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L&i néi dau

TCVN 9051-2:2012 hoan toan twong dwong voéi ISO 5765-2:2002;

TCVN 9051-2:2012 do Cuc An toan vé sinh thwc phdm tb chirc bién soan,
B Y té d& nghi, Téng cuc Tiéu chuan Do lrdng Chét Ivgng thdm dinh,
B Khoa hoc va Cong nghé céng bé;

B tiéu chudn TCVN 9051 (ISO 5765), Stra bdt, hdn hop kem lanh dang
bét va phomat ché bién — Xéc dinh ham luong lactoza gém cac phén sau day:

— TCVN 9051-1:2012 (ISO 5765-1:2002), Stra bét, hén hop kem lanh
dang bot va phomat ché bién — Xéc dinh ham luong lactoza — Phén 1:
Phuong phép enzym st¥ dung nhém chire glucoza cua lactoza;

— TCVN 9051-2:2012 (ISO 5765-2:2002), Sira bét, hén hop kem lanh
dang bét va phomat ché bién — Xac dinh ham luong lactoza — Phén 2:
Phuong phéap enzym st¥ dung nhém chirc galactoza cua lactoza.
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Siva bét, hdn hop kem lanh dang bt va phomat ché bién —
Xac dinh ham lwong lactoza —

Phan 2: Phwong phap enzym sir dung nhém chirc
galactoza cua lactoza

Dried milk, dried ice-mixes and processed cheese — Determination of lactose content —
Part 2: Enzymatic method utilizing the galactose moiety of the lactose

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phuwong phap enzym dé xac dinh ham lugng lactoza trong cac loai stra bét, hén
hop kem lanh dang bét khi co mét cac loai cacbohydrat khac va cac chat khir trong phomat ché bién

2 Thuat ngir va dinh nghia
Trorig tiéu chuan nay st dung thuat ngr va dinh nghia sau day:

21
Ham Iwgng lactoza (lactose content)
Ph&n khéi luong clia cac chét xac dinh dwoc theo quy trinh quy dinh trong tiéu chuén nay.

CHU THICH Ham Iwgng lactoza dugc biéu thj bang phén tram khdi lwgng.

3 Nguyén tic
3.1 Dung dich hodc huy&n phu tir phan m3u thir dwgc tach protein dé thu dwoc dich chiét tinh sach.

3.2 Dich chiét da tinh sach cta phan mau thir dwgc cho phan (rng véi cac enzym va cac hop chét
sinh hoa sau day:

a) P-galactosidaza dé tach lactoza thanh glucoza va galactoza;
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b) B-galactosidaza dehydrogenaza khi cé6 mét nicotinamid adenin dinucleotid phosphat (NAD®) dé xac
thc sy oxi hoa galactoza thanh axit galactonic, NAD" dugc khir thanh NADH.

3.3 Luong NADH xéc dinh dugc bing cach do a6 hap thy cla dung dich thir & bwéc séng 340 nm,

3.4 Ham luwgng lactoza tao thanh ty 1& thuén véi lvgng NADH va c6 thé tinh dwec bing cach hiéu
chinh ham lugng galactoza c6 mét trong mau thir khi bdt dau phan tich.

4 Thuéc thir

Chi str dung cac thuéc thir loai tinh khiét phan tich, trir khi 6 quy dinh khac. Nuéc str dung dé chuan
bj cac dung dich enzym phai 1a nuéc dugc chung cét hai lan bing dung cy thuy tinh. Nwéc sir dung
cho cac myc dich khac la nwéc duge chung cét bang dung cu thuy tinh hogc c6 dg tinh khiét twong
duong.

Can chu y ngay san xuét va han sir dung clia cac thudc thr.

Néu huyén phit enzym c6 hoat 6 khac véi quy dinh nay thi thé tich clia huyén phu néu trong (7.6.1)
phai dwec ting 1én hodc giam di trong (rng.

CHU THICH: Céc thubc thir néu trong 4.4 va 4.6 dén 4.8 cb thé c6 ban san trén thi trrdmng lam h&n hep thir, vi dy bd kit thir

Boehringer".
4.1 Dung dich kali hexacyanoferat(ll), Ki[Fe(CN)s]

Hoa tan trong nwéc 3,6 g kali hexacyanoferat(ll) ngam ba phén t&r nuéc. Pha loéng bing nuwdc dén
100 ml va trén.

4.2 Dung dijch kém sulfat, ZnSO,

Hoa tan trong nwéc 7,2 g kém sulfat ngdm bay phan tir nwrdc. Pha loang béng nuwéc dén 100 mi va tron.
4.3 Dung dich natri hydroxit, c(NaOH) = 0,1 mol/l

Hoa tan.4.0 g natri hydroxit trong nwéc. Thém nuéc dén 1 000 ml va trén.

4.4 Dung djch dém xitrat, pH 6,6 £ 0,1

Hoa tan 2,8 g trinatri xitrat ngdm hai phéan t&r nwéc (CeHsO7Na3.2H,0), 0,042 g axit xitric ngam méot
phan tr nwdc (CegHsO7.H20) va 0,625 g magie sulfat ngam bay phan t&r nwéc (MgSO4.7H;0) trong
khoang 40 ml nuwéc.

