b&ng gilfa dich
cdy va méi truang. ' :

CHU THICH 3  ©4i véi cac phong ngifa thich hap, xem 8.1.
CHU THICH 4  Dgi vdi cac chi tiét cia dich pha loang, xem diéu 5.

3.2

dung dich pha loang thap phan tiép theo (further decimal dilutions)

huyén phu, dung dich ho#c cac thé nhi tuong thu duge bang cach trén mét thé tich chinh xac cla dung
dich pha loang ban dau (3.1), véi 9 Ian thé tich dich pha loang va bing cach I3p lai cac thao tac nay vai
mdi 1an pha loang nhu vay cho dén khi thu dugc cac day dung dich pha loang thap phan thich hop cho

viéc cay trong moi trudng nudi cay.

CHU THICH Xem 8.1.

4 Nguyén tic
Chuan b huyén phu ban ddu (3.1) va chuan bj cac dung dich pha lodng thap phan tiép theo (3.2) dé

giam bat s6 Iugng vi sinh vat co trong mét don vi thé tich dé thuan tién cho viéc kiém tra vi sinh, néu can.
5 Dich pha loang
5.1 Nguyén liéu chinh

D€ tang do chum clia két qua, nén st dung cac thanh phan chinh khé, hoAc cac mai trudng hoan chinh

khd d€ chudn bi cac dich pha lodng. Can tuan thi nghiém ngat cac hudng din clia nha san xuat,

Chi s{r dung cac loai thudc thr dat chat lugng phan tich, trir khi ¢é qui dinh khac, va nudc cat hoic nudc
da khir khoang hodc nudc cé chat lugng tuong dudng [xem TCVN 6404 (1SO 7218)).
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SUr dung cac dung dich natri hydroxit (NaOH) va axit clohydric (HCI) co néng do phan tdr gam thich hop
@& didu chinh pH cda méi trudng dé giam thiéu sy thay ddi thé tich méi trudng va thanh phan, nghia la
thé tich méi trudng cang thap thi néng do phan tir gam cang cao.

5.2 Dich pha loang dung cho muc dich chung
5.2.1 Dung dich pepton-mudi

5.2.1.1 Thanh phin

Pepton tif thuy phan casein 104
I_Natri clorua (NaCl) 85g
Nudc 1000 ml

5.2.1.2 Chuin bj

Hoa tan cac thanh phan trong nudc, bang cach dun néng nhe trén bép dién (6.13), néu can. Chinh pH
bang dung dich thich hgp (5.1) sao cho sau khi khir tring, pH 12 7.0+ 0,23 25 °C

5.2.2 Dung dich Ringer ndng dé mét phan tu

5.2.2.1 Thanh phén

_I;l;r?ciorua (NaCl) 2,25¢g

'_Pzali cloru_a_(l';én - 0,105 g -
Canxi clorua, dang khan (CaCly) 0,06g
Natri hydrocacbonat {NaHéOS; 10,05g
Nudc 1000 ml

5.2.2.2 Chuan bi

Hoa tan cac mudi trong nudc. Chinh pH bang dung dich thich hop (5.1) sac cho sau khi khir tring, pH
2a6,9+02325°C

5.2.3 Dung djch pepton

5.2.3.1 Thanh phan

[

! Pepton

i 3
i Nudc

=J
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5.2.3.2 Chuan bj

Hoa tan pepton trong nudc. Chinh pH bang dung dich thich hgp (5.1) sao cho sau khi khif trung, pH |a
7.0+02325°C

5.2.4 Dung dich déem phosphat

5.2.4.1 Thanh phan

Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 4259

Nuéc 1 000 mi

5.2.4.2 Chuan bj

Hoa tan mudi trong 500 ml nudc. Chinh pH bing dung dich thich hgp (5.1) sao cho sau khi khif trung, pH
la7,2 + 0,23 25°C. Pha loang bang nudc tdi 1 000 ml. Bao quan dung dich géc nay trong diéu kién lanh.

