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LOI MO DAU

Cudh sich “CAC PHUONG PHAP PHAN TICH NGANH CONG NGHE
LEN MEN” duoc tap thé cdc can bo thuoe Bé mon Cong nghé cdc san pham lén
men, Vién Cong nghé Sinh hoc — Cong ngh¢ Thuc pham, Trudng Dai hoc Bich
khoa Ha Noi, bién soan.

Cuén sich duge dua ra nhim muc dich lam gido trinh gidng day cho sinh
vién nganh Céng nghé 1én men va nganh Cong nghé Thyc phdm noéi chung, va
lam tai liéu tham khdo cho sinh vién, céc cdn bd nghién ciu. ¢in bo k¥ thudt
trong cac vién nghién cttu, cdc nhd may cling nhy céc co quan quan ly cé lién
quan dén chuyén nganh ché bién thuc phidm, diac biét trong linh vyc san pham
dé udng 1én men.

Cuén sich duge chia ra 3 phén chinh, gém 15 chuong:

Phin I: Gidi thigu cdc phuong phdp phan tich cdc nguyén ligu chinh dung
trong san Xudt cdc sin phim bia, rugu, nude gidi khdt, mi chinh nhu hat dai
mach, malt, cic nguyén liéu chira tinh bét, ri dudng, hoa houblon, qua va nudc.

Phan II: Néu cdc phuong phdp phan tich kiém tra héa 1y cac san phim len
men: bia, rugu, vang, rurou etylic, mi chinh va ché pham enzym.

Phan ITI: C4c phuong phdp phan tich vi sinh vat, tir phuong phip kiém tra
da tiet trung, phuong phdp dinh tinh, dinh lugng vi sinh vit cho téi cdc phuong
phap phan tich mét s6 chi tiéu vi sinh vat trong cdc san phdm thuc phim.

Danh sédch tac gia bién soan:

Chuong 1,2, 5,8 va 11: GS.TS. Nguyén Thi Hién, ThS. Lé Thi Lan Chi.
Chuong 3, 4 va 9: TS. Nguyén Thanh Hing.

Chuong 6, 7, 10, 13, 14 va 15: PGS. TS. Lé Thanh Mai.

Chuong 12: PGS. TS. Pham Thu Thuy.

Pay [a tai lidu duge bién soan trén cd s& tai ligu thi nghiém chuyén nganh
di duge giang day trong thoi gian qua ctia Bo mon cliing cdc tai liéu tham khao
khic trong va ngoai nudc.



Cidc tdc gia xin chan thanh cdm on Trudng Dai hoc Bich khoa Ha Néi, Nha
xudt ban Khoa hoc va K¥ thuat da tao didu ki¢n thuan 19i cho viéc xust ban
cudn sich nay.

Cuén sdch duge xu4t ban 14n ddu nén khong trdnh khéi thi€u sét. Chiing toi
xin chan thanh cdm on va tran trong ti€p nhkan nhing y ki€n déng g6p cla cic
ban doc gia gin xa dé 1an t4i ban sau duoc hoan chinh hon.

Céc ¥ ki€n déng gop xin glri vé Bo mon Cong nghé cdc san phim lén men,
Trudmg Dai hoc Bich khoa Ha Noi, dién thoai 04 8680119,

Cac tac gia



PHAN 1
PHAN TiCH NGUYEN LIEU

s —

Chuong 1
PHAN TICH HAT PAI MACH

1.1. PO AM

1. Muc dich

Xé&c dinh ham lugng am cha dai mach bang khéi lugng mat di trong qué
trinh s&y & diéu kién tiéu chudn.

Phuong phdp nay dp dung cho cdc Joai hat dai mach, nhung khong diing
cho mali. D6i vdi dai mach ¢é do 4m 16n hon 17% cdn phéi sdy so bo trude Khi
x4c dinh.

2. Nguyén tdc

Dai mach dugc sdy so bo (néu cén), réi nghién min, sau d6 sdy trong td siy
da dat nhiet do tiéu chudn. Do d4m dugce tinh todn dua vao khéi lwgng mat di
trong qud trinh say.

3. Dung cu

- M4y nghién truc phdng thi nghiém (dat khoang cich gilfa 2 tryc 1a 0,2 mm).

- Tl sy c6 thé diéu chinh nhiét do trong khoang =+ 2°C, dat nhiet do 130 -
133°C.

. CBc can lam bing kim loai (thuong bing nhom), dudng kinh khodng 50
mm va khong sau qud 20 mm, c¢6 nap day kin.

- Binh hdt 4m.

- Can phan tich, d¢ chinh x4c 1§i 0,001 g.

4, Tién hanh

. Can khoang 20 g mau hat dai mach va nghién min. Tron k¥, ldy ngay
khoang 5 g bot nghién vio hop can sach khod da biét trude trong luong, day
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nip va can véi do chinh xdc 0,001 g. Mo nap, dat hop va nip vio tl say da dat
nhiét do 130 ~ 133°C, bit ddu tinh thai gian khi ti sy dat nhiét d¢ nay. Sau 2
gio sy, 18y hop ra, day nip, lam ngudi trong binh it dm dén nhier do phong
(thudng khodng 30 — 40 phiit). Can lai hép.

Chd y: Néw mau dai mach ¢é do 4m trén 17% (khéi lugng), 14y khodng 6 g
méu hat chua nghién cho ngay vao hop sach kho, di biét truée trong luong, day
ndp va can véi do chinh xdc 0,001 g. Say trong 1 say 60"C khoang 10 phit vA
lam nguéi vé nhiét do phong trong khodng 2 gid (khong ding binh hit dm,
khong day ndp). Sau dé méi xdc dinh do 4m cia miu da sdy 5o bod nhu trén.

5. Két qud
bé am =
trong dé:
m, - khi lugng mau trude khi sdy, g;
m, - kho1 lugng mau sau khi say, g.

Doi v6i dai mach ¢6 do 4m trén 17% sit dung cong thic:

Do dm = (1-—2-T4y, 100 o
m. m;

trong doé:
m; - khoi lugng miu trudc khi sdy so bo (g);
m, - khéi lugng mau sau khi say so bo (g).

1.2. KHOI LUONG 1000 HAT
1. Muc dich

Xdc dinh khéi lugng trung binh ciia hat, chi tiéu nay duge diing dé danh gia
chat lugng cdc loai hat dai mach, ngii c6¢ va malr,

2. Nguyén tdic

Dé€m s6 hat dai mach trong miu cdn phan tich. Sau d6 tinh todn d€ biet
khoi lugng clia 1000 hat dai mach khé (tinh theo g).

3. Dung cu

- Mdy dé€m hat tr dong (néu cé).

- Can phan tich , d¢ chinh xdc t6i 0,01 g.



4. Tién hanh

- Can 40 g hat dai mach cin phan tich, loai bo nbimg hat vo, hat la va trir
khéi lugng. Ti€p d6, dém bing tay hodc bing mdy so hat trong méu.

5. Két qud

Tinh khai lugng 1000 hat dai mach theo chit kho theo c;"mg thirc:

M x 1000 x (100 — W)
nx 100 i

G=

trong do:

G - khdi lugng 1000 hat dai mach kho (g);

M - khéi luong méu phan tich (g):

W - d6 am (% m/m);

n - & luong hat trong 16 mau phan tich.

1.3. NITO TONG SO

1. Muc dich

X4c dinh ham luong nitd téng sO trong hat bing phuong phép Kjeldahl.
Phuong phip dugc dp dung cho moi loa1 hat dai mach c¢6 ham lugng nitd <
2.4%. néu ham luong nito 16n hon 2,4% thi phai giam lugng mau.

2. Nguyén tdc

Trudc tién miu duge vo co héa bing H,S0, dam dac & nhigt do cao vdi
chit xtc téc. Cic phan ¥ing clia qud trinh v co héa xay ra nhu saw:

2H,80, —> 2H,0 + 280,T + O,

Oxy tao thanh lai oxy héa cdc nguyén t6 khdc: carbon tao thanh CO,,
hydro tao thanh H,O, con nito giai phong ra dudi dang NH- két hap voi H,80,
du tao thanh (NH,),50, tan trong dung dich.

NH; + H,80, —> (NH,),50,
Dudi NH, ra khdi dung dich bang NaOH
(NH,),SO, + 2NaOH = Na,50, + H,O +2NH;

NH; bay ra cing véi nudc sang binh hing, trong binh himg chia H3BO;:

2NH,OH + 4H;BO; = (NH,),B,0; + 7TH,0

Dinh lugng H;BO; du bang H,504 0,IN

(NH,),B,04 + H,80, + 5H,0 —> (NH,),50, + 4H;BO,



hodc H,S0,:

2NH,OH + H,80, = (NH,),80, + 2H,0
Dinh lugng H,80, du bing NaOH cé cling nong do duong lugng gam.
3. Héa chdt

- H,80, dam dic, d = 1.84

- Dung dich H,S0, 0,1N chuén

- Dung dich NaOH 0,1N chuin

- Dung djch NaOH 40%

- Hén hop xiic tic: dung dich HCIO, hoic H;0; 30% hoic K,S0,, CuSO,
(100:10:1), c6 thé ding selen kim loat (0,05 g) hodc hén hop K,S0, va
CusO, ty I¢ 3:1.

- Dung dich HyBO; 3%

- Thudc thir hén hop: metyl dé 0,1% pha trong cén v metyl xanh 0,1%
pha trong cén, ty ¢ 2:1.

- Chi thi tariso: Hba 0,05 g metyl xanh vao 5 ml nudc cdt, che 100 ml
con vao va hoa thém 0,] g metyl dé. Hoa tan va bio quén trong lo t6i
mau. Hén hop thude thi nay ¢6 gidi han bién déi mav & pH 52 - 56.
Moi trudng axit ¢6 mau tfim, moi trudmng kiém ¢6 mau xanh luc.

- Thudc thir Nessler dé phat hién sy ¢6 mat nitg trong dung djch. Cich
pha ché& nhr sau:

Cach I: 15 g Hgl,, 10 g KI hda vao 15 ml nuéce c4t, them 80 mi dung dich

NaOH 50%, dinh mitc dén 500 ml bang nudc cat,

Cdch 2: 35 g KI hoa tan trong 100 ml nudc cdt néng, 17 g HgCl, hoa tan

trong 300 ml nude cat, NaOH hoiac KOH 20%. Cho dung dich HgCl, vao dung
dich KI dén khi tao thanh két tda Hgl, khong tan nira thi dimg lai. Sau d6 diing
dung dich kiém 20% dinh muc dén 1 lit. Tiép d6 thém 5 ml dung dich HgCl,
dén khi xuit hién két tha do HgCl,. D€ ling két tha dén khi dung djch trong
hoan toan. Bao quan trong 1o t8i mau.

4. Dung cu
- T het
- B cdt dam Kjeldahl (hinh 1.1)
- Pipet 1, 2, 5, 10 ml
- Buret 25 hoac 50 ml
- Binh dinh mic 50 hoidc 100 ml



- Mdy nghién truc phong thi nghiém
- Can k¥ thuat, do chinh xac 0,001 g

5. Tién hanh

5.1. V6 co hda nguyén liéu

- Can khoang 20 g miu dai mach dd nghién min dé xdc dinh do 4m va nito.
Tron déu miu, can chinh xdc 1,0 - 1,5 g 16i d6 toan bo vio binh Kjeldahl kho
(chd ¥ khong dé mdu dinh lén thanh binh). Cho thém 10 — 20 ml H,50, dim
dic. Trude khi cho axit ¢6 thé cho vai giot nuée c4t khong ¢6 nito dé thdm udt
bot. Day binh, lic nhe roi dat len b&p dun nhe khoang 30 — 40 phut, sau dé nhic
binh ra, dé nguéi.

- Cho vai giot chit xtc tic HCIO; hoac H,0, 30%, chi cho giai doan cudi
khi dung dich dd c6 mau vang sam, hoac cho hén hop K,80,; va CuSO,, cho
mot 14n ngay tir dau, lugng chat xic tic biang lugng mau ding dé vo ca héa.
Tiép tuc dot trén bép khoang 30 phit nifa. Dung dich s€ chuyén tir mau den sang
mau cdnh dan. Nhac binh ra khéi bép, dé nguoi.

- Cho thém chat xic tdc l4n hai (vai giot HCIO; hodc H,O,). Tiép tuc dot
trén bép dén khi mat mau dich trong binh. Dé nguoi.

- Chuyén dich sang binh dinh mitc 50 hodc 100 ml, tring binh Kjeldahl vai
lan bing nudc cit khong cé nite va dinh mifc 161 ngan binh.

5.2. Chung cdt
Sit dung H;BO- dé thu nhan NHj:

- Rira binh chung cét Kjeldahl bing
nude cat khong cé nitg. Lay 10 — 20 ml dung
dich di vo co héa cho vao binh phan ing (a).
Cho thém vai giot thudc thir hon hgp néu
diing chét xdc tic bing HCIO; hodc H;O,.

_ Cho vao binh hing (d) 20 ml H;BO;
3%, thém vai giot chi thi Tariso.

- R6t tir tir 70 ml NaOH 40% vao binh
(a), gilt yén dé phan thanh 2 16p rd rét.
Khong 1am xdo tron cdc 16p, lip vio bo cit
dam (hinh 1.1). D¢ dau ra cla 6ng (c) ngap
duéi dung dich axit boric. Nén bat bép trudc

Hiuh 1.1: Bé cdt dam Kjeldahl.



khi Jap binh dé€ giam thiéu nguy co chat long chiy nguge vao 6ng ngung. Lic
manh binh dé didm bao tron nhanh va cdp nhiét déu. Ngay sau khi tron, tam thoi
thio binh chifa axit boric, dé nudc chdy ra hét khoi ng (c) va tao can bing dp
sudt trong binh cdl.

- Dun binh phdn tmg, NH; bay ra cung ién ciing v4i nuéc qua 6ng ngung
(b) sang binh himg (d) va tdc dung vdi axit boric tao thinh musi amoni tetraborat
[(NH4},B40,}. Tién hanh chung cdt trong 30 — 40 phit. Kiém tra NH, da hét
chua bang cdch hing dich cdt va thir bing gidy do pH. Khi NH; da dugc cit hoan
toan, ha thdp binh hiing, diing binh tia nudc cat tring sach axit dinh & ddu ong.

- DBinh [ugng amoni tetraborat tao thanh béng dung dich H,80, 0,IN dén
khi xuat hién mau héng nhat.

St dung H,SO, d€ thu nhan NH:

- Qud trinh dinh luong ti€n hanh nhu trén, nhung & binh himg {a} cho mot
lugng H,50, 0,1N (ngap diu &ng (¢)) va vai giot thuée thir hén hop metyl. Theo
ddi binh hing, néu thay dung dich bi€n ddi tir mau vang sang mau 14 ma thi cho
thém 5 ml H,SO, 0,1N nifa, cén lam nhanh d€ trdnh mat nito.

- Dun s6i khoang 30 phit, quan sdt ¢ot nuéc ddu éng sinh han (b) khong
chuyén tir mau héng sang xanh 1a duge, Mudn chic chin, 14y dich cat diu ang
{c} thir v6i thude thir Nessler, réi chuin dé axit du bang dung dich NaOH 0,1N.

Chit y:

- Quad trinh v6 co hda gidi phdng ra SO, nén phai tién hanh trong 10 hot.

- Th&i gian d6t mau thudng 12 3 — 4 gi& phu thude lugng miu, ngudn nhiét
va chat xdc tic. Néu diing CuSO, véi lugng lén (1 - 2 g) thi thoi gian vo co héa
khoang 2 -~ 3,5 gi&r. Khi diing H,0, (4 — 5 ml) mét 40 - 50 phui. N&u dung selen
(0,1 g/1 g miu), thoi gian 30 - 40 phit. Ding hén hop xtic tic K,SO, vi CuSO,
va selen (100:10:1) v6i ty 1¢ 4 g/1 g mau, khoing 50 — 60 phiit.

6. Tinh két qua

6.1. Néu sir dung H;BO; dé thu nhan NHj; thi tinh ham lugng nito téng s6
(Nt) ¢6 trong mau theo ¢ong thifc:

n.1,42.100

= ) az
€T m00—w) " TE”

trong dé:
n - s& ml HySO,4 0,IN diing d¢ chudn do;
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1,42 - s8 mg nito ang véi 1 ml H,80, 0,1N:
100 - hé 6 chuyén thanh %:;

m - khéi Jugng mdu phan tich, mg;

w - do &m mau phan tich, %

6.2. Néu sir dung H,S0, dé thu nhan NH; thi tinh ham lugng nito tong s6
¢6 trong méau theo céng thitc:
(o, —n,).1,42.£100

N, =
m(100-w)

, mg%

trong dé:
n, - s6 ml H,SO,4 0,1N cho vao binh hing;
n, - s6 mi NaOH 0, 1N dung chuin d¢ axit du;
f - he s& diéu chinh néng do H,S0, & binh hing; f = 1 néu néng d6 H,50,
chinh xdc O,1N;
m - kh6i luong mau ding dé vo co héa ting vdi thé tich dich miu lay dé
“dinh lugng nito (g);
w - d0 4m cia mau, % (m/m);
1,42 - s6 mg nitd tng véi | ml H,S0, 0,1N.
1.4. KHA NANG NAY MAM CUA HAT
(GC = GERMINATIVE CAPACITY)
1.4.1. Phuong phdp nhuém mau nhanh
I. Muc dich
Xdc dinh phan tram s6 hat ¢6 kha nang ndy mam bang k¥ thuat nhuém mau
nhanh. Phuong phap duge dp dung cho mei loai dai mach.
2. Nguyén tac
Hat dugc cit doi theo chiéu doc va ngdm vao dung dich 2,3,5-triphenyl-
clorua tetranat . Sau d6 phan loai hat theo d¢ nhudm mau cua phou.
3. Hod chdt
- 2.3,5-Triphenyl clorua tetranat 10 g/l. Pha hod chat trong nudc nguoi va
bao quan trong binh t8i mau.
4. Dung cu

- Dung cu ldy mau.
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- Dao hodc dung cu dé cit hat theo chiéu doc.
6ng nghig¢m.

- Bom loc,

- May khuéch dai

5. Tién hanh

- Ldy 100 hat bing dung cu 14y mAu, loai bé nhitng hat la va nhimng hat va.
Cat hat theo chiéu doc thanh 2 phin déu 6 phoi, loai bd mot phan. Phan con lai
cho vao 6ng nghiém va rét dung dich 2,3,5-triphenyl clorua tetranat vio. Dat
ong vao binh hiit chan khong v6i 4p luc < 200 mmHg trong khoang 3 - 4 phiit,
roi bom khi tao dp liuc cho dung dich suc déu vao khoi hat. Gilr mau & 40°C
trong 30 phdt dé nhuém mau phoi. Gan 14y hat va phan loai.

- Phan loai: Réi hat trén gidy loc hit &m vi sir dung mdy khuéch dai dé
phan loai madm nhuom thanh ba phén:

+ Phdn I: Nhitng mam nhuém mau hoan toan Ia nhimg mam séng, khoé (X)

+Phan 2: Nhimg mim nhudém mau mét phan, mac dit hdng nhung van cé
thé nay mam dé san xuit malt, nhitng mam nay cé chét, vay va mot chiit lép vo
lua & giita chéi va r& bit maw nhuém (Y).

+ Phin 3: Cic mam hoan toan khong nhuém mau hoac nhuém it hon cic
mam ciia phén 2.

6. Két qud

Kha nang ndy mim duoc tinh theo cong thiic:

GC=X+Y. % (phuong phip nhuém mau)
irong dé:
X - 56 hat nhu¢m mau hoin t0an;
Y - 56 hat nhudém mau mot phan.

Chui y: Khi ghi két qua nén ghi r5 phuong phdp sir dung. Vi du, GC = X%
{phuong phdp nhudém mau)

1.4.2. Phuong phdp ditng hydroperoxyt va tach vé

1. Muc dich

Xdc dinh phin tram sg hat 16t trong miu dai mach cdn phan tich, sir dung
H,0, dé kich thich tang trudng. Phuong phdp ap dung cho céc loat hat dai mach.

2. Nguyén tdc

Ngam hat trong H,0, trong 3 ngdy, sau dé dém va loai bo nhitng hat khéng
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phat trién ca r& va mam. Tédch phoi Khoi vé triu va 16p vo lua che phl dé 1o
mam trudc khi ndy mam trong diéu kién c6 khong khi §m. Dém sé hat moc ré
v mam.

3. Hod chit

- Dung dich H,O, 7,5 g/l. Pha 3 ml dung dich H,O, 300 g/! thanh 200 m!
v6i nude. Kiém tra néng dé 7.5 g/l bing phwong phdp iot, vA bio quan dung
dich trong ti lanh. Chudn bi dung dich méi ngay.

4. Dung cu

Dung cu 14y mau.

- Coc ¢6 mo 500 ml.

- Gidy loc mau trang.

- Bo loc.

- Pia Petri dutng kinh 90 mm.

5. Tién hinh

- L4y 200 hat, loai b6 nhiing hat la va v&, dém lai. Ngam méu vao 200 ml
dung dich H,0; & 19,5 ¢+ 1,5°C trong 2 ngay. Gan bo dung dich ngam va thay
200 ml dung dich H,0, 19,5 ¢ 1.5°C mdi, ngam tiép 1 ngay. Sau d6 gan bo dich
ngam, phan loai va d€m nhiing hat khong moc ca ré va mim.

- Néu s6 hat ndy mam it hon 95%, thi 1dy nhitng hat chua moc ré va mam
aé thch vo triu bao boc ra khoi phoi. Pua ddu mii dao dudi 16p vo trdu phia
mam va xoay xung quanh dé€ cét phdn vo triu phii trén mam. Loai bo 16p da Xin
nau phi trén mim bang cdch 14y ngdn tay cha d¢é phin v lya 19 ra, it cdn béc
16 mam. U nhitng hat dd boéc vo trén 2 tdm gidy loc da lam 4m véi 4 ml nudc,
dat trong dia Petri day kin trong 1 ngay & 19,5  1,3°C. BDém nhitng hat da moc

ré va mim.

6. Két qud

Pém s6 hat hoan toan khong moc ré va mam (n), déng thoi d€m s6 hat
hong da bj loai bd trong qua trinh thi nghiém ké ca nhitng hat chi moc hoac ré
hosc mam (d).

Kha nang nay mam GC (%) dugc xdc dinh theo cong thic:

200 —(n +d)
200

GC= x 100, %
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1.5. NANG LUC NAY MAM (GE = GERMINATIVE ENERGY)

1. Muc dich

Xdc dinh phdn tram hat dai mach ¢6 thé nay mam dé dung san xuat mall.
Phuong phédp duge ding cho mot loat hat dai mach.

1.5.1. Phuong phdp Aubry

2. Nguyén tdc

Bai mach dugc nay miam trong diéu kién phong thi nghiém. Sau 72 gig,
loai bo cdc hat di ndy mam, dém s6 lugng hat khong nay mam v Lié€p tuc cho
ndy mim trong 48 gity nita, ti€p dé dém s6 hat khéng nay mam,

3. Hod chdt

- Nuéc may hoac nuéc cat,

4. Dung cu

- 'Ti 6n nhiét ¢6 quat gié, dat nhiét d6 20 + 1°C va d¢ dm twong d6i 1 95 + 5%.

- Cdc khay pdy mdm lam bing thép khong gi, ¢6 go cao 1 cm, duc 16 8 —
10 mm. Khodang cdch gitta cdc khay it nhat §a 4 cm.

- Vai béng réng 30 cm, day I cm.

- Gidy loc 30 x 40 em.

- Binh phun nuéc.

5. Tién hanh

- Chudn bj: Cat vai v6i kich thude vira véi gidy loc, trai lén khay nay méam,
mét tdm vai béng, chuin bi mot legng nude biang 4 lan trong lugng cia 2 t
gidy loc, lugng nudce nay dit 1am 4m cho 2 bude.

- Tudi 3/4 luong nude 1én vai, rai SO0 hat 1én mit gidy loc. Phi mot tam
gidy khac 1&n trén. Tudi nét phin nudce con lai va dat vao i 6n nhiét.

- Sau 72 gi&, nhat bo cdc hat da ndy mim, giif Iai nhiing hat chra niy mam
va dém s6 lugng. Dat khay vao th. Sau 48 gio nita dém sd hat khong nay mam.
Hat dugc coi 1a dd nidy mim néu c6 ré hoac mim 6 thé nhin thiy dugc bang
mat thudmg,

6. Két qud
Nang luc ndy mam (%) (phuong phdp Aubry 3 ngay hoic 5 ngay)
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500 —-n
500

GE = x 100, %,

trong d6:

500 - s& hat thi nghiém;

n - s6 hat khong ndy mam sau 3 hodc 5 ngay.

1.5.2. Phuong phap BRF

1. Nguyén tdc

Pai mach duge kich thich nay mam trong diéu kién phong thi nghiém. Tién
hanh 2 thi nghiém sir dung lugng nude ngam khic nhau.

2. Dung cu

- Dung cu chia mau.

- Dia Petri dudmg kinh 90 mm.

Giay loc mau trang.

- Budng t6i c6 thé diéu chinh nhiét do, dat =195 % 1.5"C.
- Pipet 5 va 10 ml.

3. Tién hanh

- Dat gidy loc vao dia Petri, thém chinh x4c hoic 4 ml hoac 8 ml nude. Lay
100 hat cin phan tich va dan déu sao cho cAc hat tiép xtic déu trén mat gidy loc.
Néu ding 8 ml nude thi phai ddm bio sao cho chi phdn bung hat cham vao gidy
dé nudc khong ngap phoi. Day chat nip dia dé khong bi mat im, cho dia Petni
vo tii nilong va dan kin miéng tdi.

- U mau & trong phong va loai bd nhimg hat moc mam sau 24, 48 va 72
gi%s, nhu vay trinh dugc sy hip thu Am dur cGia cac hat 42 ndy mam sdm.

4. Két qud ’

Tinh phin trim s& hat ndy mam sau méi ngay. Ghi két qua dé tinh todn cdc
gia tri sau:

- Nang lyc ndy mdm cho miu dung 4ml nude (duge tinh theo ty 1¢ phan
tram s& hat nay mam san 72 g10).

- Ning luc nay mam cho mau ding 8 ml nuée (duge tinh theo ty 1& pLan
trim sO hat ndy mdm sau 72 gi0).
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Tir s6 hiéu s6 hat ndy mam giira 2 thi nghiém ding 4 ml va 8 ml ¢6 thé dua
ra mitc do nhay nudc cla dai mach (bang dusi)

Hiéu s8 hat ndy mam 0 1-10 11-20 21-35 >50
B9 nhay nudc Khong Yéuy Trung binh Manh Rat manh

1.5.3. Phuong phdp Schonfeld

1. Nguyén tdc

Pai mach duge ndy mim trong diéu kién phong thi nghiém. Dém s¢ hat
khong ndy mém sau 72 gioy ké tir khi bat diu thi nghiém va cho ndy mam ti€p
dén 120 gid, d&€m s6 hat khong ndy mdm.

2. Hod chdt

- Nudc mdy ¢6 ham lugng clo ty do < 0,2 mg/! hodc nudc cit.

3. Dung cu

- Phéu dudng kinh 100 mm c6 lip sang bing thép khong gi dé€ ¢4 thé thost
nudc ma khong mat hat.

- Nép thiy tinh.

- Dung cu ngam hat,

4. Tién hanh

- L&y 500 hat d6 vio phéu dit dudi voi nude ¢6 nhiét d6 18 — 20°C, diéu
chinh mic nuée di ngap hat. Sau 3 gi% ngam, gan bod nude va pha gldy lee uat
[én trén hat. Day nip.

- Sau 18 - 20 gio ndy mam ké tir khi bér ddu thi nghi¢m, ngam hat lai trong
2 @1, Vi sau 72 gitr ké tir khi bit ddu thi nghiém, do hat ra ngodi, dém 56 hat
Khong ndy mam. Nhimg hat khong nay mam lai cho vao phéu va ngam nudc
trong 30 phiit, rdi cho niy mim ti€p dén 120 gidr k€ tr khi bt ddu thi nghiém,
dém s& hat khong nay mdm (n).

5. Két qud

Ghi két qué trung binh sg hat khong nay mdm sau 72 gi v 120 gio:

Nang luc ndy mam (%) (phuong phip Schonfeld 3 ngay va 5 ngay):

500 -n
=7l 0. g
GE 500 x 100, %
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trong dé:

500 - s6 hat trong mat 16 méu thi nghiém;

n - sd hat khéng nay mdm.

1.6. TY LE NAY MAM VA CHI SO NAY MAM

1. Muc dich

Tinh phén tram s6 hat ndy mam va t6c d6 ndy mam ciia hat dai mach ding
san xuit malt tai th&i diém thi nghiém. Phuong phép 4p dung cho moi loai dai
mach.

2. Nguyén tdc

Tuong tir phuong phdp BRF (xem phdn 1.5.2).

3. Hod chdt

- Nuéc cit, nuée mdy hodc nude ¢6 ham lugng clo it hon 0,2 mg/i.

4. Dung cu

- Dia Petri tiéu chudn cé dudng kinh trong 85 mm, dudng kinh ngoai 90
mm.

- Gidy loc.

- Budng U ¢6 thé diéu chinh nhiét do néng, lanh va thong gié dé dat nhiét
d6 20 + 0,5°C.

- Pipet 5 ml.

5. Tién hanh

- Dat hai to gidy loc vao 1 hop Petri, cho 100 hat cdn phéan tich vao, dan
déu, 161 day kin nap hop dé tranh mat am. Cho chinh xdc 4 ml nudc cdt vio.
Dy chat nap dé tranh bay hoi nude va cho vao tdi nilon dan kin. D€ miu trong
budng 161 & nhiét do 19,5 + 1,5°C. Sau 24 gid, 48 gidy, 72 gidy ké tir khi bir diu
thi nghi¢m lay ra dém nhitng hat dd ndy mam vi loai bd ngay. Sav mdi 1dn lay
mau phil dan Kin tdi laz.

- Cac hat da ndy mdm dugc phdt hién nhu sau: Md nip dia va loai bo
nhimg hat di ndy mdm. Lic dia dén khi cdc hat long ra khéi gidy loc, loai bd
hét nhitng hat cé dau hi¢u dd ndy médm. Lic dia 14n nita va loai b ndt nhitng hat
da ndy mam. Hat duge xem nhir d2 ndy mam khi ¢6 thé nhin thdy mam hoic ré.
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Néu khong phadt hién ra mdm khi hat nam doc trén gidy loc hodc chi thdy ¢6
mAm mdi nhu thi coi nhu hat chua ndy mam.

6. Két qud
- Tinh ty 1¢ phdn tram hat da ndy mdm sau 72 gidy theo cong thirc:

n24 +n43 + njz
400

Ty 1& hat ndy mim = x 100, %,

trong dé:
Ny4. Nag. N7y - 1dn luot 12 tdng s6 hat ndy mdm & 4 hop Petri di ducge loai ra
sau 24 gid&, 48 gidr va 72 gidv,
- Thoi gian ndy mdm trung binh (cho nhitng hat da ndy mam):

Ny + 20,5 4309

MGT (Mean germinative time) =
Ny gy +0py

10

- Chi s6 hay t6c d6 ndy mdm = —— .
156 hay téc do nay mdm MGT
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Chuong 2
PHAN TICH MALT PAI MACH

2.1. O AM
I. Nguyén tic

Theo phuong phap sdy dén trong lugng kKhong déi. Miu duoe nghién min,
va sdy kho trong tl sdy da dat nhiét do tieu chuin. Do dm duge tinh tir khéi
lirong mat di trong qua trinh say.

2. Dung cu

- Mdy nghién truc phong thi nghiém (dat khoang céch giita 2 truc 12 0,2 mm),

- Ti sy c6 thé diéu chinh nhiét d6, dat nhigt d6 105 — 106°C.

- C6c¢ cin lam bang kim loai (thuomg bang nhom), dudng kinh khoang 50
mm vi khong sau quad 20 mm, ¢4 nap day kin.

- Binh hiit 4m.

- Can phan tich, do chinh xdc t6i 0,001 g.

3. Tién hanh

- Can khoang 20 g malt va nghién min. Tron k¥, ldy ngay khoang 5 g bot
nghién vao c6c can sach kho da biét trude trong luong. Day nip va can véi do
chinh xéc 0,001 g. M& nép, dat cSc va ndp vao ti sdy di dat nhiét do 105 —
106°C, bt ddu tinh thdi gian khi t0 sdy dat nhiét do tren. Sdy trong 3 gi = §
phit, day ndp, 18y coc can ra 1am ngudi trong binh it 4m vé nhiét do phong
trong 20 phiit rdi can. Sdy lai hon | gio nita va can lai v6i do chinh xdc 0,001 g

4. Két qud

Do dm (W %) cta malt duge tinh theo cong thiic sau:

w=21"" 100 , %
my

trong dé:
m, - khoi lugng mau trude khi sdy, g;
m, - khéi lugng maw sau khi sdy, g.
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2.2. KHOI LUONG 1000 HAT

Xem phan 1.2,

2.3. NITO TONG SO

Xem phan 1.3.

2.4. PO HOA TAN

Khai niém

- Do hoa tan: La lueng chit khé trong malt ¢6 thé hoa tan vio dung dich &

diéu ki¢n phong thi nghi¢m va biéu thi theo ty 1& phén tram so vdi trong luong
ca malt.

- Hi¢u suat hoa tan: La lugng chit kho cha malt hod tan vao dung dich
trong qud trinh san xudt va cling biéu thi bang ty 1é¢ phdn tram so véi trong
lugng malt. Hiéo suét hoa tan thutng bé hon do hoa tan khoing 1 - 3%.

Phan tich nay ciing dugc diing dé xdc dinh 8¢ do dudng hod, mii, t6c do
loc, pH, mau, db nhdt cta dich dudng, ham lugng nito hoa tan va nito tu do.

I. Nguyén tdc

Ham lugng chat hod tan cia malt duge xdc dinh tir hdm luong chét hoa tan
vla dich duong sau khi dudng hod va loc b malt. Ham luong chat hoa tan cla
dich dudng duoc tinh tir ty trong cla dich dudng do & 20°C dua trén cic bing
phu luc 1.

Ty trong 1a ty 1€ gifra khéi lugng clta mot thé tich chit long & 20°C véi khoi
luong cha ciing méi the tich nude & nhiét do do.

Phuong phdp nay cé thé dp dung cho tit ca cdc loai malt c6 don vi mau
dudi 15" EBC.

2. Hod chidt

- Dung dich I, 0,02 N: Hoa 1,27 g I, tinh khiét va 2,5 g KIO; hodc KI
trong nude va pha té 500 ml. Bio quan trong binh nau va dé noi t8i, khong qua
| thing.

3. Dung cu

- Mdy nghién truc phong thi nghiém (dat khodng cdch giffa 2 truc 12 0,2 mm).
- Can phén tich v&i d¢ chinh xdc 0,1 g.
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- Cdc ¢ mo 500 ml. - Binh cdch thuy diéu nhiét,

- Diia thuy tinh. - Binh tam giac 500 ml.
- Phéu dutng kinh 200 mm. - Giay loc.

- Binh ¢cén ey trong. - Pia su.

4. Tién hanh

- Can khoang 55 g malt va nghién, tron déu, 18y ra mor phan nhd 8¢ xde
dinh do am (khodng 3 - 5 g).

- Dat nhiét do binh diéu nhiet 45"C.

- Can chinh xdc 50 g malt dd nghién cho vao coc di biét trong luong, 161
16t vao cdc 200 ml nude cdt 46°C, ding dia thiy tinh khudy cho khot vén cuc,
trinh tao bot. Giit ¢6c & 45°C trong 30 phitt, khudy lién tuc. Tang nhiét do lén
70°C véi 16¢ do 17C/ 1 phit. Khi nhiét d6 ctia e dat 70°C rét thém vao dé 100
mi nude cat 70°C. Cu 5 phiit 4y mdu 1 14n dé thir dich dudng héa bang cdich hoi
mot giot dung dich I, 0,02N véi mau dé€n Khi hén hgp ¢6 mau vang rom (khong
lam mat mau dung dich I;) col nhu dutng héa két thilc. Thei gian tic khi hén
hop treng cdc dat 70°C dén khi khong 1am mat mau dung dich 1ot goi 14 thoi
gian dudmg hoa. Néu qud trinh dudng hod khong k&t thic sau | gid thi nghiém
thi nging lai, hoac 1am lai hoac thay déi luong malt thi nghiéem.

- Tiép tuc giff nhiét d¢ 70°C trong § gid (1inh ti khi dat 70°C), sau dé 1dy
coc td4 va lam ngudi dén nhiét do phong trong khoang 10 - 15 phit, Ria dia
khudy bing mot chit nudc cat. Law kho bén ngodi cdc va dem cén lai sao cho
trong lirong trong coc dat 450 g bang cach bd sung thém nude cat (chi y: khong
ké trong lugng cdc). .

- Khudy déu rdi do toan bo lugng dich loc vio phéu loc. Loc lai 100 ml
dich loc ban ddu réi mdi bat dau tinh th&i gian loc. Ly mat phin dich loc dé
xdc dinh do mau theo phuong phap & phan 2.5. Qua trinh loc coi nhu két thic
khi bé mat bi trén phéu kho hoic qud trinh loc cham (kéo dai qud 2 gid).

- Ghi nhan xét “vin t6c¢ loc binh thuong” néu loc trong vong 1 gid. Néu
hon | gi&, ghi 1A van téc loc “cham”. Nhan xét mui: “binh thuong™ hoac “khoéng
thom", hodc “cé mii la”.

- Xdc dinh ty trong dich dudng:

Phitong phdp cdn binh 1y trong:

+ Chuan bi:
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* Binh ty trong sach, kho, ghi trong lugng binh (k€ ci niity m, (két qua
doc t8i 3 s& sau ddu thap phan).
* Nudc cét, dich cdn xdc dinh 1y ong duoc lam lanh dén 20°C.

+ Méu trang: Tréng binh ty trong bing nudc cit di 1am lanh 20°C. DS
nude cat dén vach dinh mirc cla binh, day nit, ré1 dat binh vao binh én nhiét
20"C trong 30 phit. Chd §: luon d€ muc nude trong binh én nhiét vugt qué vach
dinh muc cia binh ty trong. Sau 30 phit l4y binh ra, lau kho bén ngoai, dé yén
trong 5 phiit, lau kho bén ngoai binh va can, ghi két qua m, (két qua doc t6i 5
6 sau dau thap phan).

+ Mau thyc: DS hét nude ra khoéi binh ty trong, trdng binh vai lin bing
dich phéan tich da lam lanh t6i 20°C. D& dich phan tich dén vach dinh mitc cda
binh, ddy nit, rot dat binh vao binh 6n nhiét 20°C trong 30 phit. Chu ¥: luon dé
muc nuéce trong binh dn nhigt vugt qud vach dinh mic cia binh ty trong. Sau 30
phiit 1ay ra, lau kho bén ngodi, dé yén trong 5 phut, lau kho bén ngoai binh vi
can, ghi ket qua m, (két qua doc tdi 5 s6 sau d4u thap phan).

Ty trong ctia dich loc dugc tinh theo céng thic sau:

2 _ Mp—my
dy =

{e/)

m; —my
Lam 2 - 3 mau lap, néu 2 1dn cho gia tri ty trong khac nhau 16n hon 2 don
vi cua thap phén thi tu thi phai 1am lai thi nghiem.
5. Két qud

- Ham lugng chit hoa tan cla dich dudng duge xdc dinh tir ty trong bang
phu luc I Bang tra ham lugng chdt kho hoa tan theo ty trong cia dich- Goldiner
va Klemann.

- Ham lugng chat hoa tan cla malt tinh bang cong thite sau:

e(W +800) %

| T T
100 -e
E,.100

=L g

E2 = Too-w ?

trong da:
E, - ham lugng chit hoa tan cla malt, %, (theo khéi luong);
E; - ham luong chit hoa tan cha malt kho tuyét d6i, % (theo khai luong);
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¢ - ham lugng ch4t hoa tan cua dich duong, % (theo khai luong);

W - dd dm cha malt, %, (theo khéi luong);

800 - lugng nudc cit ding dé dudng héa 100 g malt, ml.

Két qua biéu dién theo % (theo khdi lugng) 14y d€n mot s& thap phan.

2.5. O MAU
2.5.1. Phuong phdp quang pho
1. Muc dich

Xdc dinh mau cua dich dudng ché bién tir malt can phan tich trong phong
thi nghiém bing phuong phip quang phé. Phuong phip nay duogc sit dung déi
chiing v6i phuong phdp so mau biang mét thubng.

Ap dung cho cic mau dich dudng di loc trong. Phuong phdp di duoc thir
nghiém v61 khoang mau tir 3,6 téi 25,3 don vi EBC. Cdc mau dich dudng phai
lam sdng mau trude khi phdn tich.

2. Nguyén tac

M4iu malt duge nghién va dudng hod trong phong thi nghiém theo mot
trong nhitng phuong phdp xdc dinh do hoa tan clia malt (xem phan 2.4). Loc va
thu dich. Dich loc dugc Fam trong bing cich loc mang 0,45 pm cho t61 khi mau
dich sdng. Do do hdp thu cla dich dudng & 430 nm va nhan véi hé sé thich hop.

3. Hod chdt

- Nuéc cat.

4. Dung cu

- May nghién malt.

- Cic dung cu dudng hod.

Phéu loc, gidy loc.

Thiét bi lo¢ mang.
M4y quang phé vé6i do chinh xdc it nhdt 13 + 0,5 nm va cdc cuvet.
5. Tién hanh

- Chudn bi dich dudng nhu cic phuong phép xdc dinh d6 hoa tan cta malt
(xem phan 2.4). Khudy déu dich nfu v dé ngay vio phéu loc, loc lai 100 ml
dich loc ddu, 1dy khoang 50 ml dich loc va cho lge ngay bang bo loc mang kich
thuéc 0,45 um, bo di 20 ml dich loc ddu, thu tdy 30 ml.
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- Kiém tra d¢ trong cha dich bang cdch xdc dinh do hdp thu cta dich & 700
nm. Dich duong duoc goi 1a trong néu do hap thu ctia n6 & 700 nm so véi nudc
nho hon 0,02. Néu khéng thi phai loc lai mdu bing b loc mang 0,45 um. Néu
thay mang méi thi phai bé di 20 ml dich loc ddu. N&u dich dudng khéng dat yéu
cau trén thi khong thé xdc dinh mau bang phuong phip nay.

- Chuan bi do quang phé: Bat mdy quang phd, dat budc séng 430 nm.
Chinh d¢ hap thu ciia mdy bang nudc cét vé 0.000 sau dé méi do méu.

- Xéac dinh do hap thu chi trong vong 30 phiit sau khi chudn bi miu. Néu
can thi phai pha lodng sao cho do hdp thu tai 430 nm nam trong gidi han cta
mdy quang phé.

6. Két qua

Tinh d6 mau theo cong thic:

C=25.A4-F
trong dé:

C - d6 mau tinh theo don vi EBC;

A3 - do hap thu & 430 nm;

25 - hé s6 nhén;

F - hé s6 pha loang.

Chii y: biéu thi két qua t6i 2 s6 c6 nghia.

2.5.2. Phuong phdp so mau bang mdt thuong

EBC da thiét lap mot day mau
chuin dé so mau sir dung cic kinh
mau c6 cudng do ndm trong khoang 2
-~ 27 don vi mau EBC. Tuong ing
diém cu6i cla thang do 1a dich dudng
c6 mau nhat hoi vang; & diém ddu cla
thang do 1a dich dudng mau sdm hoi
do va caramen. Néu khé so sinh mau
thi dung khoang so mau thich hop dé
so mau chinh xéc.

1. Muc dich

Xéc dinh do mau dich malt bing Hinh 2.1: Thiét bi so mau.
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cdch so sanh mau. Phuong phdp duge 4p dung cho moi loai malt.

2. Nguyén tdc

Chuén bi dich dudng tir malt can phén tich theo mot trong s& nhimg phiong
phdp di miéu ta & trén. Anh sdng mau tiéu chudn, do truyén quang qua dich
dutmg thi nghi¢m tuong ng vdi mot trong s6 kinh mau chudn.

3. Hod chdt
Boét trg loc Kieselguhr.
Dichromat kali K,Cr,05.
Nitroprussitnatri Na,[Fe(CN)};NO].2H,0.

4. Dung cu

- May so mau thich hop, cdc dia mau chudn, cdc budng kinh quang hoc.
- Phéu loc, gidy Joc.

- M4y ly tam siéu tac.

- Bo loc mang 0,2 pm,

5. Tién hanh

- Chudn bi dich dudng: Chuin bi dich dudng theo cdc phuong phdp xdc
dinh do hod tan cha malt (xem phédn 2.4), chd ¥ qué trinh loc dich trdnh bi bay
hoi va dnh sdng manh.

- Néu dich dudng khong trong thi phai loc bing bot tro loc v6i ham luong
50 g/!. Kiém tra do trong clia dich dudng & 700 nm c¢é do hap thu it hon 0,02 so
véi nude cat. Lac déu va loc dich duding, ¢4 thé d€ yén 5 phiit. D6 todn bo lugng
dich vao b6 loc, bd phin loc ddu. N&u ¢6 két tia min thi loc lai qua bo loc mang
0,2 pm, bd phan nude loc ddu. Tiép d6, dich dudng dwge ly tam véi van téc
5000 vong/phiit trong ong ly tdm day ndp kin, khong gia nhiét né€u Khéng s& anh
huéng tdi mau dich, 1am sim mau.

- Céch do mau: Céc mau cé do mau nho hon 10 don vi EBC thi ¢6 thé ding
cac cuvet 25mm hoac 40 mm, v3i miu c¢é d6 mau trong khoang 10 - 27 don vi
EBC thi diing cuvet 40 mm. D6i v6i dich mau sim hon ¢6 thé chon cuvet thich
hop hoac pha lodng véi nude dé ¢é thé doc két qua trong khoang 20 t6i 27 don vi.

- Kiém tra mau bing dung djch Harton. Pha 0,1 g K,Cr,0; vd 3,5 g
Na,[Fe(CN)sNO].2H,O véi nude cdt va pha thanh 1 lit. Phai dam bao cdc dung
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cu thuy tinh sach khong dinh chat htu co (trdng bing axit chromic). Bao quan
dung dich trong 24 h trong phong t6i trude khi sir dung, 6 thé sk dung trong
vong t thing. Po d6 mau & cuvet 40 mm, gid tri clia dich chudn 13 15 don vi
EBC (gid tri trung binh 1ay tir 128 ngudi doc 12 14,9). Nén lam thi nghiém hang
tuan.

6. Két quda

- Két qua tinh todn tu 450 g dich malt.

- Gid tri do mau phai quy chudn vé dich dudng khéng pha lodng do trong
cuvet 25 mm tinh theo cong thac:
mau (450 g) x 25x h¢ s6 pha lodng

Mau (25 mm) = - -
chiéu dai éng din (mm)

2.6. NITO HOA TAN
1. Muc dich
Xdc dinh ham lugng nito téng s6 trong dich dudng ché bign tir malt cin

phan tich, bing phuong phip Kjeldahl. Phuong phip ¢6 thé 4p dung cho céc loai
dich dudng va moi loai malt.

2. Nguyén tic
Xdc dinh cdc hop chat nitg trong dich dudng hod dugc thue hién nhu

xdc dinh lwgng nito téng s& (xem phdn 1.3) ngoai it cich chudn bi miu va tinh
két qua.

3. Tién hanh
- Budng hod malt theo phuong phdp xdc dinh do hoa tan (xem phdn 2.4).

- Ldy 20 ml dich duéng hod tir malt cdn phan tich cho vao binh Kjeldalh
dung tich 500 ml. Thém 2 — 3 ml axit sulfuric d4m dic. Néu cén, thém chat
chéng tao b'qt dé tranh trdo bot. Lam bdc hoi tir tir cho dén gin nhu kho bing
céch dot thanh than. Tiép theo thuc hién nhu phén 1.3,

4. Két qud

C6 thé tinh cdc két qua sau: ham lugng nito hoa tan trong 1 lit dich duong
(Ny) hedc tinh theo phdn tram malt kho (Ng), hodc theo ham lirgng nito tdrg s6
{Chi 56 Kolbach) (Ng)

- Ham lugng nito hoa tan cé trong 1 1it dich duong:
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Ny = “XT”xloo . mg/l

trong do:
Ny - ham lugng nito hoa tan, mg/l:
n - s& ml axit chudn diing dé trung hoa dung dich amoni sau khi da trit miu
tring;
V - thé tich mdu phan tich, ml.
- Ham luong nito hoa tan tinh theo phan tram malt kho:
Ny xE,

Ns= 10000 x ¢ *

(2

trong d6:

Ng - ham lugng nito hoa tan tinh theo malt kho, % (theo khéi lugng);

Ny - ham lugng nito hoa tan tinh theo mg//;

E; - hdm lugng chat hoa tan tinh theo malt kho, % (theo khéi luong);

e - ham lugng chdt hoa tan ¢6 trong dich dudng tinh theo g/100 ml dich

dutng;
10 000 - h¢ s& chuyén déi dé tinh két qua theo phén tram.
- Ham lugng nito hoa tan tinh theo phdn trim nitg téng s6 (chi s6 Kolbach):

_ Ngx100

Nk N

%

trong dé:
Nk - ham lugng nito hoa tan tink theo % nito tdng s6, % (theo khéi luong);
N - ham luong nite tdng s& tinh theo malt kho, % (theo khoi luong).

2.7. NANG LUC PUONG HOA

1. Muc dich

Xdc dinh hoat d¢ két hop o va B-amilaza clla malt trong cdc diéu kién tiéu
chudn. Ap dung cho t4t ca cic loai malt.

2. Nguyén tic

Cdc enzym trong malt duge chiét v6i nude 40°C va ding dé thiy phan dung
dich tinh bot chudn. Lugng dudng khir tao thanh nhd hoat déng cla enzym
amilaza dugc tinh theo phuong phép iot. K€t qua duge tinh bing s6 gam maltoza
tao thanh tir 100 g malt & diéu kién chuén.
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3. Héa chdt

- Nirde cat

- Dung dich dém axetat, pH = 4,3 + 0,1, Can 30 g axit axetic, hod tan véi
nude va dinh mac td 1 lit. Cin 34 g natri axetat (NaC;H;0,.3H,0}, hoa tan v6i
nude va dinh muc téi 500 ml. Trén 2 dung dich nay dén khi dat duge pH = 4,3 &
25°C.

- Dung dich tinh bat 20 g/!. Can mdt lugng tinh bot tan trong duong vai 10
g chat kho va khudy v&i mot chiit nude lanh dén dang huyén phit. Thém vao dé
400 m! nude s6i, khudy va gilr hdn hop ludn luén s6i. Rura dia khudy bang mot
chiit nuée fanh va cho vao dung dich tinh bot, dun sdi troeng 5 phirt. Dat cde va
nudc lanh va khudy hén hop dé€ 1am ngudi, trainh dé tao mang. Dinh mirc dén
500 ml. Pha va diing trong ngay.

- Dung dich iot 0,1 N. Can 12,7 g iot va 20 g KI, hoa tan trong 200 mi
nirde va dinh mitte 161 1 it

- Dung dich Na,;S$,04 0,IN. Can 24,82 g natri thiosulfat (Na,S$,0;.5H,0)
vd 7,6 g disodium tetraborat (Na;B,07.10H,;0), hoa tan trong 300 — 400 ml
nuéc va dinh mic 161 1 1it, hoac diing dng chudn.

- Natri hydroxit (NaOH) IN.

- Dung dich H;S0, 0,5N.

- Dung dich thymoelphtalein 5g/l. Can 0,5 g thymolftalein va hoa tan trong .
100 ml ethanol 96% (v/v),

4. Dung cu

- Mdy nghién malt.

- Can véi do chinh xdc + 0,05 g.

- Cdc thity tinh ¢6 mo6 dung dé n4u, diia khuay .

- BE&p cach thily diéu nhiét.

- Phéu loc, dudng kinh 200 mm, gidy loc.

- Giay loc gap nép, dudng kinh 320 mm.

- Binh tam gidc 250 ml, 500 ml ¢6 vach dinh muec.

- Binh dinh mic 250 ml.

- Pipet 5 mi va 50 ml, buret 25 ml.
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5. Tién hanh

- Chudn bi mau: Can miu: néu malt ving nhat 21 g; malt mau sam 41 g
hoac malt enzym 11 g, dem nghién min. Can chinh xdc 20,0 g malt vang nhat,
40,0 g malt mau sam; hodac 10,0 g malt enzym cho vio c6c niu.

- Thu dich chi€t: Bun bé&p cach thily téi nhiét dé 40°C. Rét 480 ml nudc
lanh vio miu mait. Khudy déu trinh vén cuc. Dat ¢fc vao bép cdch thuy 40"C
khuay lién tyc trong vong 1 gio & 2 phit. Lam ngudi dich chiét té1 nhiét do
phong. Ria dfia khudy bang mot it nude. Lau kho phia ngoai cdc, diéu chinh
khoi lwgng coc tdi 520; 540 hodac 510 g £ 0,2g twong iing val luong malt néu
trén.

- Loc: Khudy that déu dich chiét, dé ngay toan bo hén hop vao phéu loc,
loai bo 200 ml dich loc diu, 14y 50 ml dich loc sau dé phan tich.

- Thiy phan dung dich tinh bot:

+ Mau thi nghiém: Dung pipet 14y 100 ml dung dich tinh bdt vao binh
dinh mitc 250 ml, thém vao 6,5 m! dung dich dém axetat, dat vio binh
cach thuy 20°C, dé yen 20 phit. Cho ti€p 6,5 ml dich chiét malt di loc
vao hén hop trén, lic déu réi dé ti€p & 20°C diing 30 phiit tinh tir Lic bt
ddu thém dich chiét malt. Sau d6 cho 5 ml NaOH d€ ngimng hoat dong cha
enzym. Thém nudc t6i ngdn dinh mitc va 1ac déu. Kiém tra d6 kiém béng
cach nhdé mét giot thymolphtalein, mau cia dung dich phai 12 mau xanh.

+ Mau kiém chitng: Lay 100 ml dung dich tinh bot vao binh 250 ml,
théem 3 ml dung dich NaOH, lac k¥. Thém 6,5 ml dich chiét malt réi thém
nudc t6i ngdn binh va lac déu.

- X4c dinh dudng khir theo phuong phdp iot: hit 50 ml dung dich trén vao
binh tam gidc 250 ml, thém 25 ml dung dich iot va 3 ml dung dich NaOH va lac
déu. Pay niit binh d€ trinh tdn that iot vd dé yén trong 15 phiit. Thém 4,5 ml
H,SO, va chudn phdn iot dr khong phan tng bing dung dich Na,S,0; téi khi
méit mau xanh.

Luong i6t dd phan 'ng nén trong khoang 6 - 12 ml, néu ngoai khoang gidi
han nay thi phai 1am lai thi nghiém v&i lugng malt nhiéu hodc it hon.
6. Két qua

- Tinh lwgng maltoza tao thanh theo cong thic:
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DP, = F(Vg - V) 1.
DP, .100
PP = Too-w
trong dé;
DP, - hoat luc diastaza clia mau, tinh theo don vi WK (Windish-Kolbach);
DP, - hoat lyc diastaza cha malt kho, WK
Vg - the tich Na,$,04 dung chudn d¢ lugng iot dif trong mau tring, ml:
V- the tich Na,$,0; ding chudn do lugng iot dur trong miu thuc, ml;
F - hé s6 chuyén d6i dé tinh két qua theo 100 g malt ding chiét enzym.
Luong mdu 1ay d¢ phan tich la 10g, 20g va 40g. Vi ctt 1 ml Na,S,0; 0,IN
tuong ung v41 0,0171 g maltoza nén ta cé Fioy=68,4; Fap, = 34,2, Fapg=17.1;

W - do dm cita malt (%, m/m).

2.8. HOAT LUC ENZYM a-AMILAZA

1. Muc dich

Xdc dinh hoat lyc a-amilaza clia malt khi dextrin héa dung dich tinh bot
chudn cling véi B-amilaza. Phuong phdp dp dung cho moi leai malt.

2. Nguyén tic

o-amilaza coa malt duge chiét bing dung dich NaCl 5 g/! & 20°C va dugc
dung dé€ thiy phan dextrin. Lugng a-amilaza thuong duge xdc dinh theo tiéu
chudn mau sic trong wng véi néng do tinh bot con lai trong dung dich tai thoi -
di€m ket thiic qud trinh dextrin héa. Két qua tinh ra lugng o-amilaza sé dextrin
hod tinh bot hoa tan, vdi sy ¢6 mit cha B-amilaza, véi téc d6 1g/1h tai 20°C.

3. Héa chadt

- P-amilaza. Bot B-amilaza tinh khi€t khong c6 «-amilaza, ¢6 hoat luc
diastaza chudn 2000°L (cdc enzym Sturge). Bio quan bot B-amilaza trong t
lanh, dung trong lo kin. Tru6c khi ding nén dé lo 4m dé&n nhiét do phong dé
trdnh tu 4m cho enzym.

- Tinh bot tan dac hiéu diung cho xdc dinh diastaza v a-amilaza.

- Dung dich dém axetat pH = 4,7: Hoa tan 120 ml axit axetic déng bang
V61 nudc, dinh mic t6i 500 ml. Hoa tan 164 g axetat natri khan trong nudc, dinh
muc t6i 500 ml. Trén 2 dung dich nay tdi khi dat pH = 4,7 & 25°C
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- Dung dich dextrin 20g//: can tinh bot twong ing 10 + 0,005g chét khe,
khudy v6i 100 ml nudc lanh thanh dang sén sét. D tir tir hdn hop nay vao 300
ml nudc o1, dun soi va khudy lién tuc trong 1 - 2 phit. Sau dé lam ngudi dich
t6i 20"C, khudy lién tuc. Hoda tan 250 mg B-amilaza véi mot chit nuée. BS sung
dich enzym va 25 ml dung dijch dém axetat vio dung dich tinh bot. Pinh mite
t61 500 ml bang nudc cat da bio hoa toluen. Bao quan dung dich & 20°C trong
vong 18 gio tdi 72 gio trude khi sir dung.

- Dung dich NaCl 5 g//.

- Dung dich 1ot géc: can 5,5 g iot va 11 g KIO4, hda vio nude va dinh mite
t61 250 ml. Bao quan dung dich trong lo mau nau, ding trong thang.

- Dung dich iot pha lodng: can 20 g KIO;, hoa vao nudc, thém 2,0 ml dung
dich iot g&c va dinh mic t&i 500 ml.

4. Dung cu

- M4y nghién truc phdng thi nghiém.
Cén, d6 chinh xdc t61 0,01 g.
Binh 6n nhiét, dat 20 + 0,05°C.
Phéu, dudng kinh 200 mm, gidy loc g4p nép.

- Dia mau dic dung. Céc dia déu phai dat tiéu chufin mau tuong ting véi néng
d6 unh bot con lai trong dung dich & theri diém két thic qu4 trinh dextrin héa.

- Mdy so mau, ding ghi va so sdnh dia mau tiéu chudn v6i thanh phén
kheang mau.

- Céc t€ bao quang hoc, éng vuong (8ng dan dai 13,0 mm, hoac &ng din
dai 13,5 mm). Chd ¥: cdc dia mau o-amilaza chi cho gid trj diing khi sir dung
ding t€ bao quang hoc.

- Nap kinh quan sit hoac déng hé tinh giay.

- Céac dung cu thiy tinh: binh tam gidc 50 va 1000 ml; 6ng nghiém 25 x 150
mm; pipet 2 ml, S ml, 10 ml, 20 ml.

5. Tién hanh

- Can khodng 26 g malt va nghién min. L&y nhanh 25 g malt di nghién vao
binh tam gidc 1000 ml, rét 500 ml NaCl vao va lic manh, rdi dat vio binh cich
thiy 20°C, giit trong 2,5 gid, cf 20 phit 1ic 1 14n. Lic manh binh dé tron déu
hén hop, 16i loc ngay. Loc lai 50 ml dich loc dau.
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- Pha lodng 20 ml dich loc v6i dung dich NaCl thanh 100 ml. Piéu chinh
nhiét do dung dich dextrin, dich chiét malt dd pha lodng, va cic 6ng nghiém c6
chira 10 ml dung dich iot loang t¢i 20 + 0,05"C trong binh 6n nhiét.

- Lady 10 ml dich chiét malt da pha lodng vao binh tam gidc 50 ml hoic 6ng
nghiém, dat vao binh 6n nhiét 20 + 0,05°C trong 5 phiit. Thém 20 ml dung dich
dextrin, ghi th&i diém bat ddu. Tron déu hén hop bang cich théi pipet, dé phong
nhiém nudc bot.

- Sau IO phit phin ing, 1dy 2 ml hén hop thiy phan vao éng nghiém da ¢é
san 10 ml dung dich iot lodng da chinh nhiét d¢, tron déu va cho ngay vio
budng kinh quang hec. Se sdnh vdi dia miu ¢-amilaza trong may so mau.

- Ldy 2 ml hén hop phan ing trén vao ong nghiém di c6 sdn dung dich iot
lodng, tron déu va so mau t§i khi nhin thdy rd chudn mau a-amilaza. Sir dung
ciing mot budng kinh quang hoc dé€ so mau va chi rira budng kinh khi doc miu
khdc.

- Dé két qua chinh xdc, thdi gian dextrin hod nén trong khoang 15 - 25
phir. Néu thoi gian ngdn hon thi 18y 5 ml dich chiét malt lodng va 5 mi dung
dich clorua natri thay cho 10 ml dich dé dextrin hod. Néu thai gian 1au hon thi
pha loang dich chiét enzym ban dau vdi ty 1€ khéc.

6. Két quda
Tinh hoat d¢ «-amilaza theo don vi dextrin hoa ding cong thic:
DU = 24,
m x T
DU,.100
DU, = —
2T 100-wW

trong dé:
DU, - hoat dd a-amilaza ciia méu tinh theo don vi dextrin - DU (dextrinizing
wnits);
DU, - hoat d6 a-amilaza cia malt kho, tinh theo don vi dextrin DU;
24 - khéi lrong tinh bot (0,4 g) nhin véi thoi gian (60 phiit);
m - khai lugng malt trong dich chiét da pha lodng, g;
T - thoi gian dextrin hod, phu;
W - ham lwong 4m ¢lia malt, % (m/m).
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Chuong 3
PHAN TICH NGUYEN LIEU CHUA TINH BOT

3.1. PO AM

1. Nguyén tdc

Thong thudng d6 Am trong nguyén liéu duge xdc dinh theo phuong phép
say nhung chi cho két qua gin ding. Vi khi sdy & nhiét do cao, mot 36 chat hitu
co clla nguyeén liéu sé bi phan huy va bay hoi cling vdi nudc, khi do lai ¢d mot
Iugng nho nude lién k&t khong bay hoi hét. D€ han ché sai $6 ngudi ta chi sdy &
100 - 105°C va kéo dai 3 - 4 git. Doi khi mudn rit ngin thdi gian siy ngudi ta
thue hién & 130°C trong 40 phut.

2. Dung cu
Th sdy diu chinh nhiét do 105 - 150°C.
Can phan tich ¢6 do6 chinh xdc 0,001 g.
Hép can.
Binh hit am.

3. Tién hanh

- Cin khoing 5 gam bot di nghién nhé trong hop nhom da biét trong
lugng. Mo nip v dat hop nhom vio ti sdy c6 nhiét do 105°C, sau 3 gid siy, 4y
hop ra, day nap va 1am ngudi trong binh hit dm, sau d6 can lai, ghi s6 can. Say
ti€p 30 - 60 phut. Sau d6 dem lam ngudi va can lai 14n 2. Né&u sai s§ giita hai l4n
khong qud 0.001 gam thi xem nhu qua trinh tich nurde két thic.

4. Két qua

D6 4m cha nguyén liéu (%) duoc tinh theo cOng thic:

W =%x100 . % (m/m)
|

trong do:
m; - khi lugng mau trude khi say, g;
m;, - khoi lugng mau sau khi sdy, g.
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3.2. DUNG TRONG

I. Muc dich

Dung trong duge sit dung dé tinh todn thé tich kho chia va thé tich cdc
thi€t bi van chuyén.

Dung trong la trong lugng cua | lit nguyén liéu (hat hodc bot). Dung trong
lien quan tdi cdch sap x€p clia nguyén liéu khi d6, vi vay dung trong phu thute
vao hinh ddng, kich thuéc va trang thai bén ngoai ciia khéi hat.

- Hat ¢6 hinh ddng va kich thuéce cang gon (ngan, tron) thi dung trong cang
lon.

- Bé mat hat cang xi xi, ¢6 rau thi dung trong cing nho.

Khéi hat chira nhi¢u hat 1ép, hat xanh thi dung trong cang thip, hat mat vo
¢6 dung trong cang I6n. Do vay dung trong ciing ¢6 thé duge sit dung dé dénh
gid chat luong khoi hat.

Dung trong cdn phu thuge vao cdch dd hat khi x4c dinh, chang han néu xéc¢
manh. khoang cdch giita cdc khai hat nho, dung trong xdc dinh ducc sé 16n hon.
Vi vay cin phai théng nhat phuong phédp ciing nhv dung cu xdc dinh dung trong.
Binh litpurka la dung cu duge sit dung dé xdc dinh dung trong.

2. Dung cu

Dung cu dé xdc dinh dung trong 13 1it purka (hinh 3.1).

Hinh 3.1: Lit purka:

1. binh ao;

2. binh d8 hat trudc khi dua e S8
vao binh ao; . Oo9

3. binh phu chita hat; W‘* 37

4. phéu, s ¢

5. dia dat qua can;

6. dao cat; ﬂ3 2 o

7. miéng dém; 2

8. qua can; =

9.

nap binh sao.
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3. Tién hanh

- Sau khi 18y midu phan tich, dé khéi hat vao binh phuy (3) that ddy (cao hon
miéng 1 cm), khéng duge x6¢ binh va nén khai hat.

- Sau d6 cho khéi hat chay tir binh (3) sang binh (2) qua phéu (4). Trong
ldc cira cua binh (2) duge md dé khong khi thodt ra, nhung hat khong chay ra.

- Sau d6 ding dao (6) gat cdn than va that ngang sat mép binh (2) cho cic
hat thita roi ra phia ngoai binh. Sau d6 khéi hat lai duge chuyén toan bo tir binh
{2) sang binh ao (1).

- Pay nip binh ao, r8i treo vao méc va can chinh x4c dén 0,5 g. Lam 2
mdu song song dé ldy ket qua. Két qua gilra 2 ldn xdc dinh khong duge khic
nhau qua 5 g. Néu qua phai Jam lai thi nghiém.

4. Két qua

Dung trong ctia khoi hat (G, g/!) duge xdc dinh theo cong thiic sau:

G = P2 - P]
trong dé:
P - trong lugng clia binh ao va nip trude khi cho hat vio, g;
P, - trong Jugng clia binh ao, nép va hat, g.

Ghi chii: d€ xdc dinh dung trong cla hat c4n it nhat 2 kg méu.

3.3. TRONG LUQNG RIENG
1. Muc dich

Trong lwgng riéng cla nguyén liéu 1A trong luong clia mot don vi thé tich,
Vi nguyen lieu 13 hat thi trong luong riéng dac trung cho do chic, d6 miy va
d¢ chin cla hat.

Trong lugng riéng phu thudc thanh phin hod hoc cfita hat. Ham lugng tinh
bot trong hat cang cao thi trong lugng riéng cla thée cang 16n. Ham luong chat
béo va nude cta hat cang cao thi trong lugng riéng cha hat cang thap.

Trong lugng riéng timg phan giai phiu cla hat cling khac nhau. Phin noi
nhil ¢6 trong luong riéng 16n hon ca, trong lugng riéng cha phéi thap va vo co
trong lugng riéng thap nhat. Do do, hat 1ép, xanh, nho... ¢6 ty 1& phoi v vo 1dn
thi ¢6 trong lugng riéng thip hon so v6i hat chic, may va chin hoan toan.
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3. Hod chdt

-~ Toluen (hoac nudc cat).

4. Dung cu

- Can k¥ thuat.

- 6ng dong dung tich 100 ml.
5. Tién hanh

- Ldy mot ong dong sach va kho. D6 vio ong dong ding 100 ml toluen
(hoic nude). Can m g hat cdn phén tich cho vao 6ng dong. Poc thé tich toluen
(nudc) dang én trong éng dong.

6. Két qua
Trong lugng riéng cua hat tinh theo cong thirc:

% , g/ml

d

trong do:
d - trong lugng riéng cla hat, g/ml;
m - trong luong mau hat, g;
V - thé tich toluen (nuéc) dang lén trong 6ng dong, ml

3.4. TINH BOT

Muce dich

Tinh bot 14 thanh phdn chi y&u cla nhiéu loai cu va hat. Viéc xdc dinh
ding s& gidp ta du Kién chinh xdc luong san phadm thu duge ciling nhu t8n that
trong qua trinh san xudt.

Phuong phdp xdc dinh ham lugng tinh bdt ¢6 nhidu nhung cé thé chia ba
nhom:

- Phuong phdp quang hoc - dua vao khi ning 1am quay mit phiang 4nh
sdng phan cuyc cia tinh bot.

- Phuong phdp hod hoc - dua trén co sd thuy phin tinh bot dén glucoza
bang axit, sau d6 xdc dinh kha nang khir ca dung dich.

- Phuong phap sinh hoc- dua én co sd thuy phan tinh bot bing amylaza,
sau dé dem lén men dich duong dé bién thanh rugu rdéi xdc dinh lugng ruou tao
thanh.
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3.4.1. Phuong phdp hod hoc

Pay 1a phuong phdp duge dp dung nhiéu nhdt trong cdc nha mdy rugu &
nudce ta. Phuong phdp nay chi chinh xdc khi xde dinh ham luong tinh bot trong
dung dich tinh khiét, con d6i véi bot tho thi két qua nhan duge thudng cao hon
so voi thuc té. Vi trong diéu kién thuy phan sé c¢6 mot phdn pentozan va
hemixenluloza bién thanh dudmg pentoza, nhung dudng nay lai khong bién
thanh rugu khi 1én men. Do d6 trén thire t& ddng 1€ phai trir bét lugng pentoza cd
trong dich thuy phan, nhung cdc nha mdy cua ta chua lam diéu nay. Mot phdn
do x4c dinh dudng pentoza mat khd nhiéu thoi gian (4 - 5 gid). Mat khic do
nhiéu ngudi chua hiéu ding, chua quan tam diing mic dén cong tdc phan tich
tinh bot.