) Bo kit thir Boehringer 13 mt vi dy v& san phim c6 ban s&n trén thi truémg. Thong tin ndy dua ra tao thudn tién cho ngudi
str dyng tidu chudn, con tidu chudn ndy khdng &n dinh phai sir dung chang.
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Chinh pH dén 6,6 + 0,1 & 20 °C béng axit sulfuric (2 mol/l) hodc dung dich natri hydroxit (0,1 mol/l). Pha
lodng bang nwéc dén 50 mi va tron.

Khi dung dich nay dugc bdo quan trong td lanh & nhiét d6 trong khodng tir 0 °C dén 5 °C thi c6 thé bén
dwoc 3 thang.

4.5 Dung dich dém phosphat (KH,PO,), pH 8,6 + 0,1

Hoa tan 16,6 g kali dihydro phosphat trong khodng 80 ml nuéc. Chinh pH dén 8,6 + 0,1 & 20 °C béng
dung dich natri hydroxit (1 mol/l). Pha lodng b&ng nwéc dén 100 ml va tron.

Khi dung dich nay dwec bao quan trong td lanh & nhiét do trong khodng tir 0 °C @én 5 °C thi co thé bén
duoc 8 tuan.

4.6 Dung djch dém NAD/xitrat

Hoa tan 25 mg nicotinamid adenin dinucleotid (C,1H27N;047P2 cd d6 tinh khiét khoang 98 %) trong 5 ml
dung dich dém xitrat (4.4).

Khi dung dich nay dwgc bao quan trong ti lanh & nhiét dd trong khodng tir 0 °C dén 5 °C thi cé thé bén
dwoc 3 tudn.

4.7 Huyén phu S-galactosidaza (tir Escherichia coli), tao huyén phu trong dung dich amoni sulfat
3,2 mol/l, c6 pH bdng 6 + 0,1.

Hoat tinh ctia huyén phu B-galactosidaza (EC 3.2.1.23)® phai béng hodc I6n hon 60 don vi/ml (lactoza
lam co chét & 25 °C). Khi huyén phu nay dwec bao quan trong ta lanh & nhiét dd trong khodng tir 0 °C
@én 5 °C thi c6 thé bén dwoc 12 thang. Khi sir dung, phai ngam lo ding huyén phl trong d& nghién.

CHU THICH: Huyén phu f-galactosidaza chira nhd hon 0,001 % cia mdi loai: Sructosidaza, e-galactosidaza, glucoza
dehydrogenaza, e~glucosidaza va NADH-oxidaza, tinh theo hoat 4 déc trung cua f-galactosidaza la thich hop.

4.8 Huyén phi f-Galactosidaza dehydrogenaza (tir Pseudomonas fluorecens), tao huyén phi trong
dung dich amoni sulfat 3,2 mol/l, c6 pH 6 £ 0,1.

Hoat dd clia huyén phu S-Galactosidaza dehydrogenaza (EC 1.1.1.48)" phai béng ho&c Ién hon 8 don

vi/ml.

Khi huyén phu nay dugc bdo quan trong td lanh & nhiét dd trong khodng tir 0 °C dén 5 °C thi c6 thé
bén duoc it nhat 6 thang. Khi st» dung, phai ngam lo dyng huyén phu trong da nghién.

CHU THICH: Huyén phu f-galactosidaza dehydrogenaza chira nhd hon 0,01 % alcol dehydrogenaza va nhé hon 0,01 %
Bgalactosidaza, nhd hon 0,1 % NADH-oxidaza va enzym khir glucoza va nhé hon 0,5 % lactat dehydrogenaza la thich hgp.
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4.9 Dung dich chuén lactoza, ¢(C12H2011.H;0) = 0,8 mg/ml

Trwéc khi st dung, sy lactoza ngam mét phan t&r nwéc dén khéi lvgng khdng ddi trong ti sdy dat &
nhiét ¢ 87 °C.

Hoa tan trong nwéc 400 mg lactoza ngdm mét phan tir nwéc da sdy khd. Pha loang bang nwéc dén
500 ml va trén. Dung dich nay cé thé bén dwoc 2 ngady néu dugc bdo quan trong ti lanh & nhiét 4§
trong khodng tir 0 °C dén 5 °C. Ngay trwdc khi siv dung, lam &m dung dich dén khoang 20 °C.