Cho 1 ml dung dich géc nay (d 20°C) \r;éo 1 000 ml nudc dé dung lam dung dich pha loang.
5.3 Dich pha loang dung cho muc dich dic biét

Cac dich pha loang nay chi dudc sif dung dé chuan bi cac huyén phi ban dau.

5.3.1 Méi trudng tién tang sinh: Nudc dém pepton

5.3.1.1 Thanh phan

Pepton tif thuy phan mé dong vat 10,0 g

Natri clorua (NaCl) 50g

Dinatri hydrophosphat ngam 12 phan tir nuéc (Na,HPO,.12H,0) 90g

Kali dihydro phosphat (KH,PO,) . 1,59

Nudc 1000 ml

5.3.1.2 Chuan bi

Hoa tan cac thanh phan trong nudc, bang cach dun ndng nhe trén bép dién (6.13), néu can. Chinh pH

bang dung dich thich hop (5.1) sao cho sau khi khif triing, pHia 7.0 0,28 25°

(@]

Dich pha loang nay dudc khuyén cao dung cho cac phép thir dé phat hién Salmonelia hoac Listeria
monocytogenes (xem ISO 5679).

5.3.2 Dung dich natri xitrat [dung cho phomat va sifa bot (s&y mang)]
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5.3.2.4 Thanh phin

| Trinatri xitrat ngam 2 phan tif nudc (Na;CgHsO,.2H,0) 2009

Nudc 1000 ml

5.3.2.2 Chuan bj

Hoa tan mudi trong nudc, biing cach dun néng trén bép dién (6.13) & khoang tir 45 °C dén 50 °C. Chinh pH
bing dung dich thich hap (5.1) sao cho sau khi khir trung, pH 1a 7,5 + 0,2 & 25 °C.

5.3.3 Dung dich dikali hydro phosphat (ding cho phomat, sifa bot (sdy mang), stfa chua, caseinat,

‘whey bét axit va cream |1&én men).

5.3.3.1 Thanh phan

Dikali hydro phosphat (K,;HPO,) 200g

Nudc 1 000 ml

5.3.3.2 Chuan bj

Hoa tan musi trong nutc, biing cach dun néng trén bép dién (6.13) & khoang tir 45 °C dén 50 °C. DSi véi
whey bdt axit, chinh pH bang dung dich thich hgp (5.1) sao cho sau khi khir tring pH ctia dung dich
pha lodng ban dau la 8,4 + 0,2 & 25°C. Cén ddi véi phomat, sifa bt (sdy mang), sifa chua, caseinat va

cream Ién men, chinh pH bang dung dich thich hop (5.1) sao cho sau khi khir tring 14 7,5 + 0,2 & 25 °C.

5.3.4 Dung dich dikali hydro phosphat vdi chat chong tao bot (dung cho casein axit, casein lactic

va casein rennet)

5.3.4.1 Thanh phan

Dikali hydro phosphat (K,HPO,) 200g

Nudc 1000 ml

5.3.4.2 Thanh phan cla dung dich gdc chéng tao bot

Polyetylen glycol 2000 (BDH) 1g

| Nudc ' 1 000 mi

R . £

5.3.4.3 Chuan bi

Hoa tan mudi trong nudc, bang cach dun néng & nhiét dé tir 45 °C dén 50 °C. Thém 1 mi dung dich goc
chéng tao bot vao 1 lit dung dich K,HPO,. Chinh pH bang dung dich thich hdp (5.1) sac cho pH cla
dung dich pha loang ban dau clia casein axit va casein lactic sau khi khif tring 12 8,4 + 0,2 & 25°C. con

déi vai casein rennetla 7,5 + 0,2 & 25 °C.
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5.3.5 Dung dich tripolyphosphat (dung dich thay thé cho casein rennet khi gap van dé vé viéc hoa tan)