1. Nguyén tdc

Thuy phan tinh bot thanh dudng trong dung dich HCl 2% & diéu kién dun
s61 trong binh cidch thuy trong thoi gian 2 gid. Dich da thuy phan duge lam
ngudi va trung hod bang NaOH vdi chi thi methy! da cam. Ham luong dudng
trong dung dich dugc xdc dinh theo cdc phuong phdp xdc dinh nhu Betran, Lain-
Aynol, Graxianop,...

2. Dung cu

- Binh dinh mic dung tich 100, 250 ml.

- Binh tam gidc dung tich 250ml.

- Céc thuy tinh 100, 250 ml.

- Phéu thuy tinh.

- 6ng dong dung tich 100 ml.

- Ong sinh han Khi.

- Noi cdch thuy.

- Bép dién.

- Can phan tich cé do chinh xdc 0,001 g.

- Nhiét k€ do duge dén 100°C.

3. Hod chat

- Axit chlohydric dac.

- Dung dich hydroxyt natri 10%.
- Metyl da cam 1%.
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4. Tién hanh

Can khodng 2 g bot roi chuyén toan bo vao binh tam gide hoac binh cdu c6
dung tich 250 ml. Tiép theo cho thém 100 ml HCI 2% (100 ml nuéc cit cong 6
mi HCl 35%), day niit cao su va ndi vdi 6ng sinh han khi. Lic nhe réi dat ndi
vao dun cdch thuy, dun t8i s6i va cho s6i khodng 2 gits. Mitc nude & ndi cach
thuy phai luon cao hon mic nude trong binh thuy phan, phai chuin bi nudc s6i
dé bd sung vao. Sau 2 gi& thuy phan, toan bo lugng tinh bot di chuyén hod
thanh glucoza, 1am ngudi dén nhiét 4o phong réi thém 4 - 5 giot metyl da cam,
diing NaOH 10% dé€ trung hoa axit (i d8i mau. Chd ¥ chi trung hoa khi da lam
nguoi dén 30"C, vi & nhiét do cao va kiém cyc bo thi glucoza s& bi phan huy lam
két qua kém chinh xdc. Trung hoa xong ta chuyén toan bo dung dich vao binh
dinh miic 250 ml, tring binh réi thém nude cdt tdi ngan binh va dem loc.

Dich dudng thu duge ¢6 thé xdc dinh theo cdc phuang phép xédc dinh dutng.

5. Két quda
Ham lugng tinh bot trong nguyén liéu TB (%) duge tinh theo céng thic sau:
TB= ax250x100 x09. %
bxm

trong do:

a - s0 gam glucoza tuong Gng v4i 20 ml ferixyanua kali;

b - $& mililit dich dudng loang ti¢u hao khi dinh phan;

m - 88 gam bot & mau thi nghiém;

0,9 - hé s& chuyén glucoza thinh tinh bot.

Vi duy, khi xdc dinh chi s¢ clia dung dich ferixyanua kali ta tinh duge luong
glucoza tuong duong 20 ml 13 0,025 g, s6 bot trong dich thuy phan 1a 2 g, s&
dich dudng lodng tiéu hao khi dinh phan I1a 4,5 mb. Do d6 ham lugng tinh bot
(k€ ca pentozan) trong nguyén lidu s& 1a:

_ 0,025x250x100
4,5% 2,00

Chi y: Xac dinh dudng theo phuong phdp Lain-aynon va Graxianop sé

chinh xdc hon khi dich dung dé€ chudn chita 0,3 - 0,5% dudng.

TB

x00 =625%

3.4.2. Phuong phdp quang hoc Evec
1. Nguyén tdc

Phuong phdp Evec dua trén co sd chuyén tinh bot thanh dang hoa tan nhd
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dun néng trong dung dich HCl 1,124% trong 15 phit. Sau dé6 dem k&t ma
protein va loc trong. Tiép theo do kha nang lam quay mat phang phan ciuc cila
dung dich rdi tir d6 suy ra ndng do tinh bot.

Néu cho dnh sdng phan cuc di qua chét hoat dong quang hoc thi né s& iam
quay mit phing phan cuc, mat phing nay quay léch di nhiéu hay ft tuy thuoc
vao néng do chit hoat quang. Mot 56 chét 1am cho mat phang quay theo chiéu
kim dong ho nhu dudng sacaroza, tinh bot, rafinoza,... duge goi la chat quay
phai. Ngwuge lai dudng fructoza va dudng hodn nguyén lam mit phing quay
nguge chiéu kim déng hd, goi 13 chat quay tril.

Pé so sanh do hoat quang ciia cdc chit khdc nhau va @ng dung vao thic (&
phén tich, ngudi ta dua ra khdi niém “géc quay rieng”. D6 1a géc quay mit phing
phan cuc {biéu dién theo d6 tron) do tic dung cla dung dich chifa 100 g chat
hoat quang trong 100 ml khi dnh sdng di qua 18p dung dich ¢6 chiéu day | dm.

Theo quy ude, “gée quay rieng” [l duoe do & 20°C v6i dnh sdng phét ra
tir dén natri. Pai fugng [a]Dm cua cdc chat hoat quang rat khdc nhau nhumg déu
¢6 thé x4c dinh theo cong thifc:

[a]'l.’;i _100xo
ixC

trong dé:

a - géc léch quan sat duge do tron;

! - chiéu day 18p dung dich 4nh sang phan cuc di qua, dm;

C - néng do dung dich - tic ham lugng chat hoat quang, g/100ml.
100 x
o] B> 1

Bigt [a]p2” cha cdc chit, ciin cif vio vio do lech o quan sit duge ta suy ra
néng d6 cta dung dich va ham lugng tinh bét.

2. Hod chit

Tir phuong trinh suy ra: C=

- Dung dich HCI 1,124%: Ly 26,6 ml HCl dam dac (d=1,19) pha v&i nude
cit thanh 1 1t

- Dung dich molipdat amoni (NH,) Mo050,,.4H,0 2,5%
3. Dung cu

- Binh dinh mite 100 ml ¢é rong miéng loe.
- Phan cuc ké hoac duong ké.
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4. Tién nann

Can ding 5 g bdt nghién min rdi cho vao binh dinh miic 100 ml miéng loe,
sau d6 cho thém 50 mt dung dich HCI 1,1249%. Pat binh vao ndi nudc dang soi,
3 phiit ddu lic nhe dé bot khong dinh vao thanh binh hodc vén cuc. Luong nudc
trong ndi phai ludn cao hon myc dung dich trong binh. Sau 15 phit dem lam
nguéi nhanh bang cdch thém vao binh 30 - 35 ml nude cat va 1am lanh 6i 50" C.
Ti€p theo cho thém 5 ml dung dich molipdat amoni dé két tha protein, thém
nudc cat 1di ngan binh va dem lgc. Dung dich trong nhin duge cho vao dng
phéan cuc k& c6 dd quay tron.

5. Két quda
Ham lugng tinh bot trong nguyén liéu duce tinh theo cong thitc sau:
_100xa 100
[y xi 3

trong dé:
a - chi s6 doc duge trén thang chia 46 tron. Néu do trén phan cuc ké kidu
duong k€ thi a cdn nhan v&i 0,3468;
I - chiéu day cia &ng phan cuc khi do, dm;
[a]DZU - géc quay riéng cua tinh bot.

Theo s6 ligu ciia Evec, géc quay riéng cua cic loai tinh bot s& nhur sau:

Khoai tay 194,5
Gao 185,9
Ngo 184,6
Lia mi 182,7
Pai mach 181,5
Sén 187,0*

Khi do néu nhiét d6 dung dich khdc 20°C thi cdn hiéu chinh vé 20°C, theo
cong thic thuc nghiém sau:

0 _ &y
L+ 0,000143(t—20)

3.5. PENTOZAN VA DUONG 5§ CARBON

Pentozan la thanh phan chét ban xo (hemixelluloza) cla t€ bao thuc vat.
Trong diéu ki¢n thuy phin béng axit, pentozan s& tac thanh dudng pentoza
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(C5H304)n +n HQO =1 CﬁHI(]Oﬁ
pentozan pentoza

Puong penioza chita 4 nhém aldehit te do, dé bi oxy hod bdi hén hop
Fehling, tot va cdc chat oxy hod khdc. Do d6 lam tang ham lugng tinh bot trong
nguyén liéu khi xdc dinh bang phuong phdp hod hoc.

1. Nguyén tde

Khi dun nguyén liéu chita pentozan trong dung dich HCI 12% thi pentozan
s& bi thuy phan thanh pentoza. Dudng 5 carbon nay dé bi mit nudc va tao thanh
furfurol.

Glucoza trong dung dich HCl 12% ciing bi phan huy va thanh oxymethy!-
furfurol. Chat nay ciing cho phan ¥ng tuong tu furfurol. Vi the anh hudng xau
dén két qua phan tich. Nhung do tinh chdt kém bén cha oxymethylfurfurol trong
dung dich axit n€u ngudi ta ding phuong phdp dun cét 2 1dn dé loai trir
oxymethylfurfurol.

Luong furfurol duge xac dinh bdi phan {ing v4i brom trong moi trudng axit
theo phuong trinh:

Brom phan tr s& nhin dwgce do phan ting:

KBrO; + 53KBr + 6HCI = 3Br, + 6KCl + 3H,0

Luong brom du sé xdc dinh theo phin img:

Bry + 2KI = 2KBr + I, "“‘:1
Luong iot thai ra s& chudn bing dung -| j
dich thiosulfit natri.
e 2
2. Hod chit

—_

- Dung dich HCl 12%: Lay 286 ml !
HCl dam dic (d = 1,185) cho vao binh dinh i
muc 1 lit ré1 thém nudc cat t&i ngén binh.

- Dung dich kali bromat 0,IN: Can 3
2,782 g KBrO; va 11,892 g KBr réi hoa tan I }
vi dinh mic 1 lit.

Hinh 3.2: Hé théng chung cdt

- Dung dich KI 10%. furfurol:
- Dung dich Na,S5,0, 0,1N. 1. binh chung c¢at; 2. sinh
- Dung dich tinh bot 1%. han nudc; 3. binh thu mau
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3. Tién hanh

- Can khoang 2 - 5 g nguyén liéu, cho vao binh cét 300 - 400 ml. Sau dé
cho 160 ml dung dich HCI 12% vao va diy bang 1 nit ¢6 duc 2 15, mot dung dé
cam phéu chiét va cho thém dung dich HCI vio binh trong qué trinh e, 16 khic
ndi v&i dng 1am lanh dé thu dung dich furfurol ¢4t duge (xem hinh 3.2).

- Chuin bi xong ta bit ddv dun binh cat va thu djch ngung tu. Khi thy duge
30 ml dich ngumg thi cho thém vio 30 ml dung dich HC] 12%. Chii ¥ phii cho
tir tir d¢ dung dich khong sti manh phot ra ngoai. Tiép tuc cat, thu va cho thém
axit cho dén khi thu du 300 ml chat long ngung tu thi ngimg c4t. Sau day ta dem
dung dich thu dugc cat lai va ciing 1am tuong tu nhu trén cho dén khi thu duge
270 ml thi ngimg. Ti€p theo ta thém dung dich HC| 12% cho t&i 300 ml.

- Bay gid lay 2 binh tam gidc 250 ml. Binh (1) cho vao 100 mi dich ngung
thu dugc, binh (2) cho 100 ml dung dich HCI 12% (binh kiém chitng). Sau dé
cho vao moi binh 30 ml dung dich brom 0,IN. Nut kin binh va dé vao ché tdi.
Sau 1 git ta cho méi binh 10 ml dung dich KI. Lugng I, thai ra s& dinh phin
ngay bang dung dich Na,S$,04 0,1N véi chi thi 1 dung dich tinh bét.

Dira vao hi¢u sé tiéu hao thiosulfit natri trong mau kiém nghiém ta suy ra
s6 ml dung dich brom 0,1N d3 phan ving véi furfurol.

4. Két quad

Ham lugng pentozan (P %)trong miu nguyén liéu tinh theo céng thitc:
{ap —a)0,0041x 300x 100
100 xm ’

%

trong dé:
ay - 56 ml dung dich Na,S,0; 0,1N tiéu hao trong thi nghiém kiém tra:
a - 56 ml dung dich Na,S,0 0,1N tiéu hao trong thi nghiém thuc;
0,0041 - s6 gam pentozan tuong tng véi 1ml dung dich Na,$,0,0,1N;
m - s& gam nguyén liéu phan tich.
5. Vidu
Khi phan tich ta ldy 2 g nguyen liéu, luong a, = 24,4 ml, a = 20,4 ml.
Do dé:

(24,4 -20,4) x 0,0041 x 300 x 100
- 100 % 2

P =246 %
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Ham lugng tinh bot thuc ¢6 trong nguyén licu:

(62,5 - 2,46) % = 60,04%

3.6. PO HOA TAN

I. Muc dich

Xdc dinh ham lugng chét hoa tan trong cdc nguyén liéu nhu: gao, ngo, lia
mién, lia mi va cdc san pham tinh bot.

2. Nguyén tdc

Bién d6i cdc chat trong nguyén liéu thanh dang hoda tan bang cich sir dung
malt dai mach lam nguén enzym v6i nhiét do vi thoi gian thich hgp. Sau d6 x4c
dinh ty trong cla dich duong.

3.6.1. Phuong phdp ASBC

Quy trinh thi nghiém dugc dp dung cho tit ca cdc loai miu ngi cdc ké ca
ngd manh va gao.

1. Hod chdt -

- Enzym: Malt dai mach ¢6 hoat luc diastaza 16n hon 300 don vi WK. Do
am va ham lugng chét hoa tan cda malt phai dugc xdc dinh cing thai gian khi
duge ditng xdc dinh chdt hoa tan ciia nguyén liéu thay thé,

- Pung dich I, 0,02 N.

2. Dung cu

M4y nghién phil hgp cho méi loai nguyén liéu.
- Can phan tich, do chinh x4c 0,05 g.
Néi dudng hod ¢é b phan do nhiét do, thdi gian va t6c do cdnh khudy la
100 — 200 vong/phiit.
- Dung cu do ty trong.
- Tu sdy.

- Coc say.
3. Tién hanh

Chudn bi miu: Nghién khodng 21 g miu. Néu xdc dinh ed do 4m, diu,
protein va tro thi cdn it nhdt 1a 45 g. Ng6 manh hodc gao tam khong cdn nghién.
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- Can 20 g £ 0,05 g nguyén liéu dd nghién va 5 g + 0,05 g malt nghién cho
vio cOc ndu di biét trude trong lugng. Cho 200 ml nudc cat 46°C vao, khuidy
déu bang dila thiy tinh. Dat cSc 1én bép dun sao cho trong khoang 10 - 15 phiit
dich bir d4u soi, khudy lién tuc, gilt dich s6i trong 30 phiit, va khusy k¥ trong
10 phut ti€p theo, chi v khong dé bi chay, khong dé€ dich soi bin ra ngoai hay
ndi bot nhiéu. Khuidy déu trong sust qua trinh ndu va giit thé tich dich niu
khong doi bang cdch bé sung nude 15 phiit 1 1dn. Lam ngusi dich ndu t8i 46°C
va thém 25 g + 0,05 g malt nghién, trén déu, trdnh v6n cuc. Trdng thanh céc
bang mét it nudc cit, Gii nhiét do dich ndu 45°C ding 30 phiit (1inh tir thdi gian
dat ¢6c vao binh 6n nhiét 46°C), khudy lién tuc.

- Tiép do nang nhiét d6 t6i 70°C véi toe do 1°C/1 phut, thém 100 m] nudc
cdt 70 - 71°C, giir 70°C trong 60 phiit. Sau 15 phiit tinh tir khi dich dat 70°C bit
diu thir vdi dung dich I, cho dén khi dudng héa hoan toan. Chi ¥ trong qué
trinh ndu khong dé nhiét do vugt qud nhiét do yéu cau 0,5°C. Thoi gian dudng
héa dugc nhén xét: dudi 15 phdt, 15 - 30 phut, 30 - 45 phit, 46 - 60 phiit, khong
hoan toin néu daj hon 60 phut.

- Ti€p dé lam ngudi va loc dich chiét nhu déi véi dich chiét malt.

- Xdc dinh ty trong cha dich duding, dé xdc dinh ham luong chit hoa tan
dua vao phu luc 1 (Bdng tra ham litgng chat kho hoea tan theo ty trong ciia dich-
Goldiner va Klemann).

Néu dung loai ngd va gao di giap nét thi kkong duge nghién va khéng dugc
dun s61. Can 20 g nguyén lidu khéng nghién va 30 g malt nghién véi 200 ml
nurde cat 46”°C, tron k¥ dé trdnh vén cuc. Rira thanh ¢dc bing mot chit nuéce va
ti€én hanh ndu nhu da trinh bay.

4. Két qud

Tinh ham luygng chat hoa tan theo cic cong thifc sau:

_ (800 +0,6W,_, + 0,4Wc]e A

E
‘ 100-e
£ = B Z06En)100
40
100.E.
E . = L g
<SToo-w, '



trong daé:
E, - ham lugng téng chdt hda tan trong hén hop malt va nguyén liéu bot,
% (linh theo kKhai lugng);
E. - ham lugng chat hoa tan clia nguyén liéu bot theo khéi luong, % :
E’. - ham luong chat hoa tan cia nguyén liéu bot tinh theo chit kho,
% (theo khéi lugng);
E,, - hAm lugng chat hoa tan cta malt, % (theo khai luong);
e - ham lugng chit hoa tan trong dich dudng, %, (theo khoi lugng);
W, - d6 4m cla malt, %;
W, - do am clla nguyén liéu bot, %.

Két qua lay dén mot sé thap phan.

5. Vidu

P6 dm cha malt 7 %
Ham lugng chit hoa tan cta malt 70,5 %
D6 am cia gao 12 %
Ty rong cua dich duting 1,03400

Ham lugng chat hoa tan dich dudong 8,54 %
_ 8,54.(800+0,6.7,0+0,4.12,0)

= %
El 100 — 8’54 ?49?2 (4
E, - [74,72 - (0,6.70,5)]100 _ $1.05 %
40
81,05.100
o= 22 90 g
E’. 00-12 92,1 %

3.6.2. Phuong phdp De Clerk

Phuong phdp nay ap dung cho moi loai ngili c¢6¢: gao ngod, lia mién, dai
mach, va cdc san phdm tinh bdt khdc ding lam nguyén liéu thay thé trong san
xuit bia.

Dung malt dai mach c6 hoat lyc diastaza it nhdt 250 WK va ¢ thoi gian
dudng hoa dudi 10 phiit lAm enzym.

1. Tién hanh

- Can 25 g bot nguyén liéu va can riéng 25 g malt nghién. Cho toan bo
lugng bot nguyen liéu cung 200 ml nude vao céc ndu, nang nhiét do len 90°C,
khudy lién tuc cho dé&n khi tinh bot bj hé héa hoan toan. Ha nhiét d6 xudng
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70 - 75°C, khudy lién tyc, cho thém | g malt nghién. Dé hén hop dich héa trong
vai phut réi dun s6i va giif soi trong 5 - 10 phdt. Ha nhiét do hén hop xudng
45"C va cho nét lugng malt con lai va thém 100 mi nudc cat 45°C, khuay déu.

- Céc budc tiép theo tién hanh nhu phuong phdp xdc dinh do hoa tan cla
malt (xem phin 2.4), nhimg & day chi thém 50 ml nuée cdt dé ria thanh cée.

Néu nguyén liéu 1a manh ngd: vi bot trong manh ngo di hé hod nen khong
cin dun soi, ma hod tryc ti€p bot malt véi bot ngd va tién hanh nhu phuong
phdp x4c dinh d6 hoa tan chia malt (xem phidn 2.4).

2. Két qud

Ham lugng chit hoa tan cla nguyén liéu bot tinh theo cong thiic sau:
_ e (1600 + W +W)

E P

E 100 - e m G
. __10E,
“T10-w, ' ”

trong dé:
E. - ham lugng chat hoa tan cha nguyén liéu bot, % (theo khai lugng);
E’. - ham lugng chdt hoa tan cha nguyen ligu bor, % (theo chit kho):
E,, - ham lugng chit hoa tan cia malt, %;
W, - do dm clia malt, %;
W, - d6 4m cha nguyen liéu thay the, %;
¢ - ham lugng chat hoda tan trong dich dudng, % (theo khdi lugng);
K¢t qua lay dén mot so thap phan.

3. Vidu
P6 dm cha malt 7.0 %
Ham lugng chat hoa tan cila malt 70,5 %
Do am cla gao 12 %
Ty irong cia dich dudng 1,03400

Ham lugng chat hoa tan dich duomg 8,54 %
Eo = 8,54(1600+7,0+12) 70,5=79.04 %

100 -8,54
79,04.100
o= o
Bo=D00 0. g980
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3.6.3. Phuong phdp st dung enzym Termamyl dé dich hod

1. Nguyén tdc

Str dung enzym Termamyl dé dich hod hoan toan gao thanh cic dextrin.
2. Dung cu

- Can phan tich.

Céc thuy tinh 500 mi.

3. Hod chdt
Enzym Termamyl 120 L.
Dung dich iot 1%.

4. Tién hanh

L

- Can 50 g bot gao vao coc 500 - 600 ml da biét trudce trong luong.

- Sau dé rét vio céc 300 ml nude va 0,02 ml ch€ phdm enzym Termamyl
(dé ddm bao chinh xdc nén 14y 2 ml Termamyl d& pha lodng 100 l4n).

- Khudy déu réi dat c6c vio ndi cdch thuy t6t nhiet do 90 - 93°C va gitt
th&i gian 30 phait.

- Sau dé ta ting din nhiét d6 cho t6i so6i, trong thoi gian dun $6i cdn bo
sung thém lugng nudc néng do mot phdn nude da bay hoi. Thai gian dun séi 30
phiit.

- Tiép theo 12m ngudi t&i 90 - 93°C rdi cho ti€p 0,005 ml Termamyl (tuong
ttng v6i 0,5 ml Termamyl da pha lodng 100 1dn) va gilt 30 phdt, sau 5 phit bat
dau diing I, 1% dé thit cho 161 dudng hod hoin toan, bing cdch thir dich dudng
hoa v&i dung dich I, 1%, cho dén khi dich dudng hod khong lam d6i mau cia
iot. Sau dé lam ngudi xudng nhiét 46 phong.

- Lau kho phia ngoai c6c, rita sach diia thuy tinh r6i dem céan lai va thém
nudc cat téi trong lugng 450 g (khong ké khoi lugng cdc). Tiép theo dem loc
qua gidy loc hoic bong. Nudce loc lic ddu con duc nén cdn loc lai.

- Sau d6 dem xdc dinh ty trong ctia dich loc, cén ¢t vao ty trong dem tra
bang phu luc 1 ta duge néng d6 dich dudng dudng theo % trong lugng.

5. Két qua

- Do hoa tan cha gao E; (% tinh theo khdi lugng) duge tinh thee cong thirc
sau:
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_ ¢, {800+ W,)
100-e, ’

(4

21
trong dé:

e, - nong d¢ dich loc xdc dinh dugce, % (theo khai lugng):
W, - 46 4m ciia gao, % (theo khéi lugng).

- D6 hoa tan ciia gao tinh theo chit kho E, (% theo khéi luong) duge tinh
thee cong thifc sau:
_E; x100

== %
27100-w,
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Chuong 4
PHAN TICH RI PUGNG

4.1. NONG PO CHAT KHO

Xd4c dinh néng dé chat kho trong ri duding c6 thé bang cdc dung cu do nhu
Bx k&, Bome ké& hoac chiét quang ké.

4.1.1. Bx ké va Bome ké

Bx ké

Né&u dung dich dudng tinh khiét Bx ké chi truc ti€p % trong luong dudng
trong dung dich. N&u dung dich duding khong tinh khiét né chi ham luong chit
kho biéu ki¢n theo trong luong.

1"Bx = 1% trong luong

Bome ké:

Bome k¢ I dung cu do ndng d6 chat khé. Do Bome duge quy déi sang do
Bx nhir sau:

1 Be = 1,84"Bx

1. Tién hanh

Ri dudng 12 séin phdm dac c6 d¢ nhét i6n khong do truc ti€p duge ma phai
pha loing. C6 thé dung phuong phdp pha lodng gdp do6i. Vi du: can 150 g ri
dudng trong cSc kho biét trirde trong lugng, 1i€p d6 cho nude néng dé€ hoa tan,
r6i 1am ngudi, sau do rét thém nudc di dén trong lugng 300 g r6i dem do ndng
do chit kho.

Diing 6ng dong thuy tinh (cao 35cm, rong 3 cm) trdng 2 - 3 1in bing dung
dich cin do. D& diy dung dich vio 6ng, théi bot rdi tha nhe Bx k€ hodc Bome
k&, sau khi Bx k& vd Bome k€ gilt & trang thdi can bang, doc trén vach chia do
clia Bx hoic Be, nhd ghi nhiét do.

Chi y: Pé doc chinh x4c cin dé that ddy, |1am nhe tay va dat that thing géc.
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2. Két qud

Poc Bx quan sat duge. Néu & nhiét do khdc 20° C thi c4n hiéu chinh theo
phu luc 2 (Bdng hidu chinh “Bx vé nhiét d6 20°C).

Do "Bx clia dich & nhiét do 20°C durge tinh nhur sau:

- Khi nhiét do do < 20°C thi 14y gi4 tri do duoc trit di hé s hiéu chinh.

- Khi nhiét d6 do > 20°C thi 18y gi4 tri do duge cong véi hé 6 hiéu chinh.

4.1.2. Chiét quang ké

1. Nguyén tic

Dua vao chiét sudt dé suy ra nong doé dung dich, khi nong dé dung dich
tang chi€t suat ting.

2. Tién hanh

- Hi¢u chinh chiét quang k&: V& nguyen tic, nuée cit khong chira chat hoa
tan, do vay ngudi fa sit dung nude <4t dé hiéu chinh chiét quang k& vé 0. Nho
mot giot nude cat (nhiét d6 20°C) 1én mit kinh do. Chu y khéng tao bot va déng
mat kinh lai. Diéu chinh bang vit van sao cho gidi phan cdch giita 2 ving sdng
161 1o nét va & ding diém 0.

- Trudc khi do néng do chdt kho cha mat ri, 18y khoing 100g dun cdch
thuy 70 — 80°C, khudy déu d€ hoa tan hokn todn cic tinh thé (nhd day kin trdnh
hi¢n tuong bay hai lam ting néng d06), sau dé dé nguoi, pha lofing v do.

- Lay 1 giot mat ri (da dugc x{r 1§ nhiét) nho lén mat kinh do. Cha ¥ khong
tao bot va dong mit kinh lai. Doc chi s§ tuong tng trén giai phan cach.

- Do nhi¢t do cba dich duong. Néu nhiét dé khic 20°C thi cdn hiéu chinh
theo phu luc 3 (Bdng hiéu chinh néng dé chdt khé do duge vé nhiét do 20°C).

Chii y: Trude va sau khi do chiét sudt phai diing bong tdm rugu hoac ete lau
ling kinh dung dung dich that sach. Thudng xuyeén kiém tra diém “0” cla chi&t
quang k& bang cdch 14y 2 - 3 giot nudc cit cho vio mdy do va thude do sé chi
nong do = 0. N&u thdy sai s6 phai dung khod diéu chinh. Chiét quang k& chi cho
1. nong do chit kho hoa tan ma thai.

4.2. HAM LUQNG PUONG

4.2.1. Xur Iy va pha lodng ri duong

I. Nguyén tdc

Dung dung dich axetat chi d¢ loai bo protein va canxi ¢6 trong ri dudng.
Phan ting xdy ra nhu sau:
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Protein + Pb(CH;COQ0), —> két tha do protein bi bién tinh.
Na,HPO, + Pb{CH,COQO), du —> PbHPO, + 2CH,COONa
K,C,0, + Ca®* —» CaC,0,} + 2K*

Ri dudng di xir Iy duge thuy phan bing axit HCl ¢ 70°C trong 5 phiit. Xdc
dinh ham luong dudng trong dich pha lodng rdi quy ra ham lugng dudng trong ri
dudng.

2. Dung cu
Binh dinh mic 250 ml.

Binh tam gidc 250 ml.

Céc 50; 100 ml.

6ng dong 100 ml.

Phéu loc.

3. Hod chdt

- Dung dich axetat chil axit bdo hoa.
- Na,HPO, 10%.

Oxalat kali 5%.

HCI dam dac.

Chi thi metyl da cam 0,05%.
- NaOH 5 - 10N.

4. Tién hanh

L

- Can 5 g mat ri trong c6c 100 mi sau d6 ding 50 m! nudc ct néng 40°C
dé€ pha lodng va chuyén toan b vao binh dinh mirc 250 ml. Ti€p theo cho 5 - 6
m! axetat chi axit tinh, lic déu rdi cho thém nudc cit t6i ngdn binh va dem loc.
Lay 100ml dich trong cho vao binh dinh mitc 250 ml, théem 5 mi Na,HPQO, 10%,
5 ml oxalat kali 5%. Lic déu réi thém nudc cit téi ngin binh va dem loc.

- Sau khi két tha protein va loai canxi, ta 1dy 100 ml dich loc 1an 2 cho vao
binh dinh mtc 250 ml réi dung xi lanh 1dy 10 ml HCI dam dac (d = 1,19} cho
vo binh, lic déu réi dat vio ndi cach thuy 70"C dé thuy phan saccaroza trong 5
phiit. Sau d6 dem 1am ngudi t6i nhiét do phodng rdi cho vao 2 - 3 giot chi thi
phenolphtalein va trung hea bing NaOH 10 N t6i déi mau. Tiép theo thém nudc
c4t 151 ngdn binh, tac déu réi dem xdc dinh ham luong dudng trong dung dich
pha loing bang mot trong cic phuong php xdc dinh dudng sau.



4.2.2. Phuong phdp Bectran

Pay 1a phuong phap duge ing dung rong rai trong céng nghiép thuc phim
va cho t6i nay van duge xem 13 chinh x4c hon so véi phuong phép khic.

1. Nguyén tac

Trong mai truong kiém céc dudng khir ¢6 kha nang khir ion Cu®* thanh Cu*
két tia dudi dang oxit déng I mau do

Diing dung dich Fehling A va B (bao gom CuSO, va tartrat kép trong moi
truong kiém) khir dudng khir ¢6 trong dich phan tich dé tao thanh déng oxit két
tia mau do.

CuSO, + 2NaOH = Cu(OH), + Na,S0,
HO-CH-COQNa /O— H-COONa
_’. C

Cu(OH), + + 2 H,0

HO-CH-COOK O-CH-COONa

/O—CH~COONa
2Cuy + CH,OH(CHOH),CHO + 2H,0 —
O-CH-COONa

— CH,OH(CHOH),COOH + Cu,0

K&t tha dong mau 4o s bi sulfat sit 11 hoa tan theo phan tmg sau:
Fe,(S04)+ + Cu,0 550, 2CuS0; + 2FeSO, + H,0

Tiép theo ta dinh phan lvong FeSO, mdi tao thanh bang dung dich KMnQy,:

2KMnO, + 10FeSO, + 8H,S0, ~ K,S0, + 2MnS0, +5Fe,(S0,); + 8H,0

Can cu vao lugng KMnO, tiéu hao ta nhan véi 6,36 s& nhian duoc s6 mg Cu.
Sau dé tra phu luc 12, 13 (Quan hé giita lwong Cu va lugng ghicoza hodc
maltoza ki xdc dinh dudng kiur theo phuong phdp Bectran) 1a sé biét duge
lugng dudng chua trong mau thi nghiém.

2. Dung cu

- Binh tam gidc.

- 6ng dong.

- Bép dién, bép ga.
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3. Hod chdt

- Dung dich Fehling A: Can 40 g CuS0,. 5SH,0, hoa tan va dinh mitc t61
1 it sau dé dem loc réi cho vao lo mit nhdm kho réi day kin.

- Dung dich Fehling B: can 200 g mudi tartrat kép va 150 g NaOH vio 2
c6c khdc nhau, sau d6 dem hoa tan 1dn va dé aguoi réi dinh mifc 16i 1 1it. DPem
loc ré1 bao quan trong binh ndu niit kin.

- Dung dich Fe,(80,)5: Can 50 g Fe, (850,4); hoa tan trong 500 - 600 ml
nudc. Ti€p d6 cho thém 110 ml H,SO, dam diac (d = 1,84) rdi d6 ddy 16i 1 lit.
Sau khi loc ta thém vai giot KMnQ, 0,IN dén xuat hién mau hong nhat roi bao
quan trong binh kin.

- Dung dich KMnO, 0,1N.

4. Tién hanh

- Duing 6ng dong 1ay 20 ml Fehling A va 20 ml Fehling B cho vao binh tam
giac r6i ditng pipet hit 20 ml dung dich dudng da xir 1y va pha lodng vio. Lic
déu réi dat binh tam gidc 1én bép dién hoic bép ga, dun sao cho sau 3 - 4 phit
thi s6i vi cho s6i ti€p dving 3 phiit nita. Liy binh ra khoi bép va dé ling, sau dé
dem loc gua phéu x8p rdi rla nhiéu 1an bing nudce ¢4t néng 70 - 80°C.

Chii y: Khi loc rira phai luén gift nude trong phéu dé tranh hién tugng oxit
ddng bi oxy hod do 1i&p xlc véi khong khi. Rra xong ta dung 25 ml dung dich
Fe,(S0O,4)3 dé hoa tan oxit déng, r6i ciing rifa 2 - 3 14n bing nudc néng. Dung
dich nhan dwoc sau khi hod tan va rira dem chudn bang dung dich KMnO, 0,IN
dén xuat hién mau héng va khong mit di sau 2 - 3 giay.

$& ml KMnQ, 0,IN tiéu hao dem nhén véi 6,36 ta s& duge tuong mg dong,

sau dé tra bang Bectran (Phu luc 12, 13) ta s& biét lugng dudng chifa trong 20
ml dich thi nghiém va goi la a :

5. Két qud
Ham lugng dudng trong mat ri (X, % m/m) duge tinh theo cong thic:
X= = x 100 %
m

Trong diéu kién thi nghiém di mo ta & trén, m 13 $6 mat ri tham gia trong
thi nghiém:
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5 100 100
= 20 =
M =550 ¥ 250 <250 << =0064¢

Vi du, khi dinh phéin lugng dung dich KMnQ, tiéu t6n 1a 10,2 ml tuong
duong vdi luong dong fa 10,2 x 6,36 = 64,87 mg. Tra bang Bectran (phu luc 12,
13) ta thdy (ng v6i 64.8 mg déng ta c6 33 mg dudng invertoza hay 0,033 .

Ham luong dudng trong mat 1 1a:

0,033
5 %
0.064 x 100 =51,56 %

Ham lugng dudng 1én men duoce trong mat ri phu thude vio rdt nhiéu yéu
t8, c6 thé tir 40 dén 60% khéi lugng. Nhimg ham lugng chat hoa tan trong mat ri
¢6 thé dat 85 - 90%, vi ngoai dudmg, mat ri con chita cac chit hod tan khic.

4.2.3. Phuong phdp Opnhe

1. Nguyén tic

Dung dich Opnhe gém CuSQ,, tartrat kép. Khi tdc dyng véi duong khir tao
ra oxit dong [ theo phin ing

/O—CH—COONa
ZCL\ + CH,OH(CHOH),CHO + 2H,0 —>
O-CH-COONa

— CH,OH(CHOH),COOH + Cu,0
Lugng dong (I) oxit tao ra duge cho phén ting véi lugng I, du. Luong I, du
s€ duoc dinh phan bang Na,S,0;. Cdc phin tng ndy nhu sau:
Cu0 + 1 + 2HC1 = Cul, + CuCl, + H,0
I:}_ + 2 N333203 = 2Nal + NaZS4Of,
Dua vao lugng Na,S,04 tiéu t6n ¢6 thé tinh duge tugng 1, du, lugng Cu,O
120 ra va tir d6 tinh dugc lugng dudng khir ¢6 trong mat 1 dudng.
2. Hod chadt
- Dung dich Opnhe: Cin 5 g CuSO, viio coc, thém vao d6 50 dén 60 ml
nudc, dong thdi can vao cée khic 300 g tartrat kép, 10 g Na,CO; va 30 g
Na,HPO,. Tit ca chira trong c6c 1 lit ciing 500 ml nude cat 50°C. Sau khi hoa
tan, rét vao binh dinh muc 1 lit, lic déu va lam lanh dén 20°C rdi thém nude cat
td1 ngén binh va dem loc. Dung dich Opnhe nhén dugc phai trong sust va bao
quan trong binh nau day kin.
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Dung dich Na, 5,04 N/30.
Dung dich I, N/30.

Dung dich HCI 1N.

- Dung dich tinh bdt 0,5%.
3. Tién hanh

- Lay 10 ml dich dudng vira xir 1y & trén che vao binh tam giac 250 ml, san
d6 cho vao 50 ml dung dich Opnhe va mot it thuy tinh vyn. Pat binh vao noi
nuée dang so61 va cho s6i 10 phiit, lam nguéi téi nhiét do phong réi cho thém 15
ml HCl IN. Tiép dé cidn nhanh chéng cho vao binh 25 ml dung dich I, N/30.
Pay kin binh va dé vao chd t8i, sau 2 phit dem dinh phan lugng iot du bang
dung dich Na,;S,05; N/30 véi chi thi 1a dung dich tinh bot 0,5%.

- Song song v&i thi nghiem chinh, ta 1am thi nghiém ki€m ching dé biét
luong I, tieu hao do téic dung v6i chit khir khdc. Thi nghiém kiém chimg ciing
lam tuong ty, chi khdc khong ¢ giai doan dun soi dé tao Cu,O.

4. Két qua
Ham luong duding treng mat ri duge xdc dinh theo cong thire :
X = (a~b)x 100 g
m

trong do:

a - s6 ml Na,5,05 tiéu hao trong thi nghiém tring (kiém chiing);

b - s6 ml Na,S,0, tiéu hao trong thi nghiém thuc;

1 - s6 mg dudng glucoza tng véi 1 ml Na, 5,05 N/30;

m- lugng mat ri ¢é trong mau pha loing, g.

Vidu: a=20.2; b =238 ml Nhu vay luong dudng chita trong 10 ml dich
phén tich s& la:

(202-38)x 1 =164 mg
Lugng mat ri chita trong miu thi nghiém ;

5 100 100
X —— X

- 2 1020032 g
250 250 250

Vay ham lugng dudng trong mat ri:

0,0164
X=-=
0,032

x100=512%
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4.2.4. Phuong phdp Graxianop
1. Nguyén tic

Buong khit khi dun néng véi dung dich kiém clng véi ferixyanua sé khir
ferixyanua thanh feroxyanuva va duong khir chuyén thanh axit dudng. Ding
metylen xanh lam chat chi thi s€ m4t mau xanh khi phén ng k&t thiic. Phan tmg
chinh nhu sau:

!
2K:Fe(CN)g + 2KOH + CH,OH(CHOH),CHO —>

> 2K, Fe(CN), + 2H,0 + COOH(CHOH),COOH

2. Dung cu

- Binh tam gi4c.

- Pipét.

- Bép dién.

3. Hod chat

- Dung dich ferixyanua kali 1%: 11 g K;Fe(CN),4 hoa tan trong nudc cat va
dinh mc t6i 1 lit.

- Dung dich KOH 2.5N: can 140 g KOH hoi tan trong 1 lit nudc cat.

- Dung dich xanh metylen 0,5%.

4. Tién hanh

Dung pipet ldy diing 20 ml dung dich ferixyanua kali cho vao binh tam gidc
250 ml, them vao d6 5 ml dung dich KOH 2,5N va 3 - 4 giot xanh metylen (néu
néng d¢ dich dudng thdp hon 0,25% thi 14y 10m] ferixyanua kali va 2,5 ml dung
dich KOH). Lac nhe va dat trén bép dién hodc bép ga, dun sao cho san 1 - 2
phut thi s6i. Ti€p d6 ding dung dich dudng loing dé chuin 1di mit mau cia
xanh metylen. Chi y mau ctta hdn hop phan tng s& thay d6i tir xanh sang phét
hong va cusi cuing 1a vang da cam tht két thic. N&u dé ngudi mau ciia hén hop
s€ tro lai tim héng do bi oxy hod.

Khi trong hon hop phan dng cdn ferixyanua thi khi nhé dich duong vao,
dutng s€ khir ferixyanua Kali, khi vira h&t ferixyanva thi ngay lap tic 1 giot
dudng du s& khir va lam mat mau ciia xanh metylen - chét chi thi ¢ha phan tng.

5. Két qud

Ham lugng dudng trong dich dudng pha lodng tinh theo ¢ong thite:
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b= % x 100 (g/100 ml)

Mudn xdc dinh chi 56 a clia 20 ml (hodc 10 ml ) ferixyanua kali ta phai
chudn bi dung dich glucoza tinh khiét. Can 0.5 g glucoza tinh khiét di say dén
khoi lugng khong déi, hoa tan trong nuéc cat 18i cho vio binh djnh mife 100ml,
trang sach bing nudc ¢4t réi thém dén ngdn binh. Can chinh xdc vi thao tdc can
thin ta s& ¢6 dung dich glucoza chuédn chifa 5 mg/ml

Muén xdc dinh xem 20 ml ferixyanua kali tuong (ng véi bao nhiéu mg
glucoza, ta lam thi nghiém nhv trén nhing dung dich chuin 1a dung dich
glucoza di biét trude néng do.

Gia str 20 ml ferixyanua 1% cong v6i S ml KOH 2,5 N cong 3 - 4 giot
xanh metylen khi dun soi va chuan hét 5 ml dung dich glucoza 0,5 g/100 ml.
Nhu vay 20 ml ferixyanua 1% wong duong véi 5 x 5 mg = 25 mg hay 0,025 g.

4.2.5. Xdc dinh duong theo phuong phdp DNS

1. Nguyén tde

Dua trén phan \ing tac mau giita dudng khir véi thudce thir axit dinitrosalicylic
DNS. Cudng do mau cta hén hop phan dng ty 1€ thuan véi néng do dudng khir
trong pham vi nhat dinh. Dua trén d6 thi dudng chuin déi véi glucoza tinh khiét
tinh duge ham Jugng dudng khir trong mau phén tich.

2. Dung cu

- Mdy so mau

3. Héa chdt

- Axit dinitrosalicylic DNS,

Muoi tartrat kép KNaCH,0¢.4H,0
NaOH dung dich 4N

Cho 5 g DNS va 300 ml nudc cit vae ¢dc , hoa tan hoin todn d 50°C. Say
d6 cho thém 50 ml dung dich NaOH 4N. Cu6i cling thém 150 g mudi tartrat
kép, hoa tan hoan todn r6i cho vao trong binh dinh mitc 500 ml. Thém nudc cat
tdi vach dinh mite. Dung trong lo thuy tinh mau sdm. N&u 1-2 ngay sau thiy
xuat hién can ling thi dem loc can. Chudn 3 ml thude thir DNS bing HCI 0,IN
v@i chi thi phenolphtalein, néu hét 5-6 ml HCI 12 duge. (N&u cdn them NaOH dé
dat mdi trudng manh cho thugc thi),

57



4. Tién hanh

- Dung dé thi chudn glucoza:

+ Can glucoza tinh khi€t 99% bang can phan tich (1dy 3 chir s6 thap phan
sau ddu phay) tir 0,12-0,42 g. Hoa tan duéng glucoza bing nudc ¢4t va dinh mie
tGi 1 1it.

+ Tién hanh do OD & budc séng 540 nm vdi cdc mau phan tich, trong dé
mau phan tich 14 : 2 mi dich dudng + | ml DNS, cho vio éng nghiém niit char,
bd vao dun soi cdch thuy 5 phat, 1dy ra 1am ngudi réi dem do OD. MAu dsi
ching la nudce cat. _

+ V& d thi chudn véi tryc tung 13 OD, tryc hoanh 13 néng do dudng (mg/!).

- Xdc dinh ham lugng dudng khir trong miu.

+ Pha loding mau sao cho ham luong dudng khir trong khoing 0.12-0,42
mg/ml roi ti€n hanh do xde dinh nhu trong phin dung dé thi chudn.

+ Dua vao dd thi chuan tra duge ham luong dudng khir trong méu phan tich.

Chi y: Mau clia hén hop chi tao ra trong moi trudng kiém, do vay nhiing
mau axit phai duge trung hoa trude khi dem phan tich. Cic mau dun ¢é thé dé
duge mot thdi gian (20 phut trude khi do).

5. Két qua

Luong dudng duoc tinh:

X=anV
trong do:

X - luong dudng trong dung dich cdn xdc dinh, g;

a - luong dueong khir trong mau do, g;

n - hé s6 pha lodng dich;

V - s6 thé tich dich do, ml.

4.3. PO THUAN KHIET CUA RI PUONG

Dé ddnh gid chit lugng mat ri ngudi ta dua ra khdi niém do thedn khigt va
biéu dién theo % nhur sau:
Ham lugng duong

Do thuin khiét =
Ham lugng chat tan

%x 100, %




Vi du mat ri dem phan tich ¢6 ham luong dudng 14 51,56%. néng do chat
hoa tan 12 85%. Do d6 do thudn khigt clia mat ri s& 13 :

51,56
2592, 100 = 60 %
os ¥ 100=60%

D¢ thuin khiét cha mat ri thii cong luon cao hon so véi ri dusng nhan duge
theo phuong phip san xudt dudng hién dai.

4.4. NITO TONG SO

Ham lugng nito téng 6 ¢6 trong ri dudng nim trong khoang tir 0.5 - 3%.
Xic dinh theo phuong phdp Kjeldahl.

Tién hanh

- Can 1 g ri dudng vio mot cSe nhod, sau dé chuyén vio binh Kjeldahl,
tring cdc bing nudc cat dé chuyén hét ri dudng vao (nén ding cang it nudc cat
cang 161}, thém vao 0,5 g déng sulfat, 1 g K,S0, va 2 ml H,SO, dam dic.

- Cdc budc tién hanh ti€p theo tuong wr nhu phin 1.3

4.5. NITO HOA TAN
Ham lugng nito hoa tan c6 trong ri dudng nam trong khoang tir 0,4 - 1%.

Céch ti€n hanh: xem phdn 2.6.

4.6. NITO AMIN

Ham lugng nito amin c6 trong ri dudng ndm trong khoang 0.1 - 0,5%.

Phuong phdp “déng” duge diing d€ xdc dinh ham lugng N amin ¢6 trong i
dudmg ¢6 1 di€m 12 nhanh vi don gian.

I. Nguyén tdc

Khi cho m¢t luong phosphat déng du vao trong dung dich ¢6 d6 kidm y&u
chia cdc hén hop axit amin thi cdc axit amin ¢6 kha nang k&t hop véi déng tao
thanh phic chét hoa tan. Loc bo lugng photphédt ddng con du, 13y dich trong va
cho axit axetic va KI.

Lugng ddng duge xac dinh dua vao lugng iot dugc gidi phéng ra bing cdch
chudn bing Na,S,05.
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2. Dung cu
- Binh dinh mifc 25 ml, 100 mi, 1000 ml.
Phéu, gidy loc.

t

- Binh tam giac 100 ml.
- Pipet.

3. Hod chdt

Dung dich NaOH IN.

Dung dich axetic 80%.

Dung dich thymolphtalein: 0,25 g thymolphtalein hoa tan trong 100 ml
con 90%.

- Dung dich Na,$,0;.5H;0 0,01N: lay 2,2482 g Na,5,0 hoa tan trong
nudc va dinh mic t6i ngan binh 1000 m).

- Dung dich tinh bot: Ldy 1 g tinh bot hoa tan vao trong 5 ml nuéc cdt, sau
day cho vao 80 ml KCI bdo hoa va dun soi trong 5 phiit. Lam nguéi tdi nhiét do
phong, chuyén sang binh dinh mitc 100 ml va diing dung dich KCI bao hoa dinh
mifc t6i ngdn binh. Dung dich tinh bat phai ¢d pH trung tinb (pH = 7).

- Dung dich phosphat déng:

+ Dung dich CuCl,.2H,0: Can 27,3 g CuCl,.2H,0 cho vao binh dinh
mtic 1 1it vd hod tan trong nudc cat, dinh mie t&i ngan binh (dung dich A)

+ Dung dich phospho natri: Can 64,5 g Na,HPO,. 12H,0, hoa tan véi 50
ml nudc cat va cho 7,2 g NaOH, sau d6 chuyén toan bo sang binh dinh mic 1 lit
va thém nudc cat 161 ngan binh {dung dich B).

+ Dung dich dém borat: Can 57,21 g Na,B,04.10H,0 hoa tan trong 1500 ml
nude cdt. Thém 100 ml HCI IN va thém nuée cit cho di 2000 ml (dung dich C).

+ Dung dich phosphat déng dugc chudn bj tir hdn hop bao gdm 1 phan
dung dich A, 2 phan dung dich B, 2 phin dung dich C va lic déu.

4. Tién hanh

- Lay chinh xdc 10 g ri duong, hoa tan v&i nuée ¢dt va dinh miic treng binh
100 ml.

- Ldy 5 ml cho vao binh dinh mitc 25 ml, cho dung dich NaOH I N t&i khi
¢6 mau xanh hoi tring véi chi thi 12 thymolphtalein. Cho 15 ml dung dich
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phosphat déng va ding nude cat dinh mic téi ngan binh.
- Loc va 14y 5 ml dich loc trong, cho 0,25 ml axit axetic 80% va 0,5 g KI.

- Dung dung dich Na,5,0; 0,0IN dé chuan lugng I, duge giai phéng ra,
vdi chi thi 1a dung dich tinh bot

5. Két qud
Ham lugng nito amin duge tinh theo cong thifc sau:
Nito amin = 2% 0,28 XILOOO x 100 o

trong dé:
n - s6 ml Na,S,05 0,01N diing dé chudn;
m - lugng méu lay dé€ phan tich;
0,28 - s6 mg nite amin (g twong ing vdi 1 ml Na,$,0, 001N,

4.7. AXIT BAY HOI

Ham luogng axit bay hai ¢6 trong ri duding thudng nhd hon 1,0%.

1. Nguyén tdc

Chuin do céc axit bay hdi ¢ trong dich ngung tu sau khi chimg cat 16i
cudn bdi hoi nude.

2. Dung cu

- Mdy chung cdt 16i cudn hoi

nude (so do).

- Pipet.

- Buret.

3. Hod chat

- Dung dich axit phosphoric 10%.

- NaOH 0,1N.

- Phenolphtalein | %.

4. Tién hanh . .
Hinh 4.1: Hé thong clurng cdt
- Cho vao bfiu Cﬁf[ (B) 20 E l'i Iheo ho’f n{fé’c:

dudng, thém vao 200 ml nuéc cdt A - binh tao hoi nuéc; B - binh dimg méu;
vdi 1 ml dung dich H;PQ, 10% C - simh han; D - binh dung dich ngung




{(hoac 0,5 - I ml H,SO, dam dac) dé day axit bay hoi ra khoi dang két hop.

- Binh A va bau ¢4t B duge dun tryce tiép trén bép. Binh A chifa nude cit di
duge dun s6i 1 giy d€ dudi hét CO,. Hei tir binh A lién tuc sang biu cat B, sau
day qua 8ng lam lanh va dich ngung duge thu vio binh D.

- L&y 300 ml dich ngung va dem chuan do bang NaOH 0,IN vdi 5 giot chi
thi phenoiphthalein, dén khi chuyén sang mau héng nhat.

5. Két qua

Lugng axit bay hoi tinh theo axit axetic Xdc dinh bing cong thic:

Ax = n x 0,006 x 100 %
m

trong dé:

Ax - lugng axit bay hoi ¢é trong ri dudng tinh theo axit axetic, %;

n - s6 ml NaOH 0,IN dung dé chudn dich ngung;

0,006 - s& g axit axetic tuang Gng vdi 1 ml NaOH 0,1 N;

m - lugng mau, g.

4.8. HAM LUQNG SO,

1. Nguyén tdic

Duing iot l1am chat oxy hod trong méi trudng axit:

H,S0; + I, + H,0 —> H,80, + 2HI
Sau d6 ding Na,S,04 d€ chuin d6 iot dur:
N3.25203 + 12 - N3234Oﬁ + 2Naf

Phan tGng thyc hién trong méi tredng axit yéu. N€u mdi truong axit manh
diing Na,CO; hoic NaOH dé trung hoa. Néu moéi trudmg kiém diing HCl hoac
axit axetic dé trung hoa.

2. Dung cu

- Pipet.

- Buret.

- Cée.

Binh tam gidc.
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3. Hod chat

- Dung dich I, 0,1N.
- Na,5,0; 0,IN.

4. Tién hanh

Lay 50 g mat ri hoa tan trong nudc cat dun séi, sau dé 1am lanh, dinh mic
dén 100ml, réi ding dung dich nay xdc dinh SO,.

a - Chudn dé truc ti€p

- Kiém tra do axit ur do cia dung dich 16i diéu chinh dén moi truong axit
yéu. Sau d6 1dy 10 ml dung dich, chuan do bing dung dich iot 0,1N vi chi thi
hé tinh bot dén mau xanh tuai.

b - Chuan do gidn tiép

- Lay 10ml dung dich I, 0,IN cho vao binh tam gidc. Hit 10ml dung dich
mau (cam ddu nhon ciia pipet vao dung dich I, trong binh réi cho tir tir dung
dich miu vio dé tranh SO, bi oxy hod) Pay kin binh tam gidc lai lic déu 2 - 3
phiit. Chuidn d¢ I, dur bing Na,S,0, N/10 (dung dich tir mau xanh tuoi dén mat
mau véi chat chi thi 1a hé tinh bot).

5. Két qud

- Phuong phap truc tiép:

n.0,0032.100

Ham luong SO, = %

- Phuong phdp gidn tiép:

Ham luong SO, = (10-4a).0,0032.100 o
- m
trong do :
n-s6 ml I, 0,IN diing dé chudn (phuang phdp chudn do truc tiép);
a - s6 ml Na,8,0 0,1N diing dé chudn (phuong phdp chudn do gidn tiép);
0,0032 - g SO, tuong tng véi 1l ml 1, 0,1 N;
m - khai Iwong méu da 1dy.

4.9, CHAT KEO
1. Nguyén tdc

Dua trén tinh chat keo tu clia keo hdo nuéc khi thém [ lugng 1én rugu
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etylic vao. Ruou s& 1ay di vé hydrat hod bén vimg ciha keo hdo nudc. Ngoai ra
rugu cdn lam gidm do bén ving cia keo do diém déng dién cGa né thap hon cia
nude. Qud trinh keo ty tot trong méi trudng axit yéu (pH 4 - 4,5) Vay cin axit
hod dung dich ri dudng biang HCl dén pH 4 - 4,5. Néng do dung dich khi phan
tich t6t nhat 1a 10 - 12%

2. Dung cu

Binh tam gidc.
- 6ng sinh han.
- Bép cdch thuy.
- Gidy loc,

3. Hod chat
Cén 95% v/v.
HCI 0,IN.

Ete etylic.

Phenolphatalein.

4. Tién hanh

- Can 15 g ri dudng, pha lofing 16i 10%. Sau dé et 100 ml mat ri trung tinh
thém 5 ml HCI 0,1N sao cho pH cua dich dao doéng trong khoang 4-6. Pha lodng
thém nudce | 1dn nita dén nong 4o 5%.

- Lay 5 mi dung dich cho vao binh tam gidc 100 m] di c6 sdn 50 ml rugu
95% va 2,5 ml ete etylic. Pun cdch thuy trong nudc so1 ¢6 6ng sinh hin trong
10 - 20 phait, sau d6 lam lanh va loc qua gidy loc di sdy va can.

- Rira két tlia bang 80-100 ml hén hgp gém 50 phin cén, 2,5 phin ete va 5
phén nudc va sdy dén trong tugng khong déi dt° = 100 - 101°C.

5. Két qud

Ham lugng keo (%) tinh theo céng thic sau:

ax5x]100
m *

Ham lugng keo = %

trong dé:
a - trong lugng can két tia sau khi sdy, g:
m - khéi luong mau ¢6 treng dich phan tich, g;

Chi y: C6 thé ling keo bang nuéc lanh nhung foc va rira s& cham.
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6. Vidu

Can khoang 15 g ri dudng, pha lodng v4i nude cit dén néng do 10%. Do do
thu duge 110 ml. Cho thém 5 ml dung dich HC1 0,IN. Téng luong dich thu duac
la [15 ml. Ldy 50 ml dich nay dé pha lodng thanh 10C ml. Ldy 5ml dung dich
nay mang di phan tich.

Lugng ri dudng ¢ trong 5 ml dich dem phan tich:

15% 505
=15x50x5 49
M= s5%j00 - 0 8

Ne€u gia st luong keét tha thu duge 13 0,0215 g thi ta ¢6: Him luong keo
trong mat ri:

. 2 0.0215
0,325

x100=6,6 %

4.10. CHAT TRO
1. Nguyén tdc
Khi nung nguyén liéu hay san phdm thuc pham & nhiét da 400 - 600"C,
cdc chat hitu co chdy va bay hoi, chét vo cd cdn lai, d6 1a thanh phdn tro,
2. Dung cu
- Can phan tich ¢é do chinh x4c 0,001 g.
- Lo nung di€u chinh nhiét dé 600"C.

Chén nung.
Binh lam kho.

3. Tién hanh

Ldy 1 hodc 2 g mat ri cho vio chén nung da duge nung trudée dén trong
lugng khong doi, thém 1 ml HySO, dam dac (d=1,84), tron déu bing diia thuy
tinh roi lau diia bang 1 it gidy loc khong tan va bd vao chén nung, hoac chd cho
dén khi H,SO, thim uét san phdm (mat ri), dun cdn than trén bép dién tranh
trao dén khi bay hoi hét (san phdm mau den), réi cho vao 15 nung 1 = 500 -
600"C (khong nén nung & t” cao qua dé trdnh t8n that), dén trong ltong khong
déi trong | - 2 gid. Tro phai trdng hoic hoi héng.
B¢ 1ro xac dinh theo phuong phdp nay goi tro sulfat.

b6 tro carbonat = tro sulfat x 0,9.



Dung H,50; 1a chdt oxy hod d€ tang nhanh sy chdy cba hop chat C, ban
than n6 khir dén SO,

C+H,80, = H,0O+50,T+co 1
Ta nhan duge tro goi 1a tro sulfat. Vi tro carbonat va clorit chuyén vio
sulfat nén trong lugng tro tang lén vi 1én hon thuc (&,
4. Két qud

Ham lugng chdt tro T (%) tinh theo ¢éng thic :

T= My —Ma x 100 |, %
m, —m,
trong do:
m- - trong fugng chén nung va mau trude khi nung, g;
mj; - trong lugng chén nung va mau sau khi nung, g;

m, - trong lugng chén nung, g.

4.11. HAM LUGNG CANXI

1. Nguyén tde

Mot s8 chat mau hiru co phic tap tdc dung véi cic ion Ca** va Mg2+ cho
a0t phie chit hod tan ¢ mau thdm. Nhimg chat ndy duge ding lam chat chi
thy. Thuéng 1a eriocrom den (ET-00), hodc cromogen xanh den. Néu ¢ ion
Ca™ hoic Mg2+ chung cho mau dé nho, néu khong ¢6 cho mau xanh.

Mudi natri cla axit cthylen diamin tetraaxetic (EDTA) tic dung v6i Ca®?
vi ng cho 1 phitc chéar khong méau bén virng. Néu cho EDTA vio dung dich
¢6 Ca** va Mg2+ da cho chat chi thi {dung dich ¢6 mau db nho), EDTA sé tic
dung vai Ca®* va Mngr tao thanh 1 phirc chat khac khong mau, dung dich
chuyén thanh mau xanh (khong con Ca®* va Mg?™).

Ham luong Ca®* va Mg®* trong dung dich cang nhiéu thi lugng EDTA cin
dé thay déi mau cing nhiéu. Do d6 dua vao lugng EDTA ding dinh phan tinh ra
duge lugng Ca®t va Mgt

Phuong phdp nay xdc dinh dugc ca Ca®* va Mg?".

D&i véi cde san phdm trong san xuat dudng diéu nay ¢é ¥ nghia thuc t¥ vi
cd Ca®* va Mg?" déu 4nh hudng dén chit lugng sin pham. Tuy viay muén xdc
dinh jon Ca®* riéng nén dung chat chi thi Murexit.
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Phan g x4c dinh Ca®* va Mg thyc hién trong moi trudng pH = 8 - 10.
Vi vay phai cho dung dich dém vao dung dich 1a hén hop NH; + NH,Cl
2. Hod chdt

- Dung dich EDTA N/28: can 6,7 g EDTA dinh miic trong 1 1it nudc cat.
Chun lai dung dich bing clorua canxi N/28. (Diéu ché€ bing cdch can 1,7 g
CaCO; da sdy g 110°C cho thém 1 it nuée vio binh dinh muc 1 lit, thém 2 ml
HCl dam déc, sau d6 cho timg giot axit dén khi hodn toan khéng con CO, va
CaCOj; hoa tan hét, roi rét nude cat dén vach dinh mirc). Trilon B 12 dung dich
bén trong thoi gian bao quan.

- Dung dich dém amoniac: 100 ml NH,Cl 20% va 100 ml amoniac 20%
cho nude cat den vach binh dinh mifc 1 it (lwu ¥ chi cdn pha 100 ml dung dich
dém amoniac vi khong dung nhiéu).

- Chilt chi thi ET-OO (dung dich eriocrom den 0,5%): 0,5 g criocrom den
hod tan trong 10 ml dung dich dém amoniac, thém ruou etylic d&én 100 m!. Sau
24 gi® rét sang binh chifa, can bo di.

3. Dung cu

Binh tam gidc 250 ml.
- Pipet.

- Buret.

t

6ng dong.

4. Tién hanh

- Lay 1 g mat ri cho viio binh tam gidc 250mi + 100m} nude cat, thém Sml
dung dich dém + 7 dé&n 8 giot chi thi ET-OO. Dinh phéan bing EDTA N/28dén
khi dung dich ¢6 mau xanh 14 cay. Lam thi nghiém tring v&i nudc cat,

- Néu mudn chinh xdc 14y 1g ri dudng tro hod dung dich bing cich nung
trong 15 nung dé€n 800”C. Hoa tan bing axit va trung hoa dén pH 8 -10 16i tien
hanh nhu trén

5. Két qud

Ham lugng CaO tinh theo % trong luong 1a:

Ca0 = a-b

x 100 , %
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trong dé:

a - lugng EDTA dung dinh phan trong thi nghiém thuc, ml;

b - lugng EDTA dung dinh phan trong thi nghiém tring, ml;

A - luong miu thi nghiém, g;

1 ml EDTA (trilon B) N/28 =~ 1 mg CaO.

Chd y:

- Mau clia dung dich rat khé nhan, do d6 phai c6 théi quen va than trong.

- Khi lam thi nghiém trdng: Néu cho chi thi ET-O0 vao 100 ml nudc cat

né c6 mau dé nho thi chudn bing EDTA vi ¢ Ca’*, néu khéng cd cho mau
Xxanh.
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Chuong 5
PHAN TICH HOA HOUBLON

5.1. PO AM
5.1.1. Phuong phdp sdy
1. Muc dich

Xéc dinh ham luong d4m trong hoa houblon dang bdt hodc dang vién bang
trong lugng mat di khi say kho.

2. Nguyén tdc

Céc miu hoa houblon bot hodc vién duge say trong 1h véi nhiét do 103 -
104°C. Ham lugng dm cha mdu duge tinh tir khéi lugng mét di trong qué trinh
sdy.

3. Dung cu

Binh kit 4m ¢6 silicagel.

- Céc can c6 ndp day kin.

- Tt sdy, diéu chinh nhiét 4o 103 — 104°C.
Can phén tich, do chinh xac dat £ 0,001 g
4. Tién hanh

- Chudn bi mdu; Cic miu hoa cdnh hoic dang bot thi st dung nguyén mau,
hoa vién nghién ngay trudc khi phan tich. Chi y thdi gian dé méu ti€p xic
khong khi cang it cang tt, khi 14y méu tir bao vao dia can (day nip ngay). Néu
hoa dugc bdo quan trong th lanh, thi phai lam &m tdi nhiét do phong truée khi
can.

- L4y khodng 3 — 5 g hoa houblon vio c6c can di bi€t trudc trong lugng.
Day nip va cin vdi do chinh xdc 0,001 g.

- M& nip va dat c6c vao th sy da dat nhiét 4o 103 — 104°C. Sau Igid sdy,
day ndp lai v 14y ra khoi td sZy, lam ngudi trong binh hit 4m it nhdt 20 phut dé
dat nhiét d6 phong. Can lai v6i do chinh xdc 0,001g.
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5.Két qud
Do 4m (%) cla mau tink theo cong thic:

my - my
my

bo am = x100 , % (m/m)

trong dé:
m, - khoi lugng mau trudce khi sdy, g:
m; - khéi luong mau sau khi say, g.

Phuong phdp nay cho biét lugng tiéu hao trong qua trinh sdy ma khéng phai
ham luong 4m thyc va 6 thé lam mat tinh diu trong hoa.

Dai v6i hoa woi (do 4m khodng 80%) phai sily s bo trong 3 gid.
5.1.2, Phuong phdp trich ly
I.Muc dich

Xdc dinh ham luong 4m trong cho cdc loai nguyén liéu nhu hoa houblon -
chita nhiéu chit bay hot.

1. Nguyén tdc
Phuong phdp nay dua vao tinh chat va kha nang clia mot s6 dung moi hitu

co dé bay hoi va kéo theo lugng nude chida trong nguyén liéu. Cic dung moi
thudng dang Ia toluen, xylen CgH{CH,),. vov...

3. Hod chit -
- Toluen, d = 0,78, 2

2. Dung cu: =

- Bo trich ly (hinh 5.1). 3

- Can phan tich. 3

4. Tién hanh

- Cén 10 - 25 g hoa houblon da nghién nhd va cho
vao binh (1), r6t 100 - 150 ml toluen. N6i binh véi 6ng
(3) va sinh han (2) (nhur hinh bén). Tién hanh dun soi
dich trong binh v&i t6c do cae sao cho méi phiit ¢é 2 giot chat long ron xudng
ong (3). Tiép tue dun cho dén lic lugng nudc trong ong (3) khong 1ang nita.
Thoi gran dun thy thuée vao dé am vi lugng nguyen lieuw, thuong vao khoang 30
- 43 phat.

Hinh 5.1: Bo trich v
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- Pun xong ta thay nuéc trong dng (3) chia thanh 2 idp: toluen 6 ty trong
d = 0,78 nhe hon nuéc nén ndi 1én trén con nude lang xudng dudi. Can cit mat
phén cat giira 2 chat long ta biét duge lugng nude da trich by ra tr nguyén licu.

Két qud
P6 am (W) cla hoa tinh theo céng thic sau:

a
W= —x100, %
m
trong d6: a - 6 ml nudc doc trong Sng chia do (3) (coi khdi lugng riéng cha nudc
bang 1 g/ml);
m - s0 gam hoa houblon di dung.

Céc loai hoa houblen bio quan 6t ¢6 do am tir 6 - 8%. Trong san xudt thi
do 4m cta hoa ¢6 thé tang len tr 10% 161 14%, vi vay cdn xdc dinh do am trude
khi sir dung dé dinh lugng chét kho trong hoa chinh xdc hon. Hoa houblon duac
bao quan & noi mdt, lanh, kho rdo dé chat lugng hou khong bi thay doi nhiéu
trong diéu kién khi hau nhiét ddi néng dm,

5.2. CHAT DANG TRONG HOA VA CAC SAN PHAM CUA
HOA HOUBLON

5.2.1. Phuong phip chiét béng dung moi hitu co

1. Muc dich

Xdac dinh ham luong chat dang tong s6 trong hoa houblon. Ap dung cho
moj loai san phdm cilia hoa houblon.

2. Nguyén tic

Cic axit ddng trong hoa houblon dugc chiét ra bang cte etvlic vit cho phan
ing véi dung dich KOH. Luong chit ding suy ra tir lugng KOH da phan ing.

2. Dung cu

Binh tam gidc ¢6 nit mai, 100 ml.

Binh tam gidc 250 ml.
- Buret chuin do 10 ml.

3. IHéa chdt

Ete etylic.
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- Dung dich KOH 0,02N trong cén. Can 1,2 ¢ KOH pha thanh 1 1jt véi cén
90% (v/v). Néu ¢ san dung dich KOH 0,1N trong nudc thi 1dy 20 ml cho vao
binh dinh mc 100 ml réi thém cén $0% (v/v) dén vach.

- Chat chi thi phenolphtalein 0,05% pha trong cén 96 d¢.
4. Tién hanh

Can 2 g hoa houblon da nghién nho hoac xé ndt, cho vao binh tam gidc niit
mai 100 ml. Cho ti€p vao binh 60 ml ete etylic, day kin binh, lac déu, ci S phiit
lac | lin trong vong 1 h ddu. Sau dé dé yén 1 h cho lang trong. Dung pipet hiit
1y 2 miu, méi mau 10 mi dich trong cho vio binh tam gidc 250 ml (sach, kho)
va chuin d¢ bang dung dich KOH 0,02N dén xudt hién mau gach sim vdi chi
thi la 3 - 4 giot phenolphtalein.

5. Két qua
Ham tugng chét ding chung dugc tinh theo céng thiic sau:
, 0,008 x 60 x 10
Ham luong chit ding = 2> x60x100
mx 10

trong dé:
a - thé tich dung dich KOH 0,02N tiéu hao khi chudn do, ml;
m - s& gam mau da 1ay;
60 - thé tich ete etylic d ding trong thuc nghigém, ml;
10 - 56 ml mau dyse chudn 46 biang dung dich KOH 0,02N:
0,008 - s gam chat ding tuong dwong | ml dung dich KOH 0,02N (ldy
trong lugng phan tir chit dang 14 400).

5.2.2. Phuong phdp Ganzlin cdi tién tir phuong phap Wollmer

I. Muc dich

Xac dinh cdc thanh phan nhya trong hoa houblon va gia tri d6 din chi trén
dung dich géc cua hoa houblon va cic san phdm hoa dang bot, vién hoac cao
hoa. Phuong phdp dugc 4p dung cho moi loai san phdm cla hoa houblon.

Chu ¢: loai hoa dang ép, bot, vién phai nghién trong mdy nghién thich hop.
C6 thé dung mdy nghién gia vi hodc ca phé dé nghién min hoa vién. Nguyén
lieu duge dong nhét ngay trude khi phan tich va 14y mot miu daj dién.