5 Thiét bi dung cu

Str dung cac thiét b, dung cu clia phong thir nghiém théng thudng va cu thé nhw sau:

5.1 Can phan tich, c6 thé can chinh xac dén 1 mg va cé thé doc dwoc dén 0,1 mg.

5.2 Céc thiy tinh ¢c6 mé, dung tich 50 ml, 100 ml va 250 ml.

5.3 Pipet chia dd, co thé phan phéi dwgc 5 ml, 10 ml, dwoc chia cac vach 0,1 ml.

5.4 Pipet, c6 thé phan phéi dwgc 10 ml, 5 ml, 1 ml, 0,2 ml va 0,05 ml.

5.5 Binh djnh mirc mét vach, dung tich 100 ml.

5.6 Gidy loc gdp nép, loai trung binh, dudng kinh khodng 15 cm.

5.7 Phéu loc, dwdng kinh khodng 7 cm.

5.8 May do phd, thich hgp dé do & budc séng 340 nm, dugc trang b cuvet dwéng quang 1 cm.
5.9 Que khudy bing chét déo, thich hgp dé tron hén hgp miu/enzym trong cuvet do phd.
5.10 Diia thuy tinh, dwéng kinh khodng 6 mm, dai 150 mm dé lam wét mau

5.11 Nbi cach thuy, co thé duy tri nhiét d6 trong khoang tir 20 °C dén 25 °C, cb gia d& thich hgp dé
gilr cuvet do phoé (5.8) (tlly chon, xem 7.6).

CHU THICH: Ngam cuvet trong ndi cach thily chi khi nhiét dd phéng thap dudi 20 °C.

5.12 Thiét bj tron, thich hgp dé chuén bj huyén phit phan miu thir 1a phomat ché bién (vi dy: Ultra
Turrax?).

2 Ultra Turrax 1a m6t vi du v& san phdm cé ban s&n trén thj tredng. Théng tin ndy ura ra tao thudn tién cho ngudi sir dung
tiéu chuén, con tidu chuln nay khéng &n dinh phéi sir dung chiing.
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5.13 Tu sy, khéng ché nhiét d6 &n dinh, c6 thé duy tri dwoc nhiét d6 87 °C + 2 °C.

5.14 Duyng cy nghién ho3c xay, co thé nghién hoic xay phomat va d& dang Iam sach.

6 Lay mau

Viéc lay mau khéng quy dinh trong tiéu chuan nay. Nén l4y mau theo TCVN 6400 (ISO 707).

M&u givi dén phong thtr nghiém phai ding la mau dai dién va khéng bi hw hdng hodc khéng bi bién di
chét lwong trong qua trinh van chuyén hay bao quan.

7 Cach tién hanh

7.1 Phép thir dé kiém tra quy trinh

7.1.1 Tién hanh phép thir sau day dé kiém tra dé thu hdi lactoza néu ap dung mét hodc mét sé didu
kién dwoi day:

a) néu sr dyng mé méi clia dung dich @&m NAD*/xitrat (4.6), huyén phi B-galactosidaza (4.7) hodc
huyén phii f-galactosidaza dehydrogenaza (4.8);

b) néu dung dich dém NAD'/xitrat (4.6), huyén phu S-galactosidaza (4.7) va/hodc huyén ph
SB-galactosidaza dehydrogenaza (4.8) da dugc bdo quan trong td lanh qué 2 tudn ma chua st dyng;

c) néu bt dau lai cdng viéc phan tich sau mét khodng thoi gian nghi;
d) néucod diéu chinh trong khi thirc hién phép thie.

7.1.2 Dung pipet ldy 5,0 ml va 10,0 ml dung dich chuén lactoza (4.9) cho vao 2 binh dinh mec 100 ml
(5.5) trong ’ng. Thém khodng 50 ml nwéc vao mai binh. Tién hanh theo 7.5 va 7.6.

7.1.3 Tinh ham lwgng lactoza ngdm mét phan t& nwéc clia dung dich chuan lactoza (4.9) theo céng
thire (3) (xem 8.1), nhwng str dung cac gia tri sau day:

V; la thé tich dung dich chuén lactoza (4.9), V3 = 500 ml;
V, la thé tich dung dich chuén lactoza da st dung (7.1.2), Vi = 5 ml va 10 ml twong ng;
Vs la thé tich dung dich chuan lactoza da pha loang (7.1.2), Vs = 100 ml.

7.1.4 Khi tinh dé tinh khiét cla lactoza ngam mét phan tlr nude thi do thu hdi thu dugc doi véi ca hai
dung dich pha loéng (7.1.2) phai ndm trong d&i 100 % + 2 %.

Néu d6 thu hdi ndm ngoai dai nay thi kiém tra lai thudc thir, ki thuat thao tac, 6 chinh xac cla pipet va
diéu kién clia may do phd. Can thuc hién chinh xac dé thu duoc két qua thich hep. L3p lai phép thir dé
kiém tra quy trinh cho dén khi thu dwoc cac két qua thich hop.
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7.2 Chuén bj miu thir
7.2.1 Sira bot va hén hop kem lanh dang bét

Chuyén mau thi» sang hép dung co ndp day kin khi, cé dung tich Ién gép d6i thé tich m3u. Day ngay
ndp hdp. Trén kj mau bang cach lc va ddo chidu hép dwng méu.