5.3.5.1 Thanh phan

Natri tripolyphosphat (Na;O,Ps) 200g J

Nudc _ 1000 ml ]

5.3.5.2 Chudn bj

Hoa tan mudi trong nudc, dun nong trén bép dién (6.13), néu can. Phan phéi dung dich tripolyphosphat
vao cac chai véi cac lugng 90 ml va khif trung bang ndi hap &p Iuc (6.1) 88 & 121 °C trong 20 phut. Méi
trudng nay c6 thé bao quan dudc dén téi da 1a 1 thang & nhiét do tr 0 °C dén + 5 °C.

5.3.6 Dich pha loang dung cho muc dich chung véi dung dich a-amylaza (d6i véi thuc pham
danh cho tré sd sinh chla ham lugng tinh bét cao)

Cho 12,5 mg a-amylaza (EC 3.2.1.1)" v6i hoat tinh riéng khoang 400 don vi?/miligam vao 225 ml dich
pha lodng ding cho muc dich chung (xem 5.2). Dich pha loang nay dugc dung cho 25 g mau thir. ST
dung cac lugng thudce thif tuong tu dé chudn bi cac Iugng mau thir khac (vi du, dsi vai 10 g mau, thi cho

5 mg a-amylaza vao 90 ml dich pha loang dung cho muc dich chung).
5.4 Phan phoi, khir tring va bao quan dung dich pha loang

Phan phoi dich pha loang (5.2 hoac 5.3), da dugc lam dm trudc dén 45 °C, néu can, diing cho dung
dich pha loang ban dau vao cac binh hoac lo (6.4). Phan phdi dich pha loang dung dé pha loang thap
phan (5.2) nay vao cac 6ng nghiém (6.5) hoac cac lo (6.4).

Phan phéi sao cho sau khi khtr tring, trong méi binh ho#c lo ¢6 chifa 90 ml dich pha lodng hodc mét
Iuong yéu cdu khac va mdi 8ng nghiém hoc lo phai chifa 9,0 ml dich pha loang hoac luong yéu cau

khac. Day ndp ng nghiém, binh hoac lo. Sai s6 ctia phép do thé tich khong dudc vugt qua + 2 %.

Khtr tring 15 phut bang hdp ap luc (6.1) & 121 °C (d&i vai cac thé tich I6n hon c6 thé phai hap ap luc
lau hon). Néu dich pha loang khéng sir dung ngay, bao quan & ché t8i tir 0 °C dén 5 °C, nhung khong
qua 1 thang dudi cac diéu kién khong lam thay ddi thé tich hoac thanh phan clia ching.

Néu céan thiét phaj dém mot vai nhém vi sinh vat, sif dung cac méi trudng nudi cay khac nhau, ciing cé
thé can thiét phai phan phdi tat ca cac dich pha loang (hodc mét s6) vdi cac luong nhiéu hon 8,0ml. C&

clia cac 6ng nghiém, binh va lo (6.4 v 6.5) cang phai qui dinh tuong (ng.

'S hiéu EC lién quan dén s6 phan loai enzym do Namenclature Commitlee cla Hoi dong Sinh hoa Quéc 1€ vé Khuyén cao
Thuat nglf ciia Enzym (1978), Academic Press, New York, 1979. )

* Pon vi nay {thudang dudc goi 18 don vi qudc té hay con goi 13 don vi tieu chuan) duoc xac dinh la Iuagng enzym gay xuc tac
dé chuyén hoa 1 pmol cd chat trén phut trong cac diéu kién chudn

10
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6 Thiétbi, dung cu

CHU THICH C6 thé dung cac dung cu st dung mot Ian dé thay thé cho cac dung cu thly tinh si dung nhiéu lan,
néu phl hop vai cac yéu cau qui dinh. Dung cu thuy tinh st dung nhiéu Ian phai co do bén 6t khi khir triing 1ap lai

va phai tra vé mat hoa hoc.