Hé s8 d6i vai dung dich axetat chi phai kiém tra thudng xuyén. Cic dién
cuc platin tring phai rira sach béng dung dich rira dién cye. Cac binh tam gidc
phéi ¢6 ndp kin dé khong 1am bay hoi chét chiét.
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Nhi¢t do binh cdch thiy vd ap sudt chan khong clha bom chan khong
(20mbar) phai duge diéu chinh chinh xdc. Hat hiit 4m phai sach, mdi. Trong khi
phén tich cdn trdnh dnh sdng, nhiét va oxy,

2. Nguyén tic

Nghién min cdc mau hoa, chiét cdc chit ding bing hén hgp dietyl ete-
methanol. Cac cdu tir chi€t ra phan bd gitta dung dich axit methanolic va dietyl
ete. Sau dé cdc chidt dang chiét ra bing ete s& bi cit (uy theo do hoa tan khic
nhau c¢ta ching trong methanol lanh va hexan tao thanh nhya téng s6, nhia
cling, nhya mém.

- Gid tri do dan chi ciia nhimg chét dang chiét duge va ham luong nhira (3
biang hiéu sg gitta ham luong nhya mém va dé dan chi.

- Ham lugng nhuya cing bing hiéu s& giia ham lugng nhya tong s6 va nhua
memnl.

3. Dung cu

- Binh tam gidc 250 ml ¢4 niit mai, binh tam gidc 100 ml.

- Phéu thuy tinh miéng roéng kich thudc phi hop, ¢é nip day, gidy loc.

- Ong ly tam 100 - 110 ml ¢6 nép kin.

- Pipet 10, 30, 40, 50 va 100 ml.

- Bom hitit chan khong, cling cdc éng noi.

- Binh tam gidc c¢é vach dinh mc, 50 mi.

- Chai chira dung dich rira.

- Coéc thuy tinh ¢6 md, ding cao, 100 mk.

- Bong tham nudc.

- Binh hdt am, silicagel.

- Duyng cu chudn d¢ do do din tr dong hoic kém theo dién cuc va thanh
dan, diing dién cyc platin trang. N&u cdc dién cuc c6 i6p thuy tinh bao vé thi 16p
vo dé phai ¢6 16 d€ khong khi thodt ra hét va dung dich phan img ngap toan bo
bé mat dién cuc. Cha ¥: Giit gin cén than bo chudn do dé khong gay sai 6.

- Mady khudy tir v microburet vach chia 0,01 mi dé chuin dé bing tay.

- Can phan tich va&i d6 chinh xdc 0,05 g.

- May lic.

- Mdy ly tAm.
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- Binh 6n nhiét dit 20°C va binh lam nguoi 0°C.

- Thiét b1 bée hoi quay tron véi binh cdch thuy dat 70°C,

- Bom nuéc dé tao dp sudt chan khéng it hon 20 mbar cho mdy hat chan
khong.

4. Houa chit
- Axit clohydric 0,i N.

Dietyl ete, ham lugng nudc < 0,2%, khong ¢d peroxit.

- Clorua metylen.

- Methanol.

- n-1lexan, do tinh khiét dua vao cdc chat con du sau khi chung cét va phan
tich sac ky khi.

- Hén hop ethanol dimethylsulfoxid 94 + 6 (v/v). Tron 6 phin dimethyl-
sulfoxid véi 94 phan ethanol 96 % (viv).

- Dung dich axetat chi 20 g/l.

- Dung dich rira dién cuc véi chdt ling mau vang hén hop axit axetic
methanol dam dac 1 + 1 (v/v).

- Dung dich rtra dién cuc ¢6 chit ling mau tring. Hoa tan 2 g EDTA
(ethylendiamin-tetraaxetic disodium salt dihydrat) (CH;N),.(CH,COOH}.
(CH,COOHNa). 2H,0 trong 100 mi dung dich NaOH 0,2 mol/l. Dung dich nay
chi 6n dinh trong vii ngay.

- CO, hodc N, (dp sudt 0,2 bar).

Chudn bi dung dich goc

- Nghién hoa houblon hodc hoa vién. Can chinh xdc 10 g hoa di nghién
min holdc hoa dang bot cho vao binh tam gidc dung tich 250 mi da chuan bi
trude. Cho vio d6 20 mi methanol v 100 ml dietyt ete (20°C). Day nép binh va
dat vao mdy lic, Jic trong 30 phit. Thém 40 ml HC1 0,1 N, Day nip binh va
lic manh khoang 10 phit v6i toc do cao nhat. Giit yén trong 10 phut dé phan
tich cdc pha. Hit 40 ml ete trong vao binh ddy bing va thém 20 ml clorua
methylen, cho thém dung moi ndy dé nude khong bay hoi khoi ete.

- Loai bd cdc dung moi bing cdeh ldc & 70°C. Bat bom hdt chan kheng dé
dun 561 lién tuc. Sau khi bay hoi, phun 5 ml methanol xung quanh ché mé &ng
hiit khi nGi v6i binh, gidm do nghiéng cta binh. Lic binh tdi khi methanol hoa
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tan hét chat chiét trén thanh binh. Thio binh, thém 5 - 10 ml methanol. Gan
dung dich methanolic trong dich chiét vao binh thé tich 50 ml. Rira k¥ binh tam
gidc bang methanol.

- Trén déu dung dich trong binh béng céch lic nhe va thém methanol téi
vach dinh muc. Chinh hén hgp t6i 20°C va thém methanol t6i ngin binh. Day
nap binh, dé yén trong bén nuée 0"C trong mot gid d¢ ling cdc chal nhua cia
hoa. Loc dich chiét methanol lanh vic mot binh 50 ml khéc, day nap phéu.
Chinh phiét d¢ dich loc trong binh (5i 20°C. Khéng cin dich loc téi vach dinh
mure. Day 1a dich géc.

5. Tién hanh

a) Xdc dinh ninca téng sé

- Lay 10 ml dich g6c vao binh tam gidc 100 ml sach kho (binh duoc dé
trong binh hit dm it nhat 30 phiit). Loai bo methanol bing céch chung cat, diing
thiét bi bée hai quay tron, tai nhiét do khoing 70°C v6i dp sudt chan khong nhd.

- D¢ lam kho phdn két tha, thdo binh khdi thigt bi bde hoi quay v néi vio
mdy hit chan khong. Lam kho phin k&t tha & 70°C trong 6 phit v6i &p suit
chén khong cao (nho hon 20 bar). Xa 4p va hiit hét khong khi ra khdi binh. Lam
kho binh cdn than bing vai mém, dé yen 30 phiit trong binh hit &m va can.

b) Xde dinh nhia mém

- Hiit 1y 10 ml dich g6¢ vio mot ong ly tdm (100 — 110 ml). Thém 5 ml
methanol va 40 ml n-hexan bang pipet. Dy ndp ong ly tam. lic k¥, md nip va
théem 10 ml dung dich HCI  0.IN . Day nap éng ly tam vd lic manh trong
khodng 30 giay bang tay, sau d6 lic (i€p bing mdy lic trong S phit. Ly tam
trong 2 phiit vi té¢ do 2000 vong/phiie dé phan tach cdc pha.

- Hiit 30 mi phin hexan trong & phia trén vao binh tam gidc 100 ml sach va
kho (dé 30 phiit trong binh hiit 4m). Ding thi€t bi b6c hoi quay dé lam bay hoi
hexan dudi 4p sudt thip & 70°C (déng van khi). Nhac binh ra khoi thist bi boc
hoi quay va ndi vio mdy hit chan khong lam kho phdn két tha trong binh &
70°C trong 6 phiit dudi 4p sudt chan khong cao (< 20 mbar). Xi dp sudt tir ti,
hiit hét khong khi ra khoi binh. Lam kho binh biang vai mém vi dat vio binh hit
dm trong 30 phdt. Can binh.
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¢) Xdc dinh gid 1ri dé dan chi

- Hit 10 ml dich g8c vao céc thuy tinh 100 ml vd thém 40 ml hén hgp
ethanol/DMSO. Nhiing ngap ddu dién cue, khudy bang mdy khudy tr. Chi y
khong dé bot khi bidm xung quanh dién cuc. Pat microburet ¢ chita dung dich
axetat chi sao cho dau buret ngap vao dung dich 3 - 4 cm, ti€n hanh chudn dé.

- Chuén d¢ tr dong hoic chudn do bing tay: Tha dung dich axetat chi tir
buret vao cde timg phan 0,25 ml va ghi d6 din sau méi ldn thém dung dich.
Tiép tue cho qua diém nhay t6i khi dat mot dudng thing. Dung dé thj gi tri do
dan tuong iing véi the tich dung dich axetat chi di dung chuin dé.

d) Xdc dinh diém can bdng

- V& d6 thi giita d6 din va thé tich dung dich axetat chi di dung, bao gém
diém ddu tién clia dudng thing thé hién tang do dan lién tuc.

- Ghi diém cu6i diém cét cha 2 dudng thing.

6. Két qua
_ _Khéi lugng phan két tha (g) x 1250

Khéi lugng méu

- Ham luong nhya téng s6 %

Khoi lugng phan két ta (g) x 1660
Khéi hugng miu

- Ham lugng nhya mém % =

- D6 dén chi % _ _Thé tich axetat chi (ml) x T x 23,58
Khéi lugng méau

V&i T = hé s6 cua dung dich axetat chi.

- B-fraction% = Ham luogng nhua mém — Do dan chi.
- Ham lugng nhua ciimg% = Ham lugng nhyua t6ng — Him luong
nhya mém.

5.3. CHAT PANG TRONG CAO HOA
1. Muc dich

Xdc dinh céc thanh phan nhya déng va do din chi cha cao hoa, sir dung
phuong phip Wollmer d3 duge Ganzlin céi ti€n. Phuong phap 4p dung cho mot
loai cao hoa.
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2. Nguyén tic

Céc chét dang cla hoa phan b6 giita pha dung dich axit va methanolic,
dietyl ete. Chat ding sau khi chiét ra bing ete dugc phan cét tuy theo tinh hoa
tan trong methanol va hexan lanh nhu nhua 16ng s6 va nhua mém.

Ham lugng nhya ciing bing hiéu sé gita ham lugng nhua téng va nhia
mém. o-axit duge phan tdch khéi nhua B trong nhua mém do a-axit ¢é thé
chuyén thanh dang mudi chi (gi4 tri do din chi).

2. Dung cu

- Xem phian 5.2.2

3. Héa chdt

Chudn bi dung dich géc:

- Dung dia 1ay mot lugng mau twong tng khoang 0,6 - 0,7 g nhua téng
(vét), gat 1én thanh éng ly tam thuy tinh va can di 1 mg. Cho 20 ml HCl 0,1
N.  va 50 ml ete vao, day chat nip, lic déu trong 5 phit, réi lic (ding tay
hoac mdy Jdc) cho tdi khi toin bo lugng mau tan hoin toan. Mé nip va them 10
ml methanol. Day nap chat va lic déu hén hgp it nhét 15 phit. Ly tam trong 2
phiit vdi t6c do 2000 vong/phit.

- Hiit 40 ml phan ete trong phia trén vao binh tam gidc, thém vao dé 20 ml
clorua methylen, dung moi nay dé tranh lam bay hoi nuéc khdi ete khi boe hoi.

4. Tién hanh

- Cdc bude t1€p theo gidng nhu phan 5.2.2.

5. Két qud
- Ham lugng nhua tong = Khéi lwgng phan k&t tha (g) x 625 %
Khéi lugng méu
- Ham lvong nhya mém = Khoi lugng phin két tha (g) x 1660 %
Khéi luong mau
- Do din chi = The tich axetat chi (ml) x T x 23,58 %
Khai lugng mau
T - hé s6 clia dung dich axetat chi.
- Ham lugng nhua B % = Ham lugng nhita mém - D6 dén chi.
- Ham lugng nhua cing % = Ham luong nhia téng - Ham luong

nhua mém.
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5.4. 0o VA B-AXIT DANG

(Phwong phip HPLC)

I. Muc dich

Phuong phdp nay ding phép phin tich sdc k¥ 10ng cao dp dé xdc dinh o va
B-axit ding cho moi loai ché phdm hoa houblon dang bot, cao hoa,

2. Nguyén tdac

Hoa houblon va cdc ch& pham hoa dang bot, o va f-axit dugc chiét ra bing
hén hop dietyl ete/methanol va dung dich axit HC! ti hoa houblon nghién min
va hoa dang bot. Ete hoa tan o va -axit tich bdi pha nghich dao HPLC va do
quang phd & budc séng 314 nm.

Cao hoa hda tan trong methanol, a va fB-axit duge phan tdch bang pha
nghich dio HPLC va do quang phd & budc séng 314 nm.

3. Dung cu

Can phan tich véi dd chinh xdc 0,1 mg.

Miy nghién hoa thich hgp cho mébi loai hoa.
Miy lac.

Bén siéu am.

Chai thiy tinh 250 ml, c6 ndp chit.

Binh dinh mic 50 — 100 ml.

May HPLC ¢ bg do UV véi bude séng t6i 314 nm va bo tich phan dién tir.
Cot phan tich HPLC, 250 x 4 mm, duge nap ddy 5 pm ODS RP18.

Tién cot HPLC thich hop dé bao vé cot phan tich.

4. Héa chdt

Dietyl ete khong ¢6 peroxyt, kiém tra bing que thir.
Methanol.
- Axit phosphoric 85%, d=1,71.
Dung dich HCl, ¢= 0,1 N.
- Dung dich tich ria 1am pha dong, trén methanol/ nude/ axit H;PO, theo
ty 1¢ 85:17:0,25 (theo thé tich).

- Cao hoa chuan vé&i thinh phan o va B-axit biét trude.
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5. Tién hanh

- Kiém tra cao hoa: tron déu mau. Can lugng cao tuong ting véi 0,5 g nhua
tdng cho vao cdc dung tich 50 ml.

- Theém 300 ml methanol va hoa tan cao hoa trong bén si¢u am.

- D6 toan bo dung dich cao dé vao binh dinh muc 100 ml va dinh mic
bang methanol. Lac tron k§ hén hop. Ly 10 m! dung dich vio binh dinh mic
50 ml, dinh muc bang methanol.

- Trén déu hdn hop. Loc hodc ly tam dung dich. Dich loc thu duge chinh Ja
méu dé x4c dinh HPLC. Bio quin miu & nhiét d6 thap va trnh dnh sdng. Miu
on dinh trong vong 24 gi. Chi §: Viec diing cao hoa chuén c6 ham lugng o va
B axit da bi€t duge sir dung dé hiéu chinh thiét bi HPLC.

- Chay mdy véi miu cao hoa chudn it nhat 2 14n truée va sau khi ti€n hanh
do cac mau khic. Bao quan cao hoa chuén trong tu lanh.

a) Hoa houblon va c¢dc sdn phdam hoa dang bét

- Nghién hoa, bot hoa hodc hoa vien bing may nghién phit hop. Can chinh
xde 10 g mdu da nghién thanh bot min (m,) cho vao chai thuy tinh 250 ml, thém
vao 20 ml methanol vd 100 ml dietyl ete. Pay chat nap binh, lic k¥ trong 30
phiit. M& nép binh va thém 40 ml dung dich HC10,1 N.  Pay ndp va lic trong
khodng 10 phiit. B yén trong 10 phiit dé phan tich cdc pha dung moi.

- Ldy 5 ml pha ete phia trén vao binh dinh mie 50 ml, dinh mic bing
methanol. Tron déu hén hop réi loc hoac ly tam. Phan tich mau bang HPLC.
Bio quan méu & nhiét do thap, tranh 4nh sdng. MAu 6n dinh trong 24 gio.

b} Cao hoa

Nhitng loai cao hoa cé nhya tinh khi¢t cling tién hinh nhu phuong phép
trén.

Phdn tich sdic ky

- Bat may HPLC. Cho dung dich rira chay véi t6c do 0,8 ml/ phiit. Kiém tra
toan bo hé thong. Bat b do UV 16i 314 nm. N&i dudng ddn mau 10 microlit. Dé
dung dich rira chay it nhit 30 phuit trude khi chay bat k¥ mot miu nao,

- Bat bg ghi/ hé théng. Cho mau chay. Rira khoang 35 phdit. Thuc hién it
nhat 2 lin cho mbi mau.
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0. Ke!l qua

- Cic cdu tr riéng biét, cohumulon, n+adhumulon, colupulon, va
n+adlupulon, dugce tinh theo céng thic:
DF'mcs'Cic 'Ai

ln.\"Aic

C'.=

trong dé:

C; - ndng do cdu tir i trong miu tinh theo phin tram khéi luong;

DF - hé s pha loang, DF = 1 d6i véi cao hoa hoac DF = 2 d6&i vdi cdc san

phim khic chia hoa houblon va hoa dang bot;

m,, - khéi lugng cao hoa chudn, g;

C,. - néng do cau tlr i trong cao hoa chudn tinh theo phin tram khai luong;

A, - dién tich pic cia cau tir i khi phan tich méu (tinh trung binh);

mg - khoi lugng miu;

A,. - dién tich pic clia c4u tir i khi chay miu chuan (tinh trung binh).

- Tinh hiam lugng «-axit: C, cha miu theo % khéi lugng bing tong cdc cau
tr c-axit cohumulon, C.,, va n- adhumulon, C, , .

Crx = CCUh + Cn-i— adh

- Tinh ham lugng B-axit: Cg clla miu theo % khdi lugng bing téng cic cu
tir B-axit colupulon, C |, v n + adlupulon, C,, , . ¢
Cﬂ: Ccul + Cn+ud1
Chii y:
- Khi phan tich sic ky c6 mot pic nhd & thoi gian leu khoang 13,5 phiit,
diéu d6 chimg to qud trinh phan tach hoan toan. Pic nho dé cdn dugce tiach khoi

pic cohumulen trude khi nhan xét két qua. Néu do phan giai khong du, dac biét
d6i vdi pic nay thi ¢6 thé thay dé1 ham uong mide ciia dung dich rira.

- Cohumulon cé thoi gian luu khoang 12,5 phiit, n+ adhumulon: 15,5 phut,
Colupulon: 23,0 phiit, n+ adlupulon: 30 phiit.

- Cao hoa chudn phai bao quan trong th lanh va phai thay hang nam.
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Chuong 6
PHAN TICH QUA

6.1. HAM AM

Xdac dinh ham lugng nudc ¢6 trong qué cho phép du dodn kha nang thu héi
dich qui va ddnh gid so bo ham luong chit kho cé trong qua. Dé xac dinh him
am, c6 thé sir dung phuong phdp sdy dén trong luong khong déi.

1. Nguyén tdic

Qué duge sdy so bo & nhiét do 50°C, sau dé sdy ti€p & nhiet do 105°C +
1,5°C dén trong luong khong déi. Ham luong nuée duge tinh todn dya trén khai
luong mdt di cha qua trong qud trinh say.

2. Dung cu va thiét bi

- Tl sdy ¢6 diéu chinh nhiét do.

C&c nhom sdy cé nip day.

Binh hiit 4m.

Cén véi d§ chinh xdc 0,001 gam.
3. Tién hanh

Can 20 g qui bd hat, sdy so bo trong 10 sdy & 50°C trong 1 gid va 1iép tuc
sdy ¢ 105°C trong 30 phit. D¢ nguoi trong binh hiit 4m va can lai. Sau d6 dem
nghién nho va ldy 5 g cho vao cdc can di biét trude trong lugng, sdy & 105°C
trong thoi gian khoang 3 gid, 1am ngudi trong binh hiit 4m va can. Dat céc vio
th say, sdy ti€p 30 phit, sau d6 lai 1am ngudi va can. Qud trinh sdy coi nhu két
thic khi sai s¢ giita 2 14n can khéng qui 0,001 g.

4. Két qud

Ham lugng nude trong qui (W) duge tinh theo céng thic sau:

W= 100><[1-—~—--m2 xm“J, %
m] 4 m3
trong do:

m, - khoi lugng qua mang di sdy so bo, g;
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m;, - khéi lugng qua cdn lai sau khi sdy sg bo, g;

ms - khéi lugng qua mang di sdy ldn 2, g;

m, - khéi luong qua con lai sau khi sdy 1dn 2, g.

6.2. KHOI LUONG TRUNG BINH 1 QUA

1. Nguyén tic

Pém $6 qua ¢ trong mau phén tich. Can dé biét khéi lugng ciia mau. Khai

lugng trung binh ciia 1 qua cé duge bang cdch chia khéi lugng clia miu cho s6
qua c¢é trong mau phén tich.

2. Dung cu

- Can phan tich v do chinh xdc 0,01 g.

3. Tién hanh

- Lay s lugng qua thich hop thy thude timg loai qud, khéi lugng chia miu

lay 161 thi€u la 50 g. Vi cdc qua ¢6 kich thudc nhéd (nho, mo...) thi nén 14y s
lugng qua it nhat 1a tir 50 — 100 qua.

- Pem s6 lugng qua da chon mang di can.

5. Két qud
Tinh khéi lugng trung binh 1 qua theo cong thit sau:
m-M
n

trong dé:
m - khéi luong trung binh 1 qua, g;
M - khoéi lugng toan 16 méu di can, g;
n - s& lugng qua trong 16 miu di can.

6.3. CHIET DICH QUA

Phan tich ham lugng chat hoa tan, axit hay cdc thanh phdn khéc cé trong
qua déu xdc dinh trén dich qua vi vay cén phai chiét dich qua tir mau qua phan
tich va 1am trong bang cdch loc (néu thiy cén thigt).

6.3.1. Dang thiét bi

Ding mdy nghién ly tdm hodc may loc ép phdng thi nghiém dé tach dich
qua ra khoi ba. N&u dich qua nghién hay ép con duc thi cin loc bing gify loc va
dong nhat dich loc trude khi mang di phén tich.
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6.3.2. Ditng nhiét

Can 25-30 g qud (bd hat néu ¢6), nghién nhd va chuyén vao binh dinh mic
250 ml, thém nudc cat dén 3/4 thé tich binh va dun cdch thuy & 70 - 80°C trong
vong 30 - 45 phiit, thinh thodng lic déu dé hoa tan tt hon. Sau dé lam nguoi
dén 20°C, ding nudc cat dinh mic dén ngdn binh va dem loc. Lay dich trong
mang di phan tich.

6.4. HAM LUONG CHAT HOA TAN
6.4.1. Phuong phdp Iy hoc

6.4.1.1. Do ty trong

1. Nguyén tic

Thong thudng gilta ty trong cia dich qui véi lugng chat hoa tan cé trong dé
lien quan mat thiét v6i nhau. Do vay, tir ty trong ctia dich ¢6 thé xdc dinh duoge
ham lugng chét hoa tan. Haim lugng chat hod tan c6 trong dich cang 1én thi 1y
trong cia dich s& cang 16n.

2. Dung cu

- Thi€t bi diing dé do ty trong (13 trong k&, binh do ty trong).
- Nhiét ké.

3. Tién hanh

- Chi€t dich qua theo mét trong céc phuong phdp néu trén (xem 6.3).

Po nhiét do ctia dich qua.

- Doty trong ctia dich qua bing cdc thiét bi do nhir 1y trong k& hodc binh
1y trong.

4. Két qud

Dua trén cdc két qua do dugc va nhi¢t dé cla dich dé xac dinh ty trong thuc
cua dich.

Néu nhiet do cla dich khde 20°C phai dua vao phu luc 4 (bang hiéu chinh
ty trong do ditoe vé 20°C) dé chon cde hé s6 hiéu chinh quy ty trong cla dich vé
nhié¢t 4o chuin 20°C.

Ty trong cta dich qua & nhiét do 20°C (d2) ) duoe tinh nhu sau:

Khi nhiét do do < 20"C thi d3; = gi4 tri ty trong do duoc — ¢/1000.
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Khi nhiet d6 do > 20°C thi d5; = gid tri ty trong do dugc + ¢/1000.
¢- hé $6 hiéu chinh fra trong phu luc 4.

Tra phu luc 5 (Bdng tra ham lugng duong g/l trong dich qud nho theo ty

trong cia dich qud) sé& xdc dinh duge néng do chat hoa tan trong dich qua. Néu
]2 qui nho thi ¢6 thé coi ham tuong chdt hoa tan chinh 13 ham lugng dudng cé
trong dich qua.

5. Vidu
Doc gia tri trén ty trong ké 1a 1,050, nhiét do dich qua do dugce 1a 24°C.
Tra phu luc 4 thi thiy hé s6dc= 1,15

Do dé, he s6 hiéu chinh = ¢/1000 = 1,15/1000 = 0,00115

d35 = 1,050 + 0,00115 = 1,05115

Tra phu luc 5 s& xdc dinh duge nong do dudng trong dich qua ta 113,2 g/l
6.4.1.2. Do bling chiét quang k& cam tay
1. Nguyén tdc

Dua vio chi s6 do duge trén chiét quang k€ (“Bx) d€ bi€t 1y 1¢ % chat kho

hoa tan ¢6 trong dich. Tra bing phu luc m6i quan hé gilta ndng do chat hoa tan
véi ham lugng dudng c6 trong dich qua dé€ tir gid tri chél hoa tan nay biét dugc
ham luong dudng cd trong dich qua.

2. Dung cu héa chat
Xem phan 4.2.2.

3. Cdch tién hanh
Xem phan 4.2.2.

4. Két qud

- Ham lugng chit hoa tan s& bang chi s6 tuong tng trén giai phan cich.

Pon vi do 13 “Bx hoidc %.

- Trong trudgng hop nhiét do dich khdc 20°C, nén ding phu luc 3 dé hiéu

chinh do Bx do dugc vé nhiét 46 chuin 20°C.

- Tra phu luc 6 (Bdng chuyén doi néng dé chdt khé % thanh néng dg dudng

¢!l trong dich nho ép} dé chuyén d6i "Bx thanh ndng do dudng tuong ing trong
dich gua, tinh theo g/l
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5.Vidu

Néng do chit kho cua dich qua doc dugc trén chidt quang k€ la 16"Bx hay
16%. Nhigt do dich do duge 13 25°C.

Nh& ¢6 phu luc 3 bi€t duge he s6 hi¢u chinh nhiét do bing 0,4, do dé néng
do chat kho tuong tng  nhiét do 20°C1a: 16 + 0.4 = 16,4%

Tra phu luc 6 s& bi¢t duge ham lugng dudng tuong ing la 153 g/i.

6.4.2. Phuong phdp héa hoc

Trude khi xdc dinh dudng cé trong qua hay dich qua, cin thuy phan lugng
dudng cé trong dich qua thanh dudng khir. Lay dich dudng da thuy phan dé xic
dinh ham lugng dudng khir theo mot trong cdc phuone phdp xéc dinh dudng.
Céc budce tién hanh chinh nhu sau:

- Chiét dich qua (Xem phan 6.3).

- Thuy phan dudng: Liy chinh xdc 25 ml dich qua cho vao binh dinh mifc
50 ml. Cho thém 10 m1 dung dich HCI (ty l¢ HCI dam dac/ nuée cat = 1/1). Dat
binh vao néi cdch thuy § nhigt do 60"C trong 15 phit (hoic 70 - 80"C trong 5
phit), sau dé lam ngudi nhanh bing nude lanh dén 20°C. Cho 10 ml dung dich
NH,OH (pha vi nudc theo ty ¢ 1: 1,5) hodc ¢6 thé dung dung dich NaOH 30%
trung hoa t6i pH=7 v6i sy trg gitp cia pH mét. Ding nudc cit dinh mitc dén
ngéin binh.

L4y dich dudng da thuy phan dé xdc dinh ham lugng duong khir theo mot
trong cdc phuang phdp xdc dinh dudng. Dudi day 1a phuong phip hay dugc st
dung khi xdc dinh lugng dudng ¢ trong dich qua.

6.4.2.1. Phuong phap Lane- Eynen

1. Nguyén tic

Ding dung dich dudng glucoza 0,5% dé khir hén hop Fehling A va B. Khi
lugng Fehling c6 trong hén hop phan ing vira hét thi lap ticc dudng s& khir va
lam mat mau dung dich chét chi thi xanh methylen, nh& dé ta biét dugc diém két
thic phan ting. Hiéu s6 ml dich dudng 0,5 % cdn dé chudn miu tring (nudc cat)
va miu thyc (dich qud) s& ty 1& thuan vé6i lugng dudng khir ¢ trong miu thyc.

2. Dung cu

- Binh tam gidc,

- Binh dinh mic 1 ljt.

- Buret, pipet.
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3. Héa chdt

Dung dich Fehling A: hoa tan 69.3 g Cu80,. 5H,0 tinh khié&t trong 900 m!
nude cit, sau ddy dinh mic t6i 1 it (c4n bao quan trong ti lanh dé sir dung
thudmg xuyén).

- Dung dich Fehling B: Hoa tan 346 g mu6i tartrat kép va 100 g NaOH
trong 1000 ml nude cat (khong cdn thiét ding can phan tich dé pha hod chat
nay).

- Dung dich glucoza 0,5 %.

- Dung dich xanh methylen 1%: Hoa tan lg xanh methylen vio trong 100 ml
nudce cat.

4. Tién hanh

a. Mdu trang

- Cho 70 ml nudce cat vao binh tam gidc 250 ml. Diing pipet 1ldy chinh xdc
10 ml Fehling A va 10 ml Fehling B thém vao binh tam gidc.

- Lic déu va dat binh 1én bép dién, cho nhanh 18 ml dich dudng glucoza
0,5%.

- Khi dung dich bit ddu s6t, cho 5 giot xanh methylen vi dung dich dudng
glucoza 0,5% d€ chuin timg giot cho téi khi m4t mau xanh va x4t hién mau do
trong dich dang sdi (chii ¥ 13 toan bo thdi gian chudn kéo dai khéng qué 3 phuit.
Theo 1y thuyét thi luong dich dudng glucoza 0,5% can dé€ chuin 12 21,8 ml).

- Lap lai thi nghiém trén cho téi khi ndo sat s8 gita 2 méu chudn khong
qua 0,2 ml.

Goi n, 14 s6 ml dich dudng glucoza 0,5% tiéu hao trong khi chuidn miu
trang.

b. Mau thuc

- Cho 70 ml nudc cat vao binh tam gidac 250 ml. Diing pipet 1dy chinh xdc
10 ml Fehling A va 10 ml Fehling B thém vao binh tam gidc.

- Lic déu, dit binh lén b&p dién va 1ay chinh xdc 1 ml dich qua di qua xir
1¥ ¢(hodc 1 ml rugu vang), khi dung dich bit dau soi, cho 5 giot methylen xanh
va ding dich dudng glucoza 0,5% dé chudn timg giot cho tdi khi dat diém két
thiic cla phan ing (mit mau xanh va xuit hién mau do trong dich dang s6i).
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- Lap lai thi nghiém trén cho 6i khi ndo sai s6 giita 2 miu chudn khong
qud 0,2 ml. Két qua s& chinh xdc khi thai gian chudn do kéo dai khéng qua 3 phiit.

Goi n, 1 6 ml dich dudng glucoza 0,5% tiéu hao tiong khi chudn mau thyc.

5. Két qud

Ham lugng dudng (g/!) trong dich dugc tinh theo cong thite sau:

(nl —nz)X0,00SXIO(}O
Vxf

Dudng = . gl

trong dé:

n; - s6 ml dich dudng glucoza 0,5 % diing chudn méu tring;

n, - s6 ml dich dudng glucoza 0,5 % ding chudn miu thue;

0,005 - 56 gam glucoza twong ting I ml hén hop Fehling A va B;

V - 36 ml dich qua (hoic rugu vang) dua vio méu thyc;

f - hé s6 pha loing méu phan tich trong qué trinh xir Iy qua.

Chit y:

- Trong khi chuan, dat buret gin dich dén miic c6 thé dé gidm su ti€p x(c
v@i khong khi.

- Né&u mau dich qua ¢6 néng do dudng 16n hon 5 % thi cdn pha lodng.

6.5. AXIT TONG §3

I. Nguyén tic

Duya trén phan ting trung hoi cdc axit ¢6 trong mau bing dung dich kiém
NaOH 0,1N v6i chat chi thi 1a bromothymol xanh. Tir lugng dich kiém tiéu hao,
ta tinh duge lugng axit 1éng s6 ¢ trong mau (khong tinh lugng axit carbonic va
SO; tu do va lién két c6 trong méiu).

2. Dung cu

- Binh tam gidc.

- Pipet.

- Mdy do pH.

3. Hoa chdt
Dung dich NaOH 0,IN.

Dung dich bromothymol xanh: Hoa tan 4 g bromothymo} xanh trong 200
ml ¢én 95°, cho 200 ml nudc cit di khir CO,, sau dé cho vai ml NaOH IN cho
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tdi khi dung dich ¢6 mau xanh da trdi — xanh 14 cay (khoang 7,5 ml NaOH IN).
Diing nuéce cat dinh mic du 1 Lit,

- Dung dich dém pH = 7: Hoa tan 107,3 g phosphatmonopotasic (KH,PO,)
vio 500 ml dung dich NaOH 1IN, sau d6 dinh murc bing nudc cat cho du 1 lit.

4. Tién hanh

- Chudn bi dich phan tich:

+ Da&i véi qua: dich phan tich axit duge chuan bi tuong tu nhu phin chiét
dich qua (xem phan 6.3).

+ D31 véi dich qua hodc dich 1én men thi ding iruc ti€p nhung dich lén
men cidn dugc loai bo CO, trude khi tién hanh phan tich bang cich lic déu dich
trong khoang 5 phiit (vi CO, hod tan trong rugu két hop v6i nuée tao thanh axit
yéu, axit ndy sé tdc dung vdi NaOH lam két qua thi nghié¢m thiéu chinh xdc).

a) Ding char chi thi ia bromothymol xanh

- Xay dung mau c¢é mau chudn:

+ Ldy 25 ml nudc cdt vao binh tam gidc, cho 1 ml bromothymol xanh va
cho chinh xdc 5 ml dich qua

+ Dung NaOH 0,IN d€ dinh phan cho tdi khi ¢6 mau xanh 14 cay, day 1a
diém gan pH trung tinh.

+ Cho 5 ml dung dich dém pH = 7. Giit mau nay lam méu ¢6 mau chudn dé
50 sdnh véi cdc mau khac.

- Xic dinh do axit cta dich qua:

+ LAy 25 ml nudc cdt vao binh tam gidc, cho 1 ml bromothymol xanh va
cho chinh xdc 5 ml dich qua.

+ Diing NaOH 0,1N dé dinh phan cho t6i khi ¢é mau gidng véi mau cha
méu chudn. Nhu vay s6 ml cdn d¢ trung hoa la n ml.

b) Ding chdt chi thi ta phenolphtalein (phuong phdp AGAC)

- Lay 100 m] nuSc cét (da tdch khi bang cdch dun s6i, lam ngudi) cho vao
binh tam gidc 250 ml, va cho 1 ml dung dich chi thi phenolphtalein. Dat binh
tam gidc lén mdy khudy tir va khudy déu.

- Nhe nhiang dat dau cuc do cua mdy pH vao dung dich (trdnh va cham véi
cdnh khudy tin) va ding dung dich NaOH 0,IN chudn tdi pH = 8,2 (¢6 xudt hién
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mau hong nhat bén trong khodng 1 phit). Lugng NaOH 0,1N tiéu hao nay
khéng can tinh.

- Cho chinh xdc 5 ml dich qua va tiép tuc chufn bing dung dich NaOH
O,IN dén khi dat pH = 8,2 (c6 mau héng nhat bén trong khoang 1 phut). Nhu
viy s6 mi cdn dé trung hoa 1a n ml.

5. Két qud

a) V&i trudng hop ding chdt chi thi 13 bromothymol xanh

Ham lugng axit téng s6 trong dich qua tinh theo mg duong luong trén 1 Iit
dich quad {mEq/!) hoac g axit wen 1 lit (g//). C6 thé tinh theo axit sulfuric hoic
tinh theo axit tartric (theo CEE).

Ae={(nx 1000)/V , mEqg/l;
Ax=(nx K x 1000}/ V , g/i.
trong dé:

Ae - lugng axit ¢6 trong 1 lit sin pham tinh theo mg duong lugng, mEq/l;

Ax - lugng axit ¢6 trong 1 lit san phdm, g//;

n - s6 ml NaOH 0,IN tiéu hao khi dinh phan miu thue, ml;

V - lugng mau mang di phén tich (trong bai nay V = 5 ml);

K - 56 g axit tuong Gng vdi | ml NaOH 0,IN. Vai:

Axit sulfuric K =0,0049; Axit tartric K =0,0075:
AXxit axetic K =0,0060; Axitmalic K =0,0067;
Axit lactic K =0,0090; Axitcitric K =0,0064.

b) D61 vdi trudng hogp sk dung chdt chi thi phenolphialein: cdch tinh két

qua tuong tu nhu véi chit chi thi bromothymol xanh,

6.6. NITO AMIN

(Bing phuong phdp chudn do formol).

1. Nguyén tdc

bay 1a phuong phdp thudmg diing dé x4c dinh nhanh lugng nito amin hoa
tan ¢6 trong dich qua, dich lén men hay trong rugu vang.

Khi cho formaldehyt vio, cic nhém amin s& bj methylen hod vd mat tinh
ki€ém. Nhy d6 amino axit trg nén axit manh hon va c6 thé tic dung véi kiém.

Can cit vao lugng NaOH ti¢u hao ta tinh duoc lugng axit va do d6 bigt duoge
lugng nito ¢6 trong mau,
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2. Dung cu

- May do pH.

- Binh tam giac 250 ml.

- Binh dinh miic 200 ml

- 6ng dong, phéu loc, gidy loc.
- Buret.

- Pipet.

3. Hoa chat

- Dung dich NaOH 1 N va 0,1N.
- Dung dich BaCl, 6.5 g/i.

- Ong chudn HC1 0,1 N.

- Formaldehyt 40%"

4. Tién hanh

- L&y chinh xdc tir 10 dé€n 100 mi dich qua (tuy thudc vio lugng nito amin

¢6 trong mau) cho vio binh tam gidc 250 ml {n€u lugng mau it nén cho them
nude cit), dung NaOH IN chuin dén pH =8,0, ¢6 sit dung pH mét.

- Cho thém 10 ml dung dich BaCl,. Sau 15 phidt chuyén toan bd hén hop
sang binh dinh mitc 200 ml va thém nudce cit dinh mirc d&€n ngén binh. Lic déu
va loc qua gidy loc

- Cho 25 ml dung dich formaldehyt, lic déu vd dé yén trong khodng 2
phiit. Sau dé dem chudn bing dung dich NaOH 0,IN nh& pH mét dén pH = 8.

5. Két qud

Ham lugng nito amin (N;) dugce xdc dinh theo cong thifc sau:
N, = (nx 0,00;4) % 1000 gll

trong do:
n - 6 ml dung dich NaOH O, IN ti¢u hao & mau thi nghiém;
V - 56 ml dich qua di 14y phan tich;
0,0014 - s8 g N, tuong ing 1ml dung dich NaOH 0,1N,
Chi y: Dung dich BaCl, ding dé két tha SO, ¢6 trong mau phan tich. N&u
dich qua hodc rugu vang khong bj sulfit hod thi khong can dung BaCl,.
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6.7. POLYPHENOL

(Theo phuong phip so mau).

1. Nguyén tic

Cac chit phenol ¢6 trong dich qua (hay rugu vang) bi hip thu & cde bude
séng cyc tim va cdc bude séng nhin thdy dugc. Gid tri nay biéu thi him luong

phenol téng s6, lugng anthocyanin tao mau, hydroxyxinnamit tong s va axit
cafeic tuong (tng ¢6 trong miu phan tich.

2. Dung cu

- May ly 1am,

- Mdy so mau do duge d6 hdp phu & cdc bude séng tir 280 dén 520 nm
- 4 loai cuvet ¢6 chifu day 1,2, 5 vd 10 mm.

- Pipet va micropipet.

3. Héa chat

- Dung dich metabisulfit natri 20 % (m/v): Hoa tan 2 g NaHSO, vao 10 ml
nudc cat.

- Dung dich axetaldehyt 10% (m/v): Hoi tan 1,26 ml dung dich
axetaldehyt v6i 10 ml nudc cat. Bao quan dung dich nay trong ti lanh.
- Dung dich HC] IM: Lay 89 ml HCI dam dac (35-37 %) pha trong 1 lit nudc.

- Dung dich ethanol 50% da axit hod: pha dung dich ethanol 50 %, dilng
dung dich HCI 1M dé chinh pH dén 2,8.

- Dung dich tartrat hydrogen kali bio hoa.
4. Tién hanh

- Ly tam dich qui (hoac rugu vang) & van t6c 4000 vong/phuit trong thoi
gian 10 phut, sau d6 dat miu 43 1y tam vao binh cich thuy 25°C.

- Chudn bi miu tring tir dung dich tartrat hydro kali bio hoa véi 11%
ethanol (trong trudng hgp xdc dinh miu rugu vang) hodc 20% duong glucoza
{trong trudng hop xdc dinh miu dich qua). X 1y méu tring duge thuc hién
giong nhu phdn trén.

a) Véi dich qud mau sam va ricou vang do

- Mau dugc cho vao cde cuvet ¢6 chiéu day 1, 2 hoac 5 mm. Do do hap thu
6 cdc buée Séng II.I(mg fmg 1a 280 (Azg(]nm), 420 (A42{}nm) va 520 (ASZUnm)' Dl‘.lng
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miu tring dé hiéu chinh do hip thu clia mady vé 0.

- Cho 20 pl dung dich metabisulfit natri 20 % vio trong mau thue, lic déu
bang cdch doc nguge trong 1 phit va do lai d9 hdp thu & budc séng 520 nm
(AS2).

- Cho 20 pl dung dich axetaldehyt vao trong miu thue, lic déu va dé yén
trong 45 phit & nhiet do 25°C, sau d6 do lai do hdp thu & budc séng 520 nm
CH;CHO
(Asyg )-
- Pha loang 100 pl mdu (200 pi maw néu mau ¢é mau doé nhat) vdi 10 ml
dung dich HCl IM. Dé 3 - 4 gidy & nhiét do 25°C, sau do do lai do hip thy &

bude séng 520 nm trong cuvet cé chiéu day 10 mm (A?z%l }.

- Hiéu chinh tat ca cdc gid tri do v& cling mot loai cuvet ¢6 chiéu day 10
mm (nhin vdi cic hé s6 trong dng 10/1, 10/2, 10/5 tuy vao chiéu day cuvet di
sir dung.

b) Véi dich qud mau sdng hodc rugu vang trdng

- Miu duge cho vao cdc cuvet ¢é chidu day 1 hoic 2 mm. Po do hip phu &
cdc bude séng tuong Ung 13 280nm (A sp0pm) VA 320 N (Azz0pm)- Dilng méu
tring dé hiéu chinh do h4p thu cia m4y vé 0.

- Hiéu chinh tdt ca céc gid tri do vé€ cing mot loal cuvet ¢é chién day 10
mm (nhan vdi cdc hé s6 tuong ttng 10/1 hodc 10/2 tuy vao chiéu day cuvet da sir
dung).

c) Vi qud c6 nhidu hat nhé ndm trong thit qud (ca chua, chuéi...)

Chon cédc qua tuoi hoac da dong lanh, bo hat.

Can miu va déng hod bing mdy ddng hod phong thi nghiém

Ly tam & van t&c¢ 2000 vong/phiit trong thai gian 20 phiit.

Tach 14y dich qua va bao quan
- Chiét tdch bd bing dung dich HCl IM va sau d6 bang dung dich ethanol
30 % da axit hoa (10 ml/g).

- Ham lugng anthocyanin ciia dich qua, dich chiét tir HCl va dung dich ¢6n
dugc do & bude séng 520 nm giéng nhu cdch ti€n hanh cho cic qua mau do.
Ham luong phenol tdng s6 ciing duge xédc dinh tuong tr nhu cho céc qua mau do.
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5. Két qud
a) Voi dicl qud mau sam hodc ruou vang di:

+Cl]'l‘3l'lg dO mau = A420nm + AS?.Omn

Séc thai mau = A420n/
AiZOnm

+ Luong phenol téng s6 (tinh theo don vi hdp phu ) = A, -4
+ Luong anthocyanin téng s6 = 20 x [A SHQ%'nm —%A?ﬁfm ] , mgfl

+ Luong anthocyanin ¢6 mau da bi ion hod
50>
= 20 x [A 520nm ~ A S2tmm ] » mg/l

+ Ty 1 anthocyanin ¢6 mau so véi lugng anthocyanin tdng s6 %
SO
ASZ(] nm — ASZ(fnm

- | S0
Ali-lgl nm (5 / 3)A 52($nm

=100, %

CH;CHO

+ Lugng anthocyanin bi mat mau do lien ket v6i SO, = A0 — Asyonm

+ Ty I¢ anthocyanin tdng s6 ¢6 mau di hi¢u chinh dusi tic dong cha SO,
80,

CH+COOH
_ ASZ()nm - A53Ilnm
= ) ) % 100
2
As30nm —(5 7/ DA G50m

+ He s6 hod hoc (mitc d cdc chit mau & dang polyme thay thé cho céc

A?
chdt miu & dang mono) = ** 520nm ha -
ASZ(lnm

b) Véi dich qud mau sdng hodc rugu vang trdng:
+ Luogng phenol t6ng s6 (tinh theo don vi hdp phu ) = Ay, = —4

+ Lugng hydroxinnamat téng s& (tinh theo don vi hdp phu) = A4y, - 1.4

+

Luong hydroxinnamat téng s6 (tinh theo mg/! axit cafeic tuong ng) =

- A320nm —-14
= 0.90 x 10 {mg/!)

Luong flavanoit téng s& (tinh theo gi tri do hip phu) =
= [Ass0um = 4]-2/3)%]A 3300, - 1.4]

+

93



Chii ¥

- Luong phenol téng s¢ do duoe & bude séng Aygpnm 12 bao gém ca cdc
chat phi phenol ¢6 trong dich qua va ruou vang

- O pH thép, cdc anthocyanin don gian & dang flavilium ¢é mau 1a nguyén

nhan lam tang do hap phu. Khi xir 1y véi SO,, cdc anthocyanin & dang mono bj
mat mau.

6.8. HAM LUQNG TANIN

1. Nguyén tic

Trong moi trudng axit, tanin bi oxy hod bdi permanganat kali v&i chi thi
mau la indigocarmin. Trudc tién, xdc dinh lugng KMnQy, tiéu hao dé oxy hod tat
ca cdc chdt trong dung dich. Ti€p theo, xdc dinh lugng KMnOy, tiéu hao dé oxXy
hoa cédc chat ¢con lai trong dung dich sau khi dd diing thar hoat tinh dé hap thu
hét tanin. Tir hiéu s6 KMnO, giita 2 14n xdc dinh, tinh duge ham luong tanin ¢6
trong miu phan tich.

2. Dung cu

- Cde 1000 ml.

3. Héa chiit

- Dung dich KMnO, 0,1 N.

- Dung dich axit oxalic 0,1 N.

- Dung dich indigocarmin: hoa tan 6 g indigocarmin vido 1 lit dung dich
axit sulfuric 50 g/f/.

- Than hoat tinh.

4. Tién hanh

- Lay 10 - 50 ml dich qua (luong miu 14y phan tich tuy thudc vio loai qua
hay lugng tanin cé trong dich qua) cho vao c6c 1000 ml, cho 25 ml dung dich
indigocarmin va 750 ml nudc cat. Dung dung dich KMnQ, 0,1 N dé chudn, cho
tir tir dong thai khudy déu cho 16 khi xudt hién mau xanh lo. Tiép tue cho timg
giot dung dich KMnOQ, 0,1N che tdi khi mau chuyén tir xanh 1o sang xanh 14 ma
va cudi cung 12 mau vang. Lugng ml KMnO, 0,1N diing dé chuin 13 n, (ml).

- Kiém tra néng d9 KMnOQ, bing cich thay th¢ luong dich qua dua vio
bang 10 ml dung dich C,H,0, 0,IN chudn va thyc hién giéng nhu trén.
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- Lay 10 - 50 ml dich qua va 5 g than hoat tinh, dun cdch thuy khoang 10 -
15 phiit r6i loc. Dich loc thu vao c6c 1000 ml, rita bd than nhidu 1dn bang
nudce cit g 40 - 50°C. Loc xong, thém nude cit cho di 750 ml. Cho tiép 25 ml
dung dich indigocarmin. Chuan bing dung dich KMnQO, 0,IN dén khi dung
dich chuyén sang mau vang thi dirng. Lugng ml KMnQ, 0,IN ding dé chuin la
n, (ml).

5. Két qud

Ham luong tanin (T, g/!} trong dich qua dugc tinh theo cong thifc sau:
0,042 x(n|, —n,)
Vxa

T= x 1000 , g/i

trong do:

n, - s6 ml dung dich KMnO, 0,1N tiéu hao trong lin ddu chudn tanin va
cdc chat khong phai tanin ¢6 trong dich qua;

n, - 6 ml dung dich KMnO, 0,IN tiéu hao trong khi chudn cdc chat khong
phai tanin c6 trong dich qua:

0,042 - s6 gam tanin tuong tng lml KMnO, 0,1N;

a - s8 ml dung dich permaganat can thi€t dé chuan hét 10 ml dung dich axit
oxalic 0,1N;

V - 56 ml dich qua da 14y dé phan tich.

6.9. PECTIN

6.9.1. Dinh tinh

1. Nguyén tic

Trong cén néu ¢é pectin thi ¢é kha ning tao gel hay xuét hién keo vin duc

hodc c6 két tha. Day 1a phuong phdp don gidn dé nhan biét sy c¢é mit pectin
trong dich qua.

2. Hod chit

- Dung dich ethanol 95 % (v/v) da axit hoa: ding dung dich HCl 1% dé
axit hod con 95 % dén pH = 2,8.

3. Tién hanh
- Ldy 25 mi dich qua, cho thém vao 50 ml han hop ethanol di axit hoa.
- Quan sat kha nang bi duc hay két tha cla hén hop dich.
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4. Két qud

- Né&u thay ¢6 tao gel hodc bi duc ching t6 trong mau phan tich cé pectin.

6.9.2. Binh luong theo phuong phdp pectat canxi

1. Nguyén tic

Trong moi trudng kiém lodng, pectin hod tan s€ giai phéng ra nhém
methoxyl thanh rugu methylic va axit pectic tu do. Axit pectic tu do trong moi
trudng ¢6 mit axit axetic s& k&t hgp v6i CaCl, thanh dang mudi két tha canxi

pectat. Tir ham lugng mudi két tha ¢é thé tinh duge ham lugng pectin c6 trong
méu phan tich.

2. Dung cu

Binh tam giac.

- Gidy loc.

- Tu sdy.

3. Hod chdt

Dung dich NaOH 0,IN.
Dung dich CH;COOH O,1N.
CaCl, IN.

Dung dich AgNO; 1%.

4. Tién hanh

- Lay 20 ml dich qua cho vao binh tam gidc 250 ml, cho thém 100 ml
NaOH 0,1N, dé hén hop trong 7 gi& cho pectin bi x4 phdng hod hoan toan thanh
thanh axit pectic. Sau d6, them vao 50 ml dung dich axit axetic 0,IN va d€ yén
5 pht, thém 50 ml CaCl, IN dé | gi&. Sau d6 dun s6i 5 phuit 16i loc qua gidy
loc da duoe sdy kho dén trong lugng khong déi, rira két tia canxi pectat bang
nude cat néng cho dén khi khong con ton Cl nita (thir nudc rira v&i dung dich
nitrat bac 1%). Sau khi rlra xong, dat gidy loc ¢6 két tha vio coc, can va sdy &
105°C dén trong luong khong dai.

5. Két qud

Ham lugng pectin trong dich qua duge tinh theo cong thic saw:

m, x 0,92

Pectin = x 1000 |, gfi
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treng dé:
m; - khéi lugng can pectat canxi thu duge, g;
0,92 - hé s& chuyén tir canxi pectat sang pectin;
V - 50 ml dich qua di la&y mang di phan tich.

6.10. AXIT ASCORBIC (VITAMIN C)

1. Nguyén tdc

Axit L-ascorbic ¢6 tinh khir manh dugc oxy héa bing dung dich I, véi chi
thi 1a dung dich tinh bot. Diém két thic cha phan tng nhin biét duge nhe chi thi
dung dich tinh bot. Day 1a phuong phdp xde dinh nhanh va cho k&t qua gén diing.

2. Dung cu

L

Binh tam giic, b
3. Hod chdt

- Dung dich H,50,'1:10 hay 180 g/I.

Dung dich I, 0,0IN.

- Dung dich tinh bt 5 gfl. \

4. Tién hanh t;
o
L4y 10 ml dich qua cho vao binh tam gidc 250 ml, cho 5 ml dung dich

H,30, va thém vao vai giot tinh bot, 14c nhe rdi chuidn d¢ bang I, 0,01N 5i khi
bt ddu xuét hién mau xanh.

5. Két qud
Lugng axit ascorbic hay vitamin C dugc tinh theo cdng thic sau:
Ham lugng axit ascorbic = n—xo’—gflﬂggg , g/l

trong doé:
n: s6 ml dung dich I, 0,01 N ding dé chudn dé:
0,88: s8 mg axit ascorbic tuong ing v&i 1 ml I, 0,0IN;
V: s6 ml dich qua da 1ay dé phan tich.
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Chﬁﬁng 7
PHAN TICH NUGC

7.1. CHUAN B] MAU

Dung cu 1ay mau dé€ phén tich cdn duoc rira sach, khir tring. Mai khi 14y
mau, cdn trdng bang miu nuée 2-3 1in. DE phan tich tat ci cdc chi tiéu chia nude
thi cén lugng méu 3 - 5 lit, néu chi x4c dinh cdc chi tieu chinh thi can 1a 1 1ic.

7.2. PANH GIA SO BO

7.2.1. Mui

Lay 100 ml nudc che vao binh tam gidc 250 ml lac manh va nhian biét mui.
C6 the dun néng 16i 40 - 60°C va lic manh dé dé dang nhén bi& mui hon,

Théng thudng nhan xét mili cla nudc 12 mii binh thudmg hodc cé mii la.
Né€u ¢6 mui thi nén ghi rd loai mii vi du: mii clo, mui phenol, mui d4t, mii
théi...

7.2.2. Mau

Xdc dinh mau bing cdch cho nude vao trong cée tring véi chiéu cao nude
trong coc 1a 10 cm. Dat trén nén tring va nhan xét mau. Nhan xét vé mau cin
chi rd mau clia nude: trang, vang, héng.. va cudong doé mau néu cdé.

N€u nude bi duc thi cdn loc trude khi quan sat.

7.2.3. Dé trong

Nudc thong thudng c6 thé trong, duc nhe, duc hoac rat duc. C6 thé xdc dinh
dd duc bang mdy do do duc.

7.3. HAM LUQNG CAN

1. Tién hanh

- Lay chinh xdc tlr 100 - 500 ml nwéc, cho vao khay bing platin di biét
trude khoéi lugng va cho bdc hoi toan bo nudc trong binh cich thuy. Sau day sdy
khay nay trong ti sdy & nhiét do 105°C.
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- Lam ngudi trong binh hdt 4m va can. Chi § can that nhanh vi cin nay rat
dé hit 4m

- Dat khay vao sy lai va sdy ti€p 0,5 gid.

- Lam ngudi va can laj

- Lam tuong ty nhu vay cho t6i khi 2 14n can lién tiép nhau c6 khéi lugng
bang nhau.

2. Két qua
Ham lugng cédn c6 trong nude (mg/l) duge tinh theo cong thite sau :
Cin = %xlooo , mg/i

trong ddé:
m, - khéi luong can duge sau khi s&y tinh theo mg;
V - 56 ml nudce 1ay dé phan tich;

7.4. DO KIEM

Ion HCO; thudng lam kiém hod nudc dac biét 1a trong qud trinh ndu dich
dudmg dudi tdc dung cia nhiét. Phan ing x4y ra nhu sau:
HCO, +H' — H,0 +CO,

Ngwoc lai ion Ca®* (hoac Mg?™) thi axit hod nude nhung sé 1am k&t tha cdc
ion phosphat bac 2 theo phan iing sau:

2HPO,* +3Ca®* —> (Cay(PO,), + 2H*
1. Nguyén tdc

Do kiém cla nude chi phu thude vao ham lugng cic ion bicarbonnat cé
trong nudc. C6 thé xdc dinh do kiém nay bing cdch dinh phan véi axit ¢6 chi thi
12 methyl da cam cho tdi ldc ddi mau. Phan ing xay ra nhir sau:

Ca(HCO;), + 2HCI —* Ca(l, + 2H,0 + CO,
Mg(HCO3), + 2HCl =™ MgCl, + 2H,0 + CO,
2. Hod chit

- Dung dich methyl da cam: Hoa tan 0,5 g methyl da cam véi 1 it con
trung tinh 50 %.
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- HC10,IN.

3. Tién hanh

Lédy 100 ml nudc cho vao binh tam gidc va cho ti€p 4 - 5 giot chi thi metyl
da cam, ding HC1 0,1 N dinh phan cho t6i khi xuat hién mau vang da cam.

3. Két qua

- D¢ kiém clia nudc ¢6 thé tinh hoic theo mg duong luong/! hodc mg CaO/l
theo cong thitc sau:

- B¢ ki€m clia nude (mg duong luong/l) = n. 10.

- Do kiém cia nudc (mg CaO/l) = n. 2,8.
trong dé:

n: s6 ml HCI 0,1N da ding dé chudn.

7.5. PO CUNG CUA NUGC

Nuéc tu nhién chita rt nhiéu cdc ion & ca 2 dang cation nhu H*, Ca®*, Na*,
K*, Fe’* hay Fe™, AI™, Mn*, v cic anion nhu OH™, HCO;", SO,%, CI’,
NO,, SiO;%” . Trong d6 cdc ion nhw: Ca?*, Mg®*, Na*, K*, HCO;™, SO,%, CI”
déng vai trd quan trong anh huéng t6i chat lugng nude dac biét 13 nude ding
trong san xudt bia.

Do ciing ctia nuée gay nen bdi sy ¢6 mat cba cde ion nhir Ca*, Mg?*, Fe?*
va mot s6 ion kim loai khdc c6 trong nude va biéu dién theo do ciing hoic mg
duong luong.

P¢ cimg cla nudc duge quy chudn 6 khdc nhau tuy theo cdc nudc:

- 1F (Phédp) tuong duong véi 10 mg CaCO; trong 1000 ml nude.

- 1°H (Pic) wong duong véi 10 mg CaO hode 14 mg MgO trong 1000 ml
nude.

- 1°E (Anh) tuong duong vé6i 10 mg CaO trong 700 ml nude.

Mot mg duong lugng tuong duong véi 20 mg Ca* (hoac 28 mg CaO hoic
50 mg CaCO3) hodc 12 mg Mg** (hodc 20 mg MgO hoic 42 mg MgCO,) hoac
23 mg Na* (hodc 31 mg Na,0) hoic 39 mg K* (hoic 47 mg K,O) trong 1 lit
nudc,
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Quy  ddi mg duong lugng sang don vi do cimg clia cdc nudc nhu sau:
- 1°F = mg duong lugng x 5.

- 1"H = mg duong lugng x 2.,8.

- 1°E = mg duong lugng x 4.

Quy ddi gifta cdc don vi do ciing nhu sau:

- 1°F=0,56 "H =0,7°E.

- 1"H=1,784°F = 1,25°E.

- 1"E=1,43"F=0,8"H.

G nude ta thudmg sir dung do cimg cha Pric do dé nude duge phan loai theo
do6 ciing (bang 7.1):

Bdng 7.1: Phan loai nude theo dé citng

Loal nide P ciing tutong ing (CF)
Nudc mém 0-5°
Nude tuong dsi mém 5-10°
Nuée cing 10-20°
R4t cing 20 - 30°
Nudc cung khac thudng > 40°

Do cing clia nude gdm:

- Do citng chung gay nén bdi téng luong Ca’t, Mg?*, thudng ndm trong
khodng 10 - 20° .

- D6 cing tam thdi gdy nén boi cdc mudi bicarbonnat ciia céc ion CaZ*,
Mg?*. Khi dun s6i cdc mudi nay chuyén thinh carbonnat v két tia. Do cing
nay thudng nim trong khoang 5 - 157 .

- D6 cimg vinh ciru gay nén bai cdc mudi Ca>*, Mg?* con lai sau khi dun
s01, tHudng 1a cdc mudi cla cdc axit vo co.

7.5.1 Phuong phdp Wartha-Preiffer

1. Nguyén tdc

Dura trén kha ning két tha can cha nude dudi tic dung cua nhiét khi cho du
lugng dung dich chudn NaOH va Na,CO; . Ding axit dé xdc dinh lugng kiém
cdn lai trong dich loc. Can loai bo lugng CO, tu do va HCO4 ™ trude khi xdc dinh.
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2. Hod chat

- HC1 O,1N.

- Dung dich NaOH 0,IN + Na,CO; 0.IN (theo ty 1& 1 : 1), chi pha 14n
trude khi ding,

3. Tién hanh

Xdac dinh dé cing tam thoi

- Lay 100 m] nuée cho vao binh tam gidc 250 ml, thém vio d6 4 - § giot
metyl da cam 0,1% r6i diing HCI O,IN dinh phan dén khi xuit hién mau héng
nhat. Goi s ml da dinh phan la n,.

Xdc dinh do cung chung

+ Sau khi xdc dinh do cing tam thai, dun soi dung dich trong 2 - 3 phut dé
dudi hét axit carbonnic.

- Cho thém vao 40 ml dung dich NaOH G,1N + Na,CO, 0,1N da chuin bi &
trén r6i dun s6i trong 10 phit dé ket tha toan bo lugng Ca®*, Mg?* dusi dang
carbonnat. Lam ngudi dich.

- Dung nude cat dinh mic téi 250 ml réi dem Ioc. Loai bd 50 - 60 ml dich
loc ban dau. Ldy 100 ml va ding HCl1 0,1 N d€ chudn d&n khi d8i mau da cam
sang héng nhat. Goi s6 ml di dinh phan 1a n,.

4. Két qud

- Do cimg tam théi chia nuée duge tinh theo cong thire:

Do ciing tam thoi ("H) =n, x 2,8
- Do cing chung cua nude duge tinh theo cong thiic:
B¢ cimmg chung ("H) = (40 - 2,5 x ny) x 2,8

- B¢ cing vinh vién 12 hiéu s6 giita do cimg chung va d6 ciing tam thi.
trong dé:

n; - s6 ml HCI 0,1 N da diing dé dinh phan khi xdc dinh do cimg tam thoi;
n, - 6 ml HC1 0,1 N da ding dé dinh phan khi xdc dinh do6 ciing chung;
2,8 - 560 mg CaO tuong duong véi | ml HC1 0,1 N.

7.5.2. Phuong phdp Schwarzenback

1. Nguyén tic

Ethylen diamin tetra axetat (EDTA) ciing c6 kha nang tao phitc chét vdi Ca
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va Mg, va phitc chét nay bén vitng hon rat nhiéu so v&i cdc phitc chat clia 2 chi
thi ET hoac murexit vdi Ca va Mg, dic biet 1a tai pH = 10.

Do vay né€u ta dua pH cha miu nudc cdn phan tich dén 10, néu ¢é chi thi
ET hoac murexit thi dung dich ¢6 mau dd rirgu vang (hoiic do cd héi) do sur tao
phtic ctia 2 chit nay vdi Ca va Mg ¢6 trong nudc. Néu thém EDTA vao, thi ban
dau EDTA sé lién két v&i Ca va Mg ty do, sau d6 sé& lay Ca vi Mg dang & dang
lien két v6i cdc chi thi trude, do dé cdc chi thi nay trd vé trang thai ty do, 1am
cho mau cla dung dich trd thanh mau cha chi thi (mav xanh da di hoac mau
xanh tim). Lugng EDTA da st dung chinh bing dé cimg clia nuée.

2. Hod chdt

- Dung dich EDTA 0,IN: Hoa tar 18,613 g EDTA (C,,N,H,,04Na,.2H,0)
c6 khoi lugng phan tir M = 372,254 (g/mol) vao nudc cit, dinh mirc t6i 1 1it réi
dem loc. D€ kiém tra néng d¢ dung dich ndy, c¢é thé chudn lai bing dung dich
hén hop CaCl, va MgSO, 0,01 N. Hén hop nay dugc pha theo ty lé‘3:l. Lay 100
ml hén hgp ndy cho vao binh tam gidc 250 ml, thém vai giot chi thi eriocrom
den, tc manh va dinh phén bing dung dich EDTA vira pha dé€n khi mau dé nhat
chuyén thinh mau xanh da tr&i. Tir lugng EDTA st dung ¢6 thé x4c dinh dugc
néng do EDTA da pha dugc

- Dung dich dém amoniac: Can 2 g NH,Cl] hoa tan véi nude ¢t va cho vao
binh dinh mdc 1 lit, thém vao d6 8,8 ml amoniac 25 %, sau dé dinh mic téi
ngan binh.

- Dung dich chi thi eriocrom den: Can 0,5 g chi thi réi hoa tan bing cbn
96%, chuyén vao binh dinh mic 100ml, thém 10 ml dung dich dém amoniac réi
dinh mifc 16i ngdn binh bing c6n 96%.

3. Tién hanh

- Xdac dinh d cing chung:

+ Ly 100 ml nudc ¢6 do cing nhd hon 14°H (Néu do cing 16n hon thi 14y
50 ml nude cdn xdc dinh véi 50 ml nude cdt) cho vao binh tam gidc 250
ml.

+ Thém 35 ml dung dich dém amoniac.

+ Thém 1 ml chi thi eriocrom den.

+ Dung dung dich EDTA dinh phan téi khi chuyén sang mau xanh da troi.
Chiti ¥: vi sut d6i mau xay ra rit nhanh do dé ldc ddu nén ldy 80 ml nuéc,
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chudn nhanh cho 16 khi déi mau, sau d6 thém 20 ml nuéc cdn lai va
chudn that cham cho t6i lic dung dich d8i mau. S6 ml dung dich EDTA
dd dinh phén la n,.

- Xdc dinh d6 ciimg vinh vién:

+ Ldy 500 ml nuéc cho vao binh cdu 1 it ri dem can d€ bi&t trong lugng.

+ Sau d6 ndi sinh han khi va dun séi khoang 1 h.

+ Lam lanh binh t&i nhi¢t do phong, lau kho va dem can lai. Sau khi can
thém nudc cit dé sao cho dat duge trong lugng ban diu.

+ Dem loc k¥, 1dy 100 m! nude dé xdc dinh do cing theo céc budc tuong
ty nhu trén. S6 ml dung dich EDTA d3 dinh phén 1a n,.

4. Két qud
- B citng chung clia nudc duge xdc dinh nhur sau:
Do ciing chung ("H)=n, x 2,8
- B¢ cimg vinh vién ("H)=n, x 2,8 x 5
" Do cimg tam thdi bing hiéu gidia do ciing chung va 46 cing vinh vién
trong dé:
ny, ny - sd ml EDTA d3 ding dé dinh phan;
2,8 - 56 mg CaO tuong 1ng v&i | ml EDTA 0,IN.

7.6. CANXI
7.6.1. Dinh tinh
1. Nguyén tic

Trong dung dich amoniac hodc axetic, canxi lién két v6i oxalat va tao két
tha trdng. Két tha hoa tan trong dung dich axit manh va khong tan trong dung
dich axit axetic.

2. Tién hanh _

- L4y 10 ml nuéc, cho vai giot axit axetic dam dac va vai giot dung dich
oxalat ammoni bao hoa trong diéu kién lanh.

3. Két qud

- Néu lugng Ca I6n thi s€ c6 mot I6p két tla min mau tring.

- Néu lugng Ca khéng nhiéu thi chi tao cin sau khi dun néng hodc dé tinh
thai gian dai.
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7.6.2. Dinh lugng theo phuong phdp chudn dé complexon HI

1. Nguyén tdc

Phie chat Ca va Mg v6i EDTA, erichrom den T hay murexit (khong ¢6
ciing d6 bén vimg. Thudng thi phic cia Ca-EDTA bén hon phiic ciia Mg-EDTA.

Tuy nhién & pH = 12, phitc EDTA-murexit kém bén hon phitc EDTA-Ca nhung
bén hon so véi phiic EDTA-Mg.

Trong diéu kién nhu vay, tai pH = 12, murexit, ¢c6 mau xanh tim & trang
thdi khang lién két, s€ phan huy va chuyén sang mau dé boi phitc EDTA-Ca, ma
kKhong phai bdi Mg-EDTA. Nhu vay n€u dua nude vé pH = 12, va chudn bing
EDTA c6 mat chat chi thi 1 murexit thi c6 thé xdc dinh dugc riéng lugng Ca ¢
trong nudc.

2. Hod chdt

- Dung dich NaOH 30%,
- Dung dich chi thi murexit.
- Dung dich EDTA 0,IN.

3. Tién hanh

- L4y mot lugng miu nudc, bé sung thém dung dich NaOH dé c¢6 pH=12
(thudng chi cin 0,2 ml dung dich NaOH 30%).

- Cho 1 ml dung dich murexit vita méi pha.
- Ding dung dich EDTA dé dinh phan cho t6i khi chuyén sang mau xanh da trdi.
- Chi §: Cin thuc hién nhanh chéng dé tranh hién tugng tao két tha Ca(OH),.
4. Két qud
- Ham luwong CaQ c6 trong nudc duge tinh theo cong thiic sau:
CaO=nx2,8x 10, mg/!
trong do:
n - s6 ml EDTA di diing d€ dinh phén;
2,8 - s6 mg CaO tuong tng vdi 1 ml EDTA 0,IN.

7.7. MAGIE

7.7.1. Dinh tinh

1. Tién hanh

- Lay 10 ml, cho 0,2 ml dung dich titan vang (methylbenzothiazol) 1 % v
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1 giot NaOH 10%. Néu c6 Mg trong nudc s& c6 mau tir dd téi nau tuy theo
lugng Mg c6 trong d6. Phuong phép nay c6 thé dung dé phat hién luong Mg rat
nho, khoang 0,5 mg/! ngay ca khi trong nude ¢é chita ham lugng canxi cao.

7.7.2. Dinh luong

Sau khi di xac dinh d¢ ciing chung va lugng canxi theo cdc phuong phdp
néu trén, ¢6 thé tinh todn lugng Mg nhu sau : -

mg duong lugng Mg = mg duong luong do cing chung — mg duong lugng Ca
Lugng MgO (mg/l } = mg duong lugng Mg x 20
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PHAN 2
PHAN TiCH SAN PHAM LEN MEN

Chuong 8
KIEM TRA DICH LEN MEN BIA VA BIA THANH PHAM

8.1. KIEM TRA DICH PUONG VA DICH LEN MEN BIA
8.1.1. Xdc dinh ty trong dich duing

Treng vong mdt gié sau khi 1dy mau phai x4dc dinh ty trong dich dudng rai
20 + 0,02°C, ké1 qua 14y S s& sau diu thap phan, TY trong ¢6 thé xdc dinh theo
hai phuong phap:

- Ty trong k€ xdc dinh ty trong cla dich dudng & 20°C.