7.2.2 Phomat ché bién

Loai bé phan cli, @m ban hoc I&p méc trén bé mat clia phomat sao cho phan mau thir ding Ia dai
dién cho phomat thwéng diing. Nghién hodc xay mau thr bdng dung cuy thich hep (5.14). Trén nhanh
phan khéi lveng mau thir da nghién hodc xay va nghién hodc xay 1an the hai, néu cé thé. Trén ky lai.
Néu phan mau thir khéng thé nghién dugc thi trén ki mau bang cach khudy va trén manh.

Néu chua sir dung ngay thi chuyén phan mau thir vao hop dung kin khi cé dung tich I&n gap dbi thé
tich mAu ché cho dén khi phan tich. Day ngay nép hdp dwng mau. Chu y @& bdo toan mau thir va tranh
hoi &m tich tu trén bé mat phia trong hép dng.

Ngay sau khi nghién, xay hodc khudy va trén béng dao, chuyén phan mau thir thu dwoc vao cbce thiy
tinh c6 mé 250 ml (5.2). Thém ciing mét lwgong nwdc, dung thiét bi trén (5.12) @& tao hén hgp huyén
phu.

7.3 Phin mau thir

Can khoang 1 g hodc mét lwong 1én hon clia mau thir d& chuan bj (7.2.1) ho3c huyén phii clia mau
thir (7.2.2), chinh xac t&i 1 mg, cho vao céc cé mé 100 ml (5.2). Hoa hodc tao huyén phii miu thir
trong it nhat 20 ml nwéc da dwgc lam &m trweéc dén khodng tir 40 °C d@én 50 °C, si¥ dung diia thuy tinh
(5.10) hoac thiét bj trén (5.12). Chuyén dinh lwveng lweng chira trong céc c6 md sang binh dinh mirc
100 ml (5.5). Pha lodng béng nuéc dén khoang 60 mi va trén.

Khi xac dinh khéi lvgng phan mau thir can lay, phai xem xét dén cac yéu té sau day:

phan mau thir phai dai dién cho toan bd mau thi¥;

ham lwong lactoza trong cuvet do phé tét nhat Ia trong khodng tir 5 ug dén 100 pg;

d6 hap thu (A,) cua dung dich trong cuvet do phd dbi véi glucoza trong miu thtr (xem 8.1), nén
trong khoang tir 0,1 dén 0,4;

néu phan khéi lwong lactoza trong phan mau thir nhd hon 0,2 % thi can nhidéu hon 1 g phan mau
thir. Khi do, thé tich chat béo, protein va cac chét khac két tlia trong 7.5.1 co thé cé dnh hwdng dang
ké dén thé tich phin mau thir (xem V; trong 8.1).
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7.4 Phép thir mau tring

Tién hanh phép tht? mau trang I3p lai hai I4n. Tién hanh theo quy dinh trong 7.5 va 7.6 sl dung tat ca
cac thudc thir thay cho phan mau the.

7.5 Loai protein

7.5.1 Thém theo thi¥ tw dwéi day, vao dung dich thir hodc huyén phu mau thir (7.3) dwng trong binh
dinh md¢ mdt vach 100 mi:

— 5,0 ml dung dich kali hexacyanoferat(Il) (4.1);

— 5,0 ml dung dich kém sulfat (4.2) va

— 10,0 ml dung dich natri hydroxit (4.3), khudy k§ sau méi I&n thém.
Thém nwéc dén vach 100 ml va tron kY.

Sau khi thu dwoc hdn hop, dé yén hén hgp 30 min. Khéng [dm xdo trdn lwgng chira trong binh dinh
mtrc trwedre khi loc.

7.5.2 Loc phan ndi phia trén qua gidy loc (5.6), loai bd phan dich loc dau tién.
7.6 Tién hanh xac dinh
7.6.1 So db cach tién hanh

Tién hanh xac dinh theo so dd trong Bang 1, cha y @& dwa NAD'/dung dich dém xitrat (4.6), dung dich
dém phosphat (4.5) va nuwéc vé nhiét a6 phong (tir 20 °C dén 25 °C) trwére khi str dung.

1
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Bang 1 - So db xéc djnh

Phép thir déi v&i mau hodc Phép thir mAu tréng
chét chudn

lactoza va galactoza lactoza va galactoza

galactoza galactoza
Diing pipet ldy cho vao cuvet do phd
Dung dich dém NAD"/xitrat (4.6) 0,20 mi 0,20 ml 0,20 ml 0,20 ml
Huyén phi S-galactosidaza (4.7) 0,05 ml - 0,05 ml -
Nuwéc - 0,05 ml - 0,05 ml
Dich loc ctia m&u ho3c chét chudn (7.5.2) 1,00 ml 1,00 mi - .
Dich lgc clia mAu tréng (7.5.2) - - 1,00 ml 1,00 mi

20 °C trong ndi cach thdy (5.11), néu can.