SUr dung cac thiét bi ctia phong thlr nghiém vi sinh théng thusng [Xem TCVN 6404 (ISO 7218)] va cac dung

cu sau day:
6.1 Thiét bj dé khir tring khé (t0 say) hoac thiét bj dé khir tring udt (ndi hap ap luc)
Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

CHU THICH N&i hap cé thé dung riéng ré hoac dung nhur mdt phan cla thiét bi cho viéc chuan bi va phan phéi

moi trudng.

Khéng khir trung pipet bing ndi hdp ap luc vi hoi nuéc sé dong fai phia trong khi ngudi sé anh hudng

dén dé chinh xac cla viéc phan phoi moi truong.
6.2 Thiét bi trén
Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

Céc hoac tui bang chat déo phai ¢ du dung tich d€ tron mau vdi lugng dich pha lodng thich hop. Noi

chung, thé tich ctia vat chta phai gap dbi thé tich clla mau thir cong véi dich pha loang.
C6 thé s dung tui bang chat déo cé bo loc hop nhat dé gilr lai cac hat I&n.

6.3 May khudy trén co hoc, c6 kha nang trén 1 mi hodc 2 ml mau thi trong trudng hop mau dang
Idng, hoac cac dung dich pha loang thap phan, vai 9 ml hogc 18 mi dich pha loang trong 6ng nghiém
6 kich thuéc thich hop, dé thu ducc chat huyén phii ddng nhat va may hoat dong theo nguyén ly quay
léch tam chat chlfa trong éng nghiém (May tron Vortex) [xem TCVN 6404 (ISO 7218)].

6.4 Binh hoac lo, co du dung tich d& chua 90 ml dich pha loang dung dé tac huyén phl ban dau.

hoac béi s6 clia 90 ml va con cé khoang tréng dé tron.

6.5 Ong nghiém (binh hoac lo nhd), co6 dU dung tich dé chira 10 ml mau thir (hoac boi s6 cua 10 mi)
(v6i mau thir dang 16ng) hoac dung dich pha loang ban dau (trong cac trudng hgp khac) hoac cac dung

dich pha loang thap phan tiép theo va con co khoang tréng phia trén dé tron.
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6.6 Pipet, dugc nhét nat bédng & dau hoadc duoc trang bi dung cu hut pipet bang co hoc, dung tich
danh dinh Ia 1 ml va c6 16 thoat cé dudng kinh tir 1,75 mm dén 3 mm. Chi st dung cac pipet cé dau
con nguyén ven, nén diing loai ¢é vach chia rd dé phan biét dung tich.

6.7 Pipet chia dg, dugc nhét ndt bong & dau, duge trang bi dung cu hat pipet bang co hoc, c6 dung.
tich tuong dai 1dn, vi du: 10 ml ho&c 20 ml. Chi sir dung cac pipet cé typ nguyén ven, nén dung loai cé
wvach chia rd dé phan biét dung tich.

6.8 Hat thuy tinh, c6 dudng kinh khoang 6 mm.
6.9 pH mét, cé do chinh xac téi + 0,2 don vi [xem TCVN 6404 (1SO 7218)].

6.10 Can phan tich, cé khoang can phi hgp va cb dé chinh xac nam trong gidi han 1 % khdi lugng
duoc can.

6.11 NOoi cach thuy, cb tré duy tri nhiét do 8 30°C + 1°C, 37°C + 1°C va 3 45°C +1 °C.
6.12 Dao tron hoac dia thuy tinh.

6.13 BE&p dién, hoc thiét bj gia nhiét thich hgp dé lam néng nhe (khong dung dau dét bing khi) va cé
thé thao tac & nhiét do qui dinh.