- Binh ty trong (xem phan 2.4).

8.1.2. Chdt hod tan

Tu gid tri ty trong cia dich duwdng tra phu luc 1 (Bdng tra ham hiong chdt
kho hoa tan theo ty trong cia dich, Goldiner va Klemann) ta duge ham lugng
chdt hoa tan trong 6.

8.1.3. Nito tong so

1. Muc dich

Xdc dinh ham luong nito téng s6 trong dich dudng bing phwong phip
Kjeldahl. Phuong phap duge ap dung cho moi loai dich duong.

2. Nguyén tdc

Xem phan 1.3.

3. Dung cu

Xem phdn 1.3.

4. Hoa chdt

Xem phdn 1.3.

5. Tién hanh .
Dung pipet 1dy 20 mi dich dudng vao binh Kjeldahl. Cho 2 - 3 ml axit
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sulfuric dam dac vao. Nén cén, cho thém chat chéng tao bot (n€u cdn). Cho boc
hoi nhe cho dén khi gan nhu khoé hoan toan.

Thém vao 20 ml axit sulfuric ddm dac va 10 g chat xic tdc, hoa tan hoan
toan va ti€n hanh chung cat giong nhu da trinh bay & phdn 1.3 (sir dung H,50,
dé thu nhan NH;).

6. Két qud

Tinh ham lugng nito téng s6 trong dich dudng theo cong thite:

N, = 2142 1000, mg/l
trong dé:

n - s6 ml H,SO, 0,1N diing dé chudn do;

V - thé tich miu phan tich, ml;

1,42 - 56 mg nito ing v&i 1 ml H,S0, 0,1N,

1000 - hé s6 chuyén thanh lit.

8.1.4. Mau ctia dich duonmg bdng phuong phdp quang pho

Xdc dinh mau dich dudng bing phwong phip quang phé. Ap dung cho moi
loai dich dudng diing trong san xuét.

1. Nguyén tdc

Po d6 hidp thu cha dich duong & budc séng 430 nm. Mau dich dudmg tinh
theo don vi EBC bang d¢ hdp thu nhan vdi he s& pha lodng.

2. Dung cu, héa chdt .

M4y quang phé do dugc d6 hdp thu 430 £ 0,5 nm, cuvet 5, 10 mm.

B& loc mang 0,43 pm,

Bot trg loc Kieselguhr (diatomit).

3. Tién hanh

- Pha lodng miu d€ do d6 hip thu & 430 nm ndm trong gi6i han cla mdy
quang phd. C6 thé ding cuvet 5 hoae 10 mm dé do. Diing cuvet 5 mm c6 uu
di€ém néu bia d4m mau khong cin pha lofng.

- Miu dwgc loc bing bd loc mang, néu do duc cliia miu pha lodng nhd hon
1 don vi EBC thi c6 thé bd qua cong doan niay. Néu cdn thiét cé thé loc dich
dudng bang bot trg loc Kieselguhr (1 g/l) trude khi loc mang.

- bat mdy quang phé budc séng 430 nm + 0,5 nm. Chinh mdy vé 0,00 bing
nude ¢it trude khi do miu. Trang cuvet v d6 ddy miu dich dudng. Do do hap thu.
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4. Két qud
Mau cla dich dudng khong pha loang (don vi EBC) = A . f. 25 hoac A.f.50
trong do:

A - do hap thu & 430 nm do trong cuvet 10 mm hodc 5 mm;
f - hé s pha loang.

8.1.5. P nhot

1. Muc dich

Xde dinh do nhét cla dich dudng sit dung nhdt ké 6ng mao dén thily tinh.
Phuong phdp ding cho mei loai dich dudng. Cdn phan tich trong vong 50 phiit
k€ vir khi bit ddu loc dich dudng.

2. Nguyén tdc

Xdc dinh d9 nhét & 20°C bing nhét k& dd duoc hiéu chudn.

3. Dung cu

- Nhdét ke hodc Ostwald.

- Binh 6n nhiét, 20,0 + 0,05°C.

- Béng hé bam giay 0,2 s.

4. Hod chat

- Dung dich dudng sucroza 20% (m/m).

5. Tién hdanh

- Hiéu chudn: Hiéu chudn dung cu do d6 nhét theo chi din, dam bao thuc
hién & nhiét do khong déi 20°C. Kiém tra do chudn clia dung cu bing cach do
do nhdt 6 20°C cila nude = 1,002 mPa.s, 46 nhét cha dung dich dudng sucroza
20% (m/m) = 1,945 mPa.s.

- Chudn bi miu: Loc trong dich dudng, ddm bao khéng con bt ky hat can
nhoé nao.

- Tién hanh do: d6 ddy dich dudng vio nhét k€ va do do nhét theo chi dan.
Lap lai thi nghiém nhiéu l4n va 18y gi4 tri trung binh.

6. Két qua

Tinh d6 nhét cha dich theo mPa.s theo céng thic duge dua ra tuy thiét bi sir
dung.
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8.1.6. B¢ ddng cua dich duong

1. Muc dich

X4c dinh cdc chat dang, chi y&u 1a cic axit iso-alpha cé trong dich dudng.
Ap dung cho moi loai dich dudng.

2. Nguyén tdc

Céc chit dang duge trich Ty tr dich dudng di axit hod bang iso-octan, sau
dé xdc dinh bang phuong phap do quang phd.

3. Tién hanh

Hiit 5 m! dich duong va 5 ml nude vao 6ng ly tam 35 ml. Sau dd tién hanh
twong ty nhu xdc dinh d¢ dang trong bia (phin 8.2.6).

4. Két qua
Don vi dang (BU = Biterness units) = 100 . Ayps

trong d6: A,ss- d0 hap thu & budc séng 275 nm.

8.1.7. Polyphenol

I. Muc dich

Xdc dinh ham lugng polyphenol téng s& trong dich dutng hoac bia bing
phuong phap quang phé. Phuong phédp nay 4p dung cho moi loai dich duong.

2. Nguyén tdc

Cic chat polyphenol phan tng véi céc ion sét trong dung dich kiém. Po do
hap phu clia dung dich mau dé ¢ 600 nm, so vdi miu trang.

3. Tién hanh

Céc budc ti€n hanh phan tich twong ty nhu phdn 8.2.7: xdc dinh polyphenol
tong s6 trong bia,

8.1.8. D¢ lén men, khd ndng lén men

1. Muc dich

Xdc dinh do lén men biéu kién cha dich dudng 1én men bing ndm men.
Phuong phdp dp dung cho moi loai dich dudng.

2. Nguyén tic

Vo hoat hé enzym amylolytic (nfu c6) trong dich dudng & nhiét d6 cao.
Lam ngudi dich dudng va l1én men véi ndm men. Do 1én men cua dich duong
duge xac dinh bing su bién ddi ty trong cila dich trong qud trinh lén men.
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2. Dung cu

Binh tam gidc 500 ml ¢6 ndp day.

May lac, mdy khudy tir.

- Phéu loc, gidy loc.

3. Hod chdt

- Ching nfm men di duoc tuyén chon. Méi ching nfm men ¢ thé cho
nhiing ké&t qua khac nhau.

4. Tién hanh

a2 . kg
Chuan bi mau:

Pé c6 két qua 1ot nhét, dich dudng ding dé lén men nén ¢6 1y trong la
1,025. Dé vé hoat enzym diastaza, nhanh chéng can khéi luong 300 - 400 ml
mau va dun 56i trong 5 phiit, 1am nguéi v thém nudc cdt d€ dat khdi lugng ban
dau. Gan lay phin dich trong, réi loc qua gidy loc.

a) Phuong phdp thong thuong

Xac dinh ty trong clia dich dudng ban ddu & 20°C (d,). Liy 200 ml vio
binh 500 ml, them 15 g ndm men sita d4 rira sach bang dich dudng miu va day
nap chat. Pat binh lén may ldc, lic lién tuc 1am sao gilt ndm men & dang huyén
phu, trong 24 gi&y, 25°C £ 1°C.

Loc mot nira s& mau, day phéu dé tranh bay hai, va do ty trong & 20°C. Léc
tiép phdn con lai trong 24 gid¥ nlta va xdc dinh ty trong (d,).

b) Phuong phap 1én men nhanh

Xéc dinh ty trong clia dich dudng ban ddu & 20°C (d,), 14y 300 - 400 ml
dich dudng cho vao binh 500 ml, cho ti€p 30 g men sita vao va lic véi van ¢
100 - 150 vong/phiit, day binh bing gidy nhom. Sau 6 gi¥ 14y mot phin dich lén
men va x4c dinh ty trong cla dich loc & 20°C. Phin con lai ti€p tuc cho lén men
1 gi¢r nita dé khang dinh dich da 1én men hoan toan (d,).

5. Két qua

(Tinh theo EBC}

Déi gia tri ty trong ban diu (d;) va cudi cling (d,) thanh phdn tram khdi
fugng thé tich (g trong 100 ml) bing cdch tra phu luc 1| (Bdng tra ham lugng
chat kho hoa tan theo ty trong cua dich (Goldiner va Klemann)
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D¢ lén men biéu kién dugc tinh theo cong thite:
(E, -E;)

Do 1&r men biéu kién (%) = x 100

trong dé:
E,| - lugng ch.t hoa tan (g) trong 100 ml dich dudng trude khi 1én men;
E, - lugng chét hoa tan biéu kién (g) wong 100 ml dich dudng d3 len men.
- Do 1en men thue = D6 1én men biéu kién x 0,81.
- Tinh kha nang 1én men:
Kha nang lén men biéu kién (%) = (4, -dy).100
d, —1000
d, - ty trong cla dich dudng trude khi 1én men;
d, - ty trong cua dich dudmg saun khi 1én men;
Kha nang léen men thuc = kha ning 1n men bidu kién x F
F = 0,819 d6i véi dich dudng hoic xird dich duong;
F = 0,857 d6i v6i dich glucoza hoidc dudng nghich dao.

8.2. KIEM TRA BIA THANH PHAM
8.2.1. Nong do ruou va chdt hoa tan ban ddu
1. Muc dich

Xdc dinh ham lugng chit hoa tan thuc va ham luong cdn cla cic loai bia
ving va bia den bing cdch chung cét v xdc dinh ty trong. Xdc dinh ham lugng
chdt hoa tan ban ddu dya vao ham lugng chét hod tan thuc va ham lugng cén.
Xdac dinh ham lugng chét hoa tan biéu ki€n bing cich do ty trong cla bia.

Phuong phap duge 4p dung cho cdc loai bia ving, bia den nhung khéng
dung cho cédc loai bia khong cén hodc ¢é d6 cén thip. Gi4 tri do dugc c6 thé co
sai s do cdc axit bay hoi trong qud trinh chung cdt.

2. Nguyén tdic

Chung c4t bia, xdc dinh ty trong 20°C/20°C clia dich cat. Xdc dinh ty trong
20°C/20°C chia phén dich chung c4t con lai san khi can hoan lai treng luong ban
déu. Xdc dinh ty trong ciia bia da loc 20°C/20°C. Va slr dung céc cong thiic tinh todn.

3. Hod chat

- Nudc cit.
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4. Dung cu

- Binh tam gidc 750 ml.

- B& cét cdn don gidn ¢é binh
cat dung tich 300 - 500 ml.

- Binh ty trong.

- Phéu va giay loc.

- Binh én nhiét 20°C + 0,05°C.

- Can phan tich, do chinh xic
0,0001 g.

Hinh 8.1: BS chung cat con don gidn:

5. Tién hanh 1. binh chita dich thi nghiém: 2. binh
- Chuin bi méu: chita dich ngung tu (dat trong nude da);
' 3. sinh han nudc; 4. bép

+Loai CO, bang cich lac
300 + 500 ml bia trong binh 750 ml & nhiét do 17 = 20°C.

+ Loc bia,

- Chung cét:

Can 100 g (+ 0,1 g) bia vao binh c4t (1), bd sung 50 ml nudce cét. Lip vao
bo cdt con (hinh 8.1). Chi ¥: ddu ra clia 6ng ngung phai dudi khodng 5 ml nude
cét trong binh thu dich cét (2). Bat b&p dé bt ddu chung cat cén. Khi thu dugc
80 - 90 ml dich c4t thi ngimg chung cit.

- Lam nguoi phdn dich con lai sau chung c4t (trong binh 1) va thém nudc
cat d€ dat 100 g, khudy déu, xdc dinh ty trong 20°C/20°C, ky hiéun dgg.

- Xdc dinh ty trong 20°C/20°C cia bia di loc, k¥ hiéu dg,.

6. Két qud

a. D€ xdc dinh ham lugng cdn ¢ thé dung hai cdch:

- Tir ty trong d, cha dich cat, tra phu luc 9 (Bdng tra do rugu % (viv) theo
1y trong ciia dung dich ethanol ¢ 20°C). Néu nhiét d¢ dung dich khdc 20°C thi
hi¢u chinh theo phu luc 10 (Bdng hiéu chinh t3 trong vé 20°C, d < I).

- Hodc tinh theo cong thitc sau:

Ham Iuong cdn A = 517,4(1- dy) + 5084(1 - d,)) + 33503(1- d,.)°, % (m/m).

Ham lwong con cla dich cat chinh 1a ham luogng c6n ciia bia.

Pé chuyén déi tt % (m/m) sang % (v/v) st dung cong thiic:
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Ham lu dn A % =
am luong cén o (viv) 0791

trong dé:

dga - ty trong cia bia di loc;

0,791 - ty trong cia ethanol & 20°C/20°C.

b. D¢ x4c dinh ham lugng ch4t hoa tan thuc c6 thé dung hai cch:

Tir ty trong dgg, tra phy luc 1 hogc tinh theo cong thirc sau:

Eg = - 460,234 + 662,649 dgp ~ 202,414 %z , % (m/m)

c. B¢ xdc dinh ham luong chét hoa tan bidu kién E, % (m/m) c6 thé xdc

dinh bang hat cdch:

- Tir gid tri ty trong clia miu bia lgc, dg,, tra phu lyc [ hodc tinh theo cong

thic:
Ea= = - 460,234 + 662,649 dg, — 202,414 d%¢,
- Ham lugng chat hoa tan ban ddu clia dich dudng tinh theo céng thiic:
2,0665.A +Ey
= ——— = %100
100+1,0665.4 00 %
trong dé:

Eg - hdm lugng chét hoa tan thue cla bia (% Plato);

A - ham lugng cén cha bia % (theo kh6i luong);

P - ham lugng chédt hoa tan ban ddu cta dich dudng (% Plato);

2,0665 - lugng gam chat hoa tan thyc t€ dé tao ra 1 gam rugu etylic khi lén
men;

1,0665 - lugng CO, (0,9565 g) va men (0,11 g) thu duoc khi [én men 2,0665
g chit hoa tan.

8.2.2. Nong d6 rugu trong bia khong cén hodc do con thdp

Xéc dinh ham lugng cén trong bia bing phuong phap phan tich enzym. Ap
dung cho cdc loai bia sau khi dd pha lodng thanh bia khong ¢én hodc do cén
thdp. Mau phan tich phdi ¢6 ham lugng ¢6n ndm trong pham vi 0,005 — 0,06 g/l
(tuong iing véi néng do 0,00063 - 0,0078 % (v/iv)).

Theo dinh nghia clia Anh, bia khéng c6n 12 loai bia c6 chita ham lugng cén
dudi 0,05% (v/v) hay 0,04% (m/m) va bia ¢6 do c6n thdp 1A loai ¢6 ham luong
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¢6n dudi 0,5% (v/v) hay 0,4% (m/m). Vi loai bia khong cén, nén pha lodng 10
ldn truée khi phan tich, con vdi loai do cén thdp thi nén pha loiang 100 14n dé
phin tich.

I. Nguyén tdc

Piu tién oxy hod ethanol thanh axetaldehyt bing nicotinamit adenin
dinucleotit (NAD™) khi cé alcohol dehydrogenaza. Mic dit can bing phan ung
nay khéng thuin l¢i, nhung né xay ra hoan toan néu loai bd axetaldehyt, Oxy
hod axetaldehyt thanh axétat bing NAD" véi enzym aldehyt dehydrogenaza.
NAD" trong ca 2 phan img déu bi khir thanh NADH va duge x4c dinh bing céch
do d6 hip thu & budce séng 340 nm. Ham luong ethanol tinh dya vao hé s6 hip
thu phan tir gam coa NADH & 340 nm.

2. Dung cu

M4y quang phé c6 thé do & budc séng 340 nm.

Cuvet 1 ¢cm bing thuy tinh hoidc nhia diing 1 Idn, dung tich 4 ml.

Pipet 3 va 10 ml. -
Micropipet 0,1 ml; 0,05 ml.
Binh dinh mitc 100 ml.
Binh tam gidc 250 ml.
3. Hod chat
B¢ hod chit Boehringer (Boehringer Mannheim GmbH), bao gém céc hod
chdt sau (bao quan & 4%y

3a. Dung dich dém phosphat kali pH = 9,0.

3b. Vién cé chita 0,4 mg NAD va enzym aldehytdehydrogenaza véi hoat do
0,8U. Thém 1 vién vao 3 ml dung dich dém phosphat kali vd khuay nhe dé hoa
tan. Méi mét miu va méu tring cdn 3 ml dung dich nay, pha ngay khi sir dung
hoac bao quéin 4°C trong 1 ngay.

3c. Enzym alcohol dehydrogenaza hoat 4o 1200 U trong 1,6 ml.

4. Tién hanh

- Chudn bi mau:

+ Di€u chinh nhiét d¢ bia d&n 20°C, loai khi béing cdch l4c binh. Pha lodng

bia khong c6n 10 lan. Hiit 10 ml miu v2o binh dinh mitc 100 ml va dinh muc
bang nudc cat.
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+ Pha loding bia ¢6 d¢ con thap 100 lin bing hai ldn pha loang 10 14n. Liy
10 m! méu vao binh dinh mitc 100 ml, dinh mdc bing nudc cil, ti€p tuc pha
lodng hai 1an. Chi y do pha loang trén chi 4p dung cho nhitng miu cé ham
lugng ethanol gin 0,05% va 0,5% (v/v), néu néng d6 thap hon thi pha lodng it
hon.
- Mau thuyc: Lay chinh xdc 3 ml dung dich 3b va 0,1 ml mdu di pha lodng
vao cuvet, khudy bang diia sach, tranh khong dé nhiém vi sinh vat vio cdc mau.
- Miu tring: Chudn bi giéng nhu miu thyc, nhung thay miu bia bang nuéc
cAt.
- D& yen 3 phiit r6i do do hap thu clia mau thyc va miu tring tai bude séng
340 nm, A, vd Ay,
- Thém 0,05 ml dung dich 3¢ vao cde méiun. Khudy déu, dé yén 10 phut va do
do hdp thy & bude séng 340 nm, A, va Ay,
- Tinh chénh léch d¢ hdp thu cla mdu thuc DA, va ciia miu tring DA,
DA, = Ay, — A,
DAy = Agp, — Ay,
- Chénh léch do hap thu t6ng s& (DA)) bing hiéu s& giita chénh léch d6 hip
thu cia méu thyc (DA,) va chénh léch d¢ hdp thu cla miu tring (DA,):
DA, = DA, - DA,
5. Két qua
Ham lugng ethanol trong mau bia tinh theo cong thiic:

A 3,15x 46,07 x DA, x F
T 6300xLx0,1x2

=0,1152x DA, xF

trong dé:
DA, - chénh lech d6 hdp phu 16ng s6;
F - d6 pha loing mau ban ddu (thudng 13 10 hoic 100);
L -dingcuvet cmthiL =1 cm;
2 - tir 1 mol ethanol tao thanh tir 2 mol NADH
0,1 - thé tich mAiu d4 pha loiing, ml;
3,15 - thé tich cubi clia cdc chat phan wng, ml;
6300 - hé s hap thu phan tir lugng cua NADH tai 340 nm, lit/mol/cm;
46,07 - phan tir lugng cua ethanol.
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Chuyén déi sang % (v/v) hoic % (m/m) theo céng thitc:
—_c
.0,78816x 10

c
0,99715x10xd

% (viv) =

% (m/m) =

trong dé:
d - ty trong biéu Ki&n ctia miu bia;
10 - hé s6 chuyén déi g/! thanh g/100 ml;
0,7881 - ty trong cia ethanol & 20°C, g/ml;
0,99715 - ty trong clia nude ¢ 20°C, g/ml.
Cha y:
- D4y ndp cuvet chita miu trong thdi gian chd va trong khi do do hdp thy.
- Céc hod chdt bao quan & 4°C, c¢in diéu chinh 1@ 20°C trude khi diing.
- Kiém tra d¢ chinh xdc cha phuong phdp bing cach do néng do ethanol
ctia dung dich 0,05% (v/v).
8.2.3. Nito téng
(Xem phén 8.1.3).
8.2.4. D¢ nhot
Xéc dinh do nhét chia bia bang nhét k&. Ap dung cho cdc loai bia.
Céc budc ti€n hanh va tinh todn két qué tuong ty nhu phin §.1.5.
8.2.5. Po mau
a) Phuong phdp quang phé: xem phin 8.1.4,
b) Plucong phdp chudn dé iot:
I. Héa chdt
- Dung dich I, O,IN.
2. Tién hanh
- LAy 150 dén 200 ml bia cho vao binh tam gidc 14c & nhiét do 17 - 20°C
cho dén khi ngimg tdch khi. Loc qua gidy loc di biét trude trong lugng khd.
- Diing 6ng dong cho vao c6c thly tinh 100 ml nudc cit va mét ¢Sc khic

100 ml bia. D€ 2 c6c trén nén da tring, quan sit mau tir trén xudng. Ding
micropipet nho that tir tir dung dich I, 0,1N vao c¢dc nude cit vira nho vira diing

117



diia thuy tinh khay déu cho dén khi mau cda dung dich trong 2 cé¢ nhu nhau.

- Lap 2 - 3 1an thi nghiém, chénh léch gita c4c l4n khong nén qud 0,15 ml
dung dich I; 0,1N cho 100 ml nudc cét.

3. Két qua

- D% mau ctta bia duoce tinh bing s§ ml dung dich I, 0,1N da them vao 100
ml nudc cat. Lay két qua trung binh ciia cdc ldn thi nghiém lap, tinh chinh xdc
dén 0,01 ml. Pay la cach biéu thi d mau cua bia theo thang diém Brand.

Hién nay theo quy chudn cho phép thi thudng ¢6 ba loai bia:

- Bia vang: twong ¢ng 0,6 - 1,0ml I, 0,1 N.

- Bia nau tvong tng 1,0-2,5ml1 1, 0,1N.

- Bia den: tvong ting 4 - 8 ml I, 0,IN.

Hién nay ngudi ta thudng bi€u dién d¢ mau bing don vi EBC. D€ chuyén
d6i don vi mau s6 ml I, 0,1N va EBC ¢6 thé sir dung cong thic sau:

2
Do mau tinh theo mi I, 01N = —2C 4 [ EBC
18 36
8.2.6. o ddng
(Xdc dinh bang phuong phdp so mau - Spectrophotometric method = IM)

Xdc dinh cdc hgp chat dang cla bia, chii y&u 13 iso-a- axit. Phuong phép ¢6
thé diing cho moi loai bia di loc. Bia duc phai duge 1am trong bing mdy ly tam.

Céc ket qua chi ¢d gid trj néu bia khong chita nhimg hgp chét sau: n-heptyl-
4-hydroxybenzoat, saccarin, axit xalicylic, axit sorbic. Vi cdc hgp chat nay
duge chiét ra bing iso-octan va do do hdp thu & 275 nm.

1. Nguyén tic

Céc chat dang trong bia dugc chiét sé bi axit hod bing iso-octan. Sau khi ly
tam, d6 hdp thu cia 16p iso-octan duge do tai bude séng 275 nm, so vdi 1 miu
iso-octan tinh khiét.

2. Dung cu
- Quang phd k&€ UV, cuvet silica 10 mm.
- May ly tam, van hanh vdi t6¢ do 3000 vong/phiit.
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M4y léc tron, bién do dao dong 2 - 3 cm,
Hat hinh ciu thuy tinh.

Pipet, 0,5 ml, 10 ml va 20 ml.

3. Hod chdt

Iso-octan (2,2,4-trimetyl pentan) diing cho mdy do quang phd UV, do hdp
thu clia dung moi nay phai duéi 0,010 khi do & 275 nm trong cuvet 10 mm, hiéu
chinh bing nuédc cat.

- Axit HCl 6 M.

4. Tién hanh

- Loai b6 CO, trong cidc méiu bia nhung khong dé mét bot va chinh nhigt
do t6i khodng 20°C trude khi phan tich. Dung pipet 14y chinh xdc 10 ml miu
vao dng ly tdim. Thém 0,5 ml HCl, tiép theo la 20 ml iso-octan va 2-3 hat thuy
tinh. Van nép chat, lic &ng trong 15 phit & 20°C + 1°C, dung mdy lic wrdn dat &
130 £+ 5 vong/phit. Ly tam trong 3 phiit & 3000 vong/phit. Do d¢ hap thu cla
16p iso- octan & 275 nm so v§i iso-octan tinh khiét.

5. Két qud
Pon vi d¢ ding (BU) = 50. Ay4s,
trong dé:
Ayqs - d0 hép thy & 275nm so vdi iso- octan tinh khiét.
8.2.7. Polyphenol téng s6
(Phuong phdp quéc té€ —IM)
1. Muc dich

X4c dinh ham lugng polyphenol tdng s6 c6 trong bia bang phuong phéap
quang phd. Phuong phidp nay c6 thé 4p dung cho moi loai bia.

2. Nguyén tdc

Xir 1y méu véi dung dich cacboxymetyl xenluloza va EDTA. Phan ting cla

cic polyphenol vdi cdc ion sdt trong dung dich kiém. Do d9 hdp thu & 600 nm
ctta dung dich mau do so v4i miu tring.

3. Dung cu
- M4y quang phd.
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Cuvet 10 mm.

Miy ly tam.

Binh dinh mic ¢6 niit mai 25 ml, 50 ml, 100 ml, 1000 m}.
Pipet chia d¢ 0,5 ml; | ml; 10 ml; 25 ml.

4. Hod chdt

- Hén hop carboxymetyl xenluloza/axit ethylendiamintetraaxetic {CMC/
EDTA}. Thém tir tir 10 g Na-CMC va 2 g Na,-EDTA vao 500 ml nuéc, khudy lién
tuc. Khi di hoa tan cdc chét, dé yén 1 - 3 h. Sau d6 khudy hoac diing mdy déng
hod dé hoa tan hoan toan, réi chuyén vao binh dinh mic 1 lit va dinh muc bing-
nude cat. C5 thé ly tam dé 1am trong dung dich. Dung dich diing trong 1 théng.

- Dung dich chita ion sat Fe**. 5.6 g/l . Hod tan 3,5 g xitrat sat amoni xanh
(16% sat) véi 100 ml nudc, dung dich phai hoan toan trong, pha dung dich ding
trong tudn.

- Dung dich chia amoniac, pha lodng 100 ml amonac dam dac (d = 0,92
g/ml) v&i nude cat thinh 300 mi.

5. Tién hanh

- Chuin bi mau: Lic dé loai bé khi CO, trong bia. Ly tam lam trong bia
(dich dudng), khong ding cédch loc. Pidu chinh nhiét do bia tdi 20°C.

- Mau thyc:

+ Lay 10 ml bia (dich dudng) va 8 ml hdn hgp CMC/EDTA vio dinh mic
25 ml, day nép, lic k§.

+ Thém 0,5 ml dung dich chifa ion sit vao miu phan tich, tic déu. Them
0,5 ml dung dich amoniac va lic déu. Dinh mifc t8i 25 (hodc 50 ml néu cdn pha
loang khi miu ¢6 ham lugng polyphenol > 400 mg/) véi nudc cat, 1lic déu. Sau
10 phait, do d6 hdp phu & 600 nm, phai didm bao dung dich do trong.

- Miu tring:
Hoa 10 ml bia (dich duéng) va 8 m!| CMC/ EDTA trong binh dinh miic 25

ml (hodc 50 ml). Thém 0,5 ml dung dich amoniic, tic déu. Dinh mitc bing nuéc
cit. Dé yen trong 10 phut va do d6 hdp phu. Pam bio dung dich do phai trong.

6. Két qud
Tinh ham lugng polyphenol theo cong thifc:
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P = A.820.f
trong dé:

P - ham lugng polyphenol (mg/!);

A - do hap phy & 600 nm;

f - hé 50 pha loang (= 2 néu pha lodng tGi 50 ml).

8.2.8. Flavanoit

Xdc dinh ham lugng cdc chat flavanoit trong bia hoZc dich dudmg bing
phuong phdp quang phd, 4p dung cho céc loai bia kiéu Pilsner, bia dugc phan
tich phai ¢6 ham lugng flavanoit trong khoang 3,0 — 200 mg/! tinh theo
(+) catechin. Néu ham lugng flavanoit cao cidn pha lodng bia hon 10 ldn.

1. Nguyén tdc

Trong mdi trudng axit, chromogen p-dimetyl aminocinnamaldehyt phan
ting vdi cdc flavanoit nhu (+) catechin thanh cdc chdt cé mau.

Phuong phdp nay cho phép dinh lugng catechin va proanthocyanidin, ma
khong tinh dén cac flavanol va flavanol glycozit.

Hoa trén bia da pha lodng vao dung dich axit chromogen va xdc dinh cic
chit mau tao thanh bing cdch do dé hap phu cia hdn hgp & bude séng 640 nm.
Néng do cac flavanoit x4c dinh theo gi4 tri trung binh ciia dudng chuédn do bing
{+) catechin, do d6 két qua thu duge s& quy vé (+) catechin.

2. Dung cu

M4y quang phé va cuvet thuy tinh 10 mm.

6ng dong 250 ml.

Binh dinh mic 100 va 500 ml.

Pipet 1, 5 va 10 ml.

Binh tam gidc 1000 ml.

3. Hod chdt

Axit chlohydric ddm dédc, d = 1,19.

Methanol.

p-Dimetylaminocinnamaldehyt 98%.

Dung dich chromogen 1 g/l. Hoa tan 500 mg p-dimetyl aminocinna-
maldehyt trong hén hop gbébm 125 ml axit chlohydric dam dac va 350 ml
methanol (da 1am ngudi trude). Pha loing dung dich t6i 500 ml bing methanol.
Dung dich dung trong 1 tudn va bao quén trong binh t5i mau.
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4. Tién hanh

- Chuin bi mau: Diéu chinh nhiét do bia vé 20°C. Loai khi trong bia bing
cich lﬁ]c binh chita bia, liic d4u lic nhe, rdi 14¢ manh din cho tSi khi bia h&t khi.
Khong loai bo khi bing cdch loc vi gidy loc hdp phu cdc chat flavanoit.

- Pha lo@ing: Hiit 10 ml bia da loai sach khi vao binh dinh muc 100 ml,
dinh mitc t¢i 100 ml bang nudce cit.

- Méu thuc: Hit T ml bia dd pha loing vao 6ng nghiém. Thém vio 5 ml
dung dich chromogen, lac déu. Sau 10 phiit, chuyén vao cuvet va do d6 hap thu
6 budc Séng 640 nm (Aﬁ4(]s)'

- Mau tring: Hoa 1 ml nudc cdt v6i 5 ml dung dich chromogen, r8i do do
hap phu & 640 nm (Agpp), 1am 2 miu lap.

5. Két qud
Ham lugng flavanoit = 335 . (Agqs — Agaop)  (mg/l (+) catechin)
trong daé:
Agq0s - 40 hap tho trung binh ciia méu thyc;
Agaop - d0 hdp thu trung binh cltia miu tring.
8.2.9. Diaxetyl (CH;-CO-CO-CH;)
1. Muc dich

Xdc dinh cdc chit vicinaldixeton trong bia bing mdy do quang phé do &
budc sdng cuc tim.
2. Nguyén tdc

Tach cdc chdt dixeton tir bia bing cdch chung cfit. Cho phidn tng phin
chung ¢dt duge véi dung dich O-fenilendiamin va tao duge chat din xudt cia
quinoxalin. Axit hod va do quang phd cdc chét thu dugce tir phdn Ung. Tinh ndng
do cdc chét dixeton nhd mot hé s6 duge xdc dinh qua chat chudn.

3. Dung cu

- Dung cu chung cat Parnas hay Markam, d& chung cit hoi nuéc ¢é thé
chifa 100 ml miu.

- 6ng dong 25 ml va 100 ml.

- Quang phé k& do & budc séng cuc tim.

- Cac cuvet 10 mm.
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3. Héa chdt
- Axit HCI 4M.

- O-fenilendiamin dung dich ¢6 néng do 10 g// trong axit HCI 4M, chudn
bi cing mot ngdy va bdo quan ché t8i. O-fenilendiamin doc va cé thé gay dj
img nén cn phai thao tdc rat cdn than va phai di gang tay cao su.

- Dung dich diaxetyl g&c, 5 g/! trong nude, bao quan dung dich nay trong
lo thuy tinh mau nau va d€ & trong t0 lanh. Th¥i gian bao quan 13 6 thng.

- Dung dich diaxetyl chudn, 250 mg/: it 5 ml dung dich gbc vao binh
dinh mic 100 ml va dinh mtc bing nude c4t t&i ngdn binh. Bio quan dung dich
trong lo thuy tinh mau nau, trong th lanh, 6 thing.

4. Tién hanh

- Chudn bj mdu: Ly tam hoic loc mdu cdn chita ndm men dé duoe dich bia
tinh khiét.

- Lay 100 ml méu bang éng dong va dua miu vao binh cit. Chung c4t méu
dén khi thu duge 25 ml dich ¢4t sao cho thdi gian dun néng khong qud 6 phut va
thot gian chung c4t tr 8 -10 phiit. Ding pipet 18y 10 ml dich cit duge cho vao
ong nghi¢ém kho. Thém 0,5 ml dung dich O-fenilendiamin vao lic déu hén hop.
Bé yén trong ché t6i khodng 20 - 30 phitt. Théem 2 mi axit HCI 4M vio hén hop
phdn ng. Do trén quang phd ké & budc séng hap thu 13 335 nm so sinh véi
nudc cat (Azzs).

- Song song lam 1 méu tring bang cdch thay dich ¢4t bing nudc cat. Tién
hanh nhv da chi dan & trén. Do trén quang phé k& véi budc séng hip thu 1a 335
nm so sdnh v&i nude (Ay).

- Lam mau chuén: Dung pipet cho 9,9 ml nudc vio 6ng nghiém kho, them
0,1 ml dung dich diaxetyl chudn va 1ic déu. Tién hanh nhur di chi ddn & cac muc
trén. Po trén quang phd k& & budc séng h&p thu 12 335 nm so sinh véi nude (Ag)-

5. Két qud
Tinh ham lugng cédc chat diaxetyl theo céng thifc sau:

éﬂx(},&ﬁ , mg/l
Ast “Ab

Méu s6 (Ay ~ Ay) phai x4p xi 0,230, ndu khong phai chudn bi miu va dung
dich méi.
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8.2.10. P chua
{Xdc dinh bing phuong phdp do pH).

D6 axit toan phin bao gém cdc axit c6 thé dinh lugng bing dung dich kiém
chudn. Nhitng axit ndy chi yéu 12 cdc axit hitu co nhu axit axetic, malic, citric,
tartric, lactic... Cde axit carbonic va SO, duéi thé tr do hay k&t hgp déu khong
tinh trong d¢o chua thuc phdm. Do d6, bia, nudc ngot, hoa qua... ¢6 chita CO,
hoic SO, déu duge loai trir trude 1ic chudn do dé xédc dinh do axit.

Trong sdn xuit bia, do chua dugc biéu thi bing s6 ml dung dich NaOH IN
can thi€t dé trung hda lugng axit ty do chita trong 100 ml dich bia.

I. Nguyén tdc
Luong axit tdng s c6 trong bia 13 tdng lugng axit ¢6 thé dinh lugng
bang dung dich kiém chuidn dé dua pH cla dich bia tdi 8,2 trong dé khong tinh
dé&n axiat carbonic.

2. Dung cu - héa chit

- May do pH.

- Dung dich NaOH 0,1 N hoac KOH 0,IN.

- Dung dich dém pH = 7: hoa tan 107,3 g KH,PO, vao 500 ml dung dich
NaOH IN, dinh mifc t6i 1 lit bang nudc cdt.

3. Tién hanh

- Ldy 150 — 200 ml bia cho vao binh tam gidc 500 — 1000 ml, lac & nhiét
do 20°C cho dén khi ngimg tach khi. Loc bia qua gidy loc.

- Pua nhe nhing diu cyc do vao dung dich dém pH = 7, nhiét d¢ 20°C,
chinh mdy sao cho pH = 7. Liy d4u cuc ra va dung binh tia rira cén than.

- Ldy chinh xdc 50 ml dich bia da tich CO, vao binh tam gidc 150 ml, dua
nhe nhang ddu cuc do vao va cho dung dich NaOH 0,1N dé chudn téi khi dat pH
= 8,2 & nhiét do 20°C, l4c nhe trong khi chun d9.

4. Két qud

b axit duge tinh theo cong thie:

Ax=2.n, (ml/100 m! bia)
trong dé:
n - s60 ml dung dich NaOH Q,1N;
2 - hé 58 quy chudn cho 100 ml bia.
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8.2.11.CO,
a) Phuong phdp dp luc
1. Nguyén tdc

Do 4dp suat khi trong c6 chai bia, két qua do dugc thé hién trén dp k€. Tai
nhiét do xic dinh, dp suat sé ty 1& v6i ndéng do CO,
¢0 trong bia.

2. Dung cu

- Dung cu do 4p luc hinh v& 8.2.

- Binh cédch thuy.

- Nhiét ké.

3. Tién hanh

- Trudc khi xdc dinh, chai bia cdn dugc lam
lanh hodc 1dm &m tSi nhiét do 25 + 0,5°C. Muén
vdy, cdn nhing chai bia lanh vao binh cdch thuy
nhiét d6 25°C khoang 1 gid. Sau d6, 14y ra lan kho
phia ngoai réi dat chai vao gia (1). Ti€p d6 vin vit Hinh 8.2: Thiét bi do
(2) dé nang ddn chai 1én, khi niit chai gin ti€p xtic dp e CO,.
véi dudi dp k€ (3) ta diéu chinh dé dudi dp k€ cim 1. gid da; 2. vit xodn;
thing vao gifia nit chai. Chinh xong, ta vin vit va 3. ddu nhon clia dp k€;
néng chai cho mit cham vao dudi dp k&, cao su boc 4. dp ke,
dudi dp k€ s€ bi nén va do d6 dudi nhon ciia dp k& s& choc thing nit chai va dp
lye CO;, & dugc bi€u thi trén 4p ké.

- Dédnh dau miic bia trong chai, sau d6 rét bia ra c8¢ trdng sach réi dé nude
t&i ngan dd ddnh diu. Ti€p theo, diing pipet hay rét thém nude dén ddy tran nhu
ban ddu. Lugng nudce cho thém vao chinh 1a thé tich CO, va c& khoéng khi chiém
trong chai (tinh theo ml).
4. Két qua
Ham luong CO, trong bia dugce tra bang dudi hodc tinh theo cong thie san:
(tuong tng 2 loai chai 0,33 /va 0,5 1).
CO, =(P+1)x (0,122 + A)
trong dé:
P - chi 56 doc trén dp ké = atm;
0,122 g/ - hing s& hda tan cia CO, trong bia;
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A - hé s phu thudc lwong CO, chiém trong chai.
He s& A doi v6i cdc loai chai cho theo bang thuc nghiem (bang 8.1).
5.Vidu
Ap k€ doc 2,05 atm. Thé tich CO, chi¢m 12 2 ml. Do dé ham lugng CO,
(theo % trong lugng) la:
CO,=(2,05+ 1) x (0,122 + 0,001) = 0.41%
Bdng 8.1: Hé 56 A dé xdc dinh CO, tuy theo loai chai

Thé tich CO, chiém (mi) Chal 0,51 Chai 0,331
0,001 - 0,002 0,002 - 0,004
0,003 0005
0,005 occs
0,007 _ 0,011
0,000 ) 0,013
0,011 0,016
0'013 ._....0'019
0,014 0,022
0,016 0,024
0,018 0,028

b} Phuong phdp héa hoc
1. Nguyén tdc

Ding NaOH tdc dung véi H,CO; (tic 1a véi CO, va HyO) dé tao ra mudi
carbonat natri. Dinh lugng carbonat natri tao thanh suy ra lugng CO,. Phan dng
chinh:

INaOH + H,CO; — Na,CO, + 2H,0
NaOH du + gl Phenclehtalein o + 1,0
Na,CO, + 2HC] -Reldecam, H.c1 + Co, +H,0
2. Héa chdt

- Dung dich NaOH 2N, pha 80 g NaOH/ 1 lit.
Dung dich phenolphtalein 1% trong c6n.

Dung dich metyl da cam 1% trong c6n.
Dung dich HC1 0,1 N.
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3. Tién hanh

- Lay chai bia (hay chai nudc gidi khdt) cdn day nit kin rdi buoc choang
vao cb chai 1 doan sam xe dap dai khoang 30 cm. Bugc chat ddu choang vao cé
chai bing day cao su sau dé cho vio &ng cao su khoing 30 ml dung dich NaQH
2N va 1 cdi m& nit chai. Khé 1an md niit ra, ddc di doc lai chai nhiéu lan va dé
yén khoang 10 phiit.” '

- Mat khdc lam thf nghiém tring nhu sau: Ding pipet 14y 33 ml dich bia
cho vao c6¢ 100 ml réi khudy lién tyc bing dfia thiy tinh dé tich h&t CO, (trong
30 phat), ti€p d6 cho 3 ml NaOH 2N lic déu va dé yén 10 phiit.

- Chudn bj 2 c¢6c 100 hay 150 ml sach va khé, dung pipet lay 10 ml bia
trong cdc trén (sau khi loc hoidc di lang trong) cho vao céc thd nhat, cho 10 ml
nudce cdt vao coe thir 2 them vao mébi c6¢c 5 giot phenolphtalein réi ding dung
dich HC1 0,IN trung hda dén m4t mau héng. Lugng dung dich tiéu hao trong
giai doan nay la do tic dyng v6i NaOH du khéong tinh. Tiép tuc cho thém vao
méi cc vai giot methyl da cam rdi dinh phén ti€p d&n khi mau da cam chuyén
thanh mau phét héng. Ta danh ddu lugng dung dich HCI tiéu hao cho méi céc.

4. Két qua

- Gid slr & céc thi nghiém thuc, lwgng HC1 0,1 N tiéu hao 12 a ml, & thi
nghiém tring 12 b ml thi V = (a - b) ml chinh 1a lwgng dung dich HC1 0,1 N
tham gia phan iing v&i Na,CO4 tic 1 phan ting vé6i CO,.

Ham lugng CO; trong bia tinh theo céng thic:

0.0044 x V (Vy+ 30)

€O, (g/100 ml) = V- <10
0

trong dé:

0,0044 - lugng gam CO, tuong g 1 ml dung dich HC1 0,1 N;

V - thé tich HCl d€ kiém hoéa;

30 - s6 ml NaOH 2 N cho vao kiém héa;

Vy - thé tich bia trong chai, thudng khoang 250 - 330 ml hoac SO0 ml:

10 - 56 ml bia d kiém ho4 4y di phan tich.

Két qua phan tich 1a trung binh cong it nhat 3 14n céc k&t qua xdc dinh song
song va cho phép sai s6 gilta cdc 14n khong len qu4 0,1.

Phuong phdp nay c6 nhuoe diém 12 kém chinh xdc, t6n thoi gian, t6n bia va
héa chat nhung né dé€ thyc hién & céc co s& san xudt bia.
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gid,

8.2.12. Du dodn do bén keo

1. Muc dich

Xic dinh kha ning gay duc bia. Ap dung cho moi loai bia di loc.
2. Nguyén tic

D¢ duc clia bia duge do & 0°C. Miu duge dé trong bdn nude 60°C trong 48
sau d6 1am nguoi va gilt 0°C qua dém, réi do do duc.

3. Dung cu

- Bén lanh, dit 0°C.

- Binh 8n nhiét, dat 60 + 1°C.

- Maiy do do6 duc.

4. Tién hanh

- L4y méu: Lay chai bia hoic lon & cu6i day chuyén.

- Chudn bi miu: Do ngay miu trong chai hogc phai chuyén bia vao chai

thich hop dé do, chii y khong dé khong khi viao miu.

- Thuc hién ciing mot ldc 6 miu 1ap. Dit cdc chai miu di chuin bi trong

bdn lanh 0°C, dé qua mot dém. Do d¢ duc ban ddu ngay trong budi séng. Gi
chai dimg thing, khong 1am khudy dong bia trong chai trong bén 60°C trong 48

gio,

r8i d& vao bén lanh 0°C qua dém. Do d6 duc cudi & 0°C.
5. Két qud

Ghi gia tri trung binh dd duc diu va cudi.

Chii y:

Thoi gian 48 git dé so sanh cdc két qua gilta cdc nha mdy bia va cdc viing

khdc nhau. Cdc diéu kién phan tich ¢6 thé theo mdi nha may cho méi loai bia.
Phurong phip mo ta trén 12 phuong phdp kiém tra nhanh. D€ phit hgp véi thuc €,
thudng bdao quan mau bia trong théi gian 3 — 6 thdng & nhiét do giao dich trén
thi truding.
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Chuong 9

KIEM TRA DICH PUONG, DICH LEN MEN
VA CON THANH PHAM

9.1. DICH DPUONG VA DICH LEN MEN RUGQU
9.1.1. Néng d¢ chdt hoa tan ciia dich duéng va gidm chin

Trong dich dudng hod luén chita mot Jugng chdt hod tan, chil y&u 1a tinh
bot tan, dextrin va dudng oligo c6 s6 géc glucoza khdc nhau. Ngoai ra con chifa
mot lugng cdc chat hoa tan khdc nhy: protein, chat khodng. Céc chat nay mang
tén chung la chat hoa tan hay chat khé clia dich dudng va duge do bing dudng
k&, khiic xa k€ hodc Bomé k€ & diéu kién 20°C.

DPuong hod xong ta dem loc dich dudng réi ldy dich trong cho vao 6ng
dong dé do theo loai thude nhu dudng k€, Bx hoic Bomé k&, ciing ¢ thé ding
khiic xa k&. Né€u nhiét d6 mau khi do khdc 20"C thi cdn hiéu chinh theo phu luc
2 hodc 3 vé nhiét do 20°C.

Néng do chat hoa tan sau 1én men ciing dugc do bing duding ké, hosc Bome
k& & 20°C..
9.1.2. Pudng va tinh bt sét trong gidm chin

Sau khi 1¢n men trong gi&m chin cdn chita mét lugng nhod cac chat bao gém
dextrin, maltoza, pentoza va doi khi ¢é ca glucoza.

Ham lugng chét khir chung nhiéu hay it tuy thudc nguyén liéu va didu kien
ky thuat khi dudng hod v lén men, c¢6 thé tir 0,2 dén 1 g/100 ml. Glucoza,
maltoza va dextrin thugc dang gluxit ¢6 kha nang lén men duge, cdn duimg
pentoza khong thé bién thanh rugu dudi tdc dung cita hé enzym zymaza.

9.1.2.1. Phudng phap thuy phan bing axit

1. Nguyén tdc

St dung axit thuy phan tinh bot va cdc dudng phic thanh cdc dudng don
gian, sau d6 xdc dinh dudng bang phuong phép héa hoc dua vao tinh dé oxy hod
cha dwdmg don gian trong moi trudng kiém.
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2. Dung cu

- Binh tam gidc 250m], dinh dinh mitc 250 ml.
- 6ng dong.

- Ong sinh han khi.

- Gidy loc, phéu.

- Pipet, buret.

3. Hod chat

HCI dam dac (hoac 25%)

Gidy qu¥ (hodc phenolphtalein),
NaOH 10%.

- K;Fe(CN)g 1%.

- Metylen xanh.

- KOH 2,5N.

4. Tién hanh

- Lay 50 ml gidm chin cho vio binh tam gidc 250 ml, thém vao d6 50 ml
nu6e cdt va 6 ml HCl dam dac (hodc 10 ml HCl 25%), néi binh véi ong sinh han
khi dai it nhat 50 cm. Mit khéc 1dy 50 ml dich loc gidm chin réi cho vao mot
binh khéc, cling thém nudc va axit nhir miu gidm chura loc. Sau khi n6i 6ng sinh
han khi, dat ca hai binh tam gidc vao ndi cdch thuy va dun s6i 2 gio. Tiép do
1am ngudi t61 nhiét d¢ phong rdi trung hod bing NaOH 10% t6i khi mau cia
gidy qui chuyén sang xanh lo. Chuyén toan bs dich vao hai binh dinh mic 250
ml rdi thém nudc téi ngan binh, dem loc qua gisy vio hai binh kho khdc nhau.

- Dich loc cia hai binh ding dé xdc dinh duding theo cdc phuong phép
khic nhau.

5. Két qua

Tuy theo phuong phdp xac dinh dudng khir ma ta 6 cich tinh toan két qua
khic nhau.

- Néu xdc dinh duong theo phuong phap feryxyanua ta cé:

x=2x100, g/100 ml
m

trong d6:
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a - 50 gam glucoza tuong tng vdi 20 ml feryxyanua kali;
m - s6 ml gidm chin & miu thi nghiém.

* 56 ml gidm chin chua loc & médu thi nghiém m = S0 xb;

250
* S8 ml gidm chin loc & mAu thi nghiém m = 215% xbg.
b va by - s6 ml dich dudng loang tieu hao khi dinh phan & miu giam chin
chira loc va di loc.
6. Vidu
a=0,025g;b=10ml; by=12,5 ml
Téng tinh bét va dudng sét s& la:

x = 202250 106 21,25 /100 ml

10x 50
Nhu vay luong chat khit sét trong 100 ml gifm chin da loc 1a:
0,025x 250
e X 100 =
12.5% 50 X 1 g/100ml

Ham luong tinh bot sét: (1,25 - 1,0) x 0,9 = 0,225 g/100 ml
9.1.2.2. Phudng phép antron: (CgH,COCH,CoH,)
I. Nguyén tdc

- Trong dung dich axit sulfuric d4m dic, antron s& phén (ing véi gluxit lén
men, vdi ca dudng don gian 14n phic tap, vi thé khéng cdn thuy phan dextrin va
disacarit thanh dudng don. Diéu ndy cho phép ta riit ngan duoc thdi gian phan
tich rat nhiéu - nhung wu diém chd y&u clia phuong phap 12 & chd cho phép ta
xdc dinh lugng dudmg lén men duge ma khong phu thudc sy cé mit cia dudmg
pentoza. Nho d6 két qua thu duge chi diic trung cho t6n thit thuc cha san xudt.

2. Dung cu
Céc, binh dinh mic 100, 250 ml.
6ng nghiém.

- Mdy so mau.
3. Hod chdt

- Dung dich antron dugc chudn bi ngay trudc khi phan tich: Hoa tan 200
mg antron [C¢H,COCH,CcH,] trong 100 ml axit sulfuric dam dic.

131



- ZnSO, 30%.

- KiFe(CN) 15%.
- H,50, 0,5%.

4. Tién hanh

- Can 2 mau gidm chin, mdi miu 20 g trong coc kho da bigt truéc khéi
lugng. LAy mét mau cho vao binh dinh mirec 250 m], trang sach bang nudc cit va
rét tdt ca vao binh. Mu nay ding dé xac dinh dudng chua lén men, con mau thi
hai ding dé xdc dinh t6ng lugng dudng cong tinh bot sét.

- O mAu thit nhat ta cho vao binh dinh méc 2 ml dung dich ZnSO,30% va
gitf tir 2 dén 3 phit d€ két ma protein. Sas d6 cho 2 ml dung dich K;Fe(CN);
15% r6i thém nudc cdt tdi ngdn binh va dem loc vao céc kho. Dich loc ban ddu
con duc bé di, 14y dich trong diing dé phan tich.

- D& 1i€n hanh phan ung, dich loc cén pha loang sao cho trong 10 ml dem
phan tich chita tir 5 d&€n 12 mg dudng. Mubn vay ding 6ng hiit 18y 5 hoac 10 ml
dich loc cho vao binh dinh mic 100 ml rdi thém nudc c4t t6i ngdn binh.

- Lay it nhat hai 6ng nghiém c¢é nit mai da sy kho dat vao gid. Sau dé
diing pipet 18y 10 ml dung dich antron cho vao cdc 6ng nghiém (Cin than vi
antron hoa tan trong H,S0, dam dac). Ti€p theo cho vao 6ng nghiém thi nhat 5
ml nu6c cit (miu kiém ching), cdc 6ng nghiém khic cho 5 ml dich dudmg
loang. Khi cho nudc va dich dudng phai ur tir nho theo thanh dng sao cho dich
khéng bi xdo trén va chia thanh hai I6p 1o rét. Ding nidt mai day kin va quén
chit bing day cao su nhd. Lic déu céc Sng réi dat gid cling 6ng nghiém vio néi
nudc dang s6i, sao cho sau 1/2 phiit thi s6i trd lai vd gi them 5,5 - 6 phiit nita.
L4y gid cOng 6ng nghiém nhing ngay vao nudc lanh.

- Po mat d¢ quang cla cdc dung dich trén mdy so mau quang dién véi
cuvet 5 mm v&i hai kinh loc sdang khéc nhau,

- K&t qua khi ding kinh loc mau da cam (A = 610 nm) ta ¢6 D, sau dé do
v6i kinh loc séng mau tim (A = 413 nm) ta c6 mat dé quang D,.

- Miu gidm thit hai dé x4c dinh t6ng ca tinh b6t va dudng, vi vay cdn
chuyén tinh bot sang trang thdi hod tan. Muén vay ta chuyén toin bo 20 g gifm
vao binh dinh mic 250 ml r6i cho thém 80 ml dung dich H,SO, 0,5% dé rira va
tring c6c. Néng d¢ H,SO, trong dung dich s& la 0,4%. D4t binh vio nudc dang
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861 va cho soi 15 phiit. Sau dé lam ngudi, thém nudc téi ngan binh va dem cho
loc trong.

- Dung dich trong dem pha lodng va tié€n hanh cho phan ting v6i antron nhu
trén. Sau do cling do mat d6 quang D, va Dy.

5. Két qua
Ham lugng dudng soét trong gidm chin duge tinh theo cong thic :
18.9(D,; -D,)
= —— = =" xf %
bs 1600 X o

Téng lugng tinh bot va dudng trong gidm chin ciing xac dinh theo cong thite:
18,9(D4 —Dy)
1000
trong d6: f - hé s6 pha loding cla gidm chin.

“f, %

6. Vidu
Lic dau can 20 g, pha lodng thanh 250 ml, lan sau |4y 10 ml pha thanh
100ml. Hé s8 pha lodng fs& 13 :

_250x100
f= 20x10 =125

Po mat do quang duge D= 0,525 va D,=10,156

Ham lugng dudng soét sé la:
18,9 (0,525 -0,156)
1000
Khi do mat do quang ciia miu di thuy phin bing axit duge D; = 0,742 ;
D, = 0,202.
Lugng tinh bot cong dudng trong gidm s& la:
_ 18,9(0,742 - 0,202)
1000
Ham luong tinh bot sét s 1a:

(1,27 -0,86) x 0,9 % =0,37%

bs =

x 125 = 0,86%

1311 x125 =1,27%

9.1.3. Pudng sét trong gidm chin tir ri dudng
1. Nguyén tdc
Trong gidm chin ri dudng chita chlt yéu 1 sacaroza va hén hop dudng hoan

133



nguyén gom glucoza va fructoza, vi the trude khi xdc dinh cdn thuy phan
sacaroza thanh dudmg khir. Sau d6 xéc dinh dudng bing mat trong cdc phuong
phdp xdc dinh dudng (xem phan 4.3).
2. Dung cu
Binh dinh mite 100 ml.
Binh tam gidc 250 ml.
Ong sinh han khi.
6ng dong.

3. Hod chadt

Axetat chi trung tinh.
Na,HPO, 10%.

HCl 25%.

NaOH 10%.
Phenolphtalein 0,5%.
K;Fe{CN)g 1%.

2 KOH 25N,

Xanh metylen 0,5%.

4. Tién hanh

- L4y 50 ml dung dich lgc gidm chin cho vao binh dinh mitc 100 ml. Sau
dé cho 8 ml dung dich axetat chi trung tinh dé€ két tiia protein, lic déu réi thém
vao 16 ml dung dich Na,HPO, 10%, thém nudc cit tdi ngén binh réi dem loc.

- L&y 50 ml dich loc cho vdo binh tam gidc 250 ml, sau d6 thém 5 m! HCl
25% r6i n6i v6i 6ng sinh hin khi va dun s6i cdch thuy trong 10 phat dé bién
dutng saccaroza thanh glucoza va fructoza. Lam lanh dén nhiét d6 phdng réi
trung hoa bing dung dich NaOH 10% dén xudt hién mau héng nhat v6i chi thi
1a phenolphtalein. Trung hod xong ta chuyén toan bé dich vio binh dinh miic
100 ml réi theém nude c4t t6i ngén binh.,

- Xdc dinh dudng khir trong dung dich c6 thé ti&n hanh theo phuong phip
Graxianop.
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5. Két qud

X =2%100, g/100 mi
m g/100m

trong dé:
a - s& g glucoza tuong ting vdi 20 ml ferixyanua kali;
m - s ml gifm chin & miu thi nghiém.
Vi du: gia st khi xdc dinh dudng theo phuong phdp ferixyanua kali ta thay
luong dich tiéu hao 1a 10 ml. Biét 20 mi ferixyanua twong dwong a = 0,025 g
dudmg glucoza.

Do d6 ham luong dudng sét trong gidm chin sé 1a:

X = 3025160 ¢/100m1
m
. _ 50 50 N i
Véi m =100 X 100 x 10 = 2,5 ml giim chwa pha.

Pudng sét tinh theo glucoza (chat khir ) sé la:

0,025 _
o> 100 =1g/100ml

9.1.4. Do chua ciia gidm chin

1. Nguyén tdc

D6 chua cha gidm cho bi€t mic d¢ nhiém tap khudn trong qué trinh lén
men va cé thé biéu dién theo 2 cich:

- Biéu dién theo s& gam axit H,S0, chia trong 1 1it gifm nhu cdc nha mdy
rugu cua ta van lam.

- Biéu dién theo do: Mot do chua 1a s6 ml NaOH c6 néng do IN cén thiét
dé trung hoa axit ty do chia rong 20 ml gidm. Né&u s6é ml NaOH quy vé IN 1a
bing 1, ta néi gidm chin ¢6 doé chua bang 1 do. Mot do chua tuong duong 2,45 g
H,SO/it.

2. Dung cu
Binh tam gidc.

- Céc.
- Pipet.

- Buret.
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3. Hod chdt

- NaOH O, IN.
- Phenolphtalein 0,5%.
4.Tién hanh

Lay 20 ml dung dich loc cla gidm chin hoac dich 1én men cho vio binh
tam gidc 250 ml chifa sdn 50 hogc 100 ml nuéc cdt trung tinh. Tiép theo diung
dung dich NaOH 0,IN d€ chuin dén xu4t hién mau héng nhat véi chi thi la
phenolphtalein hodc mau chuyén tir hdng nhat sang mau xanh néu chi thi 12 gidy
quy.

5. Két qud

D¢ chua cua gidm chin (d6) dugc tinh theo cong thice:

Do do) =L .4
0 chua (d0) 0 &

trong dé:
n - s6 ml NaOH 0,1IN tiéu hao khi dinh phan 20 ml dich loc.
Trudng hop tinh theo gam H,80, thi do chua s& tinh theo cong thiic :

0,049 x n x 1000
20

=245n, g/l

Trong di€u kién [én men binh thudng, do chua cla gidm chin tang khoang
0,5 dén 0,7 g/! so v6i dd chua cla dich dudng hod.

9.1.5. Néng d¢ ruou
a) Xde dinh d¢ ruou theo phuong phdp clumng cdt

Sau lén men trude hét ta cdn kiém tra ndéng d¢ rugu trong gidm déng thai
thinh thodng phéi ki€m tra rugu sét & ddy thip tho va thép tinh. Mudn xé4c dinh
néng d¢ rugu trong dung dich bt ky trudc hét phi tich rugu khoi cdc chat hoa
tan khic bang chung c&t, r6i do ndng do rugu bing mét trong cic phuong phip
sau: ruqu k€ thuy tinh, can ty trong hodc theo phuong phdp héa hoc.

1. Dung cu

- He théng cit cOn (xem phin 8.2.1), binh dinh miic 100 ml.

- Cdc dung cy do néng d ruou: rugu ké thuy tinh hodc can ty trong.
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2. Tién hanh

L&y 100 ml dich loc gidm chin ¢6 nhiét do x4p xi 20"C cho vao binh dinh
muc 100 ml, rét dich gidm vao binh c4t | réi trdng binh bing 100 m! nude cér
16i ciing d6 vao binh 1 ¢é dung tich khodng 500 ml.

NGi binh v&i he théng cdt nhu & hinh 8.1 (chu ¥ 1 & day binh 2 duoe thay
bang binh dinh mitc 100ml), ti€n hanh chung cat cho tdi khi nuée ngung & binh
2 ¢On 2 - 3 mi niva thi ddy t6i ngén 100 ml. C4t xong dat binh 2 vao néi diéu
nhiét va gilt & nhié¢t do 20°C (clng nhiét d6 khi 14y dich gism chin).

Sau 10 dén 15 phit thém nudc cit tdi ngdn binh, day kin va chudn bj do
néng do rugu trong dung dich nhu di trinh bay & phan kiém tra do ruou trong cén.

b) Xdc dinl nong d¢ rugu theo pluong phdap hod hoc

Dai v6i kiém tra rugu sét (ndng do thap), sau khi thu duge dich cét ta dem
xéac dinh rugu theo phuong phdp hod hoc va dua trén co s& phan (mg sau :

3C,H;0H + 2K,Cr,0, + 8H,50, —> 3 CH,COOH + 2K,50, +
+ 2CI’2(SO4)3 + lleO
Lugng bicromat kali du duge xédc dinh theo phuong trinh phén tmg:
KzCl’zO-; +6KI + 7 HzSO4 — 312 +4 K2504 + Cr2(504)3 + ?Hzo
Luong I, gidi phéng ra duge dinh phan bing Na,5,04:
2 N328203 + 12 —» 2I2Nal + Na25406

3. Hod chat
Dung dich bicromat kali 0,1N.

Axit sulfuric dim dic (d = 1,83 + 1,84).
KI tinh thé.

Dung dich Na,5,04 0,IN.

Chit thi tinh bdt 0,5%.

4. Tién hanh

- L&y 20 ml bicromat kali cho vao binh cdu 500 ml cong thém 5 ml H,S0,.
Tiép theo ding &ng hiit cho vao binh 10 m! dung dich rugu di pha loding téi 0,3
- 0,6 % hay 20 ml dich ct tir bd rurgu hodic nudc thai, lic déu va d€ cho phan

tng 15 phit. Sau d6 can khoang 1 - 2 g KI hod véi it nude réi cho ca vio binh
phin Gng, lic déu réi dat vao chd 16i d€ trdnh tdc dung cla 4nh sdng. Sau 10
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phiit pha thém vao binh khoang 100 ml nudc cat r6i dinh phan I, vira duge tao
thanh bang dung dich Na,$,05 0,IN (hodc 0,01N) véi chi thi la dung dich tinh
bot 0,5% cho dén xudt hién mau xanh da tréi (mau ciia Cry(SO4)4).
- Song song vdi mau thi nghiém, ta 1am méu thi nghiém wing va thay dung
dich rugu bing nudc cit.
5. Két qud
Cin cit vio s6 lugng Na,S,0, gitta miu thi nghiém va miu kiém chimg, ta
suy ra hrong rirgu chifa trong miw thi nghiém va lugng rugu soét sé la:
A-AyL15
(A= Ag)ll> x 100 , mg/100 ml
20
trong dé:
Ay - s6 ml Na,§,0; tién hao trong thi nghiém;
A - 56 ml Na,$,0, tiéu hao trong kiém ching;
1,15 - luong rugu tuong tng véi I mi Nay5,05 0,1N hay 1 ml K,Cr,O7 O,1IN.
Gia st A = 22,8 mi; Ay = 19,8. Lugng rugu sét trong nudce thai sé la:

(22,8 -198)x 1,15
20

(& nong do thap ndng do g/100 ml ~ % khoi lugng).

x 100 = 17,25 mg/100 m! hay 0,017% khéi luong.

9.2. CON SAN PHAM
9.2.1. Néng dé ruou
1. Tién hanh

Dung ruou ké

Hay dung nhat 1a rugu k& thuy tinh, con goi 1a tiru k€ hay thuée do do rugu.
Thude do d6 rugu ciing duge thi€t 14p theo dinh luat Acsimet va ¢é nhiéu loai.
Loai diung dé do néng do tir 0 dén 10%, 10 dén 20, ..., 90 dén 100%, mbi vach
trén thude do thudng tng vdi 1% thé tich. D6i v6i loai cdn do chinh x4c lai chia
thanh vach nhé hon 0,1% (0 — 10%), thuomg ding d€ do d6 rugu trong gidm sau
khi cat.

Tiéu chudn Viét Nam duge thi€t lap & 20°C nhumg thude do lai chia tir 0
dén 100%, do khoang cdch qud hep nén kém chinh xdc, nhat ]a khi do dung
dich rugu cé néng do thap.
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Muén do d6 rugu bing ruou k€ ta tién hanh nhu sau:

- Rét con hoic rugu vao 6ng do dat thing dimg, 6ng do phai sach, kho va
phai tring qua dung dich do. Nhiét do khi do cin Iam lanh hodc gia nhiét dén
xdp xi 20°C.

- Tir tir nhiing thudc do vao, budng tay dé thudc ndi ty do réi doc két qua.
Doc 2 dén 3 ldn d& 14y két qué trung binh. Khi doc phai dat mat ngang tim muc
chdt 16ng va khéng doc & phdn 16i (hodc 16m). Trong mébi dung dich déu chira
cdc chdt hoat dgng bé mat va do d6 1am anh hudng tdi sdc cang bé miit, chi s6
doc dugce trén thude do, din dén 1am ting hoic gidim so v6i néng do thyc (&,

Binh ty trong

Binh ty trong ¢6 nhiéu loai khdc nhau nhung
déu dua trén nguyeén tic xdc dinh ty s& giita kh6i
lugng cua chit long va mede cdt €6 cling thé tich.

- D€ do bing binh ty trong, ddu tién ta rira binh
that sach, sdy kho va 1am lanh trong binh hit 4m,
sau d6 dem can binh khong ta duge m, gam,

- Ti€p theo rét nudc c4t vao binh dén trén ngan
dinh mifc, dit binh vao néi cdch thuy, cé nhiét do _
20°C. Sau 15 phiit dung gify loc th&m nudc i ngin  Hink 9.1: Binh ty trong.
binh dong thai thadm kho phan khéng chita nudc, lau
kho nit va ddy lai. L&y binh ra khoi n8i diéu nhiét, lau kho phia ngoai binh réi
dem can ta dugc m, gam. Tiép theo d6 nuéc khdi binh, tring binh 2 d&n 3 ldn
bing dung dich c4n do ty trong rdi ciing rét chat long tdi trén vach, sau dé lam
tuong tw nhur khi binh chita nudc cét, gia st binh chita dich can dugc m4 gam.

Chit y: Sau khi dinh mic chdt 1ong & 20°C vira t6i ngén, nhiét do sé& ting va
mtc chdt 1ong s& cao hon ngdn cd. Piéu nay khong lam anh hudng téi két qua.

2. Két qud

Ty trong chat 16ng so véi nudc cing nhiét do 20°C sé 1a:

m; —m
5 -mm

Can cif vdo ty trong tra phu lyc 9, ta s& biét duoe % ruou trong chat 1ong.
Trudng hop khi do nhigt do chat 16ng khdc 20°C nhung biét rd nhiét do khi

139



can nudc van [a 20°C, ta c6 thé chuyén db,sang d3q theo phu luc 10 (Bdng hiéu

chinh t3 trong do duge vé 20°C) 16i ti€p d6 méi tra phy luc 7 dé bi&t ndng dé
rugu,

Vi du, khi cin binh khong va nudc & 20°C 1a duge m, = 45,8942 g, khi
cén binh va rugu & 25°C ta duge m, = 45,6252 g. Binh khong ¢é khéi lugng
m, = 30,8442 gam, ta c¢:

35 45,6252 30,8442
dao = 45,8942 — 30,8482 0,9821

Tra bang phu luc dé quy vé d%g ta cdn cong 0,0014:

a3y = 0,9821 +0,0014 = 0,9835

Can ¢ vio d) = 0,9835 tra phu e 9 ta biét dugc néng do ruou trong

dung dich do 12 12,54% thé tich hay 10,06% kh6i luong.
Can ty trong
1. Nguyén tic
Can ty trong ciing dua trén sitc ddy Acsimet va c¢6 c#u tao nhu & hinh 9.2.
2. Tién hanh

- Dung dich rugu hoac chit long bit
ky dugc rét vdo 6ng dong, sau dé nhing
thoi thuy tinh duge treo trén méc thang
bing. Ch4t 1ong s& ddy vao théi thuy tinh
mot lye m, thy theo ty trong d cua chat 1dng
16n hay bé, can can s€ bj léch so vdi thing
bang v&i nudc cdt lic ban ddu. Bang céch
dat va thay ddi cdc qua can A, A, B, C, D,

vao cdc vi tri sao cho can tro lai trang thai

thang bing. Poc trén cdn cin va vi trf cdc
quad can ta s& ¢6 ¢b 1y trong tryc ti€p cua
chdt long & nhiét do t. Ty trong cua chdt
16ng ¢6 thé 16n hon hoic nhd hon 1. Khi treo A, vao d€ can cdc chat c6 d > 1,
con d6i v6i rugu va cdc chat 16ng ¢6 d < 1 thi khong cdn mée A vdo.

Hinh 9.2: Cdn 1y trong.
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3. Két qud

Khi thang bing v4i nudc c4t cin tién hanh & nhiét do t = 20°C, con véi
dung dich c6 thé do & nhiét do t # 20"C, 1éi cing hiéu chinh theo bang phu luc
10 va sau d6 1am tuong tu khi xdc dinh ty trong béng binh 1y trong ké trén.