Dung dich dém phosphat (4.5)

Nuéc

Sau @6 dung pipet (5.4) thém véao cuvet do phd nhw sau:

1,00 ml

1,00 mi

1,00 mi

1,00 ml

Trén lugng chiza trong cuvet d phd, ding que khudy béng chét déo (5.9) réi 4 15 min & nhiét db trén

1,00 mi

1,00 mi

1,00 ml

1,00 ml

(4.8)

Huyén phu S-Galactosidaza dehydrogenaza

0,05 mi

0,05 mi

Trén Iwgng chira trong cuvet do phd; 2 min sau khi trén, do d hap thu A, clia dung dich trong tirng cuvet
dia vao khéng khi khi do & budc séng 340 nm.

Sau @6 dung pipet (5.4) thém vao cuvet do phd nhu sau:

0,05 mi

0,05 ml

lién tiép.

Trén lwgng chira frong cuvet do phé, rdi i 15 min & nhiét 48 trén 20 °C trong ndi cach thdy (5.11), néu can.
Do do hép thy A,s cia dung dich trong tirng cuvet so vé&i khdng khi.
Sau 5 min, do lai @ hap thy ciia tirng dung dich. Néu phan (rng chura két thuc thi tiép tuc doc @6 hép thy
cua tirng dung dich sau cac khodng théi gian 5 min, cho @én khi @6 hép thy én dinh sau cac khodng 5 min

7.6.2 Tinh cac do hép thy

7.6.2.1 Néu sau 15 min 0 ma dd hap thy khéng ting thi tinh d6 hap thy A clia lwgng chira trong tirng

cuvet dé str dung trong phép tinh (xem 8.1), dung cdng thirc sau:

A=A -A,
Trong dé:

M

Ao la do hap thy do duoc trerdc khi thém huyén phu S-galactosidaza dehydrogenaza;

A, 1a d6 hép thy do dugc sau khi G trong khoang theéi gian 15 min.
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7.6.2.2 Néu sau 15 min ma phan &ng van chwa dirng thi tinh @ hap thu A cia lwgng chira trong tirng
cuvet d& str dung trong phép tinh (xem 8.1), dung cong thirc sau:

A=(4 - A)-5(A-A) @
Trong d6:
A, 1a d hap thy do dwoc trwde khi thém huyén phi S-galactosidaza dehydrogenaza;
A, 1a dé hap thu do dwoc sau khi G trong khodng thoi gian t min;
Aws) 14 dé hap thy do dugc sau khi U trong khoang thoi gian (£-5) min.
7.6.3 Kiém tra xac nhan

Néu dd hap thu A vwet qua 0,500 thi I3p lai quy trinh quy dinh trong 7.6.1 va 7.6.2, st dung dung dich
pha loéng thich hep ctia dich loc (7.5.2).

8 Tinh va biéu thj két qua
8.1 Tinh
Ham lugng lactoza, wy tinh dwgc theo cdng thirc sau:

w, = (A, - A)-(A, - AJXM, xv‘l XV, xVs x'IO(.'I

Kxl V, xV, m

Trong d6:
w, la ham lwgng lactoza, dwoc biéu thi bing phén tram khéi lugng;

A, 1a dd hap thy (tinh dwoc trong 7.6.2) clia phép thir m3u hodc chat chuan vé lactoza va
galactoza;

A, la dd hép thy (tinh dwoc trong 7.6.2) clia phép thir mau hodc chéat chuan vé galactoza;
As la b hap thy (tinh duoc trong 7.6.2) ctia phép thir m3u tréng vé lactoza va galactoza;
As 1a d6 hap thu (tinh dwgc trong 7.6.2) clia phép thir mu tring vé galactoza;

M. 1a khéi lrgng phan ti cla lactoza, d6i v&i lactoza dang khan thi M, = 342,30 va lactoza ngam
mét phan tlr nwéce thi M, = 360,31;

K 13 hé sé hép thy phan tir cia NADPH & buéc song 340 nm (K = 6,3 x 10 © cm?mol);
| 1a chidu dai dwong quang ly thuyét cia cuvet do phd, tinh bang centimet (1 cm);

V, latdng thé tich clia chét Idng trong cuvet do phé (7.6.1), tinh bang mililit (3,30 ml);
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V, la thé tich dich loc (7.5.2) hodc dung dich pha lodng cla djch loc (7.6.3) dwgc cho vao cuvet do
phd (1,00 ml), tinh bang mililit (ml);

Vs la thé tich clia dung dich dwgc chuén bi trong 7.5.1 (100 ml), tinh béng mililit (ml);
V, la thé tich clia dich loc (7.5.2) dwoc ldy dé pha lodng (7.6.3), tinh bang mililit (ml);
Vs la thé tich dung dich thir dwgc lay dé pha loang (7.6.3), tinh bang mililit (ml);
m 1a khéi lwgng phan mau thir (7.3), tinh bang gam (gL;.
Néu gia tri (A, - As) la gia tri &m thi méi dwoc tinh dén.
CHU THICH: Néu khéi lvgng phan m&u thiz I6n hon 1 g thi thé tich V3 ¢é thé duec tinh nhu sau:
Va=100-P
Trong A6 P 14 thé tich phan két tia, tinh bang mililit. C6 thé tinh gia tri P tir thanh phan gén dang ctia phan méu thi theo cong thirc:
P =1,1 x (gam chét béo) + 0,73 x (gam protein) + 0,65 x (gam tinh bét) + 0,55 x (gam tro hoa tan).
8.2 Bibu thj két qua

Bao cao két qua dén ba chiv sb cb nghia.