7 Liy mau
Viéc lay mau khong qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén Idy mau theo TCVN 6400 (ISO 707).

Diéu quan trong Ia mau gli dén phong thir nghiém phai la mau dai dién va khong bi hu hdng hoac thay
d8i trong qua trinh bao quan va van chuyén,

N&u khong c6 tiéu chudn cu thé nao lién quan dén san phdm cén phan tich, thi cac bén tu thio thuan

vé van dé nay.

8 Cach tién hanh
8.1 Khai quat

Trong suét qua trinh thlr nghiém, nhiét do ctia phan mau thl, huyén phu ban dau va cac dung dich pha

loang thap phan khong dugc vuaot qua 20 °C, trir khi co qui dinh khac.

D6i v6i mot s6 nghién citu clu cu thé (vi du. Salmonella), thi can dén cac ky thuat va phong ngifa dac

biét. Trong trudng hop dé, cac ky thuat dac biét 1a van dé duoc dé cap trong tiéu chuan

12



TCVN 6263:2007

Céc thao tac trong 8.2 va 8.3 khong dugc thuc hién dudi anh nang mat troi.
Ludn phai chay dré' dam bao vo trt‘J.ng.

8.2 Chuan bj mau thir va huyén phu ban ddu

8.2.1 Khai quat

Mot sG san pham can phai xUf ly nhiét ho#c axit hoa. D& thu héi t&i tu cac vi sinh vat bi (c ché trén moi
trusng chon loc, nén sif dung viéc tai hoat hoa dung dich pha lodng ban ddu dé khdi phuc hoan toan
c4c vi sinh vat nay. Viéc tai hoat hoa nay Ia dé dung dich pha lodng ban dau & nhiét do mai trudng tir
20 °C dén 25 °C trong khoang 45 phut trudc khi pha loang hoac cdy tiép theo.

Pé tranh gay hai dén cac vi sinh vat do thay ddi nhiét do dét ngdt, thi nhiét do cla dich pha loang
trong sudt qua trinh thao tac mo ta dudi day ludn phai gitr bang nhiét d6 clia mau thi, trir khi cé qui
dinh khac.

8.2.2 Sira va cac san pham sira dang 1dng

Tron mau thir that k§ sao cho cac vi sinh vat phan bd cang déu cang tét bang cach dao chiéu lo chira
lién tuc 25 1an. Tranh tao bot hoc d& bot tan hét. Khoang thai gian tir khi tron dén khi 1ay phan mau dé
thd khéng duge qua 3 phat.

Dung pipet vo tring (6.6) 18y 1 ml mau thir cho vao 9 mi dich pha loang (5.2) (hodc 10 ml mau thir cho
vao 90 ml dich pha loang, hoac 11 ml mau thir cho vao 99 ml dich pha loang). Lac déu dung dich pha
loang ban dau nay [vi du, lac bang tay 25 Ian vdi khoang di dong la 300 mm, trong 7 giay hoac sir dung
may lic bang co (6.3) lac tir 5 giay dén 10 gidy] dé thu dugc dung dich pha loang 10

Chuan bi cac dung dich pha loang ti€p theo, theo 8.3.
8.2.3 Sira bot, whey bot, whey bot axit, buttermilk bot va lactoza
Tron ky luong chifa trong lo kin bang cach lac va dao chiéu lién tuc.

Né&u mau thir dung trong lo kin con nguyén, qua day, khé lac tron thi nén chuyén sang lo chifa 16n hon
réi tron déu. M3 nap. dung dao tron Ay phan mau thif yéu cau va tién hanh theo chi dan dudi day. Day
ngay nap lo.

Ham noéng lo chira 90 ml dich pha loang trén ndi cach thuy (6.11) dé d 45 °C.

13
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Can 10 g mau thd cho vao binh thuy tinh thich hdp (vi du nhu cdc cé6 md) va dd bét vao lo cé chira dich
pha lodng thich hop (5.2). D8i véi whey bét axit, sif dung dich pha loang dac biét (5.3.3) & pH 8,4 + 0,2
hoac dbi véi stra bot s8y mang thi st dung dich pha loang (5.3.2 hoic 5.3.3) 3 pH 7,5 + 0,2, néu can.