9.2.2. Axit va este

I. Nguyén tdc

Trong c6n chira rét nhiéu loai axit khdc nhau, déu tao thanh trong qu4 trinh
lén men, nhung chi yé&u 1a axit axetic. Vi th€ ngudi ta thudng biéu dién d6 axit
trong c6n theo axit axetic va tinh theo mg trong mét lit cén khan (cén khong
chita nude).

Sau khi xdc dinh axit xong, ta ti€p tuc xdc dinh este trén co sé:
CH1CO0C2H5 + NaQH —™ CH‘;COON& + C2H§OH

Xdc dinh lugng NaOH da tdc dung véi este ta suy ra duge lugng este trong
con.

2. Dung cu
6ng sinh han khi.
6r1g dong.

Binh tam gidc.

- Pipet.

- Buret.

3. Héa chdt

NaOH 0,1IN.
Phenolphalein 0,5%.
- H,80,4 0,IN.

4. Tién hanh

- Dung 8ng hiit cho 100 ml cdn (pha lodng t6i khodng 50%) vao binh tam
. .d¢ 250 ml. N&i binh v6i hé théng 1am lanh ngugce, dun s6i 15 phiit dé dudi hét
CO, réi sau d6 1am lanh ti nhiét d6 phong, cho vao 3 - 4 giot phenolphtalein,
réi diing dung dich NaOH O,1N chudn dén xu4t hién mau héng nhat.

5. Két qud

Ham lugng axit tinh theo céng thidc sau:
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_ Vx6x10x]100
C

Ax , mgfl

frong dd:
V - s6 mg dung dich NaOH 0,1N tiéu hao khi dinh phan;
6 - s0 mg axit axetic ing v6t 1 mt NaOH ¢6 néng do 0,1N;
10 - hé s& chuyén thanh 1 1it;
100 - hé s6 chuyén thanh ¢én 100%;
C - néng d6 cdn trong dich dem phan tich.

Sau khi chuin ham lugng axit, ta thém vio hén hop 5 ml NaOH 0,IN réi
néi binh véi hé théng 1am lanh nguoe va dun séi trong 1 gir dé tao diéu kien
cho phan tng:

CH;COOC,Hs + NaOH —> CH,COONa + C,HOH

Dun xong dem 1am ngugi t6i nhigt do phong rdi ciing cho ding 5 ml H,S0,
0,IN vao binh, sau d6 chudn lai H,5S0, dv bing dung dich NaOH 0,1N t&i xuit
hién mau héng nhat.

Chit y: Khong lam tét bang cdch ding H,SO, 0,IN dé chufn lugng NaOH
0,IN du sau phin (ng, vi nhyr vay s& din t6i sai s6 (xuét hién mau héng va lam
mat mau héng).

Ham lugng este trong c¢dn duge tinh nhu sau:

VxB8x10x100

E= c .

mg/!

trong dé:
V - 56 ml NaOH 0,1 N tieu hao khi chudn lugng H,SO, dur;
8,8 - 36 mg este etylic tng vdi 1 ml NaOH cé néng do 0,1N.

Chii y: Muén nhan dugc két qua chinh xdc hon, ta c6 thé diing dung dich
NaOH c6 néng d6 0,05N dé chuén 14n cudi cing. Liic dé6 1 ml NaOH 0,05N chi
tuong duong 4,4 mg este etylic.

9.2.3. Aldehyt

Trong c6n chira chii yéu aldehyt axetic. D€ xdc dinh ta c6 thé ding ahiéu
phuong phép khdc nhau. O day gi6i thiéu xdc dinh ham lugng aldehyt theo
phuong phdp iot.
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1. Nguyén tde
CH;CHO + NaHSO; —>  CH,- CH(OH)NaSO,
NaSHO; + I, + H,0 % NaHsO, + 241
CH;~CH(OH)NaS0; — N30 ey cHO + NaHsO,
NaHSO; + 1, + H,O —> NaHSO, + 2HI
2. Dung cu - héa chdt

Binh tam gidc, 6ng dong, pipet, buret.
Dung dich NaHSO; 1,2%.

Dung dich NaHCO; 1N (42 g/l).
Dung dich HC1 1IN.

Dung dich iot 0,IN va 0,01N.

Dung dich tinh b&t 0,5 % .

. Tién hanh

)

L&y 50 ml rugu hodc cdn da pha loang (~ 50%), cho vao binh tam gidc
250 ml. Sau d6 them vao 25 ml NaHSO; 1,2% lic déu va dé 1 gid. Tiép d6 cho
vao 5 - 7 ml dung dich HCl IN va ding dung dich I, 0,1N dé oxy hod lugng
NaHSO; du v6i chi thi 12 dung dich tinh bot 0,5%. (cu6i giai doan nén ding I,
001N d€ lugng I, khong du nhiéu). Lugng dung dich I, iN va 0,01N tiéu hao
trong giai doan nay khong tinh dén. Tiép theo ta thém vio binh phin ttng 25 ml
NaHCO; d€ gidi phéng lugng NaHSO; va aldehyt. Sau 1 phit ta ding dung dich
I; 001N dé chudn lugng NaHSO; viva duoc gidi phdng do ket hop véi aldehyt
lic ban dau. Phan tng duoc xem 1a két thic khi xu4t hién mau tim nhat.

- Song song vdi thi nghi¢m thuc, ta 1am moét thi nghiém kiém chiing, thay
50 ml rugu bing 50 ml nude cit.

5. Két qud

Ham lugng aldehyt tinh theo mg/! duge xdc dinh theo cong thiic :
(V-V3)x0,22x 1000 x 100

Ad = , !
50xC mg/
trong dé:
V va Vj, - 6 ml dung dich I 0,01N tiéu hao trong thi nghiém thuc vi kiém
chilng;

0,22 - s6 mg aldehyt axetic twong iing v6i 1 ml dung dich I, 0,01N.
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Vi du: khi ti€n hanh thi nghiém ta nhan duge V, = 1,8 ml, Vy = 0,3 ml
Néng d6 rugu bing 50%.
Ham luong aldehyt axetic trong 1 lit con tuyét doi s& 1a:

(1.8 -0,3)yx 0,22 x1000x 100
50 x50

=13,2 mg/i

9.2.4. Ddu fusel
I. Nguyén tdc

G day goi rugu cao phan tir 1 rugu ¢é s8 carbon 16n hon hai. Ruou cao
phan tir 12 sdn phdm trung gian cla qué trinh 1én men rugu. Trong thanh phén
cua né chia chi y&u 1a rugu amylic va rugu butylic. Cdc rugu nay thudng gap &
dang izo, vi vay khi phan tich ngudi ta dem so sdnh véi hdn hgp izobutylic va
izoamylic 1:3.

H;C—CH—(lle—CHon H;C—CHZ—(IZH—CHEOH
CH,; (rugu amylic) CH,
3-metyl-butanol 2-metyl-butanol

(CH,),CH-CH,0H (rugu butylic} CH;-CH,-CH,-CH,0H

Pé xdc dinh rugu cao phén tir, ngudi ta dua vdo phan tng mau gita chiing
véi aldehyt salicylic. Trong méi trudng axit H,SO,, rugu etylic s& phin tng vai
aldehyt salicylic (OHCgH,CHO}) va ¢ mau vang, nhung néu trong rirgu cé chia
céc rugu cao phan ur thi mau cia hén hgp s& bién thanh do - da cam. Cudng do
miu phu thudc vao ham lugng rugu cao phan tir chia trong hén hgp etylic,
ngodi ra con phu thude vdo ham lugng aldehyt. Néu trong c¢6n chira khéng qué
0,00025% aldehyt theo thé tich (tong duong 2 mg//) thi sy déi mau do aldehyt
xem nhu khong ding ké. Néu ham lugng aldehyt 16n hon 0,00025% thi dung
dich mau ciing phai chifa aldehyt véi ndéng do khéc nhau.

2. Dung cu

- 6ng dong 50, 25 ml.

- Pipet.

3. Hod chdt

- Dung dich aldehyt salicylic 1% thé tich (nhiét do s6i 196 - 197°C). Dung
dich nay duoc pha lodng bing c¢én 50% nhung khong chifa aldehyt 14n rugu cao
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phan tir. Pha xong cin bao quin trong chd t6i.
- Axit sulfuric dam dac, tinh Khiét, khong mau.

- Céc dung dich méu chudn ¢6 ndng dé khic nhau cha nsgu izoamylic va
izobutylic 3, 4, 15 va 20 mg//. Ngohi ra cdc dung dich mu chuin nay ciing
chita aldehyt axetic v6i ndng do khdc nhau. T4t cd dung dich miu déu duoe pha
bing cdn khong chita aldehyt axetic va ruou cao phan tir hoic rt it.

4. Tién hanh

- Ding mot s6 6ng dong 50 ml hay 25 ml ¢6 nit nhdm d4 rita sach sdy kho.
Sau d6 cho vao Ong thit nhat 10 ml c¢én hodc rugu thi nghiém, cdc 6ng khic
chita 10 ml dung dich miu chudn ¢6 ham lugng aldehyt axetic tuong diong nhu
trong mau thi nghiém. Ding 6ng hiit cho vio mdi 6ng 0,4 ml dung dich aldehyt
salicylic 1% va 20 ml H,SO,4 dim déc (cho theo thanh &ng). Nit cdc 6ng dong
16i lic déu va dé yén 30 phiit. Sau d6 dem so mau bing mit thudng, mau cha
ong thi nghiém phil hgp v6i mau clia $ng miu nao thi hdm lugng rugu cao phan
tlr trong rugu thi nghiém chinh 13 ham lugng rugu cao phan tir cia méiu dé.

5. Két qud

Ham lugng rugu cao phan tir duge tinh theo cén tuyét déi:

ax100
Rec= , mgfl
C g

trong dé:
a - ham lugng ddu fusel trong miu, mg/l;
C - n6ng do ¢én trong mau thi nghiém.
Chii y: néu dung éng dong 25 ml thi cdc dung dich dua vao 14y bing 1 nita.
9.2.5. Rugu methylic
Rugu methylic 1a chat long rat linh dong va khong mau, hod tan trong nudée
theo bat cir ty 1é nao. Nhiét do soi 64,7°C. Ruou methylic 1 chit doc 461 voi co
thé ngudi. NEu udng vao tlr 8 dén 10 g thi ¢6 thé bi ngod doc, mit bi roi loan va
c6 thé bi mil loa. N&u udng nhiéu s& gay tir vong. Nguoi ngiri lan phai rucu
methylic cling bi ng¢ doc.
Theo tiéu chuin clia cdc nudc tién tién va hién nay ta ciing dp dung, ham
luong ruou methylic trong ¢én thd khong duoe qui 0,13%. D61 véi ¢én tinh ché
khong duge qud 0,05% va déi véi cén hao hang khong qud 0,03%.
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1. Nguyén tic

Trong moéi trudng axit, dudi tic dung cia KMnO,, regu methylic sé bi oxy
hod theo phan iing sau:

CH,OH + 2KMnQ, + 3H,80, ™ 5HCHO + 8H,0 + K,S0, + 2MnSO,
Sau d6 aldehyt formic sé tdc dung véi sulfit fucxin dé€ tao phin iing mau.

2. Dung cu

6ng nghiém, pipet.

3. Hod chdt

- Dung dich axit oxalic bdo hoa (8 gf100 ml).
Dung dich KMnO, 1%.

- Axit sulfuric ddm dic (d = 1,83 - 1,84).

- Dung dich sulfit fuexin: Can 0,1g fucxin réi hoa v6i 20 - 30 ml nudc
néng 80°C, xong chuyén toan bé vio binh dinh mite 100 mi va them nuée cat 16i
ngan binh. Ti€p d6 chuyén dung dich vio mot binh kho khic 16n hon, thém vio
dé 2,5 mi dung dich NaHSO; vita pha (d = 1,262). Lic déu va d€ yen 3 dén 4
giv. Khi dung dich tr& nén mau héng nhat hodic khéng mau thi thém 0,5 ml
H,50, dam dac. Lic déu va dé binh ngoai chd sing 2 dén 3 ngay cho tdi khi
mau clia dung dich trd nén vang thi c6 thé dem dimg hoac chuyén vio binh niu
va bao quan noi t6i mat.

- Dung dich miu chudn c6 ndng dd methylic khdc nhau dugc pha biing cén
etylic 96% nhung khéng chifa ruou methylic: Ldy | ml rugu methylic tinh khigt
cho vao binh dinh miic mic 100 ml réi ding cén etylic khong chia methylic dé
ddy dén ngén binh. Tir dung dich nay ta pha thanh cdc dung dich cé néng do
methylic khdc nhau:

+ 0,13% khi x4dc dinh ham lugng methylic trong cén tho.

+ 0,05% va 0,03% khi xdc dinh ¢én tinh ché.

4. Tién hinh

Liy 6ng nghiém to (18 x 180) kho va sach, cho vao dé 0,1 ml dich cén

hodc ruogu cong 5 ml KMnO, 0,IN vi 0,4 ml H,S0, dam dac. Lic nhe va dé
yén, sau 3 phiit thém vao d6 1 ml axit oxalic bdo hda dé khir lugng KMnO, du:

2KMnO; + 3H,S0, + S(COOH), = 10CO, + K,S0, + 2 MnSO, + 8 H,0
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Khi dung dich ¢6 mau vang, thém vao d6 1 ml H,SO, dam dac. khi mar
mau diing dng hit cho vao S ml dung dich fucxin. Lic nhe va dé khoang 25 dén
30 phiit. Song seng véi thi nghiém trén ta lam thi nghiém véi dung dich mau
chudn chifa rugu methylic di biét trude. Sau 25 dén 30 phiit n€u mau cia dng
chifa c6n thi nghiém nhat hon hodc bing mau cla dung dich miu thi xem nhu
c6n dat tiéu chudn vé ham luong rugu methylic. Néu mau ciia miu thi nghiém
dam hon, nghia 1a khong dat,

9.2.6. Thoi gian oxy hda

1. Nguyén tic

Con tinh khiét khir chat oxy hoi KMnO, rét cham, nhung néu trong cén
chira cic hop chat khong no thi s& bi oxy hod nhanh va do d6 it ngan thai gian.
Vi du né€u cén chira aldehyt khéng no nhu acrolein{CH,=CH-CHO) va aldehyt
crotonovic (CH;CH=CH-CHO) s& lam tang qud trinh oxy hod va mau KMnQ, bi
miét nhanh hon. Con aldehyt axetic va furfurol khong lam tang phéan tng oxy hod.

2. Dung cu

- 6ng dong c6 mit nhdm, pipet.

3. Hod chdt

- KMnO, 0,02%

- Dung dich méu chudn: Can chinh xdc 0,25 g CoCl, v2 0,28 g UO,(NO,),
hoa tan thanh 100 ml. Dung dich ¢4n béo quan trong binh mau nau noi thodng
mat.

4.Tién hanh

- Dung éng dong 50 ml ¢6 nit nhdm cho vao 50 ml ¢én thi nghiém réi dat
vao noi giwr nhiét d6 20°C. Sau 15 phit dung 6ng hit cho vio 1 ml dung dich
KMnQy 0,02%. Pay niit nhdm va lic déu réi dat vio néi giit ti€p & nhiét do
20"C. Mau ciia KMnOy s& dan dan thay di cho t6i khi dat téi mau cia dung
dich mau ciing rét day vao mot éng dong khic.

- Thoi gian tir khi cho KMnO, vao tdi khi két thic duogc xem 12 thoi glan
oxy hod. Khi so sdnh mau cn dat ca hai 6ng dong trén st tring hoac gidy tring.
Thot gian cang dai chiing t6 c6n c6 chét luong cao hon.
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9.2.7. Furfurol (C;H ,0,)
1. Nguyén tdc
Néu cén chia furfurol thi khi phan ting véi anilin (CgHsNH,) trong méi

trudng axit ¢ mau héng - da cam. Cudng 46 mau ty 1¢ thuan véi ham lugng
furfurol.

Theo tiéu chudn Viét Nam con duge tinh ché khong duoc chiva furfurol.
2. Dung cu

- 6ng dong, pipet

3. Hod chdt

- Dung dich HCl (d= 1,19)

- Anilin unh khiét

4. Tién hanh

- Lay &ng nghiém hoac &ng dong 25 ml ¢ nit nhdm, ding 6ng hit nho 10
giot anilin tinh khiét vao 6ng dong va 3 giot HCl (d= 1,19). Tiép d6 cho 10 ml
¢6n réi lac déu va dé yén. Néu sau 10 phit hén hop phan tmg vin khong méu thi
cén duoe xem 12 dat tiéu chudn, néu xudt hién mau hong thi xem nhu c6n ¢d
chira furfurol nghia 1a khong dat.

148



Chuong 10
PHAN TICH RUQU VANG

10.1. NONG PO RUQU
10.1.1. Phuong phdp chung cdt
Xem phéan 9.2.1.

10.1.2. Phuong phdp do nhiét do séi

1. Nguyén tic

M&bi dung dich c6 ham lugng ruou khic nhau thi c¢6 diém soi khdc nhau.
Xdc dinh nhiét do soi cta dich, tir d6 ¢6 thé xdc dinh duogc vao ham luong cén
trong dung dich.

2. Dung cu

- Thiét bi do nhiét do soi

(Ebulliametre electrique, Duajardin-Salleron).

Xem hinh 10.1.

3. Hoa chat

- Nudc cat 2 lan.

4. Tién hanh

- Do nhiét do so6i clia nudc cat:

+ Lap nuéc 1am mét 6ng sinh han (nudc
vao phia dudi, ra phia trén 6ng sinh han).
Léap nhiét k&€ vao ddu binh gia nhiét sao cho
ddu trén cla thanh gia nhiét cich ddu thuy
ngan dudi 1,5 -2 cm.

+ Dung nuéc cat hai lin dé trdng binh Hinh 10.1.Thiét bi do nhiét d¢ soi:
cdt 2 - 3 14n (nudc duge cho vao tir miéng 1. binh cat; 2. thanh gia nhiét;
trén clia 6ng sinh han va thdo bing van phia 3. nhiét k& 4. sinh hﬁ‘n; 5. bang
duéi ddy binh cat). tra do rugu; 6. On dp.
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+ Cho nuéc cdt hai lan vao binh cét sao cho bé mat 1om cla nudc cat tiép
xtic v8i mép trén cla vach dinh muc (thé tich miu khoang d6 50-60 ml). Bat
cong tac dién cho mdy chay, sau 6-10 phiit khi nhiét dé tang dan va én dinh thi
doc nhiét d6 s61 va ghi lai. Tat mdy, thdo nudc ra.

- Po nhiét d¢ soi clhia rugu vang:

Tring binh cét bing mau rugu vang va thue hién ¢4t rugu vang gidng nhu
phan cdt nude & trén.

5. Két qua

Diing bang tra (kém theo mdy) d€ xdc dinh do ruou. Céch tra nhu san

- Ta xoay vong sao cho nhiét do 561 clia nwde cit hai lan tring vdi gid tri
do ruou = 0%V. Sau dé tir gid tri nhiét 46 sdi clia mau rugu vang doc trén nhiét
k€ tra bing suy ra do ruou theo %V.

- Vdéi cdc mau ruou vang hay (dich lén men) ¢6 néng do dumg cao (>>10
g/D) thi do ruou thue ¢é trong mau phan tich tinh theo cong thitc sau:

Porugu{% vivi=A-B+ C+ 21,7623
trong dé:

A =0,9592. TNC (TNC la do ruou tra trong bang tron);

B =0,0215.MV (MV 12 trong lugng thé tich (g//) cha rugu vang);

C = 0,0019.T (T 1a nhiét do tai d6 ta xdc dinh MV, 10 < T < 30°Q).

6. Vidu

- Nhiét d¢ soi clia nude c4t hai 14n 1a 100,1°C. Hiéu chinh trén bang do 13 -1,5.

- Nhiét do s6i clia rrou vang phan tich 1a 91,30 °C. Néng do rugu doc trén
bang tron 1a 12,00 hay 12 % v/v.

- V6i mau regu vang, khi xac dinh trong lugng cta 1 lit dich & nhiét do
25°C 1a 1064 g/i, néng do rugu sau khi xdc dinh doc trén bang tron 1a 12,4%.
Viy do rugu cba miu nay duge tinh theo cong thyrc:

Po rugu = 0,9592 x 12,4 - 0,0215 x 1064 + 0,0019 x 25 + 21,7623 =
= 10,83% (v/v).

Chit v:

- Lan d4du tién diing mdy hodc truéc méi k¥ thi nghiém nén diing miu rugu
vang chudn da biét trude d6 rugu va nhiet do s6i (11,8 % viv va t° = 91,5°C) dé
kiém tra va hiéu chinh may.
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10.2. CHAT HOA TAN
Xdc dinh ty trong
1. Nguyén tdc

Chung cét rugu vang dé tich ethanol. Thu héi dich ngung, cho thém nudc
cdt dé dat duge thé tich bing thé tich mdu lic ban ddu. Xic dinh ty trong cia
rugu vang va dich ngung, tir dé tra bang phu luc 3 dé biét duge ndng do cdc chat
hoa tan ¢é trong dich. '

2. Dung cu

- Ty trong ké.

- 6ng dong thé tich 250 ml (6ng dong c4n ¢6 dudng kinh dng 16n gdp 2 lan
dudng kinh cilta thiét bi do d€ trdnh va cham vio thanh dng)

- Nhiéi ké&.

3. Hod chat

- Nudc cét di tach ion

4. Tién hanh _

- Xic dinh ty trong cla rugu vang bang binh ty trong hoic bing ty trong ké

0 t” = 20°C (d,). Tra phu luc 8 dé biét dugc mot cich tuong doi néng do dudng
cé trong rugn vang,

- Ldy 200 ml rugu vang, cho thém khoang 30 ml nudc cit va dem di chung
cat. Ldy khoang 195 ml dich ngung, b6 sung thém nudc ¢4t va dinh mic 200 ml
&1°=20°C.
- Xdc dinh ty trong cta dich ngung (d,). Tra phu luc 9 s& biét néng do
ethanol trong dich va ciing chinh 1a néng do rugu ¢6 trong méiu rugu vang.
5. Két qua
- Ty trong cta rugu vang da tdch cén ( d%ﬂ) dugce tinh theo cong thiic sau:
don =d, - d, + 1,000
trong dé:
d, - ty trong cia rugu vang & 20°C so vdi nude 20°C;
d, - ty trong cta dich ngung & 20°C so vdi nudc 20°C;
d3g - ty trong clia rugu vang da tich cén & 20°C so véi nudc 20°C.
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- NOng do chdt hoa tan tinh theo Bx (g/100 g) c¢6 dugc nhd tra bang phu
luc 8 tir gid trj d3).

- Néng do chit hoa tan rugu vang (g/f) = d%g x "Bx x 10
trong dé: 10 - h¢ s6 chuyén thanh don vi g/i.

10.3. HAM LUONG DUOGNG KHU

Buéng khir trong rugu vang néu cé thi phdn 16n la dudng fructoza (néu
rugn vang duge 1én men tir dich qua 1a chinh). Trong rugu vang kho, ngudi ta da
tim thay dudng pentoza khong 1én men nhi arabinoza va xyloza vdi néng do
khoing 1 g/f. Ngoai ra trong rugu vang con chita nhiéu thanh phdn cé thé anh
hudng 161 ham lugng dudng cé trong 46, vi vay trude khi phan tich dudng nén ¢é
cong doan xirly.

1. Hod chat
- Dung dich axetat chi kiém tinh:

+ Hoa tan 300 g axetat chi trung tinh, 100 g oxit ¢hi vao 700 ml nudc, Dé
ti€p xidc trong nhiéu ngdy, thinh thoang lic déu. Sau dé loc. Dung dich thu dugc
c6 ty trong 1,32.

- Dung dich I: Ferroxyanua kali:

Hod tan 150 g ferroxyanua kali véi nude cdt va dinh mife t¢i 1000 ml bang
nudc cat.

- Dung dich II: Sulfat k&m:

Hoa tan 300 g sulfat kém véi nude va dinh mifc t&di 1000 ml bing nudc cit
trong binh dinh mdc 1000.

- NaOH O,IN.
- Axit axetic 0,1N.
- Dung dich Na,HPO, 7.6%.
2. Tién harh
- Ruou vang do:
+ Lay 50 ml rugu vang ¢ho vio binh dinh mife 100 ml.

+ Thém (n - 0,5) ml dung dich NaOH 0,IN (v4i n 1a s§ ml dung dich
NaOH 0,1N cén dé€ xdc dinh axit téng 56 clla 5 ml rugu vang).
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+ Cho thém 2,5 ml axit axetic 0,1N, lac déu.

+ Cho thém 2,5 ml dung dich axetat chi kiém tinh. D€ yén cho phan ing
xay ra.

+ Thém 5 ml dung dich Na,HPO,4 7,6 %. LAc déu va cho thém moét it nuéc
cit. D€ 1i€p 15 phiit thi dinh mirc dén ngan binh.

+ Pem loc va dich trong duge ding dé xdc dinh dudng khir theo mot trong

cdc phuong phdp théng thudng nhu: Fehling, Bectran, Graxianop... (xem phén
4.3).

- D6i vai vang trang, héng, rucu liquer hoac dich qua duc:
+ Véi dich qua: Pha loing theo ty 1& 1/10 (10 ml dich qua dinh mirc thanh
100 ml), sau dé 1ay 10 mt.
+ V@i vang ngot ¢6 khéi lugng thé tich trong khoang 1,005 - 1,0038 thi
pha loang theo ty 1& 2/10 (20 ml vao binh dinh mdc 100 ml), sau dé 14y 20 m).
+ Véi vang bot hay nira ngot ¢6 khéi lugng thé tich trong khoang 0,997 -
1,006 thi 1dy luén 20 ml (khong qua pha lodng).
+ Vdi vang kho: Lay 50 ml rugu vang khong pha lodng.
Cac lugng mau trén duge cho vao binh dinh miic 100 ml, sau dé cho thém 5
ml dung dich I vd 5 ml dung dich II. Lic déu va ding nudc cét dinh mic t6i
ngan binh. Sau 10 phiit thi dem loc va 13y dich trong mang di phan tich theo mot
trong cdc phuong phdp xdc dinh dudng khit théng thudng nhu: Fehling, Bectran,
Graxianop. (Xem phéan 4.3).

10.4. AXIT TONG SO

Rugu vang chifa nhiéu axit hitu co nhimg phan 1én cdc axit nay duge tao
thanh trong qud trinh 1én men rugu va lén men malolactic.

Axit téng s& 12 téng cdc axit duge chuan do khi dua pH ciia rugu vang vé 7.
Axit carbonic, SO, tu do va lién két khong dugce tinh trong axit tong s6.

Xdc dinh luong axit téng s& trong rugu vang tuong tu nhu xdc dinh lugng
axit téng s¢ trong qua hay dich qua (xem phdn 6.5). Tuy nhién trude khi xdc
dinh c4n xir 1y dé tach khi CO, va SO, c¢6 trong miu. C6 thé st dung mot trong
nhiing cdch sau day:

- Céch 1: lay 100 ml rugu vang cho vao binh chan khong, hiit chan khong
va lac trong 1 - 2 phiit.
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- Cach 2: lay 100 ml rugu vang cho vio binh cdu va ding khi nitg suc
trong thoi gian 1 h.

10.5. AXIT BAY HOI

Trong rugu vang axit bay hoi gom phin 16n cdc axit axetic & dang tur do
hodc & dang lién két {(dang musi).

Dé€ tranh rugu vang bi hong, trong khi lwu thong trén thi trueng, luogng axit
bay hoi phdi nhd hon 0,98 g/l d6i v6i rugn vang chét lugng cao, 1,0 g/f d6i véi
vang ban in, va 1,2 d6i véi ruou vang tring hodc ruou liquo.

1. Nguyén tic

Axit bay hai dugc tich ra bing phuong phap chung cit cudn theo hai nudc.
Dich ngung tu duge chuin d¢ bing dung dich kiém. Céc axit duge tao thanh tir
CO, va 80, khong duge tinh 1a axit bay hoi.

2. Dung cu

May chung cat cuén hoi nudc (xem phin 4.8).

Binh tam giéc,
Binh dinh miic 1 lit.
Pipet 10 mt, S0 ml.
3. Hod chit
NaOH 0,IN.
I, 0,0IN.
AXit tartric tinh thé.
Chi thi tinh bot 1%.
Chi thi phenolphtalein 1%.
Dung dich H,80, 1 : 3 (v/v): Pha lodng 1 phén thé tich H,50, dam dic
véi 3 phdn nuée cat.
4. Tién hanh

- Trang rira thi€t bi chung c4t 16i cudn hoi nude bing 30 ml nudc cit.

- Lay chinh xdc 20 ml rugu vang dé tdch khi CO, cho vao binh, cho mét it
axit tartric tinh thé (khodng 0.5 g). Ding mot it nudc cat tring mau vA trang bén
trong binh. Lip binh vio hé théng cit.
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- Tién hanh chung c4t cudn theo hoi nude, thu 250 ml dich ngung ty.
Chudn d¢ dich ngung tu bing NaOH 0,1 N véi cht chi thi phenolphthalein cho
to1 khi c6 mau héng nhat. Lugng NaOH 0,1 N di chuén 1a n,.

- Cho 2 ml dung dich chi thi tinh bét, vai hat tinh thé KI va 1 ml dung dich
H,50,4 1 : 3. Dung dung dich I, 0,01 N dé chudn d¢ ngay lap tie lugng SO, ty
do ¢6 trong mau cho t6i khi ¢6 mau xanh nhat. Lugng I, 0,1 N da chuén la n,.

- Cho thém 20 ml dung dich borat natri bdo hoa (dich rd lai mau héng
nhat). Ding dung dich I, 0,01 N d€ chudn do ngay lap tic lugng SO, vira duoc
giai phéng cho t6i khi ¢6 mau xanh nhat. Luong I, 0,01 N da chuén 13 ns.

5. Két qua

Lugng axit bay hoi ¢6 trong rugu vang Ay, (g axit axetic/!) duge tinh theo
cong thic sau :

[nl —(E%H x 0,006 x 1000
App = *

!
v 8

trong dé:
ng - 6 ml NaOH 0,1 N tiéu hao khi chuin dé lugng axit trong mau;
ny - s6 ml I 0,01 N tiéu hao khi chudn do lugng SO, tr do;
n; - s6 ml I 0,01 N tieu hao khi chudn d6 hrgng SO, lién két;
V - 56 mi ruogu vang mang di cat;
0,006 - s8 gam axit axetic tuong img véi 1 ml NaOH 0,1N.

10.6. SO, TU DO VA TONG sO

(Bang phuong phdp chuin do iot).

SO, t6n tai trong rugu vang & dang ty do va két hop. N6 khong chi ¢6 vai
trd 1a chét chong oxy hod, sdt khudn ma con anh hudng dén tinh hoa tan cta cic

chat khdc trong dung dich cling nhu tinh chdt cam quan cba rugu, G ham luong
cao, SO, c6 thé gay doc d6i voi ngudi tigu ding.

‘1. Nguyén tdc

Lugng SO, tu do duge xdc dinh bing cdch dinh phén tryc ti€p véi dung dich
iot trong méi trudng axit. Dung chi thi mau 1 dich tinh bét dé nhan biét diém
k€t thiic phan tng, dung dich chuyén sang mau xanh nau bén trong 5 - 10 giay.
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Phuong trinh phan ing:
50, + I, + 2H,0 — H,80,+ 2HI
2. Hod chdt
- Dung dich H,80, (1:3) : Pha lodng mot cdch than trong 1 phéan thé tich
H,50, dam dic vdi 3 phan nude cit.
- Dung dich NaOH IN.
- Dung dich I, 0,01 N va 0,02 N.
- Dung dich tinh bdt 1%.
KI tinh thé.
Dung dich H,O,.
3. Tién hanh

t

- Xdc dinh lugng SO, tie do: Lay chinh xdc 25 ml rugu vang cho vao binh
tam gidc 250 ml, cho thém 2 ml dich tinh bot, mot vai tinh thé KI, va sau ciing 1a
cho 5 ml dung dich H,SO, 1 : 3. Dinh phan bing dung dich I, 0,02 N cho dén khi
xudt hién mau xanh nau bén trong 10 - 20 gidy (lugng ml I, da sir dung la n)).

- Xdc dinh htong SO, téng s¢° Cho vao binh tam gidc 250 ml ¢6 nit nhdm
25 mi rugu vang, cho thém 25 ml dung dich NaOH 1IN, day ndt, 1ic déu va dé
yén trong 10 phiit cho phan Ung xay ra. Sau d6 cho vao thém 2 ml dung dich
tinh bot va mot vai tinh thé KI, cho nhanh 10 ml H,SO, (1 : 3) va lic manh.
binh phan ngay lap tic bang dung dich I, 0,02 N cho dén khi xuat hién mau
xanh nau bén trong 5 -10 giay (lvgng [, da dung 1a n, ml).

4. Két qud

Lugng SO, tut do (mg/!) duoge tinh theo cong thifc sau:

n, x N x32x 1000
\Y

Lugng SO, téng s& (mg/f) duge tinh theo cong thirc sau:

n, x Nx32x1000
V

SO,td =

. mgfl

SO, ts = , mg/l

trong do: _
n, - s6 ml I, tiéu hao khi chudn do luong SO, tu do;
n, - s6 ml I, tiéu hao khi chudn do lugng SO, tdng s&;
N - ndng do duong lirong cha dung dich I, chudn;
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V - 56 ml rugu vang mang di phan tich;
32 - s6 mg SO, tuong tmg vdi | ml dung dich I, chuan IN,

10.7. POLYPHENOL

10.7.1. Phuong phdp so mdu

Xem phin xac dinh phenol téng s& clia qua (phin 6.7).

10.7.2. Phuong phdp Folin-Ciolcalteau

Cac chdt phenol va tanin ¢6 trong rugu vang rat khé dinh luong cu thé vi
céu tric cla cdc chat nay rdt khdc véi cdu tric cla cdc chit phenol va tanin
chudn ¢é ban trén tri trudng. Do d6 thudng diing chi 56 Folin-ciolcateau dé biéu
thi lugng phenol téng s6 ma gid tri ndy ciing tuong duong véi do chét cha rugu
vang.

I. Nguyén tdc

Oxy hod todn bo lugng phenol trong rugu vang biang dung dich Folin-
Ciolcateau (hon hop axit phosphotungstic va axit phosphomolybdic). Cic axit
nay s& bi khir thanh cic oxit vonfram (Wz0,3) va oxit molipden (MoyO»3) ¢6
mau xanh.

Maiu xanh nay bi hap thu nhiéu nhét & bude séng 750 nm va cuong do maw
ty 1& v6i ham lugng phenol ¢6 trong miu.

2. Dung cu

May so mau.

Cuvet 10 mm.

Binh dinh mic 100 ml.
Pipet 1,2, 3,5, 10 mlL
3. Hod chdt

- Dung dich Folin - Ciolcateau (san phidm thuong mai).
Na,CO4 20% .

4.Tién hanh

- Cho 1 m! rugu vang vao binh dinh mic 100 ml. Véi vang trang va héng
thi khong cdn pha loang, cOn rugu vang do thi nén pha loidng theoty le 1 : 5
bing nudc cdt. Cho thém 50 ml nuéc cat. Cho ti€p 5 ml dung dich Folin-
Ciolcateau va lac déu trong 30 giay, cho 20 ml Na,CO; va lic déu. Ding nude
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cat dinh mic t6i 100 mil. Lic déu va dé yén 2h & 20°C d€ phdn ing dat trang thai
én dinh.

- Dung cuvet 10 mm d€ do do hip thu & bude song 750 nm va 14y nude cat
dé hiéu chinh vé 0.00.

5. Két qud
Luong phenol téng s6 trong rugu vang duge bidu thi bing gid tri hap thu:

- Ruou vang tring hoac héng: chi s6 Folin-Ciolcatean = Aq50x 20

- Rugu vang dé: Chi s6 Folin-Ciolcateay = A5 x 20 x f.

f - he 56 pha lodng.

N&u chi 56 Folin-ciolcatean <30: him Iuong phenol téng s6 thap va ruou
vang diu,

30-50: ham lugng phenol tong s6 trung binh va rugu vang ¢6 do chat vira phai.
>50: ham luong phenol t6ng s6 cao va I ruou vang chét.

10.7.3. Chi 56 permanganat (Permaganate Index, Pl)

1. Nguyén tdc )

Phuong phdp nay do Lowenthal - Neubauer dua ra dé xac dinh luong
polyphenol. Lugng polyphenol ¢6 trong rugu vang duge chuin d¢ bing
permanganat kali v6i chat chi thi mau 1a indigocacmin trong moi trudng axit.

Chi 56 permanganat cdn duge goi 1a chi s6 polyphenol.

2. Dung cu -

- Binh tam gidc 500 ml.

Pipet 5, 10 ml.
Buret 50 ml.

3. Hod chdt

KMnQ; 0,0IN: Can 316 gam KMnO, va hoa véi nuse cat trong binh dinh
mtic 1 lit. Dinh mifc bing nuée cat t6i ngdn binh.

- Dung dich chi thi indigocarmin: Can 150 mg indigocarmin vao binh dinh
mife 1 lit, théem 50 ml dung dich H;3S04 (1 : 2) hoa vé&i 500 mi nuéc. Binh muc
téi 1 lit.

- Dung dich H,S0, (1 : 2): Ldy 1 phén thé tich axit sulfurric didm dic hoa
v6i 2 phdn thé tich nude,
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4. Tién hanh

- Diing pipet ldy 50 ml indigocarmin cho vio binh tam gide 500 ml. Dung
KMnO, 001N dinh phan cho t&i khi d8i mau (tir mau xanh sang mau héng hoac
da cam). Danh d&u mifc KMnO, da dung 12 n,.

- Ldy 50 ml indigocarmin cho vio binh tam gide 500 ml khac. Cho thém
2 ml rugu vang. Ding KMnO, dé dinh phan tuong ty nhu trén. Lugng KMnO,
dad dung ky hiéu la n,.

5. Két qud

Chi s8 permanganat (PI) dugc xdc dinh theo cong thitc sau:

Pl=5(n,- ny)

NEu gid tri P 1a 25 thi s& twong tng véi 320 mg/! axit galic.

10.7.4. Phép thu pH vdi sulfatamoni sdt 11

1. Nguyén tdc

Nam 1962, Schanderl di dua ra phuong phdp dé dinh tinh ham luong

phenol trong rugu vang tring va rugu vang bot.

Mau dugc chinh pH t6i 7, sau d6 chat chi thi sulfatamoni sit I dugc them
vao. Tir mau tao ra c6 thé dinh tinh dugc lugng phenol cé trong méu.
2. Dung cu
- 6ng nghiém 15 - 20 ml.
Maiy do pH.
- Pipet.
3. Hod chiat

- Dung dich sulfatamoni sat [T 1 - 2 % (m/v).
NaOH IN.

4. Tién hanh

- Lay 10 ml dich qua da lam trong hay rugu vang va ding NaOH 1IN chinh
t61 pH = 7. Cho thém 2 giot dung dich sulfatamoni sat I1, 1dc déu va quan sat mau.

5. Keét qud

Ty theo mau cua dung dich ma ta c¢6 cc két lugn vé& ham lugng phenol :
- Mau vang: ham lugng phenol thap.
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- Pen hodc tim dam: C& axit galic trong méu phan tich.

- D6 hoac d6 nau: Cé catechin.

- C6 két tua do nau: €6 axit ellagic.

Cé thé diing dung dich chuin ¢6 chita lugng phenol xac dinh dé€ so sdnh.
10.8. TANIN TONG SO

1. Nguyén tdic

Dua trén sy chuyén hod hgp chat tién anthocyanidin thanh anthocyanidin
du6i tdc dung cla nhiét trong moi trudng axit.

2. Dung cu

Miy 1y tam.

- Mdy so mau.
Ong sinh han khi.
Binh cdch thuy.
3. Héa chit

HCI 12N.
Ethanol 95%.
Gelatin 70 g/i.

4. Tién hanh

L4y 2 binh tam gidc vi cho vao mdi binh 4 ml ruou vang dd di pha lodng
(theo ty 1& 1 ml rugu vang + 49,2 ml nude cat) va 6 ml HCE 12 N,
Lip 6ng sinh han khi cho mét binh A va dat trong binh cdch thuy 100°C,

dun trong 30 phit. Mau trong binh tam gidc nady duge goi 12 mau thuc. Sau dé
1am lanh miu va cho thém 1 ml ethanol 95% vao ca 2 binh.

Po dé hap phu cia ¢d 2 miu ¢ bude séng 550 nm bang cuvet cé d6 day
1 cm, diing nudc cit dé hieu chinh vé 0. Goi gid tri hap thu cha miu xit Iy nhiét
(miu thue) 1a A, va clia mau khong xir 1§ nhiét (mau tring) 12 A,.

5. Két qud

Néng do tanin duge tinh g/f bing cdch xac dinh hiéu & gitta gia tri hdp phu
cia miu cé xir 1y nhiét (mdu thyc) va mauv khong xUr 1Y nhiét (mdu tring) theo

cong thifc sau:

Tanin = 19,33 (A-A,), g/l
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Chi 56 gelatin (Gelatin Index, G.1I):

Néng do tanin da xdc dinh & trén duge dung dé tinh todn chi s6 gelatin, chi
sG nay bi¢u thi khd nang lién ket clia tanin véi protein va do chat cia ching.

Céch xdc dinh nhu sau: Cho 5 ml dung dich gelatin 70 g/l vao 50 ml rugu
vang, lic déu va bao quan trong 3 ngay & nhiét do 4 - 7°C. Méu dugc mang di ly
tim va pha lodng 1/50. Xdc dinh lugng tanin trong dich pha lodng nhu phén
trén.

Chi s6 gelatin duge x4c dinh theo cong thic sau:

1 — My

Gl= 2 x 100

m,
trong dé:
m, - lugng tanin trong mau phan tich, g//;
m;, - lugng tanin trong dich da ly tam, g/I.

10.9. MAU

Do d6 hdp thy dnh sdng 1a phuong phép xdc dinh mau cia rugu vang thudng
duge dong trong cic phong thi nghiém nghién citu vé rirou vang clia Phép.

1. Nguyén tdc

Dé x4dc dinh mau clia ruou vang, ¢6 thé dya theo gid tri do duge & cdc bude
sng khac nhau. Trude khi do, rugu vang phai trong tuyét ddi va loai bo phdn
16n lugng CO, ¢ trong d6.

Do hdp thu cua rugu vang do dat gid tri 16n nhat & budc séng 520 nm (mau
do) va thap nhat ¢ buéc séng 420 nm (mau ving).

Rugu vang trang khong thé hién sy hdp thu ¢6 dinh & mot bude séng nao,
tuy nhién & bude séng 420 nm twong dng véi mau tring vang.

2. Dung cu
- M4y quang phé.
3. Tién hanh

- Rugu vang cén duge 1am trong bang cdch ly tam hoac loc bing giay loc
va tdch CO, c6 trong rugu vang (lic hodc hit chan khong).

- Do cudng d¢ mau: Do do hdp thu cla rugu vang do va héng & cic budc
song 420, 520, 620 nm, ding cuvet 1 mm khi do rugu vang dd, con rugu vang
1
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héng thi dimg cuvet 10 mm. Ding nudc ¢4t dé hiéu chinh do hap thu vé 0.
- V&i ruou trang, do do hap thy & buée séng 420 nm bing cuvet 10 mm.
4. Két qua
Cuong do mau cha rugu vang do = (A + Asyg + Agzg) ¥ 10
Cuong dé mau clia ruou vang hong = Ay + Asyp + Agg
Sic thdi mau cla rugu vang db va héng = Aaxy
. 520
Véi rugu vang trang, gid tri Ay chi ding € tham khao mic do oxy hod
cho méi loai rugu.

10.10. AXETALDEHYT

Theo phuong phap chuan dé lign két sulfit.

1. Nguyén tdc

Axetaldehyt ¢6 vu diém 12 kha nang lién két véi SO, rdt manh va bén.

Dich thu dugc khi chung it rugu vang duge chudn bing Iot & pH = 2 va
pH = 9. Tai pH = 2, phiic chét axetaldehyt-bisulfit & dang khong phan ly.

Su oxy hod trong qué trinh chudn & pH kiém c6 thé gidm xuéng mic t6i
thiéu n€u bé sung them EDTA va | lugng nho ruou isopropyl.

2. Dung cu
He thong cat.
Binh tam gidc 750 ml.

Binh dinh mic 1 lit.
- Pipet 10 ml, 50 ml.

3. Hod chdt

- Dung dich metabisulfit kali, KHSO4: Hoa tan 15 g KHSO; viio nudc di
tich ion. Cho 70 ml dung dich HCI d4m dac va dinh muc t6i 1 lit.

- Dung dich EDTA: hoa tan 4 g EDTA va 200 g Na;PO,.12H,0 trong nuéc
cdt. Pinh muc 1 lit.

- Dung dich borat natri: Hoa tan 100 g axit boric va 170 g NaOH véi nude
cdt va dinh mue 1 lit.

- Dung dich tinh bot 0,2%.

- Dung dich I, 0,1N va 0,02 N.

- HCI 3N.
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4. Tién hankh

- Ding pipet 1dy 50 ml rugu vang cé chita lugng axetaldehyt it hon 30 mg//
va cho vao binh cit. Cho thém 50 mt dung dich borat natri. Chung cat va lay 50
ml] nuée ngung cho vao binh tam gidc 750 ml ¢6 chida 300 mi nudc cat, 10ml
dung dich metabisulfit kali va 10 ml dung dich EDTA. Truge khi cat, pH ctia
dung dich cé trong binh khoing 7 - 7,2,

- Sau khi cat xong. cho khoing 10 ml dung dich HCI 3N dé giam Xuéng
pH =2 va 10ml tinh bot 0,2% vao trong binh ngung ty, lac déu va chudn ngay
lap tite v6i dung dich I, 0,1 N cho t6i khi xudt hién mau xanh. Cho thém 10m]
dung dich borat natri va chudn ngay lap tdc véi dung dich T, 0,02 N cho téi khi
xudt hién mau xanh, pH nidm trong khoang 8.8 - 9,5.

5. Két qud
Luong axetaldehyt (mg/!) dugc tinh theo cong thite sau :

n, x Nx22x1000

t L= '
Axetaldehy v

mg/!

trong dé:

ny - s6 ml I, (0,02 N) tiéu hao khi chuan do l4n tha 2

N - néng d¢ duong lugng cta dung dich I, chudn (N = 0,02):

22 - s6 mg axetaldehyt tuong ving véi 1 ml dung dich I, IN;

V - 56 ml rugu vang mang di phan tich.

Chd y:

- Dé chinh x4c cdc mAu ruou vang phan tich phai ¢6 ham lugng axetaldehyt
< 30 mg/l. V6i rugu vang ban an thudng c6 lugng axetaldehyt ndm trong
khoang 70 - 80 mg/l, do d6 khi phan tich cin pha lodng.

- Lugng ml I, 0,1 N tiéu hao khi chudn do l4n diu véi muc dich dé oxy hod
lugng SO, con du trong rugu vang. Lugng niy khong cdn tinh,

10.11. CAC CHAT HUYEN PHU RAN

Chat rin khong hoa tan (Non Soluble Solide - NSS} déng vat trd quan trong
anh hudng t6i chat lugng cam quan cia ruou vang. Lugng NSS cao (>2,5%) co
thé anh hudng t6i ca do bén hod 1y ciia rugu vang.

Trong san xudt ruou vang tring, trude khi 1én men nén giam ham lugng
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NSS nho hon 1,5% dé tranh dnh hudng t6i qud trinh 1&én men ctia ndm men. Tuy
thuoc vao loai rugu vang, déi khi con cdn giam téi < 0,5%.

1. Nguyén tac
Ly tam mot lugng thé tich miu xdc dinh (dich qua hoac rugu vang) sau dé

xac dinh thé tich hodc trong lugng cin thu duge. Tuy thudc vao diéu kién, cé
thé biéu thi theo % thé tich hay khéi lugng.

2. Dung cu

May ly tam siéu t8¢ va ong ly tim ¢é chia vach 0,1 ml
- Pipet
3. Tién hanh

- Can hoac diung pipet 14y mau va cho vao ong ly tdm. Lam 2 miu song song.

1

Ly tam trong khodng 5 -10 phut tuy thudc vao lugng mau di 1ay.

Gan lugng dich trong o trén mot cdch cdn than, do thé tich hodc can khai
legng can con lai dudi ddy ong.

4. Két qua

Luong chit rin khong hoa tan (NSS) duoce tinh theo cong thide san :

vV, -V,
NSS = —L VZ,%wvm)
VI

trong dé:
V| - thé tich mau trudc khi ly tam;
V, - Thé tich cin thu duge sau ly tam.
Chit
- C6 thé tinh lugng cin theo % khéi lugng (m/m).

- Néu khéng c6 mdy ly tam thi c6 thé tién hanh theo cich 14y 100 ml miu
dua cho vio 6ng chia d¢ va dé ldng trong th lanh. Khi dich trong va ¢é thé thay
dugc thé tich ¢cin (hrong chat rén khong hoa tan) theo vach chia do thi két thiic.

10.12. KIEM TRA PO BEN VOUNG BITARTRAT KALI
1. Nguyén tdc

Rugu vang c6 do bén viing kém khi dé & nhiét do dong lanh, néu dé trong
khoang thoi gian nhit dinh s& bi két tinh.
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2. Dung cu

- T lanh hay ti lanh déng c6 nhié¢t do 6n dinh.

3. Tién hanh

- Cho mdu rugu vang vao binh. Dat mau vao th lanh hodc ti lanh dong
trong thdi gian nhat dinh. Can dit thém mau déi chimg & nhiét do phong.

4. Két qud

So sdnh mau dat trong t lanh va miu d&i chitng. X4c dinh thé tich bi két
tinh (chi ¥ phan biét giita lugng bi két tinh va lugng két tia clla mau phan tich).
Pé lai mau & nhiét do phong dé kiém tra st hod tan lai cla lugng bitartrat kali
bi két tinh.

Né&u tit ca Jugng két tinh tao thinh lai hoad tan & nhiét do phong, c6 thé
ddnh gid rugu vang cé do 6n dinh 6. Tuy nhién nén kiém tra lai su két tinh lai
cuiia méu bang cach dé lai & nhiét d6 déng lanh mot ldn nira.

10.13. KIEM TRA SU ON DINH PROTEIN

10.13.1. Thude thu Bentotest

1. Nguyén tac

Bentotest 1a dung dich duge chudn bi tir axit phosphomolipdic pha trong
axit HCl dé phan huy va két tha protein ¢6 trong dich qua (hoac rugu vang).
Phuorg phdp ndy ¢ wu diém 1a nhanh va khong sir dung nhiét. Mitc d6 due tao
thanh ty 1é vdi ham lugng protein ¢6 trong mau vi cé thé st dung dé xdc dinh
lugng bentonit cin thiét bd sung vio qud trinh 1am trong ruou vang.

Theo Rankine va Pocock (1971) thi phuong phdp kiém tra Bentotest cé do
nhay 1én hon phuong phép thir bing nhiét (70°C trong 15 phiit) va phuong phdp
TCA {(trichloaxetic axit).

2. Dung cu:
6ng dong 100 ml.

Bong thuy tinh .
Gidy loc Whatman No. 1.

Hé théng loc va mang loc 0,45 pm.
May do d¢ duc.
6ng nghiém 20 ml.
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3. Hod chdt

- Thu6c thu Bentotest 5% (axit phosphomolypdic): Hoa tan 5 g axit
- photphomolypdic, 5g sulfat natri va 0,25 g glucoza vao 15 g axit sulfuric, cho
nudc cdt t6i di 1 lit. C6 thé mua thudc thi nay trén thi trudng.

4. Tién hanh

C6 thé thir nghiém tdch protein bang céch cho 100 ml miu vio dng dong
100 ml. Cho bentonit theo lugng da dinh (thudng cho tlr 6 - 36 g/hl rugu vang,
vdi dich qua ¢6 thé nhiéu hon). D€ yeén trong khoang 15 phiit va gan 1dy dung
dich trong. Loc so bo 14y khodng 20 ml. Loc 1i€p miu qua mang loc 0,45 pum vi
ldy khoang 15 mi.

Liy chinh xic bang pipet 10 ml dich loc va cho vao 6ng nghiem. Cho vio 1
ml dung dich bentotest vi lac déu. Quan sat dudi dnh sdng c6 cudng dd cao va
o sdnh v6i miu kiém chimg.

5. Két qua

Nhitng miu nao khong bi duc duge coi 1a protein bén vimg. Miic do duc cé
thé do bing mdy do do duc.

Chi y: Mau xanh da trdi hodc mau xanh 14 cay cé thé xuat hién 1a do ¢cé
phan tng cia SO, va tanin véi thude thir bentotest. Tuy nhién diéu nay khong
anh hudng tdi k€t qua vi két qua dua wén sy tao thanh do duc chit khong phai
tao mau.

Phuong phdp kiém tra ndy duge ding dé xdc dinh néng do bentonit cén
thi€t dua vao thiing 1én men dé dat dugc sy 6n dinh d6 bén keo cilia ruou vang.

10.13.2. Két tiia trong cén
Lay ruou vang hoa tron vdi con theo ty 18 1 : 1 (v/v) va quan sdt mic do

duc clta dich (kha nang tao thanh 16p suong mu trong dich) hoic ding miy do
d¢ duc dé xdc dinh mitc do duc.

Két qud

Néu hén hgp trd nén duc hoac tao thanh 16p suong mu ching to protein ¢6
trong méu phan tich khong bén. C6 thé do mic do duc clia hén hop biing mdy so
mau.
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10.13.3. Phuong phdp axit trichloaxetic (TCA)
1. Dung cu

Binh cdch thuy.

Ong nghiém 20 mt.

- Pipet.

Midy do dé duc (néu cé).
2. Hod chidt

- Dung dich tricloroaxetic 35%: hoa tan 55 g axit nay vao nudc cat va dinh
mvc tGi 100 ml.

3. Tién hanh

- Cho vao 2 dng nghiém, mbdi 6ng chifa 10 ml méiu ruou vang di loc trong.
Kiém tra d¢ trong cdc miu dudi dén cé cudng 4o sdng cao.

- Cho vao médi 6ng nghiém | ml dung dich TCA 55% va dat cdc Ong
nghiém vao binh cich thuy va dun s6i trong théi gian 2 phiit. Sau d6 1ay miu ra va
quan sét do duc clia cdc 6ng nghiém, cé so sanh véi mau kiém chitng (rugu vang).

4. Két qua

- Né&u dung dich bj duc chimg 16 protein ¢6 trong miu khéng bén.

- Néu dung dich khoéng bi duc, nén chd khoang 15 phit tinh tir lic 14y 6ng
nghiém ra khoi binh cich thuy va 1dm lai d€ khang dinh do bén ciia protein ¢é
trong méu.

Chii ¥:

- C6 thé ding mdy so mau xdc dinh & budc séng 430 nm dé do do hap thu
cta dich. So sdnh v&i miu kiém ching (rugu vang).

- C6 thé do trén mdy do do duc (so v6i miu kiém chiing) va diing don vi
"nephlos” - dé biéu thi d6 duc c¢la mdy do dé duc. Theo goi ¥ clia Rankine va
Pocock (1971) thi gid tri nephlos c¢dn nhoé hon 19 - day 14 gid tri gidi han biéu
thi d6 bén protein ¢6 trong ritgu vang ban an.

10.14, AXIT SORBIC

{Xdc dinh bang chung c4t va so mau),

1. Nguyén tdic

Tach axit sorbic bang chung cit va oxy hod thanh maloandehyt. Cho chat

167



tao thanh tdc dung vdi axit thiobacbituric s& tao thanh san phdm ngung tu cé
mau ¢ budc séng 530 nm.
2. Dung cu

- - MAay so mau.

Binh cach thuy.

- Binh dinh mre 100 ml, 500 ml.

- ﬁng Pyrex 15 ml.

3. Hod chdt

- Axit sorbic goc (100 mg//): can chinh xdc 134 mg kali socbat va cho vao
binh dinh miic | lit. Hoa tan bang nudc c&t va dinh mdc tSi ngan binh. Dung
dich nay c6 néng do tuang dvong 100 mg/l.

- Axit H,SO4 0,3N: Hoa tan 15 ml H,80, 2N vao nudce va dinh mic tdi
100 mL

- Dung dich Kali bichromat: Hoa tan 147 mg K,Cr,05 v6i nuéc va dinh
mufe 161 100 ml

- Axit thiobacbituric 0,5%: Hoa tan 250 mg axit thiobacbituric véi 5 ml
NaOH 0,5N trong binh dinh mic 50 ml. C6 thé dun néng binh d¢€ t6c do hoa tan
nhanh hon. Khi di hoa tan hoan toan, cho nudc cat véi 3 ml HCL 1N, dinh miic
t&1 ngdn binh. Dung dich nay duge chudn bi va chi ding trong ngay.

4. Tién hanh

- Chuén bi dudng chudn:

+ Tir dung dich axit sorbic g6c 100 mg/ml chudn bj thanh cdc dung dich
chudn ¢6 néng do 1, 2, 3,... mg/l. L&y 2 ml mdi dung dich nay cho vao dng
nghi¢ém. Mau trang thay bang 2 ml nudc cat.

- Chudn bi mau rugu vang:

+ L&y 2 ml rugu vang cho vao binh cit. Trang bang nudc cit nhiéu 14n dé
dam bao chuyén hét mau. Cat va thu héi khoang 190 ml dich chung cdt va ding
nuée cit dinh mdc 61 ngan binh 200 ml. Lay 2 ml dich chung cdt cho vao 6ng
nghiém dé€ tién hanh phan tich.

- Phén tich cdc mau:

+ Cho vio modi 6ng nghiém 1 ml H,SO4 0,3 N va 1 m! dung dich kali

168



bichromat, roéi cho cdc 6ng nghiém vao binh cdch thuy dang s6i va dun chinh
xdc trong 5 phit. LAy cdc 6ng nghiém ra va 1am nguéi bang nudc dd. Cho 2 ml
dung dich axit thiobacbituric vio mdi 6ng nghiém. Pua vao binh céch thuy va
dun 61 trong 10 phiit. Lam nguéi xudng nhiét 46 phong. Xdc dinh do hip phu
trén mdy so miu ¢ bude séng 532 nm.

5. Két qud

Duva vao dudng chudn, tir gia tri ODsy,,, xdc dinh ndng do chua biét. Két
qua nay dugc nhan véi 100 (2m] miu pha trong 200 ml) dugc két qua (mg/l).

169



Chuong 11
PHAN TICH Mi CHINH - NUGC CHAM

11.1. Mi CHINH
11.1.1. 6 dm

Chu y khi thuc hién cdc budc bdi méu rdt d& hdt nude, dé chiy nude dé
dam bdo qud trinh phén tich miu khéng hiit 4m.

1. Dung cu

Céc sdy 6 nip.
- T@ sdy dam bdo nhiét da 100 - 105°C.
Binh htit &m.

- Can c6 d¢ chinh xdc dén 0,001 g.

2. Tién hanh

Can chinh xdc 1 - 2 g miu cén phén tich (d& tron déu wr trude) trong cée
can dd duge sdy kho. Néu miu dang tinh thé phai nghién thanh b6t min. M& nip
ce can, cho ¢ ndp va cc vao th sdy, ti€n hanh sdy & 80 + 2°C trong 3 gid, 14y
c6c cin, day ngay nip va dat vao binh hit 4m, dé nguot 161 nhiet do phong trude
khi can lai khéi lugng. Ti€p tuc ti€n hanh sy & 80 + 2°C trong 30 phiit, r6i can
méu san khi say cho dén liic k&t qua cita hai 14n sy lién ti€p khong chénh nhau
qué 0,001 g thi dimg lai.

3. Két qud-
Ham lugng nude (W, %) tinh theo cong thc:

“a_b‘%
a

trong dé:
a - khéi lugng miu trude khi sdy, g ;
b - khéi lvgng mau sau khi sdy, g.
Lam hai mau song song, két qua cila hai phép xic dinh song song khong
duoc chénh nhau qud 0,1%. K&t qua cudi cling 1a trung binh c6ng ciia hai két
qua xdc dinh duogc.
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11.1.2. B pH

1. Dung cu

Maiy do pH.

2. Tién hanh

- Hoa tan 1 g mi chinh mau vao 30 ml nudc cat.
Khusy déu.

Do pH dung dich.

11.1.3. Glutamat natri

I. Muc dich

Xdc dinh ham lugng glutamat natri ¢d trong mi chinh bang phuong phép
Ijeldahl.

2. Nguyén tdic

Xem phan 1.3.

3. Dung cu

Xem phin 1.3.

4. Hod chit

Xem phdn 1.3.

- Phenolphtalein 1% (trong cén).

5. Tién hanh

Can chinh xdc 1 - 1,5 g miu réi dé miu vao binh d&t Kjeldahl sao cho
khong d€ dinh miu vao thanh va cé binh. Tién hanh v6 co hod giSng nhu phin
x4c dinh nitg idng s6 cha dai mach (phdn 1.3), qud trinh dién ra trong 3 - 4 gid,
sau d6 lay binh ra va quan sidt. Khi dung dich trong binh trong va ¢é mau xanh
nhat 1 dd v6 co hod xong, n€u khong thi phai thém vao binh 5 - 10 ml sulfuric
dam dic nita d€ vo co hod ti€p cho dén khi dat yéu cdu. Trong trudng hop vo co
hod khong dat yéu cdu phai ti€n hanh lai v6i lugng miu khéc.

Sau khi v6 co hod, chuyén dung dich trong binhKjeldahl sanh binh dinh
mifc 100 ml, tradng nudc cat 3 - 4 1an, cho nudce trdng vao binh dinh mirc va thém
nuGe cit tét ngan binh, lic déu. Ding pipet 14y 50 ml dung dich cho vao oinh
Kjeldahl, thém vai giot phenolphtalein. Ti€n hanh chung cat vi chuéin dd giong
phin 1.3 (sir dung H,SO, thu nhan NH,).
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6. Két qua

Ham lugng natri glutamat (Na, %} tinh theo cong thire:
B 2.(n; —n,).8,8.100
T Tm(I00-w)1000

trong dé:

n, - s& ml dung dich H,80, 0,IN cho vio binh chua;

a, - s6 ml dung dich NaOH 0,IN ding dé chudn do s6 axit du:

m - khéi lugng mau da lay dé vo co hoa, g:

w - do am cua méiu, % (m/m);

2 - hé 56 pha lodng

8.8 - s& mg naitri glutamat tuong tng véi 1 ml H,80, 0,1N ;

1000 - ddira g.

Tién hanh hai phép xac dinh song song, két qua khong duge chénh nhau
qua 0,5%. K&t qua cudi ciing tinh trung binh ¢cong clia k€t qua hai phép xdc
dinh.

11.2. NUGC CHAM

11.2.1. Nito tong so6

1. Muc dich

Xac dinh ham luong nito téng s6 trong dich duong bang phuong phdp
Kjeldahl. Phuong phdp duge dp dung cho moi loai nudc chim.

2. Nguyén tdc

Xem phan 1.3.

3. Dung cu

Xem phan 1.3.

4. Héa chat

Xem phan 1.3.

5. Tién hanh

Diing pipet ldy 5 ml nuéc chdm vao binh Kjeldahl. Tién hanh v6 co héa
giéng phan 1.3.

Sau khi v& ¢ h6a, chuyén méu vao binh dinh mic 100 ml, traug nhiéu lin
bing nudc c4t va dinh mic dén ngén binh, ldc déu. Ti€n hanh chung cat giéng
phin 1.3 (st dung H,SO, dé thu nhan NHy).
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6. Két qud

Him luong nito téng s& (N,, g/) tinh theo cong thiic:

(n; —n,)x0,0014 x 100 x 1000
5% 10

N[= =2,8(V1 "‘\;2).g/l‘r

trong do :

n, - s6 ml dung dich H,50, 0,IN cho vao binh chiia ;

n, - 8 ml dung dich NaOH 0,1N ding dé chuan do s6 axit du ;

0,0014 - s6 gam nito tuong vng véi 1 ml NaOH 0,IN ;

100 - dung tich binh dinh mic, ml ;

1000 - he s& déi ra g/t

5 - s6 ml miu di 14y dé v6 co hod ;

10 - s6 ml mau da pha loang cho vao miy cat.

Chénh léch két qua gifta hai 1an x4dc dinh song song khong duge qud 0,25 g/i.

11.2.2. Nitg amoniac

1. Nguyén tic

Giai phong NH; ra khéi dung dich bing NaOH. Ding dung dich axit
sulfuric dir dé hap thy amoniac, xdc dinh lugng axit du bing dung dich kiém.

2. Hod chdt

- Axit sulfuric 0,1 N;

- NaOH 25%.

- Chi thi hén hep.

3. Dung cu

- Bé cat dam Kjeldahl.

4. Tién hanh

- Lay chinh xdc 20 ml axit sulfuric 0,1N va 0,5 ml hén hop chi thi vio cée
500 ml. Pat cSc sao cho ddu &ng sinh han cha mdy ngap hin vao dung dich
trong cdc.

- L4y chinh xdc 5 ml nudc chdm cho vao mdy cdt, cho tiép 2 mi dung dich
NaOH 25%. sau dé thém nude cdt vao cho du 50 ml dung dich. Tiép tuc tién
hanh chung c4t giéng phdn 1.3, sir dung H,SO, dé thu nhin NH;.

5. Két qua

Ham luong nito amoniac (N, g/f) tinh theo céng thitc:
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n, - n,)x0,0014x 1000

_
N, = 5 , gfl

trong doé:
n; - s6 ml H,S8O, 0,1 N cho vao binh chia ;
n, - s6¢ ml NaOH cho vao binh dé chuin ;
0.0014 - s6 g nito twrong \ing véi 1 ml H,SO, 0,1 N ;
1000 - hé 56 déi ra lit ;
5 - thé tich miu nguyén da 18y d€ phan tich, ml.
11.?.3. Nito amin
{X4c dinh bang phuong phap chuan do formol).
1. Dung cu
Binh dinh mitc 250 ml.
- Pipet.
2. Hod chdt
NaOH dung dich 0,IN va 0,05N

- Chi thi hén hgp: 5 thé tich bromothymol xanh 0,04% va 4 thé tich
phenolphtalein 0,5% (trong con).

- Formol trung tinh 40%: 1 ml phenolphtalein vao 50 ml formol r6i dung
NaOH trung hoa dén mau héng nhat.

3. Tién hankh

- Lay 10 ml nude chdm cho vao binh dinh mic 250 ml, theém nudc cat tdi
ngén binh, lic déu. Giir dung dich nay dé xac dinh ham luong mu6i. Dong pipet
14y 10 ml, 15 giot chi thi hdn hgp sau d6 cho vao timg giot NaOH 0,1N dén khi
dung dich ¢6 mau phdt xanh; cho ti€p 5 ml formol trung tinh (dun chuyén sang

mau vang xanh), chudn do bing NaOH 0,05N dén khi dung dich chuyén tir mau
vng sang mau tim.

- Ti€n hanh xdc dinh miu tréng, thay 10 ml nudc chidm pha loing bing 10
ml H,0.

4. Két qud

Ham lugng nito amin (N, ;5. g//) tinh theo cong thifc:
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(n; —n,)x0,0007 x 250 x 1000
10x 10 ’

Namin =

g/l

trong dé:
ny, n; - thé tich NaOH tiéu t6n khi chudn miu tring va mu thi nghiém, ml;
0,0007 - s6 gam nito tuong ting v6i 1 ml NaOH 0,05N ;
250 - dung tich binh dinh mic, ml ;
1000 - he s6 déi ra g/l
10 - thé tich miu nguyén, ml;
10 - thé tich miu d3 pha loang cho vao may c4t.
Chenh léch két qua giira hai 1dn x4c dinh song song khong duge qué 0,25 g/l

11.3. MUOGI NaCl
1. Hod chdt _

- Nitrat bac 0,1N

- Chromat kali 10%
2. Tién hanh

- L&y 5 ml dung dich pha theo phdn 11.2.3 cho vio binh tam gidc 250 ml,
cho ti€p nudc cit cho dit 100 ml. Thém 1 ml dung dich chromat kali. Chuan do
dung dich bing nitrat bac 0,IN cho dén khi todn bé dung dich ¢6 mau do nau
bén ving.

3. Két qud
Ham lwgng muéi natri clorua (NaCl, gf!) tinh theo cong thiec:
NaCl = 1% 0,0051805:5250>< 1000 =20.25x n (g/h)

trong dé:
n - thé tich AgNQ; 0,1N tiéu t&n khi chudn miu thi nghiém, ml ;
0,00585 - s6 gam natri clorua tuong ¥ng véi 1 ml AgNO- O,IN ;
250 - dung tich binh dinh mifc, ml ;
1000 - he s& ddi ra lit;
10 - thé tich miu nguyén, mi ;
5 - thé tich méu d4 pha loang mang di chuin do, ml.
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11.4. PO AXIT
1. Hod chdt

- NaOH O,IN.

- Phenolphtalein 1% trong cén.

2. Tién hanh:

Liy 20 ml dung dich pha theo 11.2.3. cho vao binh tam gidc 100 ml, cho
ti€p nude cét cho di 50 ml, thém 5 giot phenolphtalein. Chuin do bing NaOH
0,1N dén khi dung dich chuyén sang mau phdt héng (nén ding méu doi ching).

3. Két qua:

Ham luong axit (Ax) tinh theo s6 ml NaOH 0,1N dung dé trung hoa 1 ml
madu, tinh theo cong thic:

Ay o X250

=lox20 &

trong do:
n - thé tich NaOH 0,1N tiéu ton khi chuadn mau thi nghiém, ml ;
250 - dung tich binh dinh mitc, ml ;
10 - thé tich miu nguyén, ml ;
20 - thé tich miu da pha loding mang di chuin do, ml.
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Chuong 12
XAC PINH HOAT PO CAC CHE PHAM ENZYM

12.1. KHAI QUAT VE XAC PINH HOAT PO ENZYM
12.1.1. Cdc khdi niém vé hoat dé enzym
Pon vi hoat do enzym

Bon vi enzym quéc t¢ (Ul) 12 luong enzym c6 kha nang xiic tic chuyén
hod dugc mot micromol co chit sau mot phiit & diéu kién tiéu chuan.

Trong nhimg di¢u kién xdc dinh (bdo hoa co chat), t6c do phin tng do
enzym Xuc tdc ty [¢ v6i luong enzym trong hén hgp phin img. Luong enzym o
day khong tinh biang mol hoac miligam ma dugc bidu dién bing don vi enzym
(U); mili don vi (mU) hoic kilo don vi (kU).