9 D6 chum
9.1 Phép thir lién phong thir nghiém
Cac chi tiét v& phép thir lién phong thir nghiém vé dé chym clia phuong phap dwec cdng bé trong [6].

Céc gia trj vé d6 13p lai va do tai lap thu duoc tir phép thir lién phong thlr nghiém nay dwec xac dinh
phi hop vé&i TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Cac gia tri thu dwgc tir phép thlr lién phong thtr nghiém nay
c6 thé khdng ap dung dwgc cho dai ndng d6 va chét nén khac véi cac dai ndng dd va chét nén da néu.

CHU THICH: IDF 135 dua ra cac hudng dan chi tiét v& cac phép thi lign phong quéc té ddi véi cac phurong phap phan tich
va cac s&n pham sira. Heéng din nay dugc dira vao TCVN 6910 (ISO 5725).

9.2 D6 lap lai

Chénh léch tuyét dbi gitra hai két qua thir doc lap, riéng ré thu dwec, khi sir dung cing mét phwong
phap, trén cung mét loai vt liéu thir, trong ciing phong thtk nghiém, do cing mdt ngwdi thao tac va st
dung ciing mét thiét bj trong ciing mét khoang théi gian ngén nhw nhau, khdng dwec qua 5 % trudng
hep vt qua cac gia tri sau:

— dbi voi stra bot va hdn hep kem lanh dang bét: 3 % trung binh clia céac két qua;

— dbi v&i phomat ché bién: 6 % trung binh clia cac két qua.
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9.3 Do tai lap

Chénh léch tuyét déi gitra hai két qua thir ddc Iap, riéng ré thu dwoc, khi sir dung cing mét phurong
phap, trén cling mét loai vt liéu thir, trong cac phong thilr nghiém khac nhau, do nhirng ngudi thao tac
khac nhau thirc hién va s dung cac thiét bj khac nhau, khéng dugc qua 5 % cac trudng hep veot qua
céc gia trj sau:

— @i v&i stra bdt va hdn hgp kem lanh dang bét: 6 % trung binh cla cac két qua;

— ddi véi phomat ché bién: 14 % trung binh clia cac két qua.

10 Bao cao thir nghiém

Bdo cao thir nghiém phai ghi ré:

a) moi théng tin can thiét vé viéc nhan biét ddy GG mau thir;
b) phwong phap ldy miu da si¥ dung, néu biét;

c) vién dan tiéu chuan nay;

d) moi chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuan nay, hodc duwgc cho la tuy chon, cing véi cac
chi tiét bat thuwdng khac co thé anh hudng téi két qua;

e) két qua thir nghiém thu dugc, hodc néu kiém tra d6 13p lai thi néu két qua cubi ciing thu duerc.
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Phu luc A

(Quy dinh)

Céac nguyén tic vé Thyc hanh phong thir nghiém tét (GLP)
dé tién hanh cac phép phan tich enzym

A.1 Gi&i thiéu

Céac nguyén téc vé Thic hanh phong thir nghiém tét (GLP) dé tién hanh cac phép phan tich enzym
théng thudng it dwoc biét dén hon so véi cac phép phan tich héa hoc.

Déc biét chii y dén cac nguyén téc dé thu dwoc cac két qua chinh xac va do chum thich hep.

Do dé, trwdc khi phan tich can doc k§ cac nguyén tic vé Thuc hanh phong thir nghiém tét (GLP) dé
tién hanh cac phép phan tich enzym néu duéi day.

A.2 Thuéc thir

A.2.1 Chislr dyung cac enzym thudc loai quy dinh (hoat tinh cy thé, néng d6, chat nhiém ban véi hoat
tinh enzym, dung moi).

A.2.2 Chisir dyng cac coenzym quy dinh (loai tinh khiét, dang muéi ho&c axit, chat nhi&m ban).
A.2.3 Tétca cac thubc thir khdng kéi enzym va coenzym phai la loai tinh khiét phan tich.

A.2.4 Nudc diung dé pha ché cac dung dich enzym va céc thubc thir khac phai 1a nwédc dugc cét hai
14n bang dung cy thay tinh.

A.2.5 Nuéc dung dé pha ché cac dung dich madu phai la nwéc duoc cat bdng dung cy thiy tinh hodc
d3 loai ion.

A.2.6 Bao quan cac thubc thir, cac dung dich/huyén phii enzym theo chi dan (thuéng khodng tir 2 °C
dén 8 °C).

A.2.7 Khong lam déng lanh cac huyén phi enzym.

A.2.8 Khida quéa han s dung clia c4c loai thudc thir thi phai loai bé hodc kiém tra hiéu qua cula thubc
thir bang céach kiém tra cac dung dich chudn c6 cac ham lugng chét phan tich khac nhau. Cac db hap
thy thu dwec phai ty 1& thuan véi cac ndng do.