Cach khac, can 10 g mau thif cho truc ti€p vao lo chifa dich pha loang.

CHU THICH D& hoa tan t6t hon, dac biét ddi vai sita sdy mang nén sif dung cac hat thuy tinh (6.8). N&u sif dung

thi phai cho vao lo trudc khi khir tring.

Pé hoa tan mau thir, xoay tir tir lo d& 1am uét bot va sau dé lic lo 25 1an, vai khoang di déng la 300 mm
trong khoang 7 giay. Cé thé ding may tron ki€u nhu dong (6.2) dé thay cho viéc lac.

D3t lo mau vao ndi cach thuy (6.11) trong 5 phut, thinh thoang lac.
Chudn bi cac dung dich pha loéng tiép theo, theo 8.3,
8.2.4 Phomat va phomat ché bién

Can 10 g mau thir trong dia va chuyén vao céc dung clia may trén quay, hoac tui dung clia may trén

kiéu nhu ddng, hoac can truc tiép 10 g mau thir vao vat chia.

Khi dung may tron quay, hodc may tron kiéu nhu dong, cho thém 90 ml dich pha loang (5.3.2 hoac
5.3.3, pH 7,5 + 0,1) da dugc lam am trude dén 45 °C.

Tron cho dén khi phomat tan déu (tir 1 phut dén 3 phat). Trong trudng hop diing may trén quay, van
hanh may trong mot thdi gian da dé tao dugc 15 000 dén 20 000 vong quay. V&I may tron quay cham
nhat thi thdi gian tron cng khong dudc vudt qua 2,5 phut.

T6t nhat la phai dam bao nhiét dd cla qua trinh trdn khéng vugt qua 40 °C va trong moi trudng hop
khéng dé nhiét d6 vugt qua 45 °C. DE cho bot tan hét.

Chuin bi cac dung dich pha lo&ng tiép theo, theo 8.3.
8.2.5 Casein axit, casein lactic, casein rennet va caseinat
8.2.5.1 Trén ky lugng chlra bén trong vat chifa kin bang cach lac va ddo chiéu vat chira

Can 10 g mau thif cho vao tdi bang chat déo vo trung (xem 6.2). Thém 90 ml dich pha loang thich hop
& nhiét do phong nhu sau:

— déi vai casein axit va casein lactic, thi st dung dikali hydro phosphat cé chat chéng tao bot (5.3.4) &
pH 8.4 +0.2
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- d6i vdi trusng hop caseinat, thi st dung dikali hydro phosphat (5.3.3) d pH 7,5+ 0,2, va
— d6i vdi casein rennet, thi st dung dikali hydro phosphat cé chat chéng tac bot (5.3.4) dpH 7,5+ 0,2,

8.2.5.2 Viéc sir dung dung dich dikali hydro phosphat lam dich pha loang (5.3.4) d6i vdi casein rennet
c6 thé gap phai mot sé van dé véi cac hat casein. Cac “hat” nay can trd viéc dinh lugng PCA+L. Do db,

nén sU dung qui trinh sau day.

Tron ky va dé yén 15 phat & nhiét do phong. Trén 2 phit trong bd tron kiéu nhu déng (6.2) sir dung hai
tai vo tring déi vdi cac san pham két hat, néu can. D€ yén 5 phut.

Chuan bi cac dung dich pha lodng thap phan tiép theo, theo 8.3.
8.2.5.3 Cach khac, ddi vdi casein rennet khi gip phai cac van dé vé cac hat thi sif dung qui trinh sau day:

Nghién nho cac hat trudc khi 1dy phan mau thi, néu can. Cho khoang 20 g mau thir vac vat chifa thich
hop. Nghién bing cach sir dung thiét bj trén cé gan cac 1udi dao, cb thé xoay duge 20 000 vong/phut,
dudc lap vdi thiét bi tranh Iam tang nhiét trong qua trinh nghién trén (vi du, dung cu Virtis).