1 UI = 1 pmol co chat (10~ moly/phit

Katal (Kat) 13 lugng enzym c6 kha nang xiic tic chuyén hod duge mot mol
co chdt sau mot gidy d diéu kién tiéu chudn.
1 Kat = 1 mol co chat/giay

L UL= g‘6.10'6 Kat = 16,67 nKat (nanokatal)

Hoat dé riéng cua enzym

Hoat d¢ rieng clia mot ch€ phidm enzym dic trumg cho do thudn khiét cita
ché€ phim enzym. Hoat do riéng duge biéu thi bing s6 don vi enzym itng vdi |
ml dung dich (néu la dung dich) hodc 1 mg protein (néu la bdt khé) clia ché
pham. N&u ché phdm enzym di tinh sach, hoat do duge bidu thi bing s& don vi
enzym trén 1 mg enzym.

Hoat d¢ phdn ti cia enzym

Hoat d¢ phan tir clia enzym 1a s6 phan tir co chat (hoac s& duong luong cic
lien két bi phan giai) duge chuyén hod boi 1 phan tir enzym sau 1 phiit. Hoat do
phan tir duge tinh todn tir hoat do riéng va khdi lrgng phan tir clia enzym.
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Hoat d¢ cia trung tém xiic tdc enzym

Hoat do cla trung tam xiic tdc enzym la s§ phan tir co chit (hoic s& duong
lugng céc lien két bi phan giai) duge chuyén hod trén mot trung tam hoat dong
sau 1 phut. Hoat do clia trung tdm xic tic enzym duge tinh todn tir hoat do phan
tir va s§ trung tam hoat dong ciia phan tlr enzym.

12.1.2. Cdc phuong phdp xdc dinh hoat d¢ enzym

Enzym la cde chat xiic tdc sinh hoc ¢6 ban chat protein va cé tinh dac hiéu
cao. Mdi enzym cé kha nang xic tdc cho mét hodc mot s6 phan (ing nhét dinh.
Hoat dd xuc tac cia enzym cang manh thi lugng co chélt bi chuyén hoa hoac
lugng sin phdm phan Gng tao thanh trén mot don vi thdi gian cang ldn. Vi vay,
c¢6 thé ddnh gid hoat do xdc tdc clia enzym bang cich xéc dinh 6c do chuyén
hod co chat hodc t6c do tich lu§ sin phim phan tng.

V& nguyén tic cé thé chia 1am ba nhém phuong phép sau:

- Do lugng co chét bi mit di hay fugng san phdm duge tao thanh trong mot
thoi gian nhat dinh ing v&i mot ndng d6 enzym xdc dinh,

- Do thoi gian cén thiét dé thu duge mot lugng bién thien nhat dinh cla co
chat hay san phdm tng véi mot néng do enzym nhat dinh.

- Chon néng d¢o enzym nhu thé ndo dé trong mot thdi gian nhat dinh thu
dugc su bign thién nhdt dinh vé co chit hay sin phdm.,

Dé thyc hién duge muc dich trén, nhiéu phuong phap khdc nhau dugc sir
dung: phuong phdp do quang phd, phuong phip do d6 phan cuc, phuong phép
do dp sudt, phuong phdp do d¢ nhdt, phuong phap sic ky va phuong phdp hoi
hoc.

12.1.3. Nhitng diéu luu ¥ khi xdc dinh hoat d¢ enzym

- Khi tién hanh thuc nghiém cén trénh nhimg yéu & ¢6 thé gay bién tinh
protein enzym. Cdc diéu kién phan tng (pH, nhiét d6, cdc cation kim loai...)
phai & trong gidi han enzym c6 thé tén tai bén vimg va giit duoe én dinh trong
sudt thoi gian phan Gng.

+ V6i nhilng enzym cédn c6 chit hoat hod hoac chat 1am bén thi phai cho
cdc chit nay vao enzym trude khi cho co chét vao hdn hgp phan ing.

+ Xdc dinh hoat d6 cdn ti€n hanh & pH thich hop va ¢ dinh. pH thich hop
¢6 thé thay d6i khd nhiéu tuy thudc vio co chat va thanh phin dung dich dém,
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lyc ion clia dung dich dém (thudng trong pham vi 0,01 — 0,1).

+ Nhiét do ding dé xdc dinh hoat do phai thdp hon nhiét do t6i wu cia
enzym d€ dé phdng téc dung kim him enzym do nhiét do cao.

- Néng d¢ co chdt trong phan ting enzym phai § treng gidi han thich hop
du thira dé bio hoa enzym, nhing khong qui cao dé dén mtic kim him enzym,
Sau khi dimg phin g lugng co chdt bi chuyén hod nim trong khoang 20 —
30%.

- Thoi gian xdc dinh hoat d¢ thudng tir § — 30 phit. Tét nhat 13 xédc dinh
toc d6 ban ddu clia phan tng (30 - 60 giay). vi giai doan nay tdc d6 phén tng
kha 6n dinh, sau d6 bit ddu giam. Trong mot s6 trudng hop hoat d6 clia enzym
qud thdp c6 thé kéo dai thai gian phan ing dén | git hodc 1du hon. Trong trudng
hop nay can phai cho thém vao dung dich cdc chat di€t vi sinh vét va tranh ding
dung dich dém thuan lgi cho si phdt trién clia vi sinh var.

- Khi xdc dinh hoat d¢ enzym phii lam miu kiém chimg song song véi
méu thi nghiém. Trong méu kiém ching enzym da b1 Jam v6 hoat trudce khi cho
Va0 ti€p xic vdi co chat.

- Khi chudn bi dung dich enzym dé x4c dinh hoat do, tuy theo dic tinh va
mic do thudn khi€t cha ch€ phdm enzym ma tién hanh chudn bi dé c6 dugc
dung dich enzym trong suét.

Trong phin trinh bay cdc phuong phdp xic dinh hoat do enzym cia mot sé
ché phdm enzym, chiing ot chi trinh bay mot vai phuong phép tdch chiét enzym
tr ché pham tho lam vi du. Trong thuc t& ty thude moi trudng, ky thuat nuoi
cdy va dic tinh cia timg loai enzym ma chon cdc phuong phdp tach chiét, méi
trutmg tach chiét va diéu kién tach chiét thich hop.

12.2. HOAT PO ENZYM THUOC HE AMILAZA

12.2.1. Hoat d¢ enzym a-amilaza theo Rukhliadeva

1. Nguyén tdc

Phuong phdp dua trén co s& thuy phan tinh bot bdi enzym c6 trong dich ché
phdm nghién citu 61 cdc dextrin c6 phan tr luong khic nhau. Do cudng do mau
tao thanh gilta tinh bot va cdc san phadm thuy phan cla né véi iot bing mdy so
mau quang dién s€ tinh duge hoat do enzym.
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Don vi hoat d6 amilaza 13 lugng enzym chuyén hoa duge mot gam tinh bot
tan thanh céc dextrin cé phan tlr lugng khac nhau & 30°C trong thdi gian mot
gity (pH cho amilaza chia malt 1a 4,8 — 4,9, clia nim moc 1a 4,7, cha vi khudn 12
6.0..).

2. Hod chdt va dich chiét enzym

- Dung dich dém

+ Dung dich dém axetat pH = 4,7 (ding dé xdc dinh hoat do amilaza cla
ném mdc): phoi trén mot thé tich CH;COOH LN véi mot thé tich CH;COONa
IN. Kiém tra lai trén mdy pH met.

+ Dung dich dém phosphat pH = 4,9 (dung d€ xdc dinh hoat d¢ amilaza
chia malt): phdi tron 10 ml dung dich Na,HPO, 1/15M véi 990 m! dung dich
KH,PO,4 1/15M nhan duoce 1 1it dﬁng dich dém phosphat pH = 4,94. Kiém tra lai
trén may pH met.

+ Dung dich dém glycin - NaOH 0,1M pH = 10 (diing d¢ xdc dinh hoat
do clla amilaza kiém).

- Dung dich axit chlohydric O,IN.

- Dung dich iot g6c: Hoa tan 0,5 gam iot vd 5 gam KI v8i mot lugng nho
aude ¢4t trong chén can c6 niit mai. Lic nhe hdn hop dé hoa tan hoan toan, sau
dé chuyén dung dich sang binh dinh mic 200 ml, bé sung nudc cit dén vach
mitc. Bao quan dung dich trong binh miu nau & chd téi trong thoi gian 1 thdng.

- Dung djch iot phan tich: Pha lofing 2 ml dung dich iot géc v6i dung dich
HC1 0,1N trong binh dinh mic dung tich 100 ml. Trudc khi sir dung can kiém
tra mat dé quang cla né trén mdy so mau quang dién & budc séng A = 453 nm
v6i chiéu day cuvet | cm. Mat d6 quang cta dung dich phai ¢é gid tri 0,160 (x
0,01). Néu ¢é sy sai léch méat do quang phai hiéu chinh bang cdch thém vai giot
axit HCI hoac dung dich iot goc.

- Dung dich tinh bot 1%: Hoa tan 1 gam tinh bot (theo chat kho tuyét doi)
véi 50 ml nudc cdt trong binh dinh mic 100 ml, lic déu. Pt vao bép cich thuy
dang s6i, lic lién tuc cho tdi khi tinh bdt tan hoan toan. Sau d6 lam ngudi binh
va b sung 10 ml dung dich dém axetat pH = 4,7 (hoac 10 ml dung dich dém
phosphat pH = 4,9) b8 sung nudc cét 16 vach miic, lic déu. Dung dich dugc
chudn bi trong ngay st dung.
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- Chi€t rit enzym: Enzym duoc chiét rit khoi ché phdm bing dung dicl
dém c6 pH thich hop.

- Dich chiét enzym géc tir vi khudn: Can 0,1 gam ché pham nghién ciu,
cha can than ché phidm béing dila thuy tinh trong mot céc ¢6 dung tich 25 - 30
ml vdi mot lugng nude céit nhd. Sau d6 chuyén todn bo hdn hgp vio binh dinh
mifc dung tich 100 ml, bd sung nudc cit t6i vach mitc. Loc va thu héi dich chiét
enzym. Bdo quan dich ch€ phdm géc & nhiét dé +2°C dén +4°C trong thdi gian
1 ngay.

- Dich chiét enzym géc tir canh trudng nuoi méc: Can 5 gam canh trudng
nghién ciu da nghién so bo, cha cdn than bing diia thuy tinh trong mot céc cé
dung tich 50 ml. Sau d6 chuyén toan b canh trudng vao binh nén dung tich 250
ml, bé sung 90 ml nudc cat va 10 ml dung dich dém axetat pH = 4,7. Gifr hén
hop & nhiét do 30°C trong thai gian 1 gid, ¢ khudy ddo dinh ky. Loc va thu héi
dich chi€t enzym. Bao quan dich ch& phdm gdc & nhiét do +2°C dén +4°C trong
thoi gian 1 ngay.

- Dich chiét enzym g&c tir malt: Can 5 — 10 gam malt nghién ciru d3 nghien
nho, cho vao binh ndén dung tich 250 ml, b6 sung 90 ml nudc cat va 10 ml dung
dich dém phosphat pH = 4,9. Gilt hon hgp & nhiét do 30°C trong thdi gian 1 gid,
c6 khuay dao dinh k¥. Loc va thu héi dich chiét enzym. Bao quan dich ché
pham géc & nhiét o +2°C dén +4°C trong thdi gian 1 ngay.

- Dich chiét enzym phan tich: Chudn bj dich chiét enzym phan tich tir dich
chiét enzym g&c bing cdch pha loing sao cho trong 3 ml dich ch€ phdm enzym
phin tich ¢ chita mot luong enzym da d¢ thuy phan tr 20% 61 70% tinh bot
trong dung dich trong didu kién xdc dinh. Do dé tuy thudc vae hoat do cua ché

pliim enzym gde ma tén hinh pha lodng theo ty 1é thich hgp.
3. Tién hanh

- Cho vao 2 6ng nghiém {(dudng kinh 20 mm, chiéu cao 100 mm), mdi éng
10 ml dung dich tinh bot 1%, dat vac mdy diéu nhiét ¢6 nhiét do 30°C (= 0,2°C)
trong thai gian 10 phit dé dua nhiét do cia dung dich téi 30°C. Bé sung vio
dng nghiém thif nhat 5 ml nudc cat (6ng kiém ching), vio 8ng nghiém thi hai 5
ml dung dich enzym phan tich (6ng thi nghiém), khudy déu nhanh hén hop va
gilr nguyén ¢ nhiét d¢ nay trong thoi gian 10 phit. Liy tir hai ong nghiém trén
mdi 6ng 0,5 m] hdn hgp phan ttag cho vao hai Sug nghiém khidc da ¢6 sin 50 ml
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dung dich iot phan tich, l&c déu hén hgp trong binh. Céc dung dich nhan duoce
c6 mau nhu sau:
+ Dung dich kiém chitng ¢6 mau xanh.
+ Dung dich thi nghiém c6é mau tim véi cudng d¢ mau khac nhau tuy
thudc lugng tinh bot chua bi thuy phan.
- Do cudng d6 mau cha céc dung dich & budc séng A = 656 nm so vdi nudc cAt.
4. Két qud
Luong tinh b6t duge thuy phan (C) tinh theo cong thife:
D, ~-D
C= —'6:_3 x 0,1
trong do:
D, - mat d6 quang do duge ¢ha dung dich kiém chitng;
D, - mat d¢ quang do duge ctia dung dich thi nghiém:;
0,1 - luong tinh bdt dem phan tich, gam.
Hoat d¢ amilaza ciia ché phim enzym ngudn géc vi khuan tinh theo dv/g:

_ 5,885.C+0,001671 o
m

HdaA 1000

Hoat do amilaza clia ch€ phdm enzym ngudn géc ndm mdc tinh theo dv/g:

_ 7,264.C-0,03766 .
m

HdA 1000

Hoat do amilaza ctia ch& phdm enzym ciia malt tinh theo dv/g:

6,889.C - 0,029388 N
m

HdA = 1000

trong do:

m - lugng ché phdm nghién ciu, mg;

C - lrong tinh bot bi thuy phan, gam;

1000 - hé s6 chuyén mg thanh gam;

5,885: 0,001671; 7,264; 0,03766; 6,889; 0,029388 i cic hé s6 cta
phuong trinh tinh hoat d9, thu duge bang phuong phdp xir Iy todn
hoc s6 liéu thye nghiém vé su phu thude cha lugng tinh bot Li thuy
phan vao lugng enzym 1dy dé thi nghiém. Trong cdc hé s nay da c6
dua vao thira 5§ tinh chuyén ra 1 gid tde dung clia enzym.
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12.2.2. Hoat dé enzym glucoamilaza (y-amilaza)

a) Phuong phap vi lugng ciia V.Y. Rodzevich, O.P. Korenbiakina

1. Nguyén tic

Phuong phdp dya trén co sd thuy phéan tinh bot béi enzym glucoamilaza ¢6

trong ch€ pham nghién ciu. Xé4c dinh luong glucoza tao thanh s& tinh duoc heat
do enzym.

Pon vi hoat d9 glucoamilaza ia luong enzym tdc dung lén dung dich tinh
bét tan pH = 4,7 & nhiét do 30°C trong thdi gian 1 gi& gidi phong duoe 1 mg
glucoza.

2. Hod chdt va dung dich enzym

- Dung dich Fehling I: hoa tan 34,64 g CuSO,.5H,0 trong 500 ml nudc cit.

- Dung dich Fehling IT: hoa tan 173 g kali natri tartrat kép va 50 g NaOH
trong 500 ml nudc cat.

- Dung dich axit sulfuric 25%.
Dung dich KI 30%.

- Na,5,04 0,1N.

- Dung dich tinh bot 1%.

- Chi€t nit enzym: Can 3 gam ché phdm nghién nhd chuyén toan bd vio
binh tam gidc 250 ml, bd sung 90 ml nudc cat va 10 ml dung dich dém axetat
pH = 4,7. Giit hén hgp & nhi¢t d6 30°C trong thoi gian 1 gid, ¢6 khudy dao dinh
ky. Loc va thu hoi dich chiét enzym. Bio quan dung dichch& phdm géc & nhiét
do +2°C d&n +4°C trong thoi gian 1 ngay.

4. Tién hanh

- Mau thi nghiém: Hit 1 ml dung dich tinh bt 1% cho vao binh tam gidc
50 ml, bé sung 1,5 ml nuéc cdt va 0,5 ml dich chiét enzym (cdc dung dich nay
di dugc dwa vé nhiét do 30°C), ldc déu va dar lai vio mdy diéu nhiet va gir
chinh xdc 10 phit. Dinh chi phan ing bing | ml Fehling 1 v I ml Fehling II.
Pun s6i 2 phit (k€ tir liic xudt hién bot sai ddu tién), lam nguoi va bé sung 1 ml
H,50, 25% dé hoa tan Cu,0, sau dé b8 sung 2 ml KI 30% réi chuin do bing
dung dich thiosulfit natri 0,IN.

+ Luu ¥ hoat d¢ dich chiét enzym qud thap (khoéng ¢é 16p Cu,O mau doé &
ddy binh phai tang lugng enzym, nguoc lai néu chi ¢6 Cu,0O ma khéng ¢6 mau
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xanh cia dung dich Fehling & trén phai pha lodng dich ¢hiét enzym).

- Maiu kiém chimmg: Tién hanh nhu d&i v6i miu thi nghiém, nhung thay thé
0,5 ml dich chiét enzym bang 0,5 ml dich chiét enzym di bi vo hoat bing cich
dun soi.

5. Két qua

Hoat do glucoamilaza (HAG) tinh béng dv/g duge xdc dinh theo cong thifc -

axfx33x60
mx 10

HdG =

trong do:
a - hiéu s6 ml Na,S5,04 0,1N clia miu kiém chiéng va thi nghig¢m;
k - hé s& hiéu chinh noéng dd Na,S,0; 0,IN;
3,3 - hé s6 chuyén déi thanh glucoza;
10 - thoi gian thuy phan co chat, phiit;
m - lugng enzym su dung, gam;
60 - hé s6 chuyén thanh gid.
b) Phitong phdp sir dung enzym glucooxydaza
I. Nguyén tdc
Phuong phip dua trén co s thuy phan tinh bot boi enzym glucoamilaza cé
trong dich ch€ phdm nghién cttu. Xdc dinh luong glucoza tao thinh qua phén
ting xtc tdc dac hiéu cia enzym glucooxydaza sé xdc dinh duge hoat dé enzym.

Don vi hoat d¢ glucoamilaza la lugng enzym tic dung lén dung dich
tinh bot tan pH = 4,7 & nhiét do 30°C wong thai gian 1 phiit giai phéng duge
1 micromol glucoza.

2. Hod chdt va dung dich enzym
- Dung dich tinh bot 1 %.
- Dung dich dém axetat pH = 4,7,

- Dung dich dém phosphat IN, pH = 7,5: hoa tan 136 g KH,PO, khan
trong 1 lit nudc cdt va 56 g KOH trong 1 lit nudc cat. Phéi tron hai dung dich
nay theo ty 18 1 : 1 (v/v). Kiém tra pH ciia dung dich dém bing pH met.

- Dung dich ferroxyanua kali 0,1% (dung dich A): dung dich dugc pha
trude ldc sir dung.
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- Dung dich glucooxydaza (dung dich B): hoa tan 5 - 6 mg glucooxydaza
teong tng 500 — 600 don vi (hoat do glucooxydaza 1a 100.000 dv/g) bang dung
dich dém phosphat 1IN, pH = 7.5 trong binh dinh mic 50 mi, sau dé bé sung 2
mg peroxydaza.

- Hén hgp cdc dung dich ferroxyanua kali va glucooxydaza (dung dich C):
phéi tron dung dich A va dung dich B theo ty 1& 1:1 (v/v), lic déu. Dung dich
hén hgp duge bdo quan trong binh mau ndu trong th lanh trong thai gian 2 - 3
ngay.

- Dung dich axit benzoic bdao hoa: hoa tan 2,7 gam axit benzoic bang nude
cat trong binh dinh mic 1000 mi.

- Chiét rit enzym:

Can 0,1 gam canh trudng nghién nho chuyén toan bo vao ¢éc nhd 25 - 30
ml, dinh déu ché& phim bang dila thuy tinh v6i mot it nude cit. Chuyén toan bod
vao binh dinh mic 100 ml, bé sung nuéc cat t6i vach mitc. Loc va thu héi dung
dich enzym. Bao quan dung dich ché phim g&¢ & nhiét d6 +2°C dén +4"C trong
théi gian 1 ngay.

3. Tién hanh

- Mau thi nghiém: Hit 10 ml dung dich tinh bét 1% cho vao binh tam gide
50 ml, b6 sung 5 ml dung dich enzym (cdc dung dich ndy di dugc dua vé nhiét
do6 30°C), ldc déu va dit lai vio mdy diéu nhiét va gil chinh xdc 10 phat. Hat 1
ml dich thuy phan cho vio 6ng nghiém nho dat trong ndéi cich thuy dang soi
trong thdi gian 2 phiit dé vo hoat enzym. Ti€p dé 1am ngudi bang nudc lanh.
Luong glucoza tao thanh duge xdc dinh bing cdch b sung vao méi 6ng nghiém
3 ml dung dich C, lic déu va giif yén trong thoi gian 45 phit & nhiét do phong.
Do cuting do mau & bude song A = 400 nm d6i nguge véi dung dich hén hop
(3 ml dung dich C va 1 ml nuéc cét).

+ Luu ¥y mét do quang cla dung dich nghién cifu phai nim trong ving
tuyén tinh clia dudng chuian. Néu khong, cdn phai 1am lai thi nghiém véi moét
Irgng enzym thich hgp.

- M4u kiém chiing: Tién hanh nhu d6i v6i mau thi nghiém, nhung thay thé
5 ml dung dich enzym bing 5 m! dung dich enzym da bi vo hoat bing cich dun
$Ol.
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- Dung dudng chuidn v6i dung dich glucoza tinh khiét: Pha dung dich
glucoza trong axit benzoic thi thisi gian bio quan s& lau hon (¢6 thé 1 nim). B§
sung 3 ml dung dich C vao 1 ml dung dich glucoza da biét néng do. D€ mau cia
dung dich én dinh trong th&i gian 45 phut, sau d6 do cudng d6 mau trén mdy so
mau. Dimg dudng chudn theo cdc s6 lieu do duge. Ving bién thién tuyén tinh
clia dudng chudn twong Ung véi lugng glucoza tir 10 dén 150 ug.

4. Két qud

Hoat d6 glucoamilaza (HAG) tinh bang dv/g duge xdc dinh theo cong thife:

HdG=—_8
bx180x10

trong dé:
a - lugng glucoza tao thanh trong 1 ml dich thuy phan, pg;
b - lugng enzym cé trong 1 ml dich thuy phan, gam hay ml;
10 - thoi gian thuy phin co chat, phiit;
180 - phan tlr lugng cla glucoza (chuyén tir ug sang uM).

12.3. HOAT PO ENZYM PROTEINAZA

12.3.1. Phuong phdap Anson cdi tién

1. Nguyén tdc

Phuong phdp dua trén co sé& thuy phan casein (hoiac hemoglobin) béi enzym
¢6 trong dich ch€ phdm nghién ctru. Dinh lugng lugng axit amin duoc tao thanh
trong phan ng thuy phan bing phin tng miu vdi thudc thir Folin. Dua vao d6

thj chudn clia tyrozin dé tinh lugng san phim tuong tng do enzym xic tdc tao
nén.

Don vi hoat d6 proteinaza 1a lugng enzym chuyén hod dugc mét lugng
caseinat nairi thanh dang khéng bi két tha bdi axit trichloaxetic wong duogng véi
mot micromol tyrozin & 30°C trong thdi gian mot phit. M6t mol tyrozin bing
0,181 mg.

2. Hod chdt va dich chiét enzym
- Dung dich dém van nang 0,1M:

+ Dung dich axit axetic 0,1M (dung dich A): hoa tan 5,7 ml axit axetic
bang trong nudc cit, dinh mife téi 1 lit dung dich.
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+ Dung dich axit phosphoric 0,1M (dung dich B): hoa tan 6,45 ml axit
phosphoric dam dac (d = 1,84) treng nudc cét, dinh mic 6i ! lit dung dich.

+ Dung dich axit ortho-boric 0,IM (dung dich C): hod tan 6,18 g axit
ortho-boric trong nuée cat, dinh mic t4i 1 lit dung dich.

+ Dung dich natri hydroxit IN (dung dich D): hoa tan 40 g NaOH trong
nudce cat, dinh mire téi 1 lit dung dich.

+ Tron lan cdc dung dich A, B, C v6i thé tich bang nhau nhan droc dung
dich dém 0,1M c6 pH = 1.,8. Diéu chinh gid uj pH cla dung dich dém trong
khoang pH = 1,8 16i pH = 12,0 bang cdch b6 sung dung dich NaOH IN.

- Cdc dung dich dém van nang néng d¢ khac duge chudn bi tuong tu.

- Dung dich axit trichloaxetic 0,3M: Hoa tan 50 g axit trichloaxetic trong
nude cit, dinh mirc tdi 1 lit dung dich, lic déu va loc.

- Dung dich axit chlohydric IN: Pha lodng 82,2 ml axit HC] dam dac trong
nude cdt, dinh mie t61 1 1it dung dich.

- Dung dich natri carbonat 0,5M: Hoa tan 53 g Na,CO; trong nude cit, roi
dinh mifc té1 1 /.

- Dung dich axit chiohydric 1N,
- Thudc thir:

+ Hoa tan 100 g natri vonframat (Na,W0Q,.2H,Q) vi 25 g natri molypdat
(Na;Mo00,.2H,0) vao 800 ml nudc cdt. Thém 50 ml axit phosphoric 80%
(H;POy4) va 100 ml axit chlohydric ddm dac. Pun 561 hén hop trong thoi gian 10
gid (khong can lién tuc) véi 6ng sinh han nguge. Sau d6 b8 sung vio hén hop
105 g liti sulfat, 50 ml nuée ¢4t va 5 giot nude brom. Dun s6i 15 phiit dé loai trir
brom du. Dung dich thuée thit nhan duge ¢6 mau vang. Néu dung dich ¢6 mau
xanh phai xir 1y loai bréom ldn thir hai. Dung dich duge 1am nguéi vi bé sung
nuéc cit t6i 1 lit, sau d6 loc qua Sng Allin ¢6 chita bong thuy tinh.

+ Xdc dinh néng d¢ thuoe thlt bing cdch pha lodng dung dich thudc thir
10 14n va chudn d6 bang dung dich NaOH 0,1N véi chi thi phenolphtalein.

+ Bao quan dung dich thudc thir trong binh thuy tinh mau, & noi lanh. Khi
dung dich nga mau xanh, b8 sung vai giot brém va lai ti€n hanh khir brom du
nhu phan trén.

- Chiét nit enzym:
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Can 1 g ch€ pham nghién cifu, cha can than ch& phdm bing diia thuy tinh
trong mot c¢d¢ nho vdi mot it dung dich dém van nang ¢6 ndéng do va pH thich
hgp. Sau dé chuyén toan bod hén hgp vao binh dinh mitc dung tich 100 ml, bé
sung dung dich dém téi vach mife. Loc va thu héi dich chiét enzym.

- Dung dich dém van nang thich hop d61 véi:
+ Ché& phdm proteinaza axit: 0,1M va pH = 2,5 + 0,2 hoac 0,1M va pH =
3,5£0.2,
+ Ché pham proteinaza trung tinh: 0,IMvapH =72 +0,2.
+ Ché pham proteinaza kiém: 0.1M va pH =95+ 0,2.
- Dung dich casein:

+ D6i vdi cdc ché pham c6 pH thich hgp cho phin (ng ndm trong khoang
pH = 5,5 té1 pH = 9,5: Hoa tan 2 g caseinat natri khd trong 90 ml dung dich
dém van nang 0,1M ¢6 pH tuong Gng. Sau dé diéu chinh pH dung dich bing
cich bé sung timg giot HCI IN hodc NaOH IN i pH cla dung dich dém ban
diu. Chuyén toan bo dung dich sang binh dinh mic 100 ml v bé sung dung
dich dém tuong (mg t3i vach mitc.

+ D6i vdi cdc ché pham e6 pH thich hop cho phan ¢ng 1a pH = 2,5: Hoa
tan 2 g caseinat natri kho trong 90 ml dung dich dém van ning 0,01M, pH =
5,5. Sau d6 dua pH ¢ha dung dich xuéng pH = 3,0 bing cdch bd sung nhanh axit
HCI IN két hgp khudy manh, vi trong qud trinh axit hod dung dich xay ra hién
tuong van duc. Cic vin dyc ndy duge hoa tan dén khi pH xuéng duéi pH = 3.,0.
Ti€p tuc diéu chinh pH dung dich xudng pH = 2,5. Chuyén toan bo dung dich
sang binh dinh mifc 100 ml, bé sung dung dich dém van nang 0,1M, pH = 2,5
td1 vach miic.

+ D€ riit ngan thai gian chudn bi dung dich caseinat natri, ngudi ta ¢6 thé
thuc hién qua trinh hoa tan & nhiét d¢ 70°C trén mdy Khudy tir.

+ Dung dich caseinat natri 2% nhan duge ¢6 thé bao quin trong th lanh
khong qua 2 ngay.

3. Tién hanh
- Xdc dinh hoat d6 enzym:

+ MAu thi nghiém: Cho vao 2 &ng nghiém, méi dng 2 ml dung dich
caseinat natri, sau dé dit vio mdy diéu nhiét trong thoi gian 10 phit dé dua
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nhiét do cha dung dich 161 30°C. Bo sung vao méi éng nghiém 2 ml dich chiét
enzym, lic déu va giit nguyén & nhiét do nay trong thoi gian 10 phit. Phan itng
enzym dugc dinh chi bing cdch bo sung 4 ml axit trichloaxetic 0,3M vio mbi
6ng nghiém. Khudy troén nhanh hén hop va gilt nguyén & nhiét do nay trong thoi
gian 20 phiit dé ket tha hoan toan céc hop chat cao phan t trong dung dich thuy
phan. Loc qua gidy loc thu hoi dich trong thuy phan. Lay | ml dich trong nhan
duoc cho vio dng nghiém, déng thdi bd sung 5 ml dung dich Na,CO4 0,5M,
khudy lién tuc v bo sung thém 1 ml thudc thir Folin phan tich. Dé yén hén hgp
phan fng 20 phit. Dung dich sau phan fmg ¢6 mau xanh da tr&i. Po cudng dd
mau clia dung dich & budc séng A = 656 — 670 nm ddi ngugc véi miu kiém
chimng.

+ Miu kiém ching: Céch ti€n hanh nhu déi véi miu thi nghiém, nhung
dich chiét enzym sir dung trong thi nghiém nay la dich chiét enzym da bi vo
hoat bang cich: ¢t 2 ml dich chiét enzym dugc phoi tron véi 4 ml axit
trichloaxetic 0,3M & nhiét do 30°C trong thdi gian 10 phat.

- Dung dudng chudn theo tyrozin:

+ Chuan bi dung dich tyrozin chudn: chudn bi dung dich géc tyrozin c6
néng do 10 M (1 pmol/ 1ml): can 181,19 mg tyrozin tinh khiét hoa tan trong
dung dich HC! 0,2N, chuyén vao binh dinh nufc 1 it v dinh mic dén ngin. Ti
dung dich g6c nay pha thanh diy dung dich chudn ¢6 néng do trong khoang
0,2.107'M - 3,0.107* M.

+ Xay dung dudng chuin: Lay 1 ml dung dich chuan, 5 ml Na,CO 0,5M
va 1 ml thude thit Folin phan tich cho vao 6ng nghieém kho, khudy déu va dé yén
trong thoi gian 20 phiit. Do cudng do mau cia dung dich hén hop dSi nguge véi
miu ddi chiing (1 ml nudc cdt thay thé | ml dung dich chudn) & budc séng X =
656 — 670 nm. Tir s6 liéu thu duge dung duding chudn tyrozin. Truc hoanh biéu
thi ham lyong tyrozin (umol/ml), truc tung biéu thi mit d¢ quang twong ing
(D). Tir dudng chuan xéc dinh duong luong tyrozin (TE): 1a mat do quang ma |
pmol tyrozin ¢ trong 1 mi dung dich chuan khi phin tdng véi thude thir Folin.

4. Két qud

Hoat d6 proteinaza (HdP) tinh bang dv/g hay dv/ml duge xdc dinh theo
cong thic:

189



Dx4

HdP = ——~—
TEx10xm

x 1000

trong dé:
D - mat d6 quang do dwoc cha miu;
4 -ty lé giita thé tich cha hén hgp phan tng va thé tich ciia dung dich
enzym sau khi bd sung axit trichloaxetic;
TE - duong lugng tyrozin xic dinh theo dudng chudn;
10 - thai gian thuy phan co chat, phu;
m - lugng enzym st dung (mg c6 trong ml dung dich enzym);
1000 - hé s6 chuyén sang gam ché phdm.

12.3.2. Phuong phdp Babakina
1. Nguyén tic

Phuong phap dua trén co sd thuy phan casein (hoac hemoglobin) bt enzym
cé trong dung dich ché phdm nghién ciiu. Cic lién két peptit dugc thuy phan sé
lam giam kha nang lién k&t cta phan tir vdi HCL. Xdc dinh sy gidm kha nang
lién két nay s€ cho phép xdc dinh hoat d¢ enzym. Phuong phdp ndy duge sit
dung dé xdc dinh hoat d6 enzym proteaza kiém tinh,

Pon vi hoat d9 proteinaza la luong enzym chuyén hod dugc mot luong
caseinat natri thanh dang khéng bi két tiia bdi axit chlohydric tvong duong véi
sir giam kha nang lién két v6i 1 ml HCIL 0,IN & 40°C, pH = 8,0 — 8,2 trong thai
gian mot gid.

2. Hod chat va dung dich enzym

Dung dich casein 5%.

Dung dich HCI 0,2N.

Dung dich Na,50,4 15%.

Dung dich crezol do.

Dung dich NaOH {,IN.

Dung dich enzym dugc tich chiét nhu & phuong phdp trén.

3. Tién hanh

- Méu thi nghiem: L4y 20 ml dung dich casein 5% va 10 ml dung dich
chiét enzym (tit ca cdc dung dich déu c6 nhiét do 40°C) cho vao binh tam gidc
100 ml, ke déu va dat vao ndi cich thuy & nhiét d6 40°C va giit nguyén & nhiét
dé nay trong thoi gian 60 phiit. Sau dé phan ving duge dinh chi va két tia casein
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bing cdch b sung 10 ml dung dich axit chlohydric 0,IN va 10 ml dung djch
Na,504 15%, lac déu va loc bd keét tha. Hit 10 ml djch loc nhan duge cho vio
binh tam gidc 100 ml, bd sung 2 giot crezol dd va chudn do bang dung dich
NaOH 0,iN.

- Méu kiém ching: Lay 10 ml dung dich axit chlohydric 0,1N va 10 ml
dung dich Na;504 15% cho vao binh tam gidc 100 ml, lic déu. Sau d6. b6 sung
10 ml dich chiét enzym (14t ca cdc dung dich déu c6 nhiét d6 40°C), b sung
thém 20 ml dung dich casein 5%, lic déu va loc bd két tda. Hiit 10 ml dich loc
nhan dugc cho vao binh tam gidc 100ml, b6 sung 2 giot crezol db va chuin do
bang dung dich NaOH 0,1N.

4. Két qud
Hoat d¢ proteinaza clia I ml ch& phidm enzym dugc xdc dinh theo cong thic:
Aa =A m A ke
_ Aax50
HdP = TOxb xK

trong dé:
Ag - hi¢u 56 clia s6 ml NaOH 0,IN ding d€ chugn do méu thi nghi¢m va
mau kiém chiing;
Ay - lugng dung dich NaOH 0,1N chuin dé méu thi nghiém, mk:
Ay, - lugng dung dich NaOH 0,1N chuin d¢ miu kiém chimg, ml;
50 - s6 ml dich hdn hop dem loc;
10 - s6 ml dich loc diing dé€ chudn do;
b - lugng enzym st dung (mg c6 trong 10 ml dich chiét enzym);
K - hé s6 hi¢u chinh dung dich kiém.

12.4. HOAT PO CUA CHE PHAM TRYPXIN
1. Nguyén tdc

Phuong phép dva trén co s& thuy phan co chat téng hop (N-benzoyl-L-
arginyl-etyl-este hay BAEE) bdi enzym trypxin, mot endopeptiaza theo phan
ting sau:

Trypxin -
R-C-0-C;Hs + Hy0 —"5 CH0H + RCOO™ + H*
0

(BAEE)
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Trong méi trudng ki€ém, nhom carboxyl gidi phdng s& duge ion hoi hoan
toan. Dinh lugng lugng proton tao ra trong phan iing cho phép xdc dinh hoat do
enzym.

Pon vi hoat do trypxin 1a luong enzym chuyén hod dugec mét micromol
BAEE & 25"C, pH = 8,0 trong thdi gian mot phuit.

2. Hod chdt va dung dich enzym

- Dung dich BAEE 1,2.107% mol/! dugc pha trong dung dich KC1 0,2 M.

- Dung dich KC10,2 M
Dung dich NaOH 0,005M

Dung dich dém chuén cla pH met

- Dung dich enzym dugce tdch chiét nhu & phuong phdp trén véi pH = 8,0.
3. Tién hanh

- Lay 25 ml dung dich BAEE va 25 ml dung dich KCl cho vao cdc chiu
nhiét 100 ml, dé yén 10 phit dé can bing nhiét d6. Dat c8c lén may khudy tir va
nhing dién cuc pH met vie dung dich. B sung 1 ml dung dich enzym trypxin
(duge 18y ra khdi da bdo qudn trudc mot vai phit). BS sung NaOH vao dung
dich cho 61 khi dat gia tri pH 8,0. Bim ddéng hd gidy, trong qua trinh phan ing
diéu chinh pH cha dung dich phan ting bing dung dich NaOH 0,1N bing micro
buret. Khi thdi gian phin tng dat | phut, ghi lugng NaOH 0,1IN s{t dung dé diéu
chinh pH.

4. Két qud

Hoat do trypxin cta 1 ml ch€ phdm enzym chinh 12 lvong micromol NaOH
duoc sir dung dé hiéu chinh pH trong phan img

12.5. HOAT PO ENZYM PECTINAZA
Hoat dé polygalacturonaza (HdPg)

a. Plucong phap chudn dé iot

I. Nguyén tic

Trén co s gia ting cdc nhém aldehit & cudi mach do thuy phan céc lién két
glucozit, tinh todn s6 lugng cdc lién két bi thuy phan.

Pon vi hoat do polygalacturonaza la lugng enzym Xic tdc thuy phan duge
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mot micro duong lugng cdc lien ket glucozit trong phan tir axit pectic & 30°C
trong thol gian mot phit.

2. Hod chdt va dich chiét enzym

- Dung dich axit pectic 1%: Hoa tan 10 g polygalacturonat natri bing dung
dich dém axetat 0,05N, pH = 5,25 trong binh dinh mic 1000 ml, ba sung dung
dich dém t4i vach miic.

- Dung dich enzym:

+ D01 véi moi trudng nuoi cdy rén: Can 5 gam moi trudng rén di nghién
nho cho vao c6e 200 ml. B6 sung 100 ml dung dich toluen 0,33%, khudy tron
déu va tién hanh tich chi€t & 4°C wrong thoi gian 1 gid. Sau dé, loc thu nhan
dich chiét enzym qua gidy loc.

+ D61 voi t& bao vi khudn: Khéi 1€ bao duge Iam lanh dong trong thdi gian
12 gid, sau d6 duge nha lanh dong va bd sung dung dich dém axetat 0,2M, pH =
7,9 vdi ty I¢ (t€ bao: dung dich dém) 1: 2,5. Hén hop duoe tién hanh dong hod
trén mdy va dugc gift trong ti lanh trong thdi gian 24 gid, sau dé duoc ly tam
v6i téc do 6000 vong/phit trong thoi gian 40 phdt. B6 sung amoni sulfat vio
dich trong nhin dugc dé dat néng do 40% dé két tha va loai protein nhiém tap
bing ly tam v6i t6c do 4500 vong/phiit trong thdi gian 30 phit. Sau dé, bé sung
amoni sulfat m¢t ldn nifa dé dat d¢ bdo hod 70% két tha enzym. Cudi ciing thu
nhdn enzym bing ly tm vdi t6c do 4500 vdng/phiit trong thoi gian 30 phiit. Hoa
tan két tlla enzym bing 5 ml dung dich dém phosphat 0,1M, pH = 7,0.

+ D6i véi ch€ phim enzym k¥ thuat: Can 1 gam ché phim nghién citu da
nghién nho cho vao edc 200 mi. Bd sung 100 ml nudc cat, khudy tron déu va giir
nguyén I gid. Sau do, loc thu nhéan dich enzym qua gidy loc.

Hodc

+ D6i v6i ch€ pham enzym thudn khi€t: Can 0,1 g ché phdm nghién cvu da
nghién nhé cho vao ¢8c¢ 20 - 25 ml. Cha cén than bang diia thuy tinh, sau dé
chuyén toan bo vao binh dinh mdc 100 ml, b§ sung nudc cit tdi vach mic,
khudy tron déu, néu cdn thi ti€n hanh loc.

(Dung dich enzym ¢6 thé bdo quan 1 ngdy & nhiét do +2°C dén +4°C.)

- Dung dich natri carbonat 1M.

- Dung dich axit sulfuric 2M.

193



- Dung dich iot O.IN

- Dung dich hypesulfit 0,05N: Hoa tan 12,5 gam Na,$,04 v8i nude cit
khong chira CO, trong binh dinh mic 1000 ml. Dung dich phai duge bao quan
trong binh thuy tinh mau nau ¢6 dng xi phong va buret v6i 6ng canxi chlorva
nap ddy voi. Trude khi sir dung xdc dinh lai ndng do chuin xdc cua dung dich.

- Dung dich tinh bdt tan 1% trong dung dich natri clorua bao hoa (chit chi
thi mau): Cho 1 gam tinh bt tan (da trir ham 4m) vao binh dinh mite 100 ml, b
sung din 50 ml dung dich NaCl bdo hoa, lic déu, sau d6 nhing binh dinh mic
vio n6i cich thuy so6i, lc {ien tyc cho tdi khi hoa tan hoan toan tinh bot. Tiép
dé 1am ngudi binh vA bé sung 10 ml dung dich dém (dung dich dém axetat pH
4,7 hoac dung dich dém phosphat pH 6,0). Dinh muc t&t vach ngin bing NaCl.

Kiém tra mdt d¢ quang ciia dung diclh : Phoi tron 10 ml dung dich v6i 5 ml
nudc cét, tron déu. Hit 0,5 ml dung dich nhan duge cho vio 50 ml dung dich
iot, lac déu va do cudng d6 miu cda dung dich & bube séng A = 656 nm vdi
cuvet 10 mm ddi nguoe vét mau tring 12 nude cat. Gid tri mat do quang nhan
duge phai 1én hon 0,690.

3. Tién hanh

- Mau thi nghiém: Ldy 10 ml dung dich axit pectic 1% cho vao binh nén
niit mai 100 ml va dat vao binh diéu nhi¢t ¢6 nhiét do 30 + 0,2°C, sau 10 phuit
bd sung 5 ml dung dich enzym (néu cdn phai pha lodng dung dich enzym bing
nudc cdt). Sau mét thi gian nhat dinh (10; 20; 30 hodc 60 phit tuy thudc hoat
d¢ enzym), thém vao binh phan Ung méi binh 1,8 ml dung dich Na,CO; 1M va
10 mlI dung dich iot 0,IN. Lic déu va ddy nit thuy tinh, dé yén diing 29 phuit
trong chd 16i. Cudi cung bd sung 2 ml H,SO, 2M va dinh phan luong iot du
bing dung dich hyposulfit 0,05N vdi sy ¢6 mit clia tinh bot tan. Két qua chudn
do duoe biéu thi bang s6 ml dung dich Na,S$,04 0,IN.

- Miu kiém chimg: MAu ki€ém chimg duge ti€n hanh nhu miu thi nghiém,
chi khdc 1a dung dich enzym duge bd sung vao sau khi bd sung NaCO- va trude
khi b8 sung dung dich iot.

4. Két qud

Hoat do polygalacturonaza (HdPg) tinh bang dv/g duge xdc dinh theo cong
thite:
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51.3xe
dPg=""""" . d
HdPg txm v/g

trong dé:
5,13 - s6 micro duong lugng cic nhém andehit tuong tmg véi 1 ml dung
dich iot 0,IN (hoac | ml hyposulfit);
e - lugng dung dich iot 0,IN tieu tdn dé oxy hod cdc nhém andehit duge
tao thanh (tinh theo hiéu s& cdc luong hyposulfit ding dé chusn
mau th{ nghiém va miu kiém chimg), mi;
t - thei gian thuy phan, phut;
m - lugng ché phdm enzym st dung, g.
b. Xac dinh loat dé theo dé nhét ciia dung dich phdn g
1. Nguyén tac
Trén co sO su gidm dé nhdt clia dung dich pectin do thuy phan céc lién két
glucozit béi enzym.

Pon vi hoat d6 polygalacturonaza la luong enzym xiic tic thuy phan cdc
lién két glucozit ¢6 thé 1am giam 50% do nhét cia dung dich pectin 0,2 - 2% @
37°C, pH = 5,25 trong thdi gian 10 phiit.

2. Hod chdt

- Dung dich natri polygalacturonat 0,2 - 2%: Hoa tan 2 g - 20 g natri
polygalacturonat bing dung dich dém axetat 0,05N, pH = 5,25 trong binh dinh
mifc 1000 mt, b3 sung dung dich dém téi vach mc.

3. Tién hanh

- Hit 10 ml dung dich natri polygalacturonat 0,2 - 2%, bé sung 1 ml dung
dich enzym (tat ca cdc dung dich dd ¢ nhiét do 30 - 37°C), ldc déu va dat vao
mdy diéu nhiét c6 nhiét do 30 - 37°C, giit nguyén & nhiét d6 nay trong thasi gian
ding 10 phiit. Po d6 nhét ciia dung dich phan ting bing nhdt k&€ Ostwald.

4. Két qud

Hoat d¢ enzym dugc xdc dinh thong qua su giam d6 nhét clia dung dich
phan ing nhan duge.

c. Phuong phadp so mdau
1. Nguyén tic

Trén co s¢ thuy phan cic axit galacturonic bdi enzym gidi phéng cdc nhém
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khtr. Cac nhém khir tao thanh s€ tham gia vao phan ting v6i 2-cyanoaxetamit.

Don vi hoat d6 polygalacturonaza la lugng enzym xic tdc thuy phan giai
phéng I umol nhém khir & 45'C trong théi gian mot phiit.

2. Tién hanh

- Hiat 0,5 ml dung dich hdn hgp phdn (ng chuan ¢6 chia 0,5 mg axit
polygalacturonic hoa tan trong dung dich dém axetat pH = 3 - 5 cho vao Gng
nghiém. Phan tng dugc khai dong bang cdch bd sung 20 pl dich chiét enzym,
ldc déu va dat vio mdy diéu nhiét ¢é nhiét do 45°C, gilt nguyén G nhiét d6 nay
trong thei gian ding 20 phit. BS sung 1,2 ml dung dich chat phian tng TBC
(natri tetraborat 100 mM, axit boric 100 mM va 2-cyanoaxetamit 0,1%), dun s61
trong thai gian 10 phat dé dimg phan ing, sau d6 1am nguoi. Mau cta dung dich
sau phan tng duge do bing mdy quang phd g bude séng A = 270 nm.

- Xay dung dudng chuén: Duding chuin duge xay dung trong khoang néng
do 0 - 0,4. mol/! axit polygalacturonic méi khi thi nghiém.

3. Két qud

Hoat dé enzym duge x4c dinh théng qua dudng chuin vira duge xay dung.

12.6. HOAT PO PECTINESTERAZA (HDPE)

1. Nguyén tic

Phuong phdp dya trén co s& thuy phan dung dich pectin bdi enzym nghién
ctru. Dinh lugng cdc nhém carboxyl duge gidi phéng khi thuy phan bang
phuong phdp chuin™do. Tri s§ hoat do pectinesteraza xdc dinh phu thuoc rat

nhiéu vao muc d6 este hod cha pectin, do d6 cdn luvu ¥ khi so sdnh cdc két qua
thu duge trén cac co chat khdc nhau.

Pon vi hoat d6 pectinesteraza 14 lugng enzym xic tadc thuy phan duge mot
micro duong lugng cdc lién két este trong phan tir pectin & 30°C trong thoi gian
mot phiit.

2. Hod chdt va dich chiét enzym
- Dung dich pectin 1% c6é do metoxy hoa cao:

Pectin sif dung lam co chat phai ¢6 do metoxy hod khong thip hon 80%.
Can mot lugng pectin cin thiét dé c6 néng do 1%. Réc tir tir pectin vao ¢bc ¢
sdn nudc cit, dong thdi khudy déu bang diia thuy tinh. D€ yén 2 gio & nhiét do
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phdng dé pectin truong nés va hoa tan, sau d6 d& khoang 12 gio & nhiét d6 +4°C
dén +6°C. Sau d6 dung dich duge lam néng dén 20°C va chuyén vao binh dinh
mifc ¢é dung tich thich hgp va dinh miic tdi vach ngdn bang nudc cit, lic déu va
loc qua hai 16p vai man c6 bong & giita. Bio quin dung dich nhan dugc trong ti
lanh trong thoi gian 2 ngay.

- Dich chiét enzym:

+ D6 v6i ché€ phim enzym K§ thuat: Can 5 g ché phim nghien cu di
nghién nho cho vao coe 200 ml. BS sung 100 ml nudc cat, khudy tron déu va giir
nguyén 1 gio, cit 10 phit lai khudy déu mot 1an. Sau d6, loc thu nhan dich chigt
" enzym qua gidy loc.

+ D3i véi ché€ phim enzym thudn khiét: Can 0,5 gam ché phdm nghién citu
da nghlen nho cho vao cdc 20 - 25 ml. Cha cdn than biing diia thuy tinh véi mot
thé tich nhé nude cat, sau d6 chuyén ton b vao binh dinh mie 50 ml, bé sung
nudc cdt tdi vach mic, khudy tron déu, néu cdn thi tién hanh loc.

Dich chiét enzym nhan duge sit dung ngay trong ngay.
- Dung dich natri hydroxyt 0,1N.
3. Tién hanh

- Cho vao 4 c6c nho dung tich 50 ml, mébi ¢d¢ 20 ml dung dich pectin 1%
diy c6c bang kinh ddng hé va dit vao binh diéu nhiét cé nhiet do 30 + 0,2°C,
sau 15 phit bd sung 10 ml dung dich enzym vao 2 c6c (néu cdn phai pha lodng
dung dich enzym bing nu6c cat), con 2 cbc khde b6 sung 10 mi dung dich
enzym di bj vo hoat (miu kiém chimg). Sau mot thoi gian ding 1 gidy, 1Ay cde
c6c phan wng ra va chudn nhanh bing dung dich NaOH 0,IN 16i pH = 7,5 bing
micro buret. Kiém tra gid tri pH bang pH mét.

Két qud

Hoat do pectinesteraza (HdPe) tinh bang dv/g hay dv/ml dugc x4c dinh theo
cong thirc :

100 % a x 100
txmxe

HdPe =

trong dé:
a - lugng NaOH O,IN dung dé dinh phan, c6 gid tri bang hiéu s6 giita
lugng cdn thiét dé chudn do mau thi nghiém va méu kiém chiing;
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100 - s6 micro duong fugng cdc lién két este bi thuy phan (ng véi | mi
NaOH 0,1N;

100 - mitc d6 este hod cia pectin diing lam chuan dé tinh toan;

t - thoi gian thuy phan, phdt;

m - lugng ché phdm enzym sit dung, g;

e - muc do este hod cla pectin ding lam cd chat phan (ng.

12.7. HOAT PO ENZYM PEROXIDAZA

Nguyén tdc

Phuong phdp dua trén sy oxy hod peroxit thanh purpurogalin khi ¢6 mat
cua H,0,. Purpurogalin tao thanh dudi dang két tia mau nau khéng tan
trong nudce, nhitng rdt dé tan trong este va dung dich H,SO, dam dic. Lugng
purpurogalin tao thanh duge xdc dinh theo hai phuong phdp :

- K&t tha purpurogalin sau khi dd lec va rira sach, hoa tan trong H,S0,4
80%, sau d6 chuan do bing KMnO, 0,1N.

- Két tia purpurogalin rira sach, hoa tan truc ti€p vao este va xdc dinh bang
phuong phdp so mau d6i nguoge vai dung dich purpurogalin tinh khiét tan trong
este.

Tuy thuoc co chat sir dung ma pH t6i thich cha peroxydaza cé thay déi chiit
it. Thuong thuc nghiém duge tién hanh trong moi trudng kiém yéu.

Peroxydaza rit nhay cdm vdi nhiét do. Enzym c¢6 thé bj vo hoat ngay khi
dun téi nhigt do s6i. Thuc nghiém nén tién hanh & nhiét dé thudng (20°C).

Peroxydaza cling rdt nhay cam véi H,O, du, do d6 cén tién hanh xdc dinh
hoat d6 trong méi trudng pha rdt loang. Dac biét can lwu y khi ding pirogalol
lam co chit, thi lugng pirogalol va H,0, diing trong *hi nghiém khong duge qud
mot gidi han xdc dinh.

12.7.1. Phuong phdp chudn dé KMnO,

1. Hod chdt va dich chiét enzym

- Dung dich H,O, 1%.

Dung dich pirogalot 1% pha trudc khi ding.
Dung dich H;SO, 80%.
Dung dich H,50, dam dic (d = [,84).

L
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- Dung dich KMnO, O,IN.
Ete etylic.

Purpurogalin tinh khiét.
Dung dich dém phosphat pH = 8 - 9.

Dich chiét enzym:

Cin 2 - 3 gam nguyén liéu nghién cttu (4, ré, hat), cho vio ¢&i sit via nghién
cén than vdi 20 ml dung dich dém phosphat pH = 8 + 9 va bot thuy tinh hoic c4t
sach (khong c6 Fe), bo sung thém 4 — 5 giot totuen hoic chloroform. Chuyén
toan bo hon hgp vao binh dinh mitc 100 ml, b6 sung dung dich dém t6i vach
muc. Lac déu va loc thu nhin dich chiét enzym qua gidy loc.

2. Tién hanh

- Mau thi nghiém: Cho 10 ml dung dich pirogalol 19 va | ml dung dich
H,0, 1% vao binh tam gidc 250 ml, sau do bo sung 40 ml dich chiét enzym (14t
ci cdc dung dich déu ¢ nhiet do 20 - 25°C). Dat vio mdy diéu nhiét va gilt yén
trong mat khoang thdi gian xdce dinh (15 philt t6i 20 gid) tuy thude hoat do cla
enzym. Trong thoi gian phan (ng purpurogalin dugc tao thanh & dang két tha
mau ndu.

- Thém vio hon hop phan tng | — 2 ml H,80, dam dac. Loc két tla qua
phéu loc x&p (G-Z). Rira két tia biing nudc cat cho i6i khi nude rira khong con
khir KMnQOy,. Sau d6 hoa tan két tha trén phéu loc bing dung dich H,SO, 80%
(10 - 20 ml). Rira phéu loc bang nudce cit (luong nudce rira gip 7 — 20 lin lugng
axit dem dung). Néu pha loding it s& khé dinh phian, nhung pha lodng nhiéu qud
s€ lam cho purpurogalin két taa tré lai.

- Dun néng dung dich thu dugc 16i 50 ~ 60"C va chuan do bang dung dich
KMnQ, 0,1N i khi dung dich ¢6 mau héng bén trong 30 giay.

- MAu kiém ching: Tién hanh nhir d6i v6i mdu thi nghiém, nhung thay thé
40 ml dich chiét enzym bang 40 ml dich chiét enzym da duge vo hoat bang céch
dun soi trong thot gian 10 phut v6i ong sinh han thu héi.

3. Két qua

Don vi hoat do clia peroxidaza duoc biéu thi bing s6 ml KMnO,4 O.1N diing
d€ chuin do purpurogalin tao thanh ung v&i 1 g phdm vat nghién ciu kho &
20°C trong thdi gian 15 phuit.
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Hoat d¢ peroxydaza (HdPer) dugc xdc dinh theo ¢cong thic :

(a~b)
m

HdPer =

trong do:
a - s6 ml KMnOy 0,1IN dung dé dinh phan méu thi nghiém;
b -s6 ml KMnO, 0,IN ding dé dinh phan miu kiém chiing;
m - trong [uong nguyén li¢u ciia méu thi nghiém, g.
12.7.2. Phuong phdp so mau vdi purpurogalin
1. Hod chdt va dung dich enzym
- Dung dich H,(3, 0,5%.
- Dung dich pirogalol 1% pha trudc khi ding.
- Dung dich H,80, 10%.
- Ete etylic.
- Purpurogalin tinh khiét.
- Dich chiét enzym: chiét riit enzym nhu phuong phip néu & trén.
2. Tién hanh

Cho 190 ml nude cat, 10 ml dung dich purpurogalin 1% va 1 ml dung
dich H,0, 0,5% vao binh tam gidc 250 m]. Nang nhiét d6 cha hén hop lén 20 -
25"°C, bo sung 1 - 5 ml dich chiét enzym, lic déu va gilt hén hop & nhiét dé 20 -
25°C trong thoi gian 15 phut. Thém vio hén hop phédn ¢ng 5 ml H,S0, 10% dé
vd hoat emzym. Chuyén toan bo hén hop vdo phéu chiét, chiét lugng
purpurogalin tao thianh bang ete etylic. Chiét lam 3 lin véi luong 25 ml, 10 ml
vi 10 ml dung dich ete etylic. Gop chung cdc phdn ete etylic hod tan
purpurogalin nhan dugc vio binh dinh mitc 50 ml, bo sung ete etylic t&i vach
muc. Do cudng do mau dung dich nhan dwoc d61 nguoc véi dung dich
purpurogalin tinh khiét trong ete etylic (5 mg purpurogalin hoa tan trong 50 ml
ete etylic).

- Xay dung dudng chuin purpurogalin dé tinh he s6 chuyén déi.
3. Két qud

Don vi hoat d6 clia peroxidaza dugc biéu thi bing s6 mg purpurogalin tao
thanh tng véi | gam pham vat nghién citu khé & 20°C trong thai gian 15 phiit.
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12.7.3. Phuong phdp do cuong do hdp thu dnh sdng
1. Nguyén tdic

Phuong phdp dua trén co s& oxy hod mot chat khir v81 sy ¢ mat cla
hydroperoxyt (H,0,). Pdu tién enzym peroxydaza oxy hod H,O, dé giai phéng
oxygen. Oxygen tao thanh s& oxy hod chat kht. Po cudng do hdp thu & budc
séng A = 725 nm cho phép xdc dinh lugng H,0, bi oxy hod, tir d6 tinh dugc
hoat do enzym.

2. Hod chat va dich chiét enzym

- Dung dich dém axetat 0,1M, pH 4,7 : phéi tron 529 ml axit axetic 0,1M
v6i 471 ml dung dich axetat natri 0,1M dé nhan duge 1000 ml dung dich dém.

- Dung dich co chilt : pha loang 0,1 ml dung dich H,O, néng do 30% trong
250 ml nude cit.

- Dung dich chdt kht (ABTS) : hoa tan 536 mg axit 2,2-azino-di-(3-
etylbenzthiazolin-6-sulfonic) trong 100 ml nudce cat.

- Dich chiét enzym:

Can 2 - 3 gam nguyén liéu nghién cdu (14, ré, hat), cho vao ¢6i si va nghién
céin than v6i 20 ml dung dich dém citric 0,iM pH = 4,0 va bot thuy tinh hoac
cdt sach (khong c6 Fe), b6 sung thém 4 - 5 giot toluen hodc chloroform. Chuyén
toan bd hén hgp vao binh dinh mic 100 ml, b6 sung dung dich dém t6i vach
mifc. Lic déu va loc thu nhan dich chiét enzym qua gidy loc.

3. Tién hanh

- Cho 1 ml chat khir, 0,5 mi dung dich dém axetat 0,1M, pH 4,7, 100 ml
dung dich H,0, vd 3 ml nu6e cit vio hop cuvet clia may quang phd, lic déu.
Pit hop cuvet vao mdy va dn nit diéu chinh do hdp thu vé gid tri 0. Sau do, 1ay
hop cuvet ra bd sung chinh xdc 5 ml dich chiét enzym, day hép cuvet bing
miéng fim parafin mong, lic ky. L4y miéng fim parafin ra va dit lai hop cuvet
vao mdy quang phd. D¢ yén chinh xdc 2 phut, doc d6 hap thu & budc séng A =
725 nm.

- Xay dung dudng chudn vdi cdc néng do H,O, dé ¢6 hé s6 chuyén déi.

4. Két qud

DPon vi hoat d6 cla peroxidaza duge biéu thi bing s6 mg H,O, duge oxy
hod bdi enzym c6 trong 1 g pham vat nghién citu kho & 20°C trong théi gian 1 phut.
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12.8. HOAT DO ENZYM INVECTAZA (8-FRUCTOZIDAZA)

1. Nguyén tac

Phuong phip dua trén co s& thuy phan dudng sacaroza bot enzym c¢6 trong
dich ch€ phidm nghién cu thanh glucoza va fructoza. Xéc dinh luong dudng khir
tao thanh s& tinh dugc hoat do enzym. Pudng khir trong méi trudng kiém néng
sé& khir axit 2-hydroxy 3,5-dintrobenzoic hay axit 3,5-dinitrosalicylic (3,5-DNS)
mau vang thanh axit 2-hydroxy 3-amino 5-nitrobenzoic mau dé da cam. Bo do
hdp thu dnh sdng ¢ budc séng A = 575 nm cia dung dich sau phan ¢ng sé xdc
dinh duge lugng dudng khir tao thanh.

Bon vi hoat do invectaza la lugng enzym xuic tdc thuy phan duge mot micro
mol sacaroza ¢ 25"C trong thdi gian mot phiit.

2. Hod chdt va dich chiét enzym

- Dung djch dém axetat 0,1 M:; pH = 4,7.

Phai tron 529 ml dung dich axit axetic 1M vdi 471 ml dung dich axetat
natri 0,iM nhan dugc 1 lit dung dich dém. Kiém tra lai trén may pH met.

- Dung dich phén (ng kiém trong 3,5-DNS.

+ Hoa tan ndéng 10 g axit 2-hydroxy 3,5-dinitrobenzoic trong 200 ml dung
dich NaOH 2M (dung dich A).

+ Hoa tan 300 g natri kali tartrat trong 500 ml nudc cat (dung dich B).

+ Phéi tron hai dung dich A vi dung dich B, bé sung nudc cat téi 1 it va Joc.

- Dung dich sacaroza 1 M.

- Dung dich dudng nghich dao 5 mM

Phai tron hai dung dich glucoza 5 mM va dung dich fructoza 5 mM theo ty
le1:1 (v/v),

- Chiét rit enzym:

Can 10 g ndm men cho vao 20 ml dung dich NaHCQ; 0,1M hay dung dich
dém pyrophosphat 66 mM, pH = 8,5. Nghién 1€ bao bang may nghién trong thoi
gian 2 phit. P& yén hén hop trong thai gian 24 gidy (it nhat mdt dém) & 40°C
(hay & nhiét 4o moi trudng). Ly tAdm tich xdc t€ bao thu hdi dung dich chira
enzym vdi toc do 4000 vong/phut trong thdi gian 15 phit.
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3. Tién hanh

- Madu thi nghiém: Hit 100 pl dung dich sacaroza IM va 350 ul dung dich
dém axetat pH = 4,7 cho vao cuvet 2 mi, dit vio binh én nhiét c¢é nhiét do 25°C
trong thai gian 5 phit, sau d6 bé sung 50 pl dich chi€t enzym (néu cin phai pha
lodng dich chiét enzym). Lic manh va gilf nguyén & nhiét d6 nay trong thdi gian
diing 20 phidt. B& sung 500 pl dung dich 3-5DNS, lic manh va dat vio may diéu
nhiét 100°C (hoic nhiing vao nude s6i) trong thai gian ding 5 phdt. Sau dé 1ay
cuvet ra va dit ngay vao nude dd. Do do hap thu anh sdng & budc séng A = 5375
nm dé&i nguoc v6i mau kiém chiing.

- Mdu kiém ching: Miu kiém ching dugc ti€n hanh nhu méu thi nghiém,
chi khdc 1a dung dich 3-5DNS dugc bé sung vao true khi bo sung dich chiét
enzym.

- Xay dung dudng chuin clia dung dich dudng nghich dio:

Hiit X ml dung dich duong nghich dac 5 mM va (2 — X) ml dung dich dém
axetat pH = 4.7 cho v3o cdc 6ng nghiém, sau dé bo sung 2 ml dung dich chat
phan 1ng 3-SDNS. Lic manh hén hgp va dat vio mdy diéu nhiét 100°C, gilt
nguyén trong thai gian ding S phit. L&y hon hgp ra cho ngay vio nude did. Do
do hap thu dnh sdng & bude séng A = 575 nm ddi nguge v6i mau trang.

4. Két qud

Hoat do enzym dugc xic dinh thong qua dudng chuin xay dung dugc.

12.9. HOAT PO ENZYM PHYTAZA

1. Nguyén tdc

Phuong phdp dua trén ¢d sd thuy phan phytat natri bdi enzym <6 trong dich
ch€ pham nghién citu thanh phosphat v6 ca. Xéc dinh lugng phosphat vo co tao
thanh s& tinh dwgc hoat do enzym. Phosphat vo co trong méi trudng axit yéu s&
két hop véi amoni heptamolypdat vad amoni monovanadat tao phiic mau vang.
Po do hdp thu dnh sing & budc séng A = 415 nm cla dung dich sau phan tng s&
xdc dinh duge lugng phosphat vo co tac thanh.

Pon vi hoat do phytaza la luong enzym xic tdc thuy phan phytat natri giai
phéng mét micro mol phosphat vé co & 37°C, pH = 5,5 trong thdi gian mdt phiit.

2. Hod chat va dich chiét enzym

- Dung dich dém axetat pH = 5,5
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Hoa tan 18,1 g CH;COONa, 0,147 g CaCl,.2H,0 va 1,68 mi CH,COOH
bang trong nudc cat, sau dé dinh muc t6i 1 it dung dich dém. Kiém tra lai trén
mday pH met.

- Dung dich dém axetat pH = 5,5 vdi Tween 20

Hoa tan 18,1 g CH;COONa, 0,147 g CaCl,.2H,0 va 1,68 ml CH,COOH
bang trong nudc cét, sau d6 dinh mifc t6i 1 1it dung dich dém. Kiém tra lai trén
may pH met. B6 sung 100 mg Tween 20 vio dung dich dém nhan duge.

- Dung dich tao phitic mau

+ Dung dich axit nitric (dung dich A): pho6i tron 70 ml dung dich HNO,
65% vai 130 ml nude cat,

+ Dung dich amoni monovanadat (dung dich B): Hoa tan 2,35 g NH,VO,
trong 400 ml nude 60"C, b6 sung 20 ml dung dich A, 1am nguoi va dinh miic t6i
1 lit. Dung dich cé thé bao quan 4 tuin & nhiét do phong,.

+ Dung dich amoni heptamolypdat tetrahydrat (dung dich C): hoa tan 100
mg (NH,)sMo070,4.4H,0 trong 900 ml nude cdt, bd sung théem 10 ml NH,OH
25%, sau dé dinh muc t6i 1 lit. Dung dich cé thé bao qudn 4 tudn & nhist do
phong.

+ Dung dich tao phitc man: phé&i wén 250 ml dung dich B, 250 ml dung
dich C va 163 ml dung dich HNO, 65%, sau dé dinh mifc tdi 1 lit. Dung dich
durge chudn bi trong ngay sit dung.

- Dung dich phytat natri 5 mM (pH = 5,5)

Hoa tan 7,03 g C¢HgO,4P¢Nay, trong 1 lit dung dich dém axetat pH = 5,5.
Dung dich dugc chuén bi vai phit trude khi ti€n hinh phan tng.

- Dung dich natri dihydrophosphat 2 mM

Hoa tan 15,601 mg natri dihydrophosphat trong dung dich dém axetat, dinh
muc t31 100 ml.

- T4ch chiét enzym

Dich canh trudng 4°C duoe bo sung (NH,),S0, 16i do bio hod 65%, khudy
tron déu va gilr & nhiét do nay trong 30 phit. Ly tam tdch k&t tha va thu héi két
tha phytaza trong 1 — 3 ml dung dich dém axetat pH = 5,5 vé&i Tween20C tuy theo
hoat d& enzym thu duoe.

3. Tién hanh thuc nghiém

- MaAu thi naghiém: Hut 400 pl dung dich phytat natri 5 mM cho vao cuvet
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2 ml, dit vao binh 6n nhiét cé nhiét do 37°C trong tho gian 5 phit, sau dé bo
sung 200 pl dich chiét enzym (néu cdn phai pha loang dich chiét enzym). Lic
manh va giit nguyén & nhiét do nay trong thdi gian ding 20 phit. BS sung 400
pul dung dich dimg phan ifng tao mau, Iic manh va dé trong 10 phiit. Do do hap
thu dnh sdng & budc séng A = 415 nm doi nguoe véi mau kiém chimg.

- Miu kiém ching: Ti€n hanh nhu d6i véi miu thi nghiém, nhung dich
chiét enzym da duge vo hoat bing cdch dun soi.

- Xay dung dudng chuin cla dung dich natri dihydrophosphat.

Hit X m! dung dich natri dihydrophosphat 1 mM va (2 — X) ml dung dich
dém axetat pH = 5,5 cho vao cdc dng nghiém, sau d6 b6 sung 2 ml dung dich
tao phic mau. Lic manh hén hop va dé€ trong 10 phit. Po do hap thuy dnh sdng &
bude séng A = 415 nm d&i nguge vai miu tring.

4. Két qud

Hoat do enzym duge xdc dinh thong qua dudng chudn xay dung dugc.

12.10. HOAT DO ENZYM B-GLUCOZIDAZA

I. Nguyén tdc

Phuong phap dya trén co s& thuy phan p-nitrophenylglucoza (p-NPG) bdi
enzym cé trong dung dich ché pham nghién ciiu thanh p-nitrophenol (p-NP).
Xac dinh lugng p-nitrophenyl tao thanh s& tinh duoc hoat dd enzym. Do do hap
thu ctia dung dich sau phan ting & budc séng A = 405 nm s€ xac dinh duge lugng
p-nitrophenyl tac thanh.