A.2.9 Céac dung dich dém duwoc ly ra tir tG lanh phdi dwgc lam 4m dén nhiét d6 phong tredc khi bd
sung vao cac hdn hep phan tich.
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A.3 Cuvet do quang va cuvet do phd

A.3.1 S0 dung cac cuvet bang thiy tinh hodic chat déo cé chidu dai dwéng quang 1a 1 cm.
CHU THICH: Cac cuvet bdng chét déo c6 cac wru didm hon so véi cuvet thiy tinh nhu sau:

— ré (ding mét 14n);

— 6 thé tién hanh nhiéu phép phan tich hon;

— trong mdt mé, cac cuvet blng chét déo cho 83 hap thy théng nhét véi nhau.

A.3.2 Mbi khi dwa mét mé cuvet méi vao s dung, can kiém tra chiéu dai dwéng quang clia cuvet
chinh xac (vi du: cuvet thach anh) nhw sau:

D4 day nwéc vao cuvet chinh xac va cac cuvet bing chét déo réi do d6 hap thu (A,) cla tirng cuvet
dwa vao khong khi. Sau khi trang rira, @6 day dung dich NADH (khoang 0,15 mg/ml) va do lai d6 hap
thu (A;) dwa vao khong khi.

Déi v&i ca hai cuvet chinh xac va cuvet bang chét déo, tinh (A, — A;). Chénh léch (A, — A,) gitra hai loai
cuvet phai khéng dang ké. Néu chénh léch (A; — A,) vt qua 0,5 % cia gia tri hap thu thyuc déi véi
cuvet chinh xac thi tinh d¢ chénh Iéch trung binh theo phan trdm va can tinh dén gia tri nay déi véi
chiéu dai dwéng quang, /, trong phan tinh két qua (xem 8.1).

A.3.3 Lubn sir dung cuvet sach va khéng c6 vét xwéc. Lam khd hodc lau sach bén ngoai cuvet béng
khan mém.

A.3.4 Khéng do @ hép thy clia cuvet mau thir dya theo d6 hép thu cla cuvet thi tréng, vi sé khong
thu dwoc thong tin vé cwéng @6 hap thu clia phép thir mau tréng. Do dd hap thu clia ca hai mau thir va
cuvet mau tring dya vao khang khi va tinh d6 chénh léch.

A.3.5 Khéng do d6 hap thy clia mau thir hodc cuvet thi? trdng dwa theo cuvet tréng (vi khuéch tan anh

sang).

A.3.6 Dung que khuay bang chat déo dé tron lwgng chira trong cuvet hodc day kin cuvet bing parafin
rdi xoay nhe cuvet.

A.3.7 S dung que khudy dé loai bot khi ra khéi thanh cuvet. Tranh lam xwéc thanh cuvet.
A.3.8 Ludn str dung cung mét loai cuvet dé do mau thir va phép thir mau tréng.

A.3.9 Lubn dat cac cuvet theo cing tw thé va cung huéng trong gia d& cuvet. Déi véi myc dich nay,

danh dau moét mat clia cuvet quang hoc.
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A.4 May do quang va may do phd

A.4.1 S dung may do phd (chidu réng dai < 10 nm), c6 trang bj b loc nhiéu (chiéu réng dai < 10 nm)
hodc may do quang phd, dwoc trang bi dén hoi thiy ngan. Cac phép do sl dung méay do phé hodc
may do quang c6 bd lgc, phai dugc thyre hign & do hép thy téi da cia NADH hodc NADPH, nghia 1a &
buwdc song 340 nm, con cac phép do str dung may do quang c6 dén hoi thlly ngén phai duoc thyrc hién
& 365 nm hoac 334 nm.

CHU THICH: Cac hé sé hap thy phan tir cia NADH va NADHP duge do & bwée song 334 nm, 340nm va 365 nm nhuw sau:

— NADH va NADHP & buéc séng 334 nm (Hg): 6,18 x 10° cm?/mol;

— NADH va NADHP & bude séng 340 nm: 6,3 x 10° cm%/mol;
— NADPH & buéc séng 365 nm (Hg): 3,5 x 10° cm?/mol;
— NADH & buéc song 365 nm (Hg): 3,4 x 10° cm¥mol;

A.4.2 Giira d6 hap thy va ndng dé clia NADH ho3c NADPH phai cé méi quan hé tuyén tinh dén dé gia
tri 2,0. Kiém tra nhw sau:

a) Dung pipet l4y 2,00 ml nwéc cat cho vao cuvet. Do d6 hép thu A, so véi khong khi.
b) Dung pipet lay 0,10 ml dung dich NADH (0,5 mg/ml) cho vao cuvet va tron. Do 4o hép thy A,.