Can 5 g mau thr 43 chudn bi nhu trén cho vao chai vé tring 250 ml. Cho thém cac hat thuy tinh dé
trén va 95 ml dung dich kali tripolyphosphat (5.3.5) da dugc lam 8m trudc dén 37 °C. D& chai nay lén
may tron va tron trong 15 phut. Sau dé dé chai nay Ién ndi cach thuy 15 phit & nhiét 6 37 °C trong khi
van trén.

Chuan bj cac dung dich pha ledng t'hép phan tiép theo, theo 8.3.
8.2.6 Bg

Can 10 g mau thir cho vao binh chifa. D4t binh chira 1én néi cach thuy (6.11) & 45 °C. Gilr trong ndi
céch thuy cho dén khi tat cd mau thir vira tan chay hét. Thém 90 ml dich pha loang (5.2) da duoc lam
am dén 45 °C va tron. Thao tac nay rat dé dang khi thuc hién bang may trén kiéu nhu déng (6.2).

Cach khac, chi sir dung pha Idng dé pha loang nhu sau:

Lay 50 g mau thir [co chifa khoang 16 % phan thé tich/khéi lugng nudc (= 8 ml)] va thém mét lugng
dich pha lodng (5.2.4) (50 — 50x % nudc trong bo) (= 42 ml) 43 duge ham néng dén 45 °C trén ndi cach
thuy (6.11). Bat vat chlra nay trén ndi cach thuy (6.11) & 45 °C cho dén khi bd tan hét. Lac ky va dé
cho tach pha khang qua 15 phut. Néu can, dung dao trén hosc dda thuy tinh (6.12) dé loai bd pha béo.

Pé tach pha, chuyén phan da tan chay sang 6ng ly tam v trung (hoac lam tan truc ti€p phan mau thir
trong 8ng nay) va li tam v4i tan s quay tur 1 000 dén 2 000 vong trén phat, néu can. Loai bd pha béo

(phia trén) bang éng nghiém va triing, dudc ndi vdi mét bam chan khong. Dung pipet hut tir 1dp dudi day.
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Chuan bi cac dung dich pha loang tiép theo, theo 8.3,
8.2.7 San pham sira dong lanh (bao gom ca kem lanh thuc pham)

Can 10 g mau thi cho vao binh chra. D4t binh chifa 1&n ndi cach thuy (6.11) & 30 °C. Gilf trong noi
cach thuy cho dén khi tat ca mau thif visa tan chay hét.

Chuan bi cac dung dich pha loang ti€p theo, theo 8.3.
8.2.8 Custard, mén trang miéng va cream

Can 10 g mAu thif cho vao mét binh (6.4) cé chlra hat thuy tinh (6.8). Thém 90 ml dich pha loang (5.2)
& nhiét da phong va lac cho tan déu. '

Chuin bi cac dung dich pha loang tiép theo, theo 8.3.
8.2.9 Sira l&n men va cream lén men

Can 10 g mau thir cho vao mét binh (6.4) ¢ chlfa hat thuy tinh (6.8). Thém 90 ml dich pha loang (5.3.3) &
nhiét 6 phong véi pH 7.5 + 0,2 va I3c cho tan déu. Cach khac, cb thé sir dung may trén ki€u nhu déng
(6.2) theo chi dan clia nha san xuat. Trong trudng hop nay khéng can phai cho thém cac hat thuy tinh.

Chuan bj cac dung dich pha lodng tiép theo, theo 8.3.
8.2.10 Sira bét danh cho tré so sinh

Trén k¥ luong chira trong lo kin bang cach lac va dao chiéu lién tuc. Néu mau thir dung trong lo kin con
nguyén, qua day kho 1ac trén thi nén chuyén sang lo chifa 16n hon réi trén déu. M& ndp, dung dao trén
(6.12) 18y phan mau thir yéu cau va tién hanh theo chi dan dudi day. ©éng ngay nap lo.