Pon vi hoat d6 P-glucosidaza 'la luong enzym xic tdc thuy phan
p-nitrophenylglucoza giai phéng mot micro mol p-NP & 50°C, pH = 4,8 trong
thdi gian mot phut.

2. Hod chdt va dich chiét enzym

- Dung dich dém axetat 0,05 M, pH = 4,8

Phoi tron 529 ml dung dich axit axetic 0,5 M v6i 471 ml dung dich natri
axetat 0,05 M nhin duoc 1 lit dung dich dém. Kiém tra lai trén mdy pH met.

- Dung dich p-NPG 10 mM

Hoa tan 3,04 g p-NPG trong dung dich dém axetat pH = 4,8, sau d6 dinh
miuc téi 1 1it dung dich dém.

- Dung dich Na,CO; IM
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- Tach chiét enzym

Dich canh trurong duge két tia enzym trong dung dich etanol 4°C ndng do
75% , hoac ket tha trong dung dich (NH;),SO, do bio hoa 80%. Hoa tan ket tha
nhan duge trong dung dich dém axetat 0,05 M, pH =4.8.

3. Tién hanh thuwec nghiém

Doi véi mdu thi nghiém

Hut 1 ml dung dich p-NPG 10 mM cho vao 6ng nghiém, diat vio binh én
nhiét ¢6 nhiét do6 50°C trong thoi gian 3 phit, sau dé bé sung 200 pl dich chiét
enzym {néu cin phai pha lodng dich chiét enzym). Léc manh vi giif nguyén &
nhiét d¢ nay trong thai gian ding 15 phit. B6 sung 1 ml dung dich Na,CO; M
dimg phan tng, 14c manh va dé trong 10 phiit. Do do hap thu 4nh sdng & bude
séng A = 405 nm d6i ngugc vdi miu kiém ching.

P6i véi mdu kiém chitng

Enzym dugc vo hoat bing cdch bd sung 1 ml dung dich Na,CO; 1M vio
trude khi bé sung 1 ml dung dich p-NPG.

Xady dung duong chudn ciia dung dich p-nitrophenol

Duong chuan duge xay dung tit dung dich p-NP pha trong dung dich hén
hop (dung dich dém axetat pH = 4,8 va dung dich Na,CO, 1M, ty 1& 1 : 1) ndng
do tr 0,1 pM téi 0,5 pM. Do do hap thu dnh sang & bude séng A = 405 nm d6i
ngugc v4i mau tring.

4. Két qud

Hoat dé enzym duge xdc dinh théng qua dudng chuin xay dung ducc.
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PHAN 3
PHAN TICH VI SINH VAT

Chuong 13
KIEM TRA MUC PO KHU TRUNG

13.1. KIEM TRA PHUGNG PHAP KHU TRUNG KHO
1. Nguyén tdc

Khir tring cdc dung cu thiy tinh hoac kim Joai bang khi néng kho & nhiét
d6 160°C trong thoi gian 2 gidy (hoidc & nhiet do 170°C trong theti gian 1 gio).

2. Dung cu

- T s&y (18t nhét 12 dung th sdy dién) c¢6 hé thng diéu khién nhiét dé gébm
b6 phan ngit nhiét va nhiét k€. Véi nhiét do tir 150 dén 170°C thi do chinh xdc
cin thiét 1a £1°C.

3. Héa chit
- Ché& pham bao tit Bacillus subtilis.
4. Tién hanh:

- Bao géi dung cu trong gidy chdng thdm dau (gidy Kraft), gidy nhom hay
cho vao trong cdc tiii tiét triing hodc duge x&p trong cdc hop kim loai.

- Xép dung cu vao lic th sdy con chua néng, khong nén dé qua diy, cén c6
cdc khodng tréng dé dim bao khéng khi ¢6 thé luu thong duge.

- Nang nhiét o th s&y 1&n t61 160°C va giit & nhiét do nay trong thoi gian
2 h hoéc siy & nhiét do 170°C trong thoi gian 1 h.

5. Kiém tra mirc do tiét tring

- M&i l4n sdy nén c6 thé dwa miu kiém dinh vao sdy ciing. Miu kiéra dinh
mifc d¢ tiét tring bing khf néng 1a ché phdm bao tif Bacillus subtilis. Sau khi
sdy cdc miu ch€ phdm nay duge dé trong cdc didu kién thich hop cho vi khudn.
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Néu ¢é su phat trién vi kKhudn & cdc méu nay thi ching to viéc khir trung trén
chua dam bao.

13.2. KIEM TRA PHUONG PHAP KHU TRUNG AM

Néi hdp (autoclavage)

I. Nguyén tdc

Khir triing béng hoi & nhiét do 121°C trong thai gian 20 phit. Phuong phdp
nay diing dé khir trung cdc méi trudng ¢6 kha nang chiu duge nhiét do 121°C,
cdc dung cu thity tinh, cdc mang loc, cdc dung cu 1am tir cao su hodc nhya bén
vGi nhiét.

2. Héa chit

- Céc loai gidy dic hiéu md mau cfia né cé thé thay déi phu thuoc vao
nhiét d6 hoac ché phdm bao tlr Bacillus stearothermophilus.

3. Thiét bi

- N&i hap duge trang bi hé théng diéu khién nhiét d6 gém bo phan ngat
nhiét va nhiét k€ dat trén dudng 6ng hoi gifta thiing chita dung cu vd van kiém
tra. V&i nhiét do ndm trong Khodng tir 115 dén 125"C thi do chinh xdc cdn thiét
la +1°C.

4. Tién hanh

- Cic binh chita méi trudng duge nit kin bing cdc nit day hoac bang bong
khor.g thdm nudc va duge boc trong gidy chéng thim dau (gidy Kraft) hodc gidy
nhom. Néu dung nit day c¢6 vit xoan thi nén xodn nhe. Lugng dich chifa trong
binh khong duoc qua 1 1it néu hdp trong diéu kién néi trén. Vi thé tich dich 16n
hon thi cdn hdp & nhiét do cao hon hodac kéo dai théi gian hap. Binh chifa dich
can c6 khoang tréng kha 16n dé ddm bao khong bi trao bot ra ngoai.

- Céc dung cu can duge bao boc trong gidy chdng thim dau (gidy Kraft)
hodc cho vio trong céc tii tiét tring. Cdn sip x&p dung cu va cdc binh ¢ chia
cdc moi trudng khong qud ddy dé cé cic khoang tréng cho hai ¢é thé luu thong
duoc.

- M& van x4, bit cong tic dién (cdn xem k¥ cdc chi ddn kem theo cho mobi
néi hap).

208



- Khi nhiet do dat 100°C, hoi nudc bit ddu thodi ra, dé vai phiit cho khéng
khi trong néi thodt hét ra, déng van xa dé nang ddn 4p sudt len 1,05 kG/em?, giit
ap sudt nay trong thoi gian 20 phuit.

- Ngit dién d€ dp suit ty giam din dén 4p sudt thudng, md van xa tir tr cho
hoi nudce thodt ra ngoai trinh 1am bat ait cdc binh méi trudng.

- M#& nap thiing va dé nhiét do gidm xudng, déng chat cdc niit xody clia cdc
binh chita méi trudng va 1dy cdc vat dung da khir tring ra.

5. Kiém tra micc dé tiét triing

- MB&i lin hdp, c¢é thé dua mau kiém dinh vao hap ciing. D€ kiém tra mic
do tiet triing ctia néi hip, cé thé ding gidy chi thi dic hiéu ma mau ciia né cé
thé thay ddi phu thuoc vio nhiét do hojc ché phadm bdo tir Bacillus stearo-
thermophilus vd mot nhiét k&€ chinh xdc duge ding dé didm bdo nhiét do dat
dugc t6i 121°C.

13.3. KIEM TRA PHUONG PHAP KHU TRUNG BANG NHIET
GIAN POAN

1. Nguyén tic

Khir triing bing hai & nhiét d6 100°C trong thési gian 30 phdt mdi ngay va
trong 3 ngay lién ti€p nhau. Nhiét do lan ddu c6 tdc dung diét cdc vi sinh vat &
dang v6 tinh. Bao tr s& hinh thanh trong khoang thdi gian giita 2 1an xir 1§ nhiét
vA nhitng bao tir nay s& bi tiéu diét vao lan xir 1y nhiét thi ba. Néu thé tich moi
trudng 16n hon 1 1it thi c4n phéi kéo dai thoi gian & mbi 14n gia nhiét. Phuong
phdp ndy thudng ding dé khir triing cdc mai trudmg nuodi cdy cd chifa cdc chat
dé bi phan hiy & nhiét do 1én hon 100°C.

2. Héa chit

- Ché phdm bao tir Bacillus stearothermophilus.

3. Thiét bi

- Thiing dun néng (c6 thé 1a ndi hdp, thing dun néng bang dién, bing gaz
hay béng hoi).

4. Tién hanh

- Nang nhiét 6 t6i 100°C va dimg nhiét do nay trong 30 phit.

- Lam nguéi va bio quan & nhiét do 25 - 30"C.

- Lam lai cdc bude ndi trén trong 2 ngay tiép theo.
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5. Kiém tra mirc 46 tiét tring

- St dung ch& pham bdo t& Bacillus stearothermophilus thich hop cho
phuong phdp kbir tring nay. Sau khi qud trinh khir tring k&t thic, dem ché
phdm nuodi cdy & diéu kien thich hgp. N&u c¢6 su phat trién cia ching thi cé
nghia la viéc khir tring chuva dam bao.

13.4. KIEM TRA PHUONG PHAP LOC KHU TRUNG

1. Nguyén tic

V6i cic 16 loc ¢6 kich thude 0,2 pm ¢6 thé loc va giir lai toan bo vi sinh vat
trén mang loc. Ngudi ta ¢ thé sir dung loc dp suat hodc loc hat chan khong,
trong do loc dudi dp suat s& t6t hon la loc chan khong vi loc chan khong c6
nguy co dé bj nhiém tap néu lap cdc bo phan khong kin.

Phuong phdp nay thutmg diing dé tiét tring cdc dung dich d& bi phan hiy
bdi nhiét.

2. Thiét bi

- He théng lgc bao gém:

+ Mang loc, kich thude céc 18 loc 0,2 um. Mang loc ¢6 dudng kinh 142

mm diing cho miu c6 thé tich 16n vi dudng kinh 47 mm ding cho méiu ¢é thé
tich < 2 lit.

+ Gid d& mang loc.

+ Binh thu héi dich loc.

+ B0 phidn loc so bg (n€u mau phan tich ¢6 chia nhiéu cin nhd).

3. Tién hanh

- Chudn bj h¢ théng loc: Bao g6i va Khir triing céc bd phan loc sau ddy n6i
mot cich vo trung cdc dng ddn v6i cdc binh (hinh 13.1). Néu thay cdn thiét cé
thé dat them bo phan loc so bo dit gilta binh chita miu v mang loc. Cdc chd
noéi cﬁa‘hé thong loc can duge ki€m tra it nhét 2 ldn (trude va sau khi loc).

- Xdc dinh bot khi:

+ Binh kim tra bot khi c6 1 &ng dua khi vio, diém cusi cita éng niy duoc
dat gin sit ddy binh, duéi mat nudc, cdn dng thodt khi dat phia trén va day binh
bang nit bong.

+ Déng van A, dé dich chay khd lau ddm bao tham u6t mang loc.



+ Md van A va B, déng van C.

+ Ting dan 4p sudt khi cho t6i khi nhin thdy cdc bot khi xut hién.

+ Kiém tra ap suat trén dp k&: Néu 4p k& chi gid tri ap suat ong ing véi
dp sudt chi din cila nha san xudt thi mei diém cla hé théng loc déu kin va mang
loe dang & trang thdi t8t. Néu dp k€ chi gid tri 4p suft 16n hon véi 4p suat chi
dn ciia nha sdn xudt thi ¢6 thé cdc diém néi cia hé théng loc chua kin, con néu
4p k€ chi gid trj 4p sudt nho hon véi dp sudt chi ddn ctia nha san xuit thi ching
to mang loc da bi hong.

Hinh 13.1: Hé théng loc mang:

dng dan khi;
ap k&;
binh chifa miu chju dp ;
mang loc;
binh kiém tra bot khi;
binh thu héi dich loc;

. B, C: van.

kb
FO R WD

- Loc:

+ Dong van A vd B, md van C. Tang dén 4p suat khi cho tdi khi dich di
qua dugc mang loc. Cén chi y khong dé dp sudt 16n hon 4p sudt cho phép.
4. Kiém tra mirc do khif tring

- LAy dich da loc cho vao 6ng vo tring va dé vio trong 10 4m d€ kiém tra
c6 su phét trién cia vi sinh vat hay khong.
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Chuong 14
PINH TINH VA PINH LUQNG VI SINH VAT

14.1. CHUAN BI MAU PHAN TiCH

1. Nguyén tdc ldy mdu

Céc mau 1y dé kifm tra vi sinh cdn dam bao hai diéu kién sau:

- S0 lugng mdu 18y phai dam bao do tin cay, dai dién va du s6 luong

- MaAu ldy kiém tra phdi dim béao ding tinh trang vi sinh trong miu ¢é
nghia 1a khong bi nhiém hodc khoéng c6 sy phdt trién them cla vi sinh vat da cé
sdn trong miu.

2. Pha lodng

Trude khi phén tich cdn ¢6 cdch xir I miu hgp 1y tuy theo loai sdn phim.
Né&u miu & dang ran hay nira rdn thi cdn nghién nho hoac déng hod k¥ dé tao ra
mot dung dich huyén phit v hod tan trong mét dung dich ¢6 kha nang hoa tan
t6t loai san phdm d6. Con néu miu & dang 10ng thi c6 thé dung pipet d& 14y
méu.

MAu cin duge pha loing & muc thip phan n6i ti€p nhau theo béi s clia 10
(vi du cdn pha loing 1/10 hay 10™" ¢6 nghia 13 14y 1ml san phdm ban d4u véi 9
ml dich pha loing va do pha lodng tiép theo 1a 10 %, 10, 107*.... néu cén thi
phéi pha lodng t6i 10 ",

Tuy theo sdn phdm ma c6 thé chon mot trong s6 dung dich pha lodng sau
(bang 14.1):
Nudc cat.

Nudc mudi sinh ly.

Dung dich Ringer.

Dung dich Trypton hay Trypton mudi.
- Dung dich Trypton dém.
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Bdng 14.1: Bdng thanh phdn cdc dung dich pha lodng

L Ham lugng (g)
Céc chat _ :
Nugc mudi | Dung dich Ringer | Trypton mudi [ Trypton dém

Trypton hodc Pepton 1 20
NaCl 8,5 8.5 8,5 5
KCI 0,25
CaCl, 0,3
Na,HPO, 9
KH,PO, 1
NaHCO, 0,2
Nuée cét hodc nud

HOC 41 NoAC AUCS Pha i cho 1 i
da loaiion

14.2. CAC PHUONG PHAP PINH TINH VI SINH VAT
14.2.1. Quan sdt trén kinh hién vi
Pham vi dp dung

Kinh hién vi 12 thiét bi khong thé thiu duge trong cdc phong thi nghiém vi
sinh v c6 rat nhiu cong dung hiru hiéu. Tuy nhién ciing ¢6 nhiéu han ch€ do
d6 cic két qua danh gid chat lugng t& bao vi sinh vat biang kinh hién vi chi nén
dung dé tham khao. D& c6 ket luan chic chin thi cdn c6 cdc phuong phép kiém
tra khdc k&ém theo.

Pay 1a phuong phdp don gian, cho phép quan sit dugc hinh dang (€ bao,
kha nang di dong va phuong thitc sinh san cla vi sinh vat.

1. Nguyén tic

- Kinh hién vi nén sdng: Soi kinh hién vi nén sdng cho phép nghién ciiu cdc
déi tugng quan sat trong chiim 4dnh sdng di qua vdi cdc hinh dnh da dugc phong
dai. Dic biét thudng ding kinh hién vi nén tring dé soi cdc ddi tuong da nhuém
mau.

- Kinh hién vi nén den: Soi kinh hién vi nén den dua trén co s& chi€u sing
déi tuong quan sét bing céc tia sdng xién vi trong kinh hién hién vi cé 1 bo
phan tdch cdc chiim 4nh sdng trung tam. Khi dé cdc 4nh sdng & trung tam khong
dap thing vao d6i tugng quan st va mét ta khong thdy dugc do d6 thi trudng
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van hoan 10an t1&i. Cic tia sing xién gip d6i tuong s& phan xa trd lai, rén nén
den néi bat vat duge chi€u ¢6 mau sdng lap lanh. Cic truong hop dac biét
thudng soi kinh hién vi nén den nhu nghién ctéu chuyén dong ciia vat soi, xem
xét cdc vi khudn c6 roi hay khong, phan biét mot cach tot nhit cdc hat protein
va cdu khudn.

- Kinh hién vi véi thiét bi tuong phdn pha: Soi kinh hién vi v6i thiét bj
tuong phan pha cho phép thay ddi pha cha cdc tia sidng khi di qua d6i tugng
quan sit, s& 1am thay ddi bién dé 4nh sdng do dé ma vat duge quan st trd nén
tuong phan han lén so véi nén. St ting do tuong phan nay tic dong dén su tao
thanh hinh anh. Soi kinh hién vi v&i thi€t bi tuong phan pha cho mét hinh anh
khdch quan hon, dic biét rong truding hop kiém tra cde vat cdn séng hay khong
(vi du ndm men dang tao bao tir).

- Kinh hién vi hupnh quang: Kinh hién vi huynh quang dua trén mot k§
thuat dac biét ma cdc vat soi duge nhin thdy nhd dnh sang huynh quang cla
chinh né hodc do duge xUr 1§ v&i cdc chit huynh quang. Cic chit mau hugnh
quang nhin thdy rat ré trong dnh sdng cyc tim, tham chi & néng do rat lodng va
cdc anh hudng x4u cla 4nh sdng hau nhu bi loai bd hoan toan. K¥ thuat nay
thudng st dung trong cic trudng hop dic biét nhu xac dinh céc 1€ bao ndm men
va vi khudn con séng.

2. Thiét bi

- Phién kinh (lame) ¢6 kich thude 76 x 26 x 1,2 mm va 14 kinh (lamelle)
hinh vudng canh 16 -18 mm vdi chiéu day 16i da 0,2 mm.

- B9 loc dnh sdng: ding dé nhan biét t6t hon sir khdc nhau gifta cdc cau tur
hodc trong mét 56 trudng hop dic biét.

- Bo loc xanh: dimg dé chup anh khi soi ciing nhu kiém tra cdc d6i tugng
quan sdt nhudm mau do.

- Bo loc vang: diing dé chup anh khi soi ciing nhir ki€m tra cdc d8i tugng
quan sit nhuém mau xanh da trén.

- Bo loc xanh da troi: diing dé chup anh cdc d6i tugng quan sit khong
nhugém mau cling nhu tao ra dé tuong phan cho cdc vat ¢6 mau vang va vang
xanh.

- Dung cu cdy: que cdy thang hoic que cdy ddu tron.
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3. Héa chdt

- Dung dich KOH 5%.
- Vaselin, parafin,

4. Tién hanh

- Chudn bi tiéu bdn giot ép: Trén phién kinh kho ta gid mot giot nude vo
trung va mét giot mau. Khi stt dung mau ¢6 ndng do 1€ bao nhd, khong cin cho
thém giot nuée cat 1én phién kinh. Ciing ¢6 thé cho mot giot KOH 5% dé tich
cdc cdu tir protein néu ¢6 trong mau va cho phép phan biét rd hon cdc 1€ bao vi
sinh vat. Dung 14 kinh day 1én, dan déu mau tranh dé€ co bot khi. Véi cich
chudn bi nhu thé nay cin soi ngay vi nude rat dé bay hoi. C6 thé kéo dai thoi
gian sir dung bing cdch boi vaselin hay parafin xung quanh mép 14 kinh cho
giot dich khéng bi kho.

- Chudn bi tiéu bdn giot treo: Giot miu dugc 14y bing que cdy ddu tron
hay bing que cdy thing dugc cham lén 14 kinh. L4 kinh niy dugc dat 1én phién
kinh dac biét ¢6 mot chd 16m hinh tron & gitta. Giot mau nay phai treo 1o limg,
khong duge ti€p xic véi cdc mép va ddy cla chd 13m hinh tron trén phién kinh.
Boi vaselin hay parafin xung quanh mép la kinh. Giot treo s& nhu la dugce bit kin
trong budng kin va vi vay cho phép quan sat duge déi tugng nghién ciiu trong
vai ngay.

- Chudn bi tiéu bdn vét khé: Mot giot mau dat 1én phi€n kinh kho, sach,
khong dinh ddu m&. Ding que cdy hay thanh bén cia ld kinh dan déu, cang
mong cang t6t. Dé kho trong khong khi & nhiét do phong hodc ¢é thé ho nhe
trén dén cén. Tiéu ban nay thudng ding khi nhuom mau beén trong t€ bao.

5. Két qud

Dva trén hinh anh quan st duge c6 thé xdc dinh dinh tinh v& vi sinh vat
nhu: hinh dang t€ bao, kha nang tao bao tir, nhuém Gram...

1422 Loc mang

Diing dé xdc dinh chét luong v s6 luong vi sinh vat (vi khudn, ndm men,
nim méc) c6 trong thé tich dich kha 16n dac biét 13 kiém tra vi sinh trong qud
trinh san xuat.
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1. Nguyén tic

Tang s6 lugng vi sinh vat nho loc trén mang loc ¢é kich thude 16 loc nhd
hon kich thude ctia vi sinh vat cdn phat hién. €6 thé ¢& dinh va nhudém mau t€
bac ngay trén mang loc. Mang loc siy kho s€ trong sudt néu duge xir 1y bang
rugu benzylic hoidc diu thong, diau qué.

2. Thiét bi

- Hé théng loc chan khéng (hinh 14.1): Mang loc cd duéng kinh 47 - 50
mm, ¢6 kich thude 16 1,2 um dé tich ndm men va ndm méce hoac 0,45 pm dé loc
vi khuén loai 16n (hinh c4u, cau khuin, hinh que) hodc 0,2 pm dé loc vi khuan
loai nho hodc bao tir vi khuin. Binh chin khéng V=1000 ml . Nén dung mang
loc ¢6 kich thudc 16 12 pm dé loc so bo néu thay cdn.

Wl

A Hinh 14.1: Hé thong loc chan khéng:
Hiit chan khong 1. phéu va mang loc;
2. binh chan khong;
A van.
2

3. Héa chit
- Rugu benzylic hodc diu thong, ddu qué

- Dung dich xanh methylen Loffer: LAy 30 ml dung dich xanh methylen da
bdo hoa bing cdn dua vho binh dinh mitc 100 ml, ding nudc cat dinh mic t6i
ngin binh.

4. Tién hanh
- Chudn bi hé théng loc chan khong, chid ¥ mang loc phai dugc hap vo tring.
- Loc:

+ Loc so bd néu dung dich ¢é nhiéu cin hoic vén duc.

+ Mau ¢dn dua vao loc mot ¢dch vo triing va lwgng mang di loc phy thuge
vio néng do vi sinh vat ¢6 trong mau (vi du: bia chwa loc thi chi can ding 1 ml;
bia loc réi SO - 200 ml; nudec may 500 ml).
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- Cé'dinh 1€ bao: Cén phai ¢ dinh cdc t€ bao vi sinh vat trude khi nhuom
mau Jd€ trdnh rira troi t& bao.

+ Ngay sau khi loc xong, lam néng mang & nhiét do 50 - 60°C trong 20
phiit hodc dé & nhiét do phodng | - 2 gidr dé 1am kho mang loc.

- Nhuém mou:

+ Dat mang loc vao h¢ thong loc va ngam trong dung dich xanh methylen
trong thoi gian 15 phit, sau d6 rira bang nudc cit cho 61 khi nuéc rira khong
con mau xanh.

+ Mang loc da nhuom dugc s&y & nhiét do 50 - 60"C trong 20 phdt hoac dé
& nhiét d6 phong thi thai gian 1am kho mang loc 1 - 2 gid.

- Lam mdt mau mang loc va soi kink hién vi: Mang loc d4 sdy kho vén ¢6
thé con mau, c6 thé 1am cho mang mAt mau va trd nén trong sudt néu rita biang
dung méi hitu co. D€ c6 thé quan sdt t&t hon khi soi kinh hién vi nén chon dung
moi ¢6 d§ nhdt khong thap qud va ¢ chi s6 khiie xa thich hgp. Trong thuc t& thi
thudng dung cdc dung moi nhu diu thong, ddu qué hay rugu benzylic.

+ Cho mét giot dung moi lén phién kinh.

+ Dat mot miéng mang loc da nhuém mau cé dudng kinh khoang 6 mm lén
phién kinh.

+ Diing 14 kinh day 1én va trdnh khong dé€ cé bot khi. Mang loc tr& nén
trong sudt nhd ¢é dung moi.

+ Quan sét dudi kinh hién vi & do phéng dai 600 - 1000,

- Bdo qudn madu lam tai liéu tham khdo: Sau khi quan sdt Xong, tiéu ban ¢6
thé duge bao quan béng cach cho vao ddu (thuding ding ddu c¢ Canada) va déng
g41 niém phong.

5. Két qua

Quan sdt dudi kinh hién vi cho phép nhin thdy 18 hinh thdi cdc t& bao va
thdy dugc su khdc nhau gifta nim men, ndm mdéc, cdu khudn, tryc khudn. Tuy
nhién phuong phdp nay khong cho phép biét duge trude khi loc t&€ bao ndy con
sOng hay chét va rat d€ bi nham lin cdc vét den hay cin véi t&€ bao vi sinh vat,

Chi y: C6 thé tham khao 1ai liéu dé chon dung dich nhuém mau thich hop
cho timg loai vi sinh vat. D€ phat hién Pediococcus va Lactobacillus ¢6 trong
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nim men gifng, thudng nhuom mau Gram hodc ding xanh Victoria thay cho
xanh methylen.

14.2.3. Nudi cdy trong méi truong long

1. Nguyén tdc

Ldy mau trong diéu kién vé tring va cfly ngay vio méi trudng thich hop di
khir triing. Sau moét thoi gian nudi cdy, sé lugng vi sinh vat ¢é trong miu cdn
phéan tich ting 1&n, nhd vay dé phét hién sy ¢6 mat ¢ha vi sinh vat bing cich
quan sat mirc d¢ duc, su tao khi cling nhy mau va mili cha dich nuoi cdy.

2. Héa chdt

- Mol trudng nudi cdy 1ong dic hieu.

Parafin.

Céc hod chit cin thiét dé nghién cifu vi sinh vat.
Chit nhudém mau.

3. Thiét bi

6ng Durham

- Pipet.

Que cdy diu tron hoic ddu thing.
Pen cén.

4. Tién hanh

- Pua mét cdch hoan toan vo triing méu cdn phan tich vao moi trudng nudi
cdy dac hiéun cho timg chiing vi sinh vat.

- Dit moi trudng nuoi cdy trong ti 4m ¢é nhiét do 25 - 37°C, trong 1 - 6
ngdy & diéu kien higu khi hodc y&m khi tuy vao loai sinh vat ¢dn phan tich.

- Trong th&i gian nudi cdy quan sit:

+ B¢ duc moi trudng

+ Su tao Khi

+ Sy thay ddi mau

+ Cé mii la

5. Két qud

Két luan trong méau phén tich ¢é loai vi sinh vt cdn xdc dinh néu quan sat
thdy c6 mot hay nhiéu cdc biéu hién sau:
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C6 khi tao thanh.
Méi trudmg ¢ bi duc, néu ¢é thi it hay nhiéu.

Mau dich ¢6 thay d6i hay khong, cudng d6 mau nhu thé nao.

C6 mui la khong, mii gi (néu c6 thé xdc dinh duoc).

14.3. CAC PHUONG PHAP PINH LUQNG VI SINH VAT
14.3.1. Xdc dinh khoi luong kho

Néng d6 t&€ bao ndm men trong dich c¢6 thé xXdc dinh bing nhiéu cich.
Trong do, phuong phdp xdc dinh khdi lugng ndm men kho duge coi 1a phuong
phip tiéu chuin va két qua thu dugc c6 thé chuyén déi so sinh véi cdc gid tri
x4c dinh béng cdc phuong phdp khdc nh& phép tinh rit don gidn. Tuy nhién
ciing can thdy rang mdi tuong quan gilta phuong phdp xdc dinh kXh&i luong ndm
men kho va cdc phuong phap khac nhu ding budng dém, do dé duc la rat khdc
nhau phu thudc vao chiing gidng va nhiéu y&u 8 khéc.

1. Nguyén tic

Thu hoéi ndm men ¢6 trong dich bing mdy ly tam siéu tde, rira bing dung
dich xiit d€ téch bd cdc chit hitu co bam trén bé mat 1€ bio va sau dé siy téi
trong luong khong doi.

2. Héa chdt
Dung dich amoniac 5 N.

Nudc cat vo tring.

- Con.

3. Thiét bi

Miy ly tAm siéu t&c.

Hép can.

Binh cach thuy, binh hét 4m.
Ti say.

Can c6 doé chinh xdc + 0,1 mg.
4. Tién hanh

- Lay mét lugng dich tuy ¥ ¢6 chira khoang 20 - 200 mg ndm men kho, cho
vao Ong ly tam va ly tdm & td¢ d6 2000 vdng/phiit, thoi gian 12 15 phiit.
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- Gan bd nude trong va cho dung dich amoniac 5N véi thé tich twong w,
khudy déu va ly tam & van t6c 2000 vong/phiit trong 15 phiit. Lam nhu vay 2 lan.

- Gan bo dung dich amoniac va cho nude cit v4i thé tich tuong wr vao,
khudy déu va ly tam & t&c 46 2000 vong/phiit trong thai gian la 15 phat.

- Gan bd nudc trong va ding cén dé chuyén toan bo phin ling & dudi ddy
sang hop nhom ding dé sdy. Cho bay hoi bét trén ndi cach thuy.

- Sau d6 sdy trong th sdy & nhiét d6 105°C trong 24 h. Lam nguoi trong
binh hit 4m va can ngay.

5. Két qud
Biéu thi theo % chat khoé ndm men hoidc mg/ml v&i mot chit s6 thap phéan.
14.3.2. Po do duc

K§ thuat nay ding dé xdc dinh néng d¢ nim men c6 trong bia hodc trong
dich nuoi cdy trong qud trinh 1én men chinh va phy.

1. Nguyén tic

Cdc ¢ bao nam men & dang huyén phit duge ly tam, sau d6 dugc hoa tan
trong nuéc. Do dé duc cla dich bing mdy do d¢ duc hodc may so mau.

2. Thiét bi
May ly tdm siéu téc.

- Mdy so mau.

6ng ly tim ¢6 chia vach 15 ml.
3. Héa chdt
Dung dich amoniac 5N.

Nudc cit vo tring.

4. Tién hanh

- Lay 10 ml miu vao éng ly tdm c6 chia vach va ly am & t6c do 2000
vong/phiit, thoi gian 12 15 phar.

- Gan bé dich va ding 8 ml nuéc dé chuyén cin nim men sang cuvet.

- Cho thém 0,1 ml dung dich amoniac va cho thém nuéc cdt dé du 10 ml.

- Khudy déu dich huyén phi va do do duc trén mdy.

Chit ¥ Dé ¢6 két qua chinh xdc thi mau phan tich ¢dn chita 0,2 - 5 mg/ml
tinh theo trong lugng ndm men kho (khoang 3.10° dén 75.10% t€ bao/ml).
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5. Két qud

Lugng € bao ndm men, c6 thé biéu dién bing gid tri mat do quang (OD) do
duge hodc cé thé xay dung dudng cong ticu chuin, biéu thi méi lién quan giita
d6 duc v6i néng 4o & bao tir ddy c6 thé biét duge lugng 1€ bao/ml dich.

Chii y: Ndm men rat két bong thudng tao thinh timg mang trén bé mit dich,
gy khé khéan cho qud trinh ling va ly tam. Cho dung dich amoniac 5 N ¢6 muc
dich lam giam kha nang k€t bong clia ndm men.

14.3.3. Dém truc tiép s6 lugng té¢ bao
14.3.3.1. Buéng dém

Phuong phép nay cho phép xdc dinh néng do ndm men dic biét 12 trong bia
hoic rong dich 1én men bia.

1. Nguyén tic

Dimg pipet 14y 1 giot mau cin xdc dinh cho vio khe h& giira buéng d&€m va
14 kinh. Dém s6 t€ bdo ndm men dudi kinh hién vi.

2. Héa chdt

- Nudc cat vo trliing, da qua loc.

3. Thiét bi

- La kinh hinh vuéng 22 x 22 mm.

Kinh hién vi nén séng.

- Budng d&€m Malassez hodc budng dém Thoma. Day la nhitng phién kinh
day 2 dén 3 mm, trén b€ mat clia né dugc vach sdn nhitng 6 vudng va sau khi da
cho mdu 1én thi duge phii bing mot 14 kinh mong, phing. Bubng dém nay c6 thé
chita mot thé tich miu nh4t dinh.

+ Budng d€m Malassez: Buéng dém nay c¢6 25 hinh chit nhat, rong méi
hinh chir nhat lai ¢6 20 6 vuong. Kich thude clia cdc hinh nhu sau:

- Chiéu sau cla céc 6 : 1/5mm

- Méi 6 vuong c6 canh : 1/20 mm

- Dién tich mot 6 vuéng  :  1/20 x1/20 = 1/400 mm?

- Thé tich mot 6 vuéng  :  1/20 x 1/20 x 1/5 = 1/2000 mm*
- Thé tich mot hinh chir nhat: 20 x 1/2000 = 1/100 mm”

- Thé tich buéng dém ;25 x 1/100 = 0,25 mm”
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+ Budng dém Thomas: Buéng dém nay ¢6 16 6 vuong 16n, trong mdi 0
vuong Idn ¢é 16 6 vuéng nho. Kich thude clia cic hinh nhu sau:

- Chiéu sau clia cac 6 : 1/ 10 mm

- Méi 6 vuodng nhd ¢é canh : /20 mm

- Dién tich mot 6 vuéng nhd:  1/20 x 1/20 = 1/400 mm?2

- Thé tich mot 6 vuong nhd @ 1/20 x 1/20x 1/10 = 14000 mm>

- Thé tich mot 6 vuéng 16n : 16 x 1/4000 = 1/250 mm®

- Thé tich buéng dém 16 x 1/250 = 0,064 mm>

4. Tién hanh

- Pha lodng mau sao cho khi quan sdt & mdi 6 vuéng nhd ¢6 tir 5 dén 10 t&
bao vi sinh vat ‘

- Dung pipet 14y rdt nhanh 1 giot mdu dé€ nhé 1én budng dém, trinh khong
dé 1ran ra ngodi, réi phi 1én 1 14 kinh phing va dé yen.

- Chinh kinh hién vi, d¢ phéng dai khoang 500 lin dé thiy 10 duge 1 6 16n
hinh chif nhat chifa 20 6 nhé trong ddy (néu dung budng dém Malassez) hoic 1
0 16n hinh vuong chita 16 6 nhé trong ddy (néu ding budng dém Thoma). Dém
tat ca s8 t€ bao ¢6 trong trudng quan s4t.

- D€ dam bdo do chinh xdc cla két qua, nén dém lap lai nhu vay tir it nhat
5 0 16n. Néu néng do t€ bao qud 1dn (16n hon 200 t€ bao trong 1 6 16n) thi nén
pha loang ti€p va nén chi y tranh d€ ndm men ling xudng trong thoi gian 18y
méu.

Chit y: MAu cdn duge xac dinh ngay, khong qud 30 phuit k€ tir khi 14y méu.

5. Két qud

S8 t€ bao trén 1ml (hoic 1 g) méiu phan tich (N) dugc tinh nhu sau:

N (16 bao/ml hoac g) = —2

vxf
trong do:
n - s6 t& bao trung binh ¢é trong 1 6 16n;
v - thé tich 1 6 16n (v = 1/ 100 mm® cho buéng d€m Malassez

hoac v = 1/ 250 mm* cho buéng d&€m Thoma);
f - h¢ s6 pha lodng mau.
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Ky thuat nay dugc iing dung dém sé té bao ndm men 12 chinh, vdi vi khuin
vi kich thude qud nhé bé nén khé dé€m hon so vdi ndm men.

14.3.3.2. Nhuém xanh methylen

Phuong phdp nay cho phép xdc dinh 55 t& bio s6ng hay chét ¢6 trong miu
phan tich.

1. Nguyén téic

Céc t& bao sdng chiia cdc enzym c6 kha ning chuyén xanh methylen thanh
chat khong mau. Khi ngam t& bao vio dung dich xanh methylen thi chdt nay di
qua mang t€ bao va cic enzym cia t€ bao séng 1am mat mau xanh. Cic t€ bao

chét thi cdc enzym khong con hoat dong nén khong thé 1am mat mau xanh
methylen, do dé cdc t&€ bao nay bi nhudém mau xanh.

2. Héa chdt

- Nudc cat vo triing, di qua loc.

-~ Cg H;04Na 2H,0 (citrat natri).

- Dung dich xanh methylen: Hoa tan 0,01 g xanh methylen vao 10 ml nudc

cdt. Cho 2 g citrat natri, khudy déu cho téi lic hoa tan hoan toan. Loc qua giay
loe va cho thém nudce cét dé ¢6 dir 100 ml.

3. Thiét bi

- Bubng d&ém.

- L4 kinh hinh vuéng 22 x 22 mm.

- Kinh hién vi nén sing.

4. Tién hanh

- Troén déu dung dich xanh methylen v6i miu (cho mét giot dung dich
xanh methylen va mot giot mau). Pha lodng sao cho néng d6 nim men nim
trong khoang 40-60 € bao trén trudng quan sat. Sir dung do phéng dai 600 lan.

- Dé&€m khoang 1000 t& bao, véi cic chdi ¢6 kich thude > 1/2 kich thudc 1€
bao me duge coi 1A mot t& bao.

5. Biéu dién két qud

Biéu thi s6 lugng (€ bao séng theo % so v6i téng s6 t& bao ¢é trong mau.
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14.3.4. Pém khudn lac
14.3.4.1. Nudi ciy trong hode trén mbi trvdng thach

Phuong phip nay cho phép phdt hién nhimg t€ bao vi sinh vat con séng c6
trong miu (O cd dang rén hodc 16ng). Mic dit day khong phai 1a mot phuong
phdp dé€m vi sinh vat mot cdch nhanh chéng nhimg né thudng duge ding nhu la
phuong phdp chudn dé€ xic dinh s6 luong vi sinh vat thuc phdm.

1. Nguyén tdc

Cdy chinh xdc mot thé tich miu (hoic dich pha lodng) vao trong hodc lén
trén bé mit moi trudng thach. Tir mdi do pha lodng cdn cdy lap lai it nhat 12 2
hop va mdi miu cdn lam it nhat 2 d6 pha lodng lién ti€p dé 1am sao (rén mdi hop
¢6 tir 30 dén 300 khudn lac. Nuoi cdy trong diéu kién thich hop cho céc vi sinh
vit phdt trién, sau d6 dém s6 lugng cdc khuin lac moc lén. C thé coi mdi
khuan lac 12 két qua ctia sy phdt trién tir mot 1€ bao.

2. Thiét bi
Hop Petrt.

Que trang thuy tinh hodc kim loai.

Ong nghiém diing dé pha loing miu.
3. Héa chiit

Nudc cit vo tring, dd qua lgc.

- Mai trudng thach thich hop.

4. Tién hanh

- Chudn bi moi trudng thich hop va dich pha lodng, sau ddy khit tring cling
véi cac dung cu cdn ding.

- Pha lodng miu dén ndng do cin thiét.

- Cdy trong moi trudng thach:

+ Pua mot cdch vo triing | ml mau di pha loang d&n ndng do cin thiét vao
dia Petri vo trimg.

+ R6t khoang 15 -18 ml méi trudng thach da héa 1ong trén ndi cdch thuy
(nhiét do khodng 45°C) vao mbi dia da c6 miu. Mdi miu cdn 1am it nhat 2 do
pha loang lién ti€p va tlr méi d6 pha lodng cdn cdy lap lai it nhat 1a 2 hop.

+ Tron theo kj thuat duge chudn ho4. Dia dugc x€p trén mit phing ngang
cho dén khi thach ngudi.
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- Cay trén moi trudng thach:

+ R6t khoang 15 -18 ml moi trudng thach da héa long trén néi cach thuy
(nhiét do khoang 45°C) vao méi dia Petri dd v6 triung,

+Pia duge x€p trén mat phing ngang cho dén khi thach nguoi. Sau dé
thuong dé€ cdc hop nay & nhiét d¢ 30°C trong 2 - 3 ngay kiém tra do vo tring
clia chiing.

+ Dwa mot cdch vo tring mot thé tich 0,05 - 0,1 ml miu da pha loing dén
nong 4o cdn thiét 1én bé mat thach chita trong dia Petri.

+ Dling que trang vo tring dan déu thé tich nay 1én khip bé mat moi trudmg
Mbi mau cédn Jam it nhit 2 d6 pha lodng lién ti€p sao cho trén moi hop s& cd tir
30 - 300 khudn lac va tir mdi 46 pha lofing can cdy lap lai it nhét 12 2 hop.

+Lat hop lai va dem nuoi cdy & nhiét do va thoi gian tuy theo san phim
cdn nghién ctru va tuy theo loai vi sinh vat ma ngudi ta mudn dénh gid su phdt
trién cha né. Nhiét do thudng 22°C, 30°C hay 37°C va thoi gian nudi cay la 24,
48 hay 72 gid.

5. Két qua

Sau khi khuin lac di moc, dém sé lugng cdc khudn lac moc trén dia. Pé ¢6
két qua chinh xdc, ngudi ta chi tinh nhitng hop cé 30 d&n 300 khudn lac (trén bé
mat va ca trong moi trudng).

S6 lugng vi sinh vat trung binh ¢6 trong 1 ml hay 1 g miu (N) duge tinh
theo cong thirc:

N (khuén lac/g hay khudn lac/ml) = =
(khudn lac/g hay khudn lac/ml) = o oy < T, v

trong do:
> C- t6ng s6 khuan lac d€m duge tén 4t ci cde dia;
n; -sé dia d€ém & néng do pha loing thit I (do pha loing th&p nhat);
n, -s8dia d€m & ndng do pha lodng thit 2;
f; - he¢ sé pha loding clia dia & ndng d6 pha lodng thi 1;
v - thé tich mdu cdy vao mébi dia Petri;
14.3.4.2. Nudi ciy trén mang loc

Kiém tra nhanh chat lugng va s& lliqng vi sinh vat (vi khuidn, nfm men,
ndm mdoc) & néng d6 thap trong thé tich dich 16n.
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1. Nguyén tdc

Tang s lugng vi sinh vat ¢6 trong miu phan tich nhdy loc trén mang loc,
Kich thudc 16 loc phai nho hon kich thudc ciia vi sinh vat cdn pht hién. Dat mang
da loc 1én méi trudng dinh dudng trong hop Petri hodc trén carton dé cdc vi sinh
vat phat tri€n ngay trén mang loc. Quan sdt mau, hinh thdi vi dém s6 khudn lac.

2. Héa chat

- Moi trudng nudi cdy thich hop.

3. Thiet bi

4. Tién hanh

- Thyc hién qué trinh Joc nhu trong phén 14,2.2.

Nudc cat vo tring, hoic dung dich d€ pha lodng miu.
Con 60 - 70 % ding dé khir triing.

He thdng loc chan khong nhu di néu trong phin 14.2.2,

Bdng [4.2: Lugng mdu kiém tra trong tig cong doan sdn xudt bia

Loai miu

Vi sinh vat cdn xac dinh

Lugng dich cin loc {ml)

- Téng s6 vi sinh vat 1-10
Nude san xuit - Coliform va E. cofi 10-100

- - Nam men va nam moc 100 - 200

- Téng s6 vi sinh vat 1-10
Nudc rira thung - N&m men va ndm méc 1-50

- Vi sinh vat gay bénh 50 - 200
Kiém tra mUc @0 khirtrang | - TSng s& vi sinh vat 100 - 200

- Nam men va nim mde 100 - 200
Dich |&n men - Téng s& vi sinn vat 10- 20

- Nam men va nidm méc 10 - 25
Bia d4 loc - Téng s6 vi sinh vit 10-20

- Nam men va ndm méc 10-20

- Vi sinh vat co hai 50 - 100
Nude rira chai - Téng s6 vi sinh vat 1-10

- N&m men va ndm mée 10- 50

- Visinh vat co hai 100
Khéng khi phong - Téng s6 vi sinh vat 20 - 50 Iit

- N&m men va nam méc 20 - 50 lit
Khi nén* - Tdng s6 vi sinh vat 20C lit

- N&m men va nim méc 200 Iit

* Can diing mang loc gelatin cho loai miu ndy



- Luogng dich cin loc ¢6 thé tham khao theo bang 14.2.

- Loc xong, dé mang loc 1én méi truding thach trong hop Petri (cling ¢é thé
dé mang loc 1én maéi trudng l1ong, nhung trudng hop nay rdt it diing) va nuoi cdy
trong diéu kién thich hop.

- Sau mot thoi gian nhat dinh, dém s6 khudn lac phdt trién ngay trén mang
loc.

5. Két qua

Tir s6 khuan lac moc 1én trén mang loc, tinh s6 lugng vi sinh vat trén don vi
thé tich hoic trong luong miu cin phan tich.

S6 lugng t€ bio ¢6 thé tinh theo cong thirc:

= I,
N-vk

trong dé:
N - 58 lugng t€ bao trong 1 ml dich loc;
n - 50 1€ bao trung binh nhin thay trén trudéng quan sat;
V - thé tich dich da loc, ml;
k - ty s6 D¥/d?,;
D - dudng kinh mang loc, m;
d - dudmg kinh kinh trudmg quan sdt, m.

Pudng kinh trudng quan sdt duge xdc dinh cho médi d6 phéng dai. Trong
thyc t€ ¢6 thé dém 10 ldn. Néu s& 1€ bio it thi nén tang s6 lin dém. Phuong
phdp nay c6 thé sir dung vdi néng do t&€ bao vi sinh vat cao khodng 10000 1&
bao/ml.

14.3.5. Phuong phdp dém s6 ¢é6 xdc sudt lén nhdt (MPN)

Phuong phdp dém s6 ¢é xdc suat 16n nhit (Most Probable Number, MPN )
con duge goi 1a phuong phédp pha lodng t6i han, thudng ding dé ddnh gid so
lugng vi sinh vat theo lugng vi sinh vat ¢6 xédc sudt 16n nhat cé thé cé trong miu.

1. Nguyén tdc

Dua trén két qua dinh tinh clia mot loat thi nghiém duge thuc hién & nhiéu
dd pha lodng lién ti€p nhau theo boi s6 clia 10 v6i s6 Ian lap lai cho méi do pha
lodng it nhét 14 3 ong. Vi sinh vat dugc nudi cdy trong moi trudng long chon loc
va ¢6 thé tao duc, d6i mau, sinh khi trong mai trudng nuoi cdy (day 13 cdc ong
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{wong tinh). Xdc dinh cdc éng 6 két qua duong tinh, xir 1¥ cdc s6 liéu thu duge
cheo phu luc 4 (bdng Macgrady 1: Xdc dinh gid tri MPN theo 56 ddc trung) va
tir d6 tinh ra s& lugng t€ bio séng c6 chifa trong 1 g hay | ml mau ban diu.

2. Héa chit

- Nuéc cét vo tring, hoac dung dich dé pha loding miu.
- Moi trudng nuoi cdy chon loc & dang long.

3. Thiét bi
- Pipet, 6ng nghiém, éng Durham.
4. Tién hanh

- Chudn bi dich pha loing va cdc méi trudng long chon loc, 14y 9 ml cho
vao trong cac ong nghiém va khir tring.

- Pha lodng miu cédn phéan tich. Nén lam it nhat 3 d6 pha lodng lién ti€p
nhau dé lam sao & mot néng do pha lodng ndy thi vi sinh vat phat trién trong t4t
ca cdc 6ng nghiém lip lai, dong thii & cdc 46 pha lodng ti€p theo thi khéng cé
hoic khéng phét trién trong tit ca cdc dng nghiém lap lai. Mbi d6 pha lodng
khdc nhau cdn duge ¢dy vao it nhit 3 6ng vdi thé tich chinh xdc 12 | ml miu va
cho vio 9 mi moi trudmg nudi cay thich hop.

- Sau khi ciy xong, dit cdc ong nghiém & nhiét do thich hgp véi cac vi sinh
vit cdn kiém tra. Thoi gian nuoi cdy phu thude vao tée dé sinh trudng cia cdc vi
sinh vat.

- Kiém tra xem vi sinh vat c6 phat trién hay khong dua vao cdc dic tinh lén
men ¢6 thé quan sit duge nhy 1am dyc, déi maw, sinh khi trong moi trudng nuodi
céy hoic c6 thé bing cdc phan tng dinh tinh.

5. Két qua

- Xdc dinh 36 ddc trung va chi s6 MPN: Trude hét cdn xdc dinh s6 dac
trung biéu thi s6 éng duong tinh gdm 3 con s6. S6 ddu (bén trdi) chi s6 Sne
nghiém duong tinh & do pha lodng thip nhét (¢6 nghia 12 méi trudng nudi cf /
¢6 néng d6 méu cao nhdt khi ding dé ciy thi thay ¢ su phdt trién clia vi siv 1
vat). Hai s6 ti€p theo chi s& &ng nghiém duong tinh ctia 2 do pha loang tiép
theo. Tir s& dac trung tim duoc, tra bing Mac Grady 1 dé tim chi s6 MPN.

Luong t& bio séng cb chia trong 1 g hay I m! miu ban didu duoc tinh theo
cong thiic sau:
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N =

Chi s6 MPN

Gid tri do pha lodng thap nhat

Phuong phap nay cho két qua dao dong khé 16n nén thudng biéu thi két qua

theo gidi han tin cay bang cach tra phu luc 15 (bdng Mac Grady 2).

Chu y:

Céch chon so dic trung nhur sau:

- Néu cé it nhat 1 dé pha lodng cho ca 3 &ng déu duong tinh (phéin a cia
bang 14.3) thi nén chon d¢ pha loang cao nhit (c6 nghia 12 moéi trudng nudi cay
c6 ndéng d6 mau thip nhit) ma b ca 3 6ng duong tinh va ldy ti€p 2 do pha lodng

k& ti€p.

- Néu khong cé do pha loing cho ca 3 6ng duong tinh nhung ¢6 it nhat 3
do pha lodng déu c¢é dng dwong tinh (phin b cha bang 14.3) thi nén chon 3 do
pha lodng lién ti€p nhau ¢ do pha lodng cao nhit (¢6 nghia 13 moi trudng nuodi
ciy ¢6 néng do mau thap nhat) ¢6 cac 6ng duong tinh.

Bang 14.3: Cdch chon s6 ddc triumg vér 3 ong ldp lai

S6 8ng duang tinh cho méi dd pha loang

Cac trueong ha — — — — S dac trun
ghdp 107" 1072 1073 1074 107° ' J

a - C6 it nhat mot do 3 3 3 3 3 333
pha lodng ¢6 3 6ng 3 3 3 1 0 110
duang tinh 3 3 9 0 0 320

3 2 1 0 0 321

3 0 1 0 0 301
b - Khang 6 d6 pha 2 2 2 2 0 222
lo&ng nao co 3 8ng 2 ) 4 1 0 1
duong tinh 2 2 0 1 0 220

0 1 0 0 -0 019

6. Vidu

Xdc dinh s6 lugng 1€ bao trong mot san-phdm ran va két qué thu duge nhu

sau:
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9 pha fosing mu phan tich 107 1072 | 107 | 107 10°°
88 6ng da cay cho méi da pha loang 3 3 3 3 3
54 dng duang tinh 3 3 2 1 0

Nhu vay s8 dac trung cho 3 6ng 12 321 vdi do pha lodng thdp nhit 1072

- Tra phu luc 14: s6 dic trung 321 tuong ng vdi chi s6 MPN 1a 15.

Vay s6 tuong t€ bao s6ng ¢d chita trong 1 g hay I ml miu ban diu s& 1a:
N = Chi s6 MPN 15

= —2 . =1500
Gid tri do pha lodng thap nhat 1072

Dé€ xdc dinh gi6i han tin cay, ¢6 thé tra bing kém theo. Gidi han nay phu )
thudc vao hé s6 pha lodng, mic xdc suat tin cay (P) va s& lugng 6ng nghiém
duoc cdy.

Trong vi du trén, 50 lugng 6ng nghiém cdy lap lai 1a 3, he s6 pha loang cao
nhét cho chi s6 MPN 321 1a 10", Tir phu luc 15 véi Pygse. a5 va sl

Vay s06 lugng t&€ bio sdng ¢6 chifa trong 1 g hay 1 ml mau ban dau s& nim

trong khoang : —>— = —2L_ = 500 = 5100 t& bao/a.

107 107?

14.4. PHAN TiCH PAC TINH CONG NGHE CUA NAM MEN
14.4.1. Ndng luc lén men cua ndm men

Nang luc lén men bi€u thi van t6¢c 1én men hay khi nang lén men cdc loai
duong khac nhau cila naAm men.

L. Nguyén tic
Nudi cdy nim men trong méi trudmg thich hop. Xdt
dinh lugng CO, tao thanh trong qué trinh lén men yém khi
teng déi va lugng CO, tao cang nhiéu biéu thi nang luc
lén men clia ndm men cang Ién. Hodc ¢6 thé ddnh gid nang
luc lén men theo thoi gian cdn thi€t dé tao ra mot lugng
CO; xdc dinh (5 ml CO,). Thai gian cang ngin ching td
nang {uc lén men cang 1én.
2. Dung cu Hinh 14.2.
“.E‘ ; "
- Binh “Einhorn” (hinh 14.2). morn
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3. Tién hanh

- Cho moi trudng nudi cdy da tiét triing vao binh ‘Einhorn’. Cho mét lugng
nidm men giéng xdc dinh (2 + 5% so vdi thé tich dich dudng) va nuodi cAy & nhiét
d6 25 + 30°C. Sau méi khodng thoi gian xdc dinh (0,5 hay | gid) thi quan sat lugng
khi CO, tao thanh trong 6ng va ghi lai. Quan sit c4n than thoi gian cudi dé€ khi
vira dat ding 5 ml CO, thi dimg 1én men. Ghi lai thdi gian cén thiét dé tao ra
5 ml CO,.

4. Két qud

Duya vio thoi gian 1én men cdn thiét dé tao ra 5 ml khi CO, dé so sdnh véan
t8c 1&én men giffa cdc chling ndm men véi nhau cling nhu voi cdc loai dudng
khic nhau.

14.4.2. Kiém tra dé két ling ciia ndm men bia

(Phuong phdp cua Burns do Helm, Nohr va Thorne cdi tién)

Su k&t 14ng cla ndm men bia 6 thé hiéu theo hai cich:

- Céic t€ bao ndm men két tu lai véi nhau va khong tdch roi nhau sau qud
trinh nay choi.

- Sur két ddm lai clia cic t& bao sau khi dd lén men xong.

Ngoai ra, phuong phdp niy cling cho phép dy dodn van t6c két kdng cha cac
t& bdo ndm men trong qud trinh 1&n men bia.

1. Nguyén tdc

Xic dinh kh6i lugng nim men két lang trong dung dich dém thich hop .

2. Dung cu

- Ong dong c6 chia do ddy con thé tich 15 ml.

3. Hod chdt

- Dung dich dém axetat pH = 4,5: Hoa tan 6,8 g axetat natri, 4,05 g axit
axetic va 0,5 g CaSO, (hoac 0,4 g CaCl,) vdi nude cat va cho du 1 lit.

4. Tién hanh

- Nim men ép dugc rira bdng nudc sach, vo tring san d6 duge tach nude
bang loc chan khéng hoic ly tam. Can chinh xdc 1 g va cho vao 6ng chia do cé
thé tich 15 ml. Cho vac d6 10 ml dung dich dém axetat ¢6 pH = 4,5. Lac déu va
dat cdc 6ng nghiém vao trong binh cich thuy & nhiét do 20°C trong khodng 20
phiit. Sau d6 lic déu dé c6 mot hén hop dong déu va dé yen trong binh cach
thity 20°C. Sau 10 phiit thi doc thé tich ndm men ling dudi ddy.
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5. Két qua

Phuong phip nay cho phép phan biét rdt rd ndm rhen két bong va ndm men
bui. Néu sau 10 phiit ma phin 16n nfm men déu lang xudng dudi tao ra 2 16p rit
o la: dich trong va ndm men thi day 12 loai nAm men két bong, c¢d kha nang
lang t6t. P61 véi nAm men bui thi phai sau 30 phiit méi ¢é thé tao duge mot I6p
can phia dudi va néu kéo dai thoi gian dé€ lang thi lugng nim men két tha ciing
s€ tang lén.

14.4.3. Hoat luc zimaza va maltaza cia ndm men banh mi

Hoat lyc zimaza biéu thi t6c do 1én men dudng glucoza hoic saccaroza con
hoat lyc maltaza biéu thi t&c do lén men dudng maltoza clla ndm men.

Hoat luc zimaza va maltaza dugc tinh bang thdi gian cén thiét d€ sinh ra 10
ml CO, khi 1én men 5% dudng glucoza hoac 5% dudng maltoza bang mot lugng
nim men ¢é trong luong bing 2,5% so véi thé tich dung dich dudng.

1. Nguyén tdc

Xdc dinh thai gian ma 0,5 g men ép ¢ kha nang lén men 20 ml dung dich
glucoza hoiic sacccharoza 5% (khi xdc dinh hoat luc zimaza) va 20 ml dung
dich maltoza 5% (khi xdc dinh hoat lyc maltaza) tao thanh 10 ml CO,.

2. Dung cu

- Thiét bi do khi (microgazo metre Eleski) (hinh 14.3).

3. Héa chat

- Ndm men ép.

- Dung dich dutng 10% (glucoza, sacaroza hoac maltoza).

- Dung dich mudi NaCl bao hoa.

4. Tién hanh

- Trude khi ti€n hanh thi nghiém cho dung dich muéi bido hoa ¢é nhudm
mau bing vai giot xanh metylen vao ndp dung cu do cho 16i ding diém 0.

- Can 0,5 g men ép cho vao cfc 1 réi them 10 ml nuéec & nhiét do 35°C,
khudy déu. Cho 10 ml dung dich dudng 10 % (glucoza, saccaroza hoic maltoza)
vio va nhanh chéng day nip do 4p suit. Van 5 dd dat & vi tri A. Sau d6 van van
sang vi tri B d€ can bang dp suat v6i bén ngoai réi vin sang vi tri C. Toan bo
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dung cu dat vao binh én nhiét 35°C va bar ddu tinh thoi gian cho t6i khi tao ra
10 ml CO, ¢6 nghia 13 dung dich mu6i dang 1én trong 6ng dong 10 mi

Hinh 14.3: Thiét bi do khi Eleski:

1. c6c ¢6 dudng kinh 50 mm, chiéu
cao 60 mm; 2. nip day cé dudng
kinh trong 50 mm, chiéu cao 25 mm;
3. 6ng do cd vach chia véi do chinh

xdc dén 1 ml, cao 250 mm, dudng
kinh trong 8-10 mmy; 4. 6ng gip cé
duong kinh trong 3 mm; 5. van 3

nga, A, B, C: cac vi trf md van ba
nga.

Két thic qua trinh do, van van sang vi tri B dé dung dich mudi trong dng
dong ha xudng sau dé nhic nap do ra, rira va sfy kho dyung cu

5. Két qud

Hoat lurc zimaza holic maltaza duge tinh theo phit v dua vao két qua c6 thé
dédnh gid chat lurgng ndm men nhur sau:

Hoat ¢ (phit) .
: Chit lugng ndm men
Zimaza Maltaza
40-60 85-110 Tat
60 - 80 110- 160 Trung binh
>80 >160 Kém

14.4.4. Luc no ciia ndm men bdnh mi

Luc nd cfia nfm men banh mi 14 chi s6 chat luong quan trong clia ndm men
bénh mi. Thdi gian n&m men 1am cho bot nd cang ngin thi chat lugng nim men
cang t6t. N&m men chét lugng t6t thudng 1am n& bot sau 60 - 65 phiit. Lyc ng
ndm men thanh phim khong qua 75 phiit va ciing c6 thé ciing thay déi phu
thudc vao do 4m va chat lugng bot lam bénh.

1. Nguyén tic

Nguyén tic clia phuong phdp la ding nfm men nhio véi lugng bot nhat
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dinh va bd vao khuon, ddy eke cdch mép trén ciia khuon 1,5 em. Thai gian bot
nd cham dén cdch ddy éke s€ dugc tinh 12 lue nd cia nAm men.

2. Dung cu

-Khnén hinh hop bang nhom hay tén ¢6 kich thuée: Mit trén 150 x 100 mm:
mit dudi 140 x 90 mm; chiéu cao 84 mm. Eke kim loai d€ gin véi hop nhom.

- Mdy trdn bot.

3. Hod chdt

- Bot mi chat luong tot.

- Ndm men ép hodc men kho.

- Dung dich muéi an 2,5%.

- TG én nhiét.

4. Tién hanh

- Sir dung men ép: Can 280 g bdt mi, cho vao ti 6n nhiét 35°C trong 2 gio.
Trong thdi gian d6 chuén bi 160 ml dung dich muéi an 2,5%, can Sg men ép
(chinh xdc dén 0,01 g), cho dung dich mu6i, ndm men vao ti &m 35°C. Hoa
ndm men vio 15 - 20 ml nudc mudi d3 1am &m trong chén s\, rét vao mdy tron
bot tdc do 135 vong/phit. Dung dich mudi con lai trdng chén va ciing d6 vao
mdy. Réc déu lugng bot ndi trén vio mdy va tiép tuc nhao bot. Sau 5 phuit tit
mdy, lay b6t nhao nan thanh hinh binh mi dai va dat vao khuon da xoa mot it
déu an. Sau d6 cho éke vao bén trong, sat khuon sao cho ddy éke cich mép trén
ctia khuén 1,5 ¢cm. Cho khuon chira bot nhao vao th &m va bit ddu tinh gid. Thoi
gian tir khi bit ddu tinh gi¢ d€n khi bot nd cham dén canh ddy éke duge tinh 13
lyc lam né bot clia ndm men.

- Ddi véi men khé: Can 2,5 g men kho va cho vao ¢6e ¢6 chita 30 ml nwéc,
cho vdo til 6n nhiét lam 4m dén 35°C va giir 30 phit, sau d6 cho vao 15 g bot va
tron déu réi dé lai trong th 4m 35°C trong vong 2 gid. Pdng thai dat vao th 4m
265 g bot cing loai, 130 mi nude ¢6 hoa 4 g mudi an va khudn cong véi éke.
Sau 2 gi0 cho bot vao mdy trdn ciing v6i nude mudi va sita men ndi trén. Nhao
trong vdng 5 phit réi cho bot vio khudn da xoa ddu an 16t khuon. Tiép tuc tién
hanh nhu 461 véi men ép.

5. Két qud

- Quan sdt qud trinh né bt va luc nd cla ndm men duge tinh bang thdi
gian bat ddu cho bot nhio vao khudn cho dén khi bot né cham dén céch ddy eke.
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Chuong 15
PHAN TICH CAC CHI TIEU VI SINH VAT THUC PHAM

Yeéu cdu vé cic chi tiéu vi sinh vat trong cdc san phdm thuc phim dugc quy
dinh theo cdc tieu chudn do Bo Y 1€ dua ra 4/1998 trong d6 bao gém: Téng s6 vi
sinh vat, coliform, E.coli, Staphylococcus aureus, Salmonella, Vibrio paraha-
emaolyticus, Bacillus cereus, Streptococcus faecalis , Pseudomonas aeruginosa,
Clostridium perfringens, tdng s6 nim méc-men (phu luc 16 - Bdng chi tiéu vi
sinh vai trong cde san phdm thuc phim theo quyét dinh ctia Bo trudng Bo Y ¢,
36 667/1998/0D-BYT).

15.1. VI SINH VAT TONG 80

Vi sinh vat t6ng 6 12 tét c& cdc vi sinh vat ¢é thé ton tai va phét trién duoc
trén mol truong dinh dudng chung, ¢ nhiét do 30"C sau mét thai gian nuéi cdy
nhét dinh (24 - 72 gid).

Xidc dinh t6ng s vi sinh vat ¢6 trong san phdm thuc phdm dé danh gid muc
do nhiém tap ca nguyén liéu va san pham, tir 46 ddnh gia tinh trang vé sinh va
cde dicu kien bdo quan sin phidm va dy dodn kha nang hv héng ctia san phim.

1. Nguyén tic

Nuoi cdy mot lugng méu nhat dinh hodc miu d& pha lodng 1én moi trudng
thach dinh dudng & nhiét d6 30 + 1°C trong diéu kien hi&u khi, thdi gian 48 —
72 git. Dém t4t cd 56 khudn lac moc trén do. Tir téng s6 khuan lac dém duoc sé
suy ra s6 luong 1€ bao séng ¢6 trong miu phan tich.

Chii y: Cén chon d¢ pha lodng thich hgp sao cho s8 khuén lac moc trén mbi
hop Petri nam trong khoang 30 — 300.

Theo phuong phép nay khong thé xdc dinh dugc cic loai vi sinh vit yém
khi nghiém ngat ma chi xdc dinh nhing vi sinh vat hi€u khi va yém khf tuy tién.

2. Dung cu

- Dung cu chudn bi mau (thia, c6i xay, dao, kéo ...).

- Hop Petri, 6ng nghiém ding dé pha loiing miu.
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- Pipet 1 va 10 ml.

- M4y dém khuin lac (n€u c6).

3. Hod chdt, moi truong

- Méi truong TGA (Trypion Glucoza Agar) : Tr}‘zpton hoac pepton 5 g;

glucoza 4 g; cao ndm men 2,5 g; thach 15 g; H,O cho di 1000 ml. Mo6i trudng
hap khir tring & nhiét 46 121°C trong thoi gian 20 phit.

- Thach mang: dung dich nudc thach 1%

- Dung dich pha lodng:.nudc ¢it hodc nudc muédi sinh 1y vo trung (0,85%
NaCl).

4. Tién hanh

- Rira sach va khir triing cdc dung cu (hop Petri, pipet, 6ng nghiém, cdc dé
chifa méu) cling nhu cac dich pha loang.

- Pha loiing thap phan miu phan tich t6i néng do thich hgp dé d& dang cho
viéc quan sdt dém khuén lac. Thoi gian thao tac khéng qud 30 phit.

- C4y giéng c6 hai cdch: Cdy trong moi trudng thach va cdy trén bé mat
thach.

a) Cdy trong méi trudng thach

- L4y 1 ml méu di pha lodng cho vao hop Petri (mdi do pha lodng nén lam
déng thti 2 - 3 hop va nén lam hai d6 pha loang lién ti€p nhau).

- Ré6t méi trudng thach dinh dudng da néng chay c6 nhiét do 45 - 50°C vio
cdc dia Petri dd c¢6 miu, mdi dia cho 15 - 18 ml mdi trudmg.

- Xé&p cdc dia rén mat phang ngang, dé yén (trong diéu kién vo6 tring) cho
dén khi thach ngudi vA dong hoan toan. N&u dy kién sin phdm ndo d6 c6 thé bj
moc lan thi nén khic phuc bang cdch: sau khi moi trudng dinh dudng da dong

hoan toan, rét 1én bé mat méi dia khoang 4 - 5 ml thach mang va dé cho déng
lai hoan toan. '

- Lat nguoc dia, dat vio ti 4m dé nhiét do 30 + 1°C trong thai gian 48 - 72
gid.
b) Cdy trén bé mdt thach

- Mbi trudng sau khi d hdp khir triing thi 16t vao céc dia Petri, méi dia cho
15 - 18 ml méi trudng. X&p cdc dia trén mit phing ngang, dé yén cho dén khi
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thach nguoi va dong hoan toan (c6 thé dé 2 - 3 ngdy & nhiét do 30°C dé kiém tra
do vo triing clia cdc hop). Khi cAy chon cic hop Petri con hoan toan vo trung.

- L&y 0,05 ml (hay 1 giot) miu dé pha loang cho vao hop Petri (mbi d¢ pha
lodng nén lam déng thdi 2 - 3 hop va nén 1am hai c4p pha lodng lien ti€p nhau)
di chita moi truding thach dinh dung, trang déu trén mit thach.

- Lat nguge dia, dat vao td 4m dé nhiét d6 30 £ 1°C trong thdi gian 24 - 72
giy.

5. Két qud

Sau khi khuén lac d3 moc, d€m s6 lugng cac khudn lac moc trén cdc dia c6
s6 luong nadm trong khodng 30 - 300. Néu ngay & dia cdy méu nguyén chat
(16ng) hoac dung dich huyén phd géc ma cé s luong it hon 30 khuén lac thi
van 1y két qua dé.

S6 lugng vi sinh vat trung binh c6 trong 1 ml hay 1 g méu duge tinh theo
cong thic:

| | Sc
N (khuin lac/g hay khuan lac/ml) = (ng +0,1n, ).0,.v

trong dé:
Y C - téng s8 khudn lac dém dugc trén tai ca cdc dia;
n; -s6dia d€m & néng do6 pha lodng thir 1 (d¢ pha lodng thdp nhat);
n, -s&dia dém & ndéng do pha lodng thit 2 (d6 pha loang ti€p theo):
f, - hé s6 pha loing cla dia dé€m thi 1;
v - thé tich miu c4y vao mdi dia Petri.

15.2. NAM MEN VA NAM MOC

Nim men vd nim mdc 12 nhitng vi sinh vat c6 rét nhiéu trong tu nhién va
rdt d& nhidm vao cdc san phim luong thuc va thue phidm 1am hong hodc bién d6i
chit luong sén phim.

Xéc dinh s8 luong nim men — nfm mé&c c6 trong san phdm thuc phdm dé
dénh gid chat lugng, tinh trang vé sinh va cdc diéu kién bio quan sin phim va
du dodn kha nang hu hong cha san pham.
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1. Nguyén tic

Moi truomg dinh dudng phéi chia chat tc ché sir phdt trién cla vi khuin
(chat khdng sinh nhu Oxytetracyclin hoac Chloramphenicol).