Tinh d6 hap thu gidm, A, theo cong thirc sau:

21
A, =(A-A)x==
= (A, An)x 35
Trong do:
A, la d6 hap thy thu dwgc trong phép do dung dich NADH (b);
Ao 13 d6 hap thy thu duoc trong phép do clia nwére (a);
¢) Lap lai quy trinh trong b) & trén 14 Ian.
Sau mdi cap phép do, tinh s gidam ctia dé hap thy, A, theo cong thirc sau:
Vv
A, =(A, - Ay )X——
m [ n AJ )X 3.5
Trong d6:

A, la @6 hép thy thu duoc tai phép do thir n;

V la thé tich lugng chira trong cuvet tai phép do thi n.
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d) Déi véi mdi phép do, vé dd thj clia thé tich dung dich NADH c6 trong cuvet theo cac dé hap thy
gidm twong (rng. Budng di qua cac diém giao nhau phai la dwéng thang.
A.5 Pipet tir dong va cac bd phan phéi khac
A.5.1 Sirdung cac pipet ty dong va cac bd phan phéi khac theo chi dén clia nha san xuét.
A.5.2 S( dung cac dau tip thich hop cho mai loai pipet.

A.5.3 Binh ky kiém tra cac quy dinh vé thé tich va d 13p lai cla cac pipet tw dong va cac b$ phan
phéi khac (vi du nhw m&i thang mét 1an) nhu sau:

a) can céc thiy tinh ¢6 mé véi nuwdc & thei diém t;

b) diing pipet ho3ic bd phan phéi dong nwéc cho vao cbc cd mé va can chinh xac & thei diém ¢ + 1 min
sau khi can Ian thi nhat;

¢) 1ap lai chin Ian quy trinh st dung pipet ho&c bd phan phdi nhw trong b);

d) can céc co6 mé tai cac thei diém ¢t + 11 min, t + 12 min, t + 13 min, t + 14 min va t + 15 min khong cé
pipet hodc bd phan phdi, tinh hao hyt khéi lvgng do bay hoi trén mét pht gitra cac 1an can nay;

e) tinh thé tich va d Iap lai clia pipet hodic bd phan phéi, cé tinh dén hao hut khéi lvgng do nuédc b
bay hoi.

A.5.4 Thé tich clia mét sb pipet ty dong co thé bi anh hudng bi sy truyén nhiét tir 1dng ban tay khi
str dyng lau.

Kiém tra hién twong nay bing quy trinh trong A.5.3 va tranh sir dung cac pipet nay.

A.5.5 Ngay truéc khi s dung, trang dAu tip clia pipet vai Ian bing dung dich/huyén phu can dugc Idy.
Déi v&i mbi dung dich mau, st dyng mot dau tip méi.

A.5.6 Dung pipet ldy nwéc, dung dich dém, enzym, coenzym va dung dich mau (nhing dau tip cang
th&p cang tdt) vao cac goc khac nhau cua cuvet.

CHU THICH: Cé thé diing pipet 14y cac luong nhé (tir 10 ul dén 50 pl) dung dich enzym/huy&n phi cho 1én que khudy, dugc
dura vao cuvet va ding que khudy dé trdn luong chira trong cuvet.

A.5.7 Tranh nhi&m ban.
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A.6 Théng tin bd sung

A.6.1 Kidm tra v& cac kha nang gay nhidu va vé sai sb tdng thé biing cach xéac dinh cac d¢ héap thy
cuia hai dung dich cé cac néng d6 khac nhau clia chét phan tich. C4c dé hap thy thu dwoc phai ty 1é véi
ndng dd cla chét phan tich.

A.6.2 Sir dung chét chuin dé kiém tra cac phan irng enzym. Chat chudn nay Ia chuan lam viéc.
CHU THICH: Céc chuln @8i chirng c6 @8 tinh khiét xac nhan c6 thé c6 duoc tir cac Vién chudn quéc gia.

A.6.3 Tién hanh phép thir d6 thu hdi khi c6 mat ctia dung dich m&u. Lugng chét phan tich duoc bd
sung phai gan béing lvgng c6 mat trong dung dich mau.

A.6.4 Sir dung mdt que khudy cho mdi cuvet hodc diing que khudy st dung mét lan.

CHU THICH: Luong chét Idng con lai trén que khudy phdi duoc coi nhir khong dang ké.
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Thw muc tai liéu tham khao

TCVN 6400 (ISO 707), Siza va san phdm stra — Huong dan 1y méu

TCVN 6910-1 (ISO 5725-1), B chinh xéc (d6 dung va do chum) cua phuwong phép do va két qua
do — Phén 1: Nguyén téc va dinh nghia chung

TCVN 6910-2 (ISO 5725-2), 6 chinh xéc (d6 dung va do chum) cua phuong phép do va két qué
do - Phén 2: Phuong phép co béan xac dinh do 13p lai va dé tai idp cua phuong phap do tiéu chuédn

IDF 135B:1991, Milk and milk products — Precision characteristics of analytical methods — Outline
of collaborative study procedure

Comité de Nomenclature de I'Union Internationale de Biochimie, Recommandations en matiére de
Nomenclature des Enzymes. Academic Press, New York, 1984

Interlaboratory Collaborative Studies, second series. Bulletin International Dairy Federation, 285,
1993, annex A, annex B and annex C
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