Ham néng lo chira 90 mi dich pha loang thich hop trén ndi cach thuy (6.11) dé & 45 °C. Can 10 g mau
th{r cho vao binh thuy tinh thich hop (vi du nhu cc ¢b md) va rét dan bot vao lo ¢b chira dich pha loang
thich hop (5.2 hoac 5.3.5).

Cach khac, can 10 g mau thif cho truc ti€p vao lo dung dich pha loang dugc lam dm trudc dén 45 °C,

CHU THICH Dé hoa tan t6t hon, nén sir dung cac hat thuy tinh (8.8). Néu sd dung thi phai cho vas lo trude khi

khir trung.

P& hoa tan mau thif, xoay tir tir o dé lam udt bot va sau dé lac lo 25 Ian, véi khoang di dong la 300 mm

trong khoang 7 giay. C6 thé dling may trén kiéu nhu déng (6.2) dé thay cho viéc Iac. Cach khac, co thé
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sl dung bd tron kiBu nhu dong (6.2). DAt lo mau vao néi cach thuy (6.11) trong 5 phat, thinh thoang
l&c. Chuan bi cac dung dich pha lodng tiép theo, theo 8.3.

Cac mau c6 chifa ham lugng tinh bét cao co thé g&p khé khan vi cé d6 sanh cla dung dich pha loang

ban dau cao.

SUr dung dich pha lodng dung cho muc dich chung véi a-amylaza (5.3.6) dé giam bét d6 sanh clia dung
dich pha loang ban dau hoac dung lugng dich pha loang Ién gap déi. LAy dung dich pha lodng tiép theo
nay cho cac Ian kiém tra tiép.

8.3 Dung djch pha loang thap phan tiép theo
D8i vdi cac dung dich pha lodng thap phan tiép theo, xem TCVN 6507-1 (ISO 6887-1).

Khi thir kiém tra su cé mat hay khéng cd mat vi sinh vat trong 0,1 ml hosc 0,1 g mau thi, thi khéng can
thiét phai chuan bi cac dung dich pha lodng thap phan tiép theo.

Néu can cac thé tich 1n hon, thi dung pipet vo tring (6.7) Idy 10 ml huyén phu ban dau cho vao mét Io
chifa 90 ml dich pha lodng vo tring (5.2), hoac l1ay 11 ml dung dich pha loang ban dau cho vao 99 ml
dich pha loang vo6 tring (5.2). Trong qui trinh théng thudng, néu can dén dung dich pha loang 107 thi
chuyén 1 ml dung dich pha lodng ban dau vao 99 mi dich pha loang vé trung.

Khi chuyén dung dich pha lodng ban dau sanh nhu casein axit hodc casein rennet (8.2.5) thi trang
pipet vai 1an bing dich pha lodng, sir dung dich pha loéng trong &ng nghiém d4a dung cho dung dich
pha loang thap phan.

CANH BAO - Cin phai thuc hién budc nay vi dung dich pha loing ban diu sanh nén cé thé

khéng chuyén dudc lugng chinh xic clia dung dich pha loang ban dau.
Khi Idy ty 18 10 ml cdng 90 ml, 11 ml cdng 99 ml thi lac bang tay theo quy dinh trong 8.2.2.
8.4 Thdi gian tién hanh

Thai gian thuc hién qui trinh, xem TCVN 6507-1 (1SO 6887-1).
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Thu muc tai liéu tham khao

[1] TCVN 6400 (ISO 707) Sira va s&n pham sifa — Huéng dan ldy mau.

[2] TCVN 4829 (ISO 6579), Vi sinh vat hoc. Hudng dan chung cac phuong phap phat hién Sa/monella.
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