Cdy 1én bé mat thach clia moi trudsng Yeast Glucose Chloramphenicol mot
lugng méu da duge pha lodng nhit dinh v nuoi & nhiét do 30 = 1°C trong diéu
kién hi€u khi, théi gian 48 — 72 git. Dém tat ca s6 khudn Jac moc trén d6 tir ddy
suy ra lugng ndm men vi ndm m&c ¢6 trong miu phan tich.

2. Dung cu, thiét bi

- Dung cu chuédn bi méu ( thia, c&i xay, dao, kéo ...)

- Hop Petrt, pipet

Mady dém khuan lac (néu cé)

3. Hod chdt, moi truong

Moi trudng YGC (Yeast Glucose Chloramphenicol) : glucoza 20 g; cao
nim men 5 g; thach 15 g; chloramphenicol (hoic Tetracyclin hay Oxytetracyclin)
0.1 g; HyO cho di 1000 ml. Moi trudng hdp khir tring & nhiét do 121°C trong
thoi gian 20 phiit.

- Dung dich pha lofing: nudc cdt hodc nude mudi sink 1y vo tring (0,85%
NaCl).

4.Tién hanh
- Pha lodng thap phan méu phan tich t6i néng d¢ thich hop dé dé dang cho

viéc d€m khudn lac (mdi dia chi nén c6 30 - 300 khudn lac). Thai gian thao tic
khong qua 30 phit.

- Ldy 0,05 ml (hay 1 giot) miu di pha loang cho vao dia Petri (mbi do pha
lodng nén lam ddng th&i 2 - 3 hop va nén 1am hai cdp pha lodng lién ti€p nhau)
da chita moi trudng thach dinh dudng, trang déu trén mat thach.

- Lat nguge dia, dat vao ti 4m dé nhiet do 30 + 1°C trong thdi gian 48 - 72
gig.

5. Két qud

Sau khi khuan lac dd moc, dém s& lurgng céc khudn lac moc trén dia va tinh
két qua theo cong thifc nhu trong phan xdc dinh vi sinh vat téng s6.
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15.3. COLIFORM VA E.COLI

Coliform la mét nhém bao gém mot s§ cdc vi khudn gram am, khéng tao
bao tlr, hi€u khi hoac ky khi khong bit budc, ¢é kha nang lén men dudng
lactoza, sinh hoi trong vong 48 h & nhiét do nudi cdy thich hgp. thuang 13 cde
gidng Escherichia, Citrobacter, Klebsiella va Enterobacter.

Coliform wa nhiét (cdn goi la coliform phan): len men dudng lactoza &
nhiét do 44°C. E.Coli thuée nhém coliform va nhiét va 12 loai coliform rdt bén
vai phenol 0,085% va sinh indol & nhiét do 42 - 44°C.

Xdc dinh lugng Coliform va E. Coli cho biét miic d6 ¢ nhiém va tinh trang
vé sinh trong phin xudng san xudt, hay ndi chinh xdc hon la xdic dinh muc do
nhiém phén cia san pham.

15.3.1. Dinh luong Coliform

Dé xdc dinh lugng Coliform c6 thé nuoi cdy trén moi trwdng iong (phuong
phdp MPN) hoac trén moi trudmg thach rin chon loc.

a) Phuong phap MPN

1. Nguyén tdc

Méiu duoc pha lodng it nhdt & ba do pha lodng lién ti€p nhau va méi do

pha lo@ng dugc cdy trong 3 (hodc 5) ng nghiém lap lai ¢6 chita moi trudng ting
sinh chon loc (méi trudng léng Tryptoza Lauryl Sulffat, TLS). Sau th&i gian
nudi ¢dy, quan sit va ghi nhan cdc 6ng duong tinh va cdy tifp sang moéi trudng
khéng dinh (moi trudng 1dng mat lactoza luc sing — Brilliant Green Bile Lactoza
Broth, BGBLB). Tir cic 6ng nghiém ¢6 phan Ung dwong tinh, tra bang Mac
Grady dé tir d6 suy ra s6 lugng coliform c6 trong miu phan tich.

2. Dung cu, thiét bi

- Dung cu chudn bi miu,

- 6ng Durham, pipet.

3. Hod chdt, méi truong

- Moi truong TLS (tryptoza lauryl sulfat): tryptoza 20 g; lactoza 5 g;

K,HPO, 2,75 g; KH,PO,2,75 g, NaCl 5 g ; natri lauryl sulfat 0,1 g; H,O cho di
1000 ml.
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- Hoa tan cdc chdt va phan phdi méi trudng vao cic dng nghiém Durham.
Hap khir triing & nhiét do 121°C trong 20 phiit, pH cudi = 6,8 & nhiét do 25°C.
- Moi truong BGBLB (Brillant Green Bile Lactose Broth — canh thang mat

lactoza luc sang): Pepton 10 g; lactoza 10 g: mat bd kho 20 g: luc sing 0,0133 g;
H,0 cho du 1000 ml.

- Hoa tan céc pepton va lactoza vao trong 500 ml, mat bo kho vao 200 ml
va lyc sding vao 100 ml nudc cdt. Tron déu 3 dung dich trén va thém nudce cat
cho di 1000 ml. Phan ph&i moi trudng vao cic 6ng nghiém Durham. Hap khir
trang ¢ nhiét do 121°C trong 15 phiit, pH cudi = 7,2 & nhiét do 25°C.

4. Tién hanh

- Chudn bj vh pha lodng miu & 3 néng d6 10}, 1072 va 1077,

- Tudn ty c&y 1ml dich mau da pha loiing & cdc ndng do 107", 10 2 va 10~
vao cdc ong nghiém cé chiia mo6i tridng tang sinh chon loc TLS, méi do pha
loding 1am 3 6ng lap lai. D€ cdc 6ng da cdy trong th 4&m & nhiét do 37 + 1°C tong
48 h. Quan sdt va ghi nhan cdc dng ¢6 sinh khi va duc (¢é két qua duong tinh).

- Dung que cdy vong cdy chuyén miu tir cic 6ng nghiém duong tinh sang
cdc ong nghiém ¢6 chia moi truong BGBLB. Dé€ cdc dng da cay trong th 4m &
nhiét do6 37 + 1°C trong 48 h. Vi mdi d6 pha lodng, tinh tdng s6 Gng c6 sinh
khi va duc (¢6 két qua duong tinh).

5. Két qud

Dua vao s6 dng cé két qua duong tinh cla méi do pha loang, xdc dinh 56
dac trung va sau dé 1a chi s6 MPN va tir ddy tinh duge s§ Coliform ¢6 trong
I ml hay 1 g miu phén tich (Xem cach tinh & phan 14.3.5).

b) Dém khudn lac
I. Nguyén tdc

Moi trudng Endo ¢6 chita natri sulfit va fucshin, cé kha nang tc ch€ cic vi
khudn gram (+). Trong qu4 trinh phét trién trén méi truong nay, coliform lén
men dudng lactoza tao thanh aldehyt va axit, aldehyt tdc dong dén phiic chat
fuchsin-sulfit va giadi phéng fuchsin, sav d6 fuchsin nhuém céc khuédn lac tit
mau héng dén mau dé cdnh sen, tron, bé déu, ¢6 thé ¢6 4nh kim hosc khong.
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2. Dung cu, thiét bi

- Hop Petni, pipet.

3. Hod chdt, moi truing

- M61 uudng Endo: Pepton 10 g; lactoza 10 g; K,HPO, 2,5 g; natri sulfit
3.3 g; fucshin kiém 0,3 g; thach 15 g; H,O cho du 1000 ml; pH =7,5.

- Hoa tan cdc chat va moi trudng h&p Khir tring & nhiét d¢ 121°C trong thoi
gian 20 phiit.

4. Tién hanh

- Chuin bi mau va pha lodng miu. Ciy 1 giot miu vao dia Petri di ¢6 moi
truong thach Endo (nén lam déng thdi 2 - 3 hop ciing mat liie) va trang déu trén
mat thach. Nuoi cdy trong ti 4m & nhiét dé 37 + 1°C trong 48-72 h.

- Trén mdi hop Petri dd nuoi, chon cdc khuin lac ¢6 miu héng dén mau déd
cdnh sen, tron, by déu, ¢é anh kim.

5. Két qud

Dém cdc khudn lac ¢6 mau tir héng t6i db trong céc dia ¢6 khodng 15 - 150
khuan lac.

S6 lugng Coliform trung binh ¢é trong 1 ml hay | g miu duge tinh theo
cong thitc:

, 1 2.C
1 1 =
N (khudn lac/g hay khudn lac/mb) = oo

trong d6:
> C - tdng s6 khudn lac dém dugc trén t4t ca céc dia;
ng -sddia d€ém & ndng d6 pha lodng thit 1 (d6 pha lodng thdp nhat);
n, -sodia dém & ndng d6 pha loang thi 2;
f, - hé s6 pha loang cta dia dém thit 1;
v - thé tich miu cdy vao mdi dia Petri.
N€u ngay & dia cdy mau nguyen chat (1ong) hoic dung dich huyén phit géc
ma c6 s6 luogng it hon 30 khudn lac thi vén 14y két qua dé6.
15.3.2. Pinh luong E. Coli
Ciing giong nhu Coliform, dinh lwgng E. Coli ¢6 thé nuoi cdy trén méi
trudng long (phuong phdp MPN) hodc trén moéi trudng rdn chon loc, sau ddy
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thuc hién thém mot s6 cdc phép thir khang dinh.

a) Phuong phdip MPN

1. Nguyén tac

Mau duge pha lodng & ba d6 pha lodng lién ti€p nhau va méi nbéng do pha
lodng duoc cay trong 3 (hodc 5) 6ng nghiém lap lai ¢6 chita moéi trudng ting
sinh chon loc (moi trudng long tryptoza lauryl sulfat, TLS). Sau thi gian nubi
cdy, quan sdt va ghi nhan cdc ong duong tinh va cdy ti€p sang méi trudmg EC.
Tir cidc 6ng nghiém c6 phan tng dugng tinh ciy sang cidc 6ng nghiém cé chia
nuée rypton. Sau khi di nuéi cdy & nhiét do 44°C thi kiém tra ¢é sinh indol hay
khong. Pém so ong nghiém nudi cdy trén moi trudng EC duong tinh img véi cic
6ng c6 sinh indol, tra bing Mac Grady d¢€ tir d6 suy ra s6 lugng E. coli ¢6 trong
mau phan tich.

2. Hod chdt, méi truong

- Méi truong TLS (tryptoza lauryl sulfat): tryptoza 20 g; lactoza 5 g
K,HPO, 4 g: KH,PO, 1.5 g; NaCl 5 g ;: H,0 cho du 1000 ml. Hoa tan cdc chat
va phin phdi moi trudng vao cdc 6ng nghiém Durham. Hap khir trimg & nhiét do
121°C trong 20 phiit, pH cuéi = 6,8 & nhiét do 25°C.

- Méi truémg EC: tryptoza 20 g; lactoza 5 g; mudi mat (bile salts) sd 3 1,5
g; luc sdng 0,0133 g ; H,0 cho di 1000 ml.

- Hoa tan cdc chit voi nudc cdt va thém nude cdt cho di 1000 ml. Phan
phoi méi trudng vio cac 6ng nghiém Durham. Hdp khir tring & nhiét do 121°C
trong 15 phit, pH cudi = 6,8 & nhigt do 25°C.

- Dung dich trypton: trypton 10 g; NaCl 5 g; H,O cho dii 1000 ml; pH =
7,3 & nhiét do 20°C. Thanh tritng & nhiét do 121°C trong thoi gian 15- 20 phut.

- Thudc thtt indol: 4-dimethylaminobenzaldehyt 5 g; 2-metyl butan-1-ol
(hodc pental-1-ol) 75 mb; HCI dam dic 25 ml.

- Hoa tan 4-dimethylaminobenzaldehyt trong 2-metyl butan-1-ol (hoidc
pental-1-0l), ¢é thé dun nhe trong néi cdch thuy t = 50 - 55°C. Lam nguoi va
cho axit vao. Bao quén chd 8i vk & nhiét do thdp. Thubc thir c6 miu vang sang.

4, Tién hanh
- Chuén bi mAu va pha lodng miu & 3 néng do 107, 1072 va 1073,
- Tudn tw c&y 1 mi dich miu da pha lofng & cdc néng do6 107, 1072 va 107°
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vao cdc 6ng nghiém ¢6 chita moi trudng tang sinh chon loc TLS, mdi dé pha
loing lam 3 6ng lap lai. D€ cdc 6ng dd cdy trong t 4m & nhiét do 44 + 1°C
trong 24 - 48 h. Quan sdt va ghi nhan cdc &ng ¢6 sinh khi va duc (c6 két qua
duong tinh).

- Ding que cdy vdng cdy chuyén dich miu tir cdc 6ng nghi¢m duong tinh
sang cdc 6ng nghiém cd chita moi trudng EC. DE cdc ong da cdy rong ti1 4m &
nhi¢t do 44 + 1°C trong 24 - 48 h. Quan sdt v ghi nhan cdc 6ng ¢6 sinh khi va
duc (cé két qua duong tinh).

Phép thit khdng dinh

- Ding que cdy vong cdy chuyén dich miu tlt cic 6ng nghiém ¢é chia moi
truong EC duong tinh sang cdc dng nghiém cé chita nude trypton. Dé cdc 6ng
da cdy trong 14 &m & nhiét do 44 + 1°C trong 48 h.

- Thém 0,5 ml thudc thir indol vao cdc ong chia dung dich trypton da nuoi
cdy, lic déu va sau 1 phit thi quan sit va ghi nhan s& lugng cdc 6ng c6 mau do
chimg 6 ¢6 indol (c6 két qua duang tinh) cho mdi do pha loing.

5. Két qud

V&i mbi do pha lodng, dém sd luong 6ng ¢6 mau do (c6 két qua duong tinh
voi indol), xdc dinh duge chi s6 MPN va tir ddy tinh duge s6 E. Coli ¢6 wrong
! ml hay 1 g miu phan tich.

b) Dém khudn lac

1. Nguyén tic

Moéi trudng endo c6 natri sulfit va fucshin, ¢ kha ning vic ché cdc vi khudn
gram (+). Trong qud trinh phdt trién trén méi trudng nay Coliform chiu nhiét va
E. Coli 1én men dudng lactoza & 44°C tao thanh aldehyt v axit, aldehyt tac
dong dén phijc chat fuchsin-sulfit va gidi phong fuchsin, sau dé fuchsin nhuom
cdc khudn lac thanh mau hong dén mau dd cdnh sen, tron, bd déu, o6 thé ¢ 4nh
kim hodc khong, Néu khudn lac mau hong c6 dnh kim c6 thé gia dinh 13 £. Coli
thi kiém tra c6 sinh indol hay khong.

2. Dung cu, thiét bi
- Hop Petri, pipet
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3. Hod chdt, moi truong

- Méi truéng Endo: pepton 10 g; lactoza 10 g; K,HPO, 2.5 g; sulfit natri
3.3 g: fucshin kiém 0,3 g; thach 15 g; H,0 cho d@ 1000 ml; pH =7,5.

- Hoa tan cac chét va méi truong hip khir tring & nhiét d¢ 121°C trong thét
gian 20 phiit.

- Dung dich trypton: trypton 10 g; NaCl 5 g; H,0 cho dt 1000 ml; pH =7,3
& nhiét d¢ 20°C. Thanh triing & nhiét d6 121°C trong thdi gian 15- 20 phuit.

- Thuéc thir indol: 4-dimethylaminobenzaldehyt 5 g; 2-metyl butan-1-ol
(hodc pental-1-ol} 75 ml; HCl dam dic 25 ml.

- Hoa tan 4-dimethylaminobenzaldehyt trong 2-metyl butan-1-ol (hoac
pental-1-ol), ¢6 thé dun nhe trong néi cdch thuy t = 50 - 55°C. Lam ngudi va
cho axit HCl dam dac vao. Bio quan chd t6i vi & nhiét do thidp. Thudc thir ¢é
mau vang sing.

4. Tién hanh

- Chuidn bi miu vi pha loang miu. Ciy 1 giot miu vio dia Petri di ¢6 moi
trudng thach Endo (nén lam dong thdi 2 - 3 hop cing mot lic) va trang déu trén
mat thach. Nuoi cdy trong ti &m & nhiét do 44 £ 1°C wrong 48 - 72 h.

- Trén mdi dia Petri dd nuéi, chon cdc khudn lac nghi ngd ¢ céc dac tinh
nhu ¢é mau héng hodc dd cdnh sen, tron, b déu va ¢é 4nh kim dé€ tign hanh
khang dinh d6 1a E. Coli.

Phép thit khdng dinh

- Chon khudn lac nghi ngo, ding que c&y vong cdy chuyén sang cdc 6ng
nghiém c6 chira dung dich trypton. D& cdc 6ng dd cdy (rong th 4m & nhiet do
44 + 1°C trong 48 h.

- Th&m 0,5 ml thuéc thir indol vao cdc dng chifa nuée trypton da nudi cdy,
iac déu va sau 1 phiit thi quan sdt v ghi nhin s6 lugng cdc 6ng cé mau do
chiing t6 ¢6 indol (c6 két qua duong tinh) cho mdi do pha lodng.

5. Két qud

Dua vio s6 khudn lac nghi ngd 1a E. Coli d3 dém dugc trén céc dia Petri va
dua vao ty 1¢ s6 dng thir indol ¢6 miu do (duong tinh) va téng s6 dng thir indol,
dp dung cong thic dudi day dé tinh 58 lugng E. Coli trung binh ¢6 trong 1 ml
hay 1 g mau:
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, , 2.
N (khudn lac/g hay khun lac/ml) = '
(khuan lac/g hay khuan lac/ml) = T~

trong do:
>'C - t6ng s6 khuén lac dém dugc trén 14t ca cdc dia;
n; -sodia dém & ndng do pha loang thit 1 (d¢ pha loang thap nhat);
ny -s6dia d€m & néng do pha lodng thit 2;
f, - hé s pha lodng cla dia dém & néng dé pha lodng tha I;
v - thé tich miu cay vao méi dia Petri;
R - 56 6ng thir indol ¢6 mau do (duong tinh) / tdng s6 dng thir indol.

154. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Vi khuin Stephylococcus aureus, hinh cdu, Gram duong cé kha nang sinh
ra nodi doc t& gay ngod doc thuc pham. Céc t€ bao thudng lién két thanh hinh cdc
chim nho, khong tao bao tir, khong di dong, ¢6 kha ning sinh coagulase lam
dong huyét tuong. Khi phdt trién trong méi trudng, tao sic t6 ¢ mau tir trang
téi vang dam.

Staphylococcus aureus con duge goi 1a tu cdu khuin gay bénh do d6 cén
x4c dinh dé bi&€t miu san phidm thuc phdm phan tich ¢6 mang m6i nguy hiém
cho ngudi tiéu ding hay khong.

1. Nguyén tic

Dua vao tinh chdt dic biét cha vi khuin St.aureus 14 phat trién dugc trén
moi trudng mudi mannitol nhu trén moi trudng Chapman tao khudn lac mau
ving hoic trén moi truong Baird-Parker cho khudn lac mau den.

Néu sau khi nudi ciy, khong c6 khudn lac moc trén cdc moi trudng thach
chon loc néi trén, thi cling chua thé khing dinh duge 1a khong c6 St.aureus
trong méu phan tich vi vi khudn ndy thuong & luong rit nhod. Trong trudng hop
ndy nén 1am ting luong vi khuin ndy bing cdch nuodi cdy wén moi trudng
Chapman léong {m6i trudong cuc man}, sau dé méi nubi cdy trén moi truong
thach Chapman chon loc. Nhu vay ta cé thé xdc dinh duge s& lugng it nht cha
St.aureus trong thé tich sén pham ban dau.

2. Dung cu, thiét bi

- Dung cu chudn bi miu (thia, ¢6i xay, dao, kéo ...).

- Hoép Petri, pipet.
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3. Hod chdt - méi truong

« Moi trieong Chapman: pepton 10 g; cao thit 1 g; manitol 10; NaCl 75 g;
thach 15 g; pH 6,8; H,0 cho di 1000 ml. Hoa tan cdc chit vd moi truding hap
khtr tring & nhiét do 121°C trong thai gian 20 phut.

- Méi truong Baird-Parker: pepton 10 g; cao ndm men 1 g; cao thit 5 g;
pyruvat natri 10 g; glycocol 12 g: dich nhii ldong d6 triing 50 ml; tellurit kali 0,1
g: LiC1 5 g; K;TeO; 0.1 g; Thach 20 g; pH 7,2; H,O cho di 1000 ml. Hoa tan
cdc chat va moi ruong hap khir tring & nhiét do 121°C trong thai gian 20 phdt.

- Méi trudmg Chapman Iong {méi trudng cuc man): pepton 20 g; cao thit
5 g: lactoza 15 g; NaCl 75 g; pH 7.4; H,O cho di 1000 ml. Hoa tan cdc chat va
moi trudng hdp khi trisng & nhiét do 121°C trong thot gian 20 phuit.

4. Tién hanh

- Chuin bi miu dé tao thanh mot thé déng nhat va pha loding mau néu thiy
cdn thi€t. Trong trudng hgp dy dodn 12 1a luong St.aureus it thi ¢6 thé nuodi cdy
tang sinh nhu sau: 18y Im! mdu nguyén hay 1 ml dich huyén pht (n€u méu &
dang rin) cho vao &ng nghiém c6 chia 9 ml moi trudng Chapman 1éng va nudi
trong to &m & 37"C, 24 h. Néu nhin thdy ¢é su phat trién cla cha vi sinh vat
{moi trudmg bi duc) thi ti€p tue cdc thi nghiém ti&p theo.

- Cho 0,05 ml hoac 1 giot méiu d4 pha lodng hay mau da qua nuoi cdy ting
sinh va cdy 1én bé mat mai trudng thach Chapman, hoac Baird-Parked va trang
déu (nén lam ddng thoi it nhit 2 dng cling mot hic cho méi ndng d6 pha loang).

- Nuoi trong ti &m & 37°C trong 24 - 72 h.

Quan sat khudn lac moc trén dia. Trén moi truding thach Chapman, dé€m céc
khuén lac mau vang, nhd (1 - 2 mm). Cdn trén méi trudmg thach Baird-Parked,
dé€m cdc khuan lac mau den bong, c6 mot mép vién mau iring xdm, xung quanh
khuin lac ¢6 mot ving sdng trong, rong (irong khi dé bé mit moi trudng duc).
Néu kiém tra céc khudn lac trén dudi kinh hién vi 1a vi khuan Gram (+), tao
thanh titng chim nhu cdc chiim nho thi ¢6 thé nghi ngd ddy 1a St.aureus va nén
lam phép thir coagulase dé khing dinh.

Phép thi khing dinh

- Chon khuan lac nghi ngd, ding que cdy vong cdy chuyén sang cdc 6ng
nghiém c6 chita 0,5 mi dich huyét tuong thd. Lic nhe dé trén déu moi trudng.
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D¢ cic 6ng d3 cdy trong th 4m & nhiét do 37 + 1°C trong 2 h. Theo di phan (mg
dong huyét tzong sau méi 2 h. Tiép tuc nuoi cdy dén 24 h thi ngimg néu khong
thay xudt hién khoi ket .

5. Két qud

Dua vao s& khudn lac nghi ngd Ia St.aureus da dém duge trén cic dia Petri
va dua viio ty 1¢ s6 8ng thit phan ing coagulase duong tinh trén tong s¢ Ong thir
phan img, 4p dung cong thic dudi day dé tinh s6 lugng Sr.aureus trung binh c6
trong 1 ml hay 1 g mau:

3 L] C
N (khudn lac/g hay khuan lac/ml} = z x R
nxfxwv

trong do:
> C - t8ng s6 khudn lac d€m duoc trén tit cd cdc dia;
n - s& dia Petri di nudi cdy;
f - heé sd pha loang cua mau;
v - thé tich miu cdy vao mbi dia Petri;

R - s Sng thir phan ting coagulase duong tinh / tong s8 6ng thir .

15.5. CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Clostridium 13 truc khudn, cé thé ding riéng ré hodc thanh chudi, la vi
khudn Gram duong, yém khi bat bugc, cé kha nang khir sulfit thanh sulfua, bao
ti hinh trimg va chiu nhiét cao t6i 75 - 80°C. Clostridium perfringens rit bén
véi cycloserin.

Clostridium va Cl.perfringens c6 thé khir sulfit thanh sulfua nhy sau:

SO.2 +6H +6¢ —  §¥ +3H,0

Kiém tra vi khugn ki khi khir sulfit nhdm tm Clostridium hodc bao tif clia
chiing, dac biét 12 Clostridium perfringens - d6 1a 1oai vi kbudn gay doc trong
san phém thuc phdm. Cdc vi khuén Clostridium ua nhiét duge tim thy trong céc
loai dé hop thuc phdm, noi ma ching cé thé sinh s6i dé dang, vi chi ¢é cdc bao
tir cha vi khuén ndy vin song sét sau khi dun néng.

Sy ¢6 mit vi khuin nay trong san phdm thyc phim bi€u thi sy nhiém phan
kho tir cdc ngudn d4t, nudc, va day 12 loai vi khudn c6 kha nang gdy bénh.
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1. Nguyén tic

Dua trén tinh chit eta cdc vi khudn nz‘aj la khi nuoi cdy trong moi trudng
chon loc (mo1 trudng thach trypton sulfit cycloserin hoic Winson Blair) & diéu
kién ki khi, cdc vi khudn nay c6 kha nang phan giai sulfit thanh sulfua 1am cho
khuén lac ¢6 mau den, tron, to, dudng kinh 3 - 4 mm.

2. Dung cu, thiét bi

- Dung cu chudn bi mau (thia, c8i xay, dao, kéo...).
- Hop Petri, pipet.

3. Hod chat, méi truong

- Dung dich trypton mudi : Hoa tan 1 g trypton va 8,5 g mudi NaCl véi
1000 m! nudéc cat.

- Méi trudng thach TSC (trypton sulfit cycloserin): trypton 15 g; cao nim
men 5 g; soyton 5 g; sit amoni xitrat | g; natri metabisulfat 1 g; thach 20 g; H,0
cho du 1000 ml. Hoa tan cdc chat va hdp khir tring & nhiét d6 121°C trong 15
phit, pH cudi = 7,6 & nhiét do 25°C.

- Dung dich D-cycloserin: hoa tan 1 g D-cycloserin véi 200 m! nudc cit.
Loc va bao quan 4°C. Trugc khi 1dm thi nghiém, cho 20 ml dung dich
D-cycloserin vao 250 ml méi trudng TSC thach, dun néng chay va dé dia Petri.

- Méi truéng long thioglycollat + resazurin natri: trypton 15 g; cao nim
men 3 g; L-cystin 0,5 g; dextoza 5 g; NaCl 2,5 g; natri thioglycollat 0,5 g; dung
dich resazurin natri mdi pha (1:1000) 1 ml; thach 0,75 g; H,O cho dt 1000 ml.
Hoa tan L-cystin, dextroza, cao nim men va trypton trong gan 1 { nudc cét, dun
néng trong ndi céch thuy cho tan. Bé sung natri thioglycolat va dung dich
resazurin natri. Lic déu va hdp khir tring & nhiét d6 121°C trong 20 phi, pH
cudi = 7,1 & nhiét d6 25°C.

- Méi truong lactoza-gelatin: trypton 15 g; cao nam men 10 g; lactoza
10 g; do phenol 0,05 g; gelatin 12 g; H,0 cho di 1000 ml. Hoa tan trypion, cao
ndm men, va lactoza véi 500 ml nudc nong. Hoa tan gelatin ciing vai 500 ml
nude néng 50 - 60°C. Tr(f)n.2 dung dich v&i nhau va chinh pH =7,5. Cho thém
chi thi do phenol, cho vao cdc dng nghiém va hidp khir trung & nhiét do 121°C
trong 10 phiit.
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- Moi truomg Winson Blair: glucoza 20 g; pepton S g; cao ndm men 2,5 g;
cao thit 1 g; NaCl 3 g; thach 20 g; H,O cho di 1000 ml, NaySO4 20% va
NH,Fe(S0,), 5%.

Chuén bi moi trudng gém cdc chét néi trén, phan phéi vao cdc 6ng nghiem,
hdp khir tring & nhiét d6 120°C trong 15 phut. Khi ndo dung thi dem cic Sng

thach dun cho tan chay va bé sung vio méi 6ng 2 ml Na,SO; 20% va 5 giot
dung dich NH,Fe(SOy), 5%.

15.5.1. Nuéi cdy trong dia thach

1. Tién hanh

- Chudn bi miu va dich pha lodng méu:

- Can 25 g mau (hodc 18y 25 ml ) cho vao binh tam gidc ¢6 chira sdn 225 ml
dung dich trypton mudi. Léc déu va thu dugc miu cé d6 pha loang 10", Hit
1 ml dich pha loing 10™" cho vao ong nghiém di ¢é 9 ml dung dich trypton
mudi. Lic déu va thu duge mau c6 do pha lodng 1077,

- Cay trong mdi trudng thach:

+ Cho khodng 6-8 ml méi trudng TSC thach ndng chay vao dia Petri,
lac cho thach dan déu trén mit dia (méi trudng TSC thach di cé bd sung

D-cycloserin). Nén lam déng thoi it nhét 2 dia ciing mot lic cho méi néng do
pha leang.

+ Khi thach da déng, 14y | ml miu di pha lodng cho 1én mat thach va cho
ti€p 15 ml moi trudng TSC thach vdo. Lic déu cho thach phl khip mat dia,

+ Khi thach dong chiit, lat nguge dia cho vao cdc tii ky khi va cho vao ti
Am nuoi cdy & nhiét do 37°C trong 24 h.

+ Sau 24 h d€m cac khudn lac mau den, tron, 16i, be déu vd nhin. Tir két
qua nay tinh duge s6 khudn lac ¢6 trong 1 g hay 1 ml mdu san pham.

Phép thit khdng dinh

Dé khang dinh chic chin cdc khudn lac vira dém & trén 13 C. perfringens
thi nén lam thém cac budc sau :

- Chon khuin lac dién hinh néi trén (khudn lac mau den, tron, 181, biy déu
vd nhin) v cdy vao dng nghiém c¢6 chifa méi trudong long thioglycollat +
resazurin natri. Nudi cdy & 0 nhiét d6 37°C wrong 24 h trong di€u kién hoin todn
yém khi. Sau 24 h thu dvoe canh trudng thuan nhat.
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- X4c dinh hinh thé va tinh chdt: Tir canh trudng thuin nhat ndi trén, 1&y
mau quan s4t hinh ddng t&€ bdo va nhuém Gram. C. perfringens I truc khudn va
Gr (+).

- Thir tinh chat 1&én men dudng lactoza-gelatin: Tir canh trudng thuin nhat
ndi trén, 14y 1 vdng que cdy cho vao dng nghiém ¢6 chita moi trudng lactoza-
gelatin. Nudi c¢dy & & nhiét do 37°C trong 24 h. Quan sit kha ning 1&én men
dudng lactoza, sinh khi trong qud trinh 1lén men va kha nang hod long gelatin.

2. Két qua

Tinh s8 C. perfringens cé trong 1 g hay 1 ml sin phdm béng cdch 1dy trung
binh cong s6 khudn lac nghi ngd ¢é trong cédc dia thach, sau dé nhan véi ty 1&
gifta s¢ dng nghiém c6 chifa moi trudng long thioglycollat + resazurin natri da
nuoi cdy cé két qua duong tinh va téng s6 ng nghiém cé chita moi trudng long
thioglycollat + resazurin natri d3 nuodi cdy va cé tinh dén ca néng do pha lodng.

15.5.2. Nudi cdy trong ong thach

1. Tién hanh

- Chudn bi méu va dich pha loing mau gidng nhu phan trén

- Ldy cic 6ng thach ¢6 chifa moi trudng Winson Blair, dun cho tan chay,
dé nguoi téi nhiet do 50°C va cho 1 ml miu nguyén hodc da pha lofing cho
vao cdc 8ng nghiém néi trén (nén 1am dong thoi it nhdt 2 O6ng cing mét lic).
Bd sung vao méi éng 2 ml dung dich Na,SO; 20% va 5 giot dung dich
NH4Fe(SO,), 5%.

- Pat c4c 6ng nghiém da cdy vao ndi cdch thity & 75°C trong 10 phiit, 14y
ra va 1am lanh ngay bing nuéc lanh dé 1am dong nhanh moi trudmg thach.

- Nuéi trong th &m & 37°C trong 48 - 72 gid.

Pé khang dinh chidc chin cdc khudn lac vita dém & trén 12 C. perfringens
thi nén iam thém cdc phép thir nghiém giéng nhu trén.

2. Két qud

Sau thdi gian nuéi cdy khoing 48 - 72 h, d€m cdc khudn lac trdn, den, moc
trong khoang 1/3 chiéu cao cot thach ké tir dudi ddy lén. Tinh s6 khudn lac cho
1 g hodc 1 ml san pham.

250



15.6. SALMONELLA

Salmonella 12 loai tryc khudn, Gram (=), y&m khi tuy tién, t& bio nho, dai
2 - 3 pum, khong tao bao tir. DAy 12 vi khudn c6 kha niang gay cdc bénh rat trdm
trong, hiém ngheo. Kiém tra phdt hién chung cho phép ngin chan mdoi nguy
hiém ¢6 thé ¢6 trong céc sén phdm thuc phim nhu thit, c4, tring, sita...

I. Nguyén tdc

S6 lugng Salmonella thudng rat it trong thue phim. C6 thé tang s6 luong cé
trong miu [én bang cich nudi ciy wén moi trudng ting sinh, & nhiét do thich
hop (43°C). Sau d6 nuoi cay trong méi trudng chon loc diac hiéu d€ nhan bist
cdc khudn lac nghi ngd 12 Salmonella. D€ ¢6 két luan chéc chin khuén lac dé cé
phai 1a vi khudn Salmonella hay khong thi nén diing céc phép thir kiém tra dac
tinh sinh hod clia cdc khudn lac nghi ngd ndi trén.

2. Dung cu, thiét bi

- Dung cu chudn bi miu (thia, c&i xay, dao, kéo...);

- 6ng nghié¢m 18 x 180 mm;

Hop Petri;
Pipet 1 vA 10 ml.

3. Hod chdt -moi truong nuéi cdy

- Dung dich dém pepton: pepton 5 g; NaCl 5§ g; Na,HPO, 9 g: KH,HPO,
1 g; pH =7; H,O cho dil 1000 ml. Phan ph6i vao cdc binh thich hgp va thanh
trung bing néi hap dp luc ¢ nhiet do 121°C trong théi gian 20°.

- Méi truong RV (Rappaport-Vassiliadis, moi trudng magie clorua-luc
malachit):

+ Dung dich A: trypton 4,5 g; NaCl 7,2 g; KH,HPO, 1,5g; H,O cho du
1000 ml. Hoa tan cdc thanh phén trong nuéc bang cich dun néng dé€n khoang
70°C.

+ Dung dich B: MgCl,.6H,0 36 g; H,0 cho du 1000 ml.

+ Dung dich C: oxalat luc malachit 0,4 g; H,O cho di 100 ml.

+ Cho 100 ml dung dich B va 10 ml dung dich C vao 1000 ml dung dich A.
Thaah tring bing ndi hap dp luc & nhiét do 121°C trong th&i gian 20°. Bao quan
moi trudng trong th lanh.
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- Méi trudng selenit - xystin:

+ Dung dich co ban: trypton 5 g; lactoza 4 g; Na,HPO,.12H,0 10 g;
NaHSeO; 4 g; H,O cho di 1000 ml. Hoa tan 3 thanh phan dau tién trong nudc
bing cdch dun soi trong 5 phiit. Sau khi 1am ngudi cho thém natri hydro selenit,
chinh pH dén 7 néu can.

+ Dung dich L-xystin: L-xystin 0,1 mg; NaOH 1M 15 ml; H,O vé tring
cho d0 100 ml.

+ Lam nguo6i 1000 ml dung dich co ban va cho thém mét cach vo trung 10
ml dung dich L-xystin. Diing moi trudng nay trong 1 ngay.

- Méi trudmg thach do phenol - lyc sdng:

+ Dung dich co ban: pepton 9 g; cao nim men 3 g; cao thit 4,5 g;
Na,HPO, 1 g; NaH,PQO, 0,6 g; NaCl 5 g; thach 15 g; H,0 cho di 1000 ml. Hoa
tan cdc chil trong nudc, né€u can ¢é thé dun néng. Khir triing trong néi hap dp
luc & nhiét do 121°C trong 15 phiit. Chinh pH dén 7 néu cén.

+ Dung dich d6 phenol-dudng: lactoza 10 g; sacaroza 10 g; do phenol
0,09 mg; H,O cho di 100 ml : pH = 6,9. Hoa tan cdc chat trén trong nudc va
dinh muc 100 ml. Pun trong ndi cich thuy & nhiét d¢ 70°C trong 20 phiit, sau
diy dé nguoi t61 nhiét do 55°C.

+ Dung dich luc sdng: Luc sdng 0,5g; H,O cho di 100 ml.

+ Cho 1 ml dung dich luc sdng vio 100 ml dung dich do phenol ¢é nhiét
do 55°C. Cho tat ca vao 900 ml dung dich co ban, Cho méi trudng vao cdc dia
Petri, khir tring bang néi hap 4p lyc & nhiét do 121°C trong thasi gian 20°.

- Moi truong XLD (xylose lysine desoxycholate): Cao ndm men 3 g;
L-lysine 5 g ; xylose 3,75 g; lactoza 7,5 g; sucroza 7,5 g; desoxycholat natri 2,5
g: ferric amoni citrat 0,8 g; NaCl 5g ; Na,$,0; 6,8 g; do6 phenol 80 mg; thach 15
g; H,O cho dd 1000ml. Pun s6i moi trudng, khong hip. dé ngudi va dé dia
Petri. Chi diing trong 1 ngay. Chinh pH dén 7 (n&u cin).

- Méi trieng DCLS (desoxycholat citrat lactoza saccaroza): pepton 10 g;
lactoza 10 g; saccaroza 10 g; citrat natri 10,5 g; desoxychelat 2,5 g; Na,5,04
5 g; thach 15 g; H,O cho di 1000 ml; d6 phenol 30 mg.

- Hoa tan céc chit trong nudc, néu cdn ¢é thé dun néng. Khir tring trong
ndi hdp 4p luc & nhiét do 121"C trong 15 phit. Chinh pH dén 7.3 - 7.4 (néu cén).
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- Méi truong Hektoen: pepton 12 g; cao nim men 3 g; lactoza 12 g;
saccaroza 10 g; NaCl 5 g; citrat sat III 0,3 g; Na,5,05 0,5 g; thach 15 g; H,0
cho di 1000 ml; do phenol 25 mg. Hoa tan céc chat trong nudc, néu cin ¢é thé
dun néng. Thanh tring trong néi hdp 4p luc & nhiét do 121"C trong 10 phit.
Chinh pH dén 7,4 (n€u cdn).

- Méi truong thach TSI (triple sugar iron): pepton 20 g: cao ndm men 3 g;
cao thit 3 g; lactoza 10 g; saccaroza 10 g; glucoza 1 g; citrat sit II1 1,5 g;
Na,8,05 0,3 g: NaCl 5 g; do phenol 24 mg; thach 15 g; H,O cho dd 1000 ml.

- Hoa tan cdc chdt trong nudc, néu cin ¢6 thé dun néng. Cho mai trudng
vao cdc 6ng nghiém va khir tring trong néi hap 4p luc & nhiét do 121°C trong 15
phiit. Chinh pH dén 7.5 (néu can).

- Moi trivomg thach ure:

+ Dung dich co bin: pepton 1 g; glucoza I g; NaCl S g: KH,PO, 2 g;
thach 15 g; Do phenol 12 mg; H,O cho dit 1000 ml. Hoa tan cdc chat trong
nude, n&u cin ¢ thé dun néng. Khit triing trong néi hip dp luc & nhiet do 121°C
trong 20 phit. Chinh pH dén 6,8 (né€u cén).

+ Dung dich ure: ure 400 g; H,O cho du 1000 ml. Hoa tan ure trong nudc.
Thanh triing bing phuong phdp loc

+ Lam néng chay 950 ml dung dich co ban, dé & nhiét dé 45°C va cho 50
ml dung dich ure vao. Phian ph&i méi trudng trén vao cic 6ng nghiém v6 tring
va dit ndm nghiéng. Khi moi trudng dd dong hoan toan thi cdt th lanh d€ skt
dung.

- Méi trudomg L-lysin decacboxyl: L-lysin monohydroclorua 5 g; Cao nim
men 3 g; glucoza 1 g; tim bromocresol 15 mg; H,O cho di 1000 ml. Hoa tan
cdc chat trong nudc, néu cdn ¢6 thé dun néng. Khir tring trong néi hdp dp luc &
nhiét do 121°C trong 10 phiit. Chinh pH dén 6,8 néu cén.

- Dung dich thir B-galactosidaza:

+ Dung dich dém: NaH,PO, 6,9 g; NaOH 10 M 3ml; H,0 cho di 50 ml.
Hoa tan NaH,PO,4 véi 45 ml nudc trong binh dinh mitc 50 ml, diing dung dich
NaOH 10M dé chinh pH dén 7, thém nudc dinh mitc t&i ngdn binh.

+ Dung dich ONPG: e¢-nitrophenol B-o-galactopyranosidaza (ONPG) 0,08
mg; H,0 cho du 15 ml. Hoa tan ONPG trong nude 50 £ 1°C.
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+ Pé ngudi 15 ml dung dich ONPG v cho 5 ml dung dich dém vao.

- Dung dich thir phdn iingVP (Voges-Proskauer):

+ Méi trivong VP: pepton 7 g; glucoza 5 g; KH,PO, 5 g; H,O cho dd 1000
ml. Hoa tan céc thanh phdn trong naudc bang cdch dun néng, chuyén méi trudng
vao cdc 6ng nghiém va khit tring trong noi hap dp luc & nhiét do 115°C trong 20
phiit. Chinh pH dén 6,9 (néu can).

+ Dung dich creatin (N-amidinnosacosin): hoa tan 0,5 g creatin ngam
1 phan tir nude vio 100 ml nude cét.

+ Dung dich 1-naphtol: hoa tan 6 g 1-naphtol vao 100 ml cén etylic 96% v/v.

+ Dung dich KOH: hoa tan 40 g KOH vao 100 ml nudc.

- Mai trudng Tryptophan-trypeon: trypton 10 g; NaCl 5 g; DL-tryptophan
1 g; H,O cho dG 1000ml. Hoa tan cdc thanh phén trong nudc néng 100°C,
chuyén méi trudng vao cdc 6ng nghiém va khir tring trong néi hdp ip luc &
nhiét do 121°C trong 20 phiit. Chinh pH dén 7,5 (néu cin).

- Thude thir indol: 4-dimethylaminobenzaldehyt 5 g; 2-metyl butan-1-ol
(hodc pental-1-ol) 75 ml; HCl dam dic 25 ml. Hoa tan 4-dimethylaminno-
benzaldehyt trong 2-metyl butan-1-ol (hodc pental-1-ol), c6 thé dun nhe trong
ndi cdch thuy t = 50 - 55°C. Lam nguoi va cho axit vao. Bio quan chd t6i va @
nhiét d6 thap. Thudc thir ¢ mau ving sing.

4. Tién hanh

a} Nuéi cdy tang sinh so bé trén méi trudng tdng sinh khéng chon loc

- Lay miu sdn pham (thudng 25 g hodic 25 ml) cho vio binh cdu da chia
225 ml dung dich deém peptone nuoi trong ti &m & 37"C trong thdi gian 24 h.

b) Nudi cdy tdang sinh trén moi truong tdang sinh chon loc

- Lay 0,1 ml dich vira nudi cfy cho vao 8ng nghiém cd chita 10 ml moi
trudmg RV, ddng thoi 14y 10 ml dich vira nusi cfy cho viio binh ¢du ¢é chita 100
ml moi trudng selenit - xystin

- Moi trudmg RV di cay duge nuoi trong th &m & 42°C trong 24 h con moi
trudng selenit - xystin di cdy nuéi trong tit &m & 37°C trong 24 — 48 h.

¢} Nudi cdy trén moi triomg thach va nhdn dang

- Ly 1 vong que cdy dich vira nudi cdy (sau 24 h) trong moi trudng ting
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sinh RV va c4y 1én bé mat dia Petri di ¢6 chita moi trudng thach do phenol-luc
sdng (hodc moi trudng XLD) va cdy sao cho s€ thu duoc nhimg khudn lac tdch
rieng biét. Tién hanh tuong tu nhu vdy déi véi moi truong rdn chon loc DCLS
hoac Hektoen.

- L4y dich vira nu6i cdy trong moi trudng tang sinh selenit — xystin va lap
lai quy trinh cdy nhu vira néi § trén véi cd 2 moi trudng thach do phenol-Iyc
sang va moi trudng DCLS hoac Hektoen.

- Lat nguge cic dia Petri lai, nuoi trong th &m & nhiét do 37°C trong 24 h.
Quan sét su hinh thanh c4c khuén lac Salmonella di€n hinh & trén céc dia.

Chi y:

- Mai trudng ran chon loc dd phenol-lyc sing 13 méi trudng thi nhat,
khong thé thi€u dugc trong kiém tra, ding dé nhan bi€t khudn lac Salmonella,
con moi trudng rén chon loc thit 2 ¢6 thé ding moi trudng DCLS hoac Hektoen.

- Né&u dung hop Petri 16n (dudng kinh 140 mm) thi chi ding 1 hdp cdn néu
diing hop bé (dudng kinh 90 mm) thi ding 2 hop cho méi loai mdi trudng.

- Ding k¥ thuat cdy trén moi trurdng thach
nhr sauw: 14y 1 giot & ngay trén bé mit moi
trudng tany sinh da nuoi cdy va dat & mép weén
bé mit thach clia dia cdy. Rach mot dudng dai
1én bé mat dia khoang vai centimet, sau ddy cdy

ria cac dudng vudng géc cho t6i hét dia, cac
dudng cdy cach nhau khodng 5 mm (hinh 15.1}.
Trong trudng hop ding 2 hop bé thi sau khi cdy
xong dia thit nhat, chuyén sang c4y lén dia thi 2
ciing nhur vy ma khong 1ay thém dich.

Hinh 15.1: Cdy Salmonella.

Phép thit khdng dinh sinh hod

Kiém tra cdc dia va tir méi dia chon ra 5 khudn lac nghi ngd ¢6 cac hinh
ddng nhu :

- Trén moi trudng thach dé phenol-lyc sdng thi cic khudn lac nghi ngd ¢6
mau do. Con néu sir dung méi trudng XLD thi c4c khudn lac nghi ngd ¢6 mau
héng trong sudt. -
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- Trén moi trudng DCLS thi cdc khudn lac nghi ngd thudng khéng ¢é miu
hodc mau ving nhat, ¢6 hodc khong ¢é phan gilta mau den. Con néu diing moi
truong Hektoen thi cdc khudn lac nghi ngd thudng ¢6 mau xanh 14 cay hoic
xanh da troi véi tAm mau den hodc khong.

- Dung que cdy, cdy timg khudn lac nghi ngd vao cdc méi truting thit khang
dinh hod sinh nhar :

+ Thir nghiém lén men dudng glucoza, lactoza, sucroza va sinh H,S : Diing
&ng thach nghiéng c¢é chita moi trudng TSI, cdy trén bé mit mo6i trudng va cay
sdu xudng day Gng thach nghiéng. Nudi trong td 4m & nhiét d6 37°C trong 24 h.
Trong moi trudng nay, Salmonella chi 1&n men dudng glucoza nhung khong lén
men lactoza va sucroza do d6 s& quan sdt phan ddy ong n&u ¢é mau vang chimg
t0 ¢6 lén men dudng glucoza (phan tng duong tinh), con trén bé mat nghiéng lai
¢6 man dé. Néu ¢6 sinh H,S thi thdy xuat hién cdc vét mau den trong moi
truong va ¢é hién trong tao khi lam nin hoac vo thach.

+ Thir nghiém phan giai ure: CAy ria trén bé mat &ng thach nghiéng 6
chifa méi trudng ure. Nuéi trong ti 4m & nhiét do 37°C trong 24 h va kiém tra
thudng xuyén. Salmonelta khong phan giat ure nén khong 1am thay d&i pH nén
moi trudng van gilt nguyén mau vang. Néu phan uing duong tinh thi ure bi phan
gidi va gidi phéng amoni lam chuyén mau dd phenol thanh mau hoa héng sau
d6 chuyén sang mau do thim. Phan dng xuét hién sau 2 h nuéi cdy.

+ Thir nghiém phén giai lysine: Cdy trong moi trudong L-lysin decacboxyl
16ng va nudi trong t &m & nhiét 46 37°C trong 24 h. Xuat hién mau do tia hay
mau tim sau khi nudi cdy chitng t6 phan \tng duong tinh.

+ Thir nghiém B-galactosidaza: hod mot vong que cdy tir khudn lac nghi
ngd vae dng nghiém c¢é chta 0,25 ml dung dich mudi 0,85 %. Thém 1 giot
toluen, lic déu va dit 6ng nghiém vio ndi cdch thuy & nhiét do 37°C trong vai
phit. Sau dé cho 0,25 mi dung dich thir B-galactosidaza, lic déu va dat lai &ng
nghiém vao néi cdch thuy vin & nhiét do 37°C trong 24 h. Phan g dudng tinh
cho mau vang, thudng xuat hién sau 20 phuit.

+ Thit nghiém VP (Voges-Proskauer): hoa mot vong que c4y tit khuin lac
nghi ng& vao 6ng nghiém cé chita 0,2 ml moi trudng VP. Nudi trong th dm &
nhiét 46 37°C trong 24 h. Tiép theo cho thém hai giot dung dich creatin, ba giot
1-naphton pha trong cén va sau dé cho hai giot dung dich KOH, lic déu khi cho
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tuug twal dung dich thir. Phan ting duong tinh 1a khi xuat hién mau héng dén
mau do tuoi trong vdng 15 phiit.

+ MOoi trudng thir phan Gng indol: Cdy tir khudn lac nghi ng¥ vao ong
nghiém c6 chita 5 ml méi trudng trypton-tryptophan. Nudi trong tii ém & nhiét
do 37°C trong 24 h. Tiép theo cho thém 1 ml thudc thir Kovacs. Phan img duong
tinh Ia ¢6 mot vong mau do trén bé mat I&p dich cla 6ng nghiém. Phan tng am
tinh 1a vOng mau nau vang.

5. Két qud

Quan sat cdc két qua thir nghiém cda cic phép thir khing dinh sinh hos.
Dua vao phin két qua dé két luan ¢6 hay khéng Salmonelle c¢6 trong miu phan
tich. Cac dic tinh sinh héa cla Salmonella thudng cé dugce liét ké trong bing 15.1,

Bang 15.1: Cdc ddc tinh sinh héa cita Salmonella

Phép thif sinh hod Phan (ng | Ty |8 chiing Sa/monella c6 phan ing (%)

- Trong moi truang TSI :

» Hinh thanh axit tir glucoza + 106

» Sinh khi tir glucoza + 91,9

* Lén men lactoza - 99,2

= | &n men sucroza - 895

» Sinh H,S + 91,6
- Phan gidi ure - 99
- Phan giai lysin + 94,6
- Phan (ng p-galactosidaza - 985
- Phén (ng VP - 100
- Phan ¢ng indol - 08,9

15.7. STREPTOCOCCUS FAECALI

Streptococcus faecali (tén ngdy nay 1A vi khudn dudng rudt Enterococcus)
12 nhitng lién cdu khudn, hinh cdu hoic hinh oval, Gram (+), khéng tao bao tir,
séng duogc ca trong diéu kién hi€u khi tuy ¥ hay yém khi. Vi khuidn nay duge
tim thdy trong phan ngudi va gia sdc, sy c¢6 mit cla ching biéu thi sy nhiém
phin, chiing to tinh trang kém vé sinh trong san Xudt.
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1. Nguyén tic
Dém s6 luong vi khudn nay trong cdc mot trudng 16ng chon loc.

V1 50 lugng lién cdu khudn thudng ¢6 it rong méu do dé trong thoi gian
ddu nuoi cdy trén diing moi truong dac hiéu - méi trudng Rothe dé ting sinh.
Néu mot trudng bi duc cho phép mit ra két luan réng trong nhilng 6ng nghiém
vlra.nuoi cdy cd lién cdu khudn phan. Dé khing dinh gia thi€t nay, trong giai
doan hai da ti€p tuc nudi cdy trong moi trudng Litsky cé chifa hai tic nhan lua
chon (azid va ethyl — violet hoac violet Hexamethyl).

2. Dung cu, thiét bi

Dung cu chudn bi miu ( thia, céi xay, dao, kéo ...).

6ng nghiém.
- Hop Petri.
- Pipet 1 va 10 ml.

3. Hod chdt va moi truong nudi cdy

Moi truong Rothe nong d¢ don: pepton 20 g; glucoza 5 g; chét e ch&
azid 0,2 g; NaCl 5 g; K,HPO, 2,7 g; KH,PO, 2,7 g; pH =6,8; H,O cho di 1000
ml. Thanh triing bang néi hap 4p luc & nhiét d6 121°C wong thisi gian 20°.

- Moi truong Rothe nong dg kép: pepton 40 g; glucoza 10 g; chat e ché
azid 0,4 g; NaCl 10 g; K,HPO, 5.4 g; KH,PO4 5.4 g; pH =6,8; H,0 cho du
1000 ml. Thanh trung bing ndi hip 4p lyc & nhiét do 121°C trong thai gian 20".

- Mot truong Litsky: 12 moi trudong Rothe néng d6 don cé bd sung thém
ethyl violet 0,5 g

- Moi truong TSA (Trypton Soy Agar): trypticase pepton 15 g; phypton
pepton 5 g; NaCl 5 g; pH = 7.2; thach 15 g; H,0 cho dd 1000 ml. Thanh tring
bang néi hap dp luc & nhiét d6 121°C trong thai gian 15 phiit.

4. Tién hanh

a) Buoc 1: Nubi cdy tdng sinh trén méi truong chon loc Rothe :

- Lay 10 ml san phdm cho vio 6ng nghiém chifa moi trudng Rothe néng do
kép, lam 5 6ng dong thai.

- Ldy 1 ml mé&i dich pha loang (tir 10™" dén 107%) cho vao éng nghiém chira
méi truong Rothe ndng do don.

- Nuoi cdy & nhigt do 37°C tir 24 + 48 h. Quan st dé duc trong 6ng nghiém.
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b) Bugc 2: Nudi cdy trén moi trudng chon loc Listky dé khing dinh.

- Lic nhitng &ng nghiém vira nuoi cdy trén moi trudng Rothe bj duc do vi
sinh vat,

- Cdy chuyén bing quai cdy (que cdy hinh quai) tir méi ong nghiém noéi
trén vao cic ong nghiém c6 chifa moi trurdng Litsky.

- Nuoi c&y & nhiét do 37°C tir24 + 48 h.

- Sau thoi gian nuéi cdy, n€u moi trudng bi duc déng déu véi hat ¢6 mau

tim (khong ¢¢ dinh) & dudi ddy 6ng chiing to trong Ong nghiém c6 chita i1 nhat
13 moét t& bao Streptocoques fécaux,

5. Két qud

Dua trén cdc két qua thu duge ma keét luan trong méiu phan tich ¢6 hay
khong lién cdu khuin.

15.8. BACILLUS CEREUS

Bacillus cereus 1a trye khuan, Gr (+), hi€u khi va ky khi tuy tién, di dong,
tao bao tir, 1én men glucoza, tao khi, phan tmg VP (+), ¢6 kha nang sir dung
nitrat va c6 phan (g duong tinh vdi Idng dé tritng. Bacillus cereus thudng ¢é
trong cdc san phdm ngil c6c nhu gao, thit, sita.

1. Nguyén tdc

Bacilius cereus duge phdt hién va dinh lugng biang bang cach nudi cdy miu
trén moi truong chon loc Mannitol-Egg-Yolk-Polymyxin (MYP). Moi trudng
nay c¢6 polymyxin 1a chat dac hi¢u. Chon khudn lac mau héng dién hinh va ti€p
tuc khang dinh duva trén cic dac tinh sinh hod nhu lén men glucoza, tao khi,
phan dng VP (+), khir nitrat thanh nitrit...

2. Dung cu, thiét bi

- Dung cu chudn bj méu (thia, ¢8i xay, dao, kéo ...).

- Hop Petri, pipet 1 va [0 ml.

3. Hod chdt - moi trudng nuéi cdy

- Dung dich dém phosphat: Hoa tan 34 g KH,P0, v6i 500 ml nudc cit.
Dung NaOH 1IN dé€ chinh dung dich vé& pH = 7,2 vi cho nudc cat dé dii 1000 mi.
Hap khir triing & nhigt d6 121°C trong thdi gian 15 phiit. Bao quén th lanh. Khi
cén st dung thi 1dy 1,5 ml dung dich dém phosphat néi trén cho vao binh dinh
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mife 100 ml va diing nudc cdt dinh miic dén ngdn binh. Hap khir tring & nhiét
do 121°C trong 15 phuit.

- Méi trucmg thach Manitol-Egg-Yolk- Polymyxin (MYP):

+ Moi truong Mossel: pepton 10 g; cao thit 1 g; manitol 10 g; NaCl 10 g;
dd phenol 25 mg; pH = 7,2; thach 15 g; H,0 cho di 900 ml. Hoa tan cdc chdt
bang cdch dun ndng. Chinh pH dén 7,2 va khir tring & nhiét d¢ 121°C trong thoi
gian 20 phit.

+ Chudn bi dung dich polymyxin 0,1 % va bio quan & nhiét do 4°C.

+ Nhii hod 1ong do tring ga 50 % : rira sach va v tring qua triing g bang
con. Chi 1ay long do trimg va trén that déu véi nude mudi 0,85 % voi khéi lugng
bang nhau.

+ Cho 10 ml dung dich polymyxin 0,1 % va 50 ml nhii hod 16ng d6 tning
vao moi trudng Mossel néng chay. Tron déu va cho vao cdc dia Petri, dé€ nguoi
& nhiét do phong va sau 24 h diing trong thi nghiém.

- Méi trucng glucoza-phenol do: pepton 10 g; glucoza 10 g; NaCl 5 g; cao
thit 1 g; phenol d6 18 mg (7 ml ciia dung dich phenol do 0,25%) ; H,0 cho du
1000 ml. Hoa tan cdc thanh phin trong nudc, chuyén moi trudng vao cdc 6ng
nghi¢m va khilr tring trong néi hap 4p luc & nhiét ¢ 115°C trong 15 phiit. Chinh
pH dén 7.4 néu can.

- Dung dich thir phan ding Voges-Proskauer, VP:

+ Moi trudng VP: pepton 7 g; glucoza 5 g; KH,PO, 5 g; H,0 cho dl 1000
ml. Hoa tan cdc thanh phan trong nude bing cich dun néng, chuyén moi trudng
vao cdc 6ng nghiém va khir tring trong ndi hip 4p luc & nhiét do 115”C wong 20
phit. Chinh pH dén 6,9 néu cin.
+ Dung dich creatin (N-amidinnosacosin): hoa tan 0,5 g creatin ngdm mot
phén tr nude vao 100 ml nudce cat.
+ Dung dich 1-naphtol: hoa tan 6 g 1-naphtol vao 100 ml ¢én etylic 96 % v/iv.
+ Dung dich KOH: hoa tan 40 g KOH vao 100 ml nudc.
- Thuéc tha phdt hién nitrit:
+ Thudc thir A: Hoa tan I g axit sulfanilic véi 125 ml axit axetic 5 N.

+ Thudc thir B: Hoa tan 0,25 g N-(1-naphthyl) ethylendiamin véi 200 ml
axit axetic 5 N.
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+ Thu6c thir C: Hoa tan 1 g «-naphton véi 200 ml axit axetic 5 N.

- Méi truong Trypticase Soy Pelymyxin (TSP):

+ Trypticase pepton 15 g; phyton pepton 3 g; NaCl 5 g; KH,PO, 2,5 g;
glucoza 2,5 g; H,O cho @i 1000 ml. Hoa tan cdc chat bang cdch dun néng. Cho
vao moéi 6ng nghiém 15 ml va khir tring & nhiét do 121°C wrong 15 phiit.

+ Chuan bi dung dich polymyxin 0.1 % va bao quan & nhiét do 4°C.

+ Khi can diing 1ay 0,1 ml dung dich polymyxin 0,1 % va cho vao céc ong
nghiém cé chifa 15 ml canh trudng nuoi cdy trén, tron déu,

15.8.1. Pém khudn lac

1. Tién hanh

a) Nuoi cdy trén mot truong thach MYP va quan sdt khudn lac

- Chudn bi va pha loang miu trong dung dich dém phosphat.

- L4y 0,1 ml mau nguyén hoac da pha lodng va c&y trén dia Petri ¢6 chita
moi trudng thach MYP. Nuoi cdy & nhiét do 30°C trong thdi gian 24 - 48 h.

- Quan sat vd dém nhimg khudn lac d6 héng, xung quanh c6 vong duc, det,
b& hinh ring cua vi dudng kinh 2-3 mm. Chon khudn lac nghi ngd dé thu
nghiém khang dinh nhd cdc tinh chat sinh hod.

b) Thit nghiém khdng dinh

- Nhuém Gram: néu diing 13 Bacillus cereus thi day 1a truc khudn G (+),
x€p thanh chudi

- Kha ning lén men dudng glucoza: ciy cdc khudn lac nghi ngd vao mot
trudmg glucoza-phenol do. Nuéi cdy & nhiét do 30°C trong 24 h. Quan sit su déi
mau cta 8ng thir tir dd sang vang.

- Kha nang khir nitrat thanh nitrit: cdy cdc Khuan lac nghi ngd vho méi
trudng VP va nu6i c4y & nhiét do 30°C trong 24 h. Cho 0,3 - 0,5 ml thuéc thir A
va B vao canh trudng nuéi cdy. Néu ¢é mau do tim thi chiing t nitrit da duge
tao thanh.

- Phin iing VP (+): cdy cdc khudn lac nghi ngd vao éng nghiém c6 chita
moi trumg VP. Nuoi cdy & nhiét do 30°C trong 24 h. Nhé 0,6 ml dung dich
1-naphtol va 0,2 ml KOH 40 % va sau 1 h quan sdt mau. Thir nghiém VP (+) khi
c6 xuit hién mau héng dén mau do tuoi trong vong 15 phit trén bé mat moi
trudng va VP (-) khi bé mat moéi trudng khong d6i mau.
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2. Két qud

Dua vao s6 khudn lac nghi ngd 13 Bacillus cereus di d8m trén cdc dia Petri,
néng do pha lodng va dua vio ty lé s6 khudn lac duoc khéng dinh 13 Bacillus
cereus v&i tong s& khudn lac diing trong phép thir khing dinh dé tinh s6 lugng
Bacillus cereus ttung binh ¢6 trong Iml hay 1g méu.

15.8.2. Phuong phip MPN

Phuong phap nay sir dung khi méu thyc phdm chia rit it hrong Bacillus
cereus (< 10 1€ bao).

1. Tién hanh

a} Nuéi cdy tdng sinh trén méi trucong TSP

- Chuén bi va pha lodng miu trong dung dich dém phosphat ¢é 3 d¢ pha
lodng lién ti€p nhau, 1071, 1072, va 107",

- Lay 1 ml miu nguyén hoac dd pha lodng va cdy vao cdc ng nghiem da
chira 15 ml moi trugng thach TSP. Méi d¢ pha lodng cdy 3 6ng lap lai. Nuoi cdy
0 nhiét do 30°C trong thoi gian 48 h. Quan sdt d¢ duc clia moi trudng.

b) Nuéi cdy trén méi triedng thach MYP va quan sdt khudn lac

- Bacillus cereus phat trién trén moi trudng TSP vi lam duc déu moi
truong. Cdy canh trudng tir cdc 6ng ¢ két qud duong tinh sang méi trudng
thach MYP, méi 6ng cdy lén mét dia thach. Nuoi cdy & nhiét 4o 30°C trong thdi
gian 48 h. Quan sit vd dém nhig khuan lac d6 héng, xung quanh cé véng duc,
det, b¥ hinh rang cua va dudng kinh 2-3 mm. Chon khudn lac nghi ngty dé this
nghi¢m khing dinh nh& cdc tinh chat sinh hod (xem phén 15.8.1.).

2. Két qud

Bém s6 6ng nghiém chifa moi truong TSP da nuoi cdy va c6 két qua duong
tinh clia méi néng do pha lodng, tra bang MPN dé tinh s& lugng vi khuén
Bacillus cerens vi nhan véi R (R = s6 khudn lac da duge khing dinh / téng s6
khudn lac nghi ngdy da chon dé thir nghiém khang dinh).

15.9. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa con goi 1a tryc khudn mia xanh, thudng cé nhiéu
trong cic san phdm thyc pham bi nhiém déc. Vi khudn nay thude loai hiéu khi,
Gram (-), thudng & dang don bao ¢6 kha nang di dong.

262



1. Nguyén tdc

Pseudomonas aeruginosas duge phit hién va dinh lugng bang bing cédch
nudi cdy mau trén moi trudng chon loc thach Pseudomonas & nhiét do 42°C.
Chon khudn lac mau xanh dién hinh va tiép tuc khdng dinh dia trén cic dic tinh
sinh hod nhu lén men glucoza, khong 1én men lactoza va khong sinh Khi...

2. Dung cu, thiét bi:

~ Dung cu chuén bi miu ( thia, c6i xay, dao, kéo ...).

- Hé&p Petni, pipet 1 va 10 ml,

3. Hod chdt — moi truong nuoi cdy

- Dung dich mu6i dém pepton: pepton 10 g; NaCl 9 g; Na,HPO,.12H,0
9 g; KH,PO, 1,5 g; H,O cho du 1000 mi. Hoa tan cdc thanh phdn trén, néu can
¢6 thé dun néng. Cho vio céc &ng nghiém va hdp khit tring & nhiet do 121°C
trong thoi gian 20 phiit.

- Mdi trieeng thach Psendomonas: pepton gelatin 16 g, casein thuy phan 10
g; cetrimit (bromur tetradonium 0,2 g; axit nalidixic 15 mg; K,50, 10 g; Mg(l,
1,4 g; thach 15 g; H,O cho dii 1000 ml. Hoa tan cdc chédt bang cach dun néng.
Chinh pH cugi dén 7,0 va khir tring & nhiét do 121°C trong thdi gian 15 phiit.

- Méi truong BHI (Brain heart Infusion): Dich nao dé 200 g; dich tim bo:
250 g: protypeptin 10 g; NaCl 5 g; Na,HPO, 2,5 g; dextroza 2 g; nude ¢dt dinh
muc do 1000 ml. Hoa tan cdc chit bing cdch gia nhiét v khir tring & nhiét do
121°C trong 15 phuit.

4. Tién hanh

- Chudn bi vi pha lodng mfu trong dung dich dém pepton: can 25 g miu
hoac 14y 25 ml cho vao binh tam gidc di c6 sdn 225 ml dung dich muéi dém
pepton. Lic déu va ddy 1a dung dich ¢é do pha lodng 107", Tir dung dich ndy 14y
1 ml va cho vao &ng nghiém da chita 9 ml dung dich mudi dém pepton. Lic déu
va ddy la dung dich ¢6 d6 pha loang 10>, Tuong tu nhu vay cin pha lodng dén
ndng do cén thiét dé s& lurong khudn lac moc trén dia Petri khong vuot qua 300.

- Lay 0,1 ml mau cédc dich da pha loang va cdy trén dia Petri ¢é chita moi
trudng thach Pseudomonas. Nuoi cdy & nhiét do 42°C trong thoi gian 24-48 h.
M&i d6 pha loang phai cdy it nhdt 1a 2 dia Petri va chon 2 néng d¢ pha loing
lién ti&p nhau.
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- Quan sdt va dém nhimg khuin lac ¢6 sic t6 mau xanh (¢6 thé 1a xanh ndn
chudi, xanh 14 ma hodc xanh luc), tron déu, mit nhin.

5. Kér qud

Sau 48 h, dya vao s6 khudn lac da dém dugc trén céc dia Petri, 4p dung
cong thifc dudi day dé tinh s6 lugng khudn lac nghi ngd 14 Pseudomonas trung
binh ¢¢ trong 1 ml hay | g méu:

>C

N (khudn lac/g hay khuan lac/ml) = =it

trong dé:

> C - téng s6 khudn lac mau xanh d€m duge trén tit ca cdc dia;

n, -s&dia d€m & nong do pha lodng thir 1 (d6 pha lodng thdp nhét);
n, -s& dia d€m O nong do pha lodng thit 2;

f - hé s6 pha lodng clia dia dém thit 1;

v - thé tich miu edy vio mdi dia Petri.

Dé khang dinh cdc khudn lac nghi ngd chic chin 1a Pseudomonas aeruginosa
thi cdn 14y cdc khudn lac nghi ngd cho nuoi cdy trong méi trudng 16ng BHI
(Brain Heart Infusion) ¢ nhiét d¢ 37°C wong 24 h dé€ thu duge canh trudng
thudn nhat. Tir canh trudng thudn nhat ndy xdc dinh hinh thé va céc tinh chat
sinh hoa.

Pseudomonas aeruginosa 6 cic tinh chat sau;
Tryc khudn, G (-).
Lén men dudng glucoza (+).

Khéng 1én men dudng lactoza, khong sinh hoi va H,S.

Khong cé kha ning sinh indol.

Thir nghiém oxydaza 12 duong tinh.
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PHU LUC

Phu luc 1: Bdng tra ham lugng chdt khé hoad tan theo ty trong cda dich duong

(Goldiner va Klemann)

dzu % chit khd dm % chit khé dzu % chit khé dzo % chit khé

20 g/100 g 4 g0 mi 0 g0 g 4 q/100 mi
1,00000 0,00 0,99823 0,00 | 100152 39 0,00075 39
004 o 827 01 156 0,40 879 0,40
008 02 831 02 160 44 983 41
02 03 835 03 164 42 987 42
016 04 839 04 167 13 990 43
020 05 843 05 172 44 994 44
024 06 847 06 176 45 998 45
023 o7 851 07 180 48 1,00002 48
031 08 854 08 184 47 Q008 47
035 08 858 09 187 48 009 48
038 0,10 862 0,10 191 49 013 49
ik} 11 866 1 195 0,50 017 0,50
047 12 870 12 199 51 021 51
051 13 874 13 1,00203 52 025 52
055 14 878 14 207 53 029 53
059 15 882 15 21 54 033 54
063 16 866 16 215 55 037 55
067 17 890 17 219 56 041 56
070 18 893 18 222 57 045 57
074 19 897 19 226 58 048 58
078 0,20 0,99901 0,20 230 59 052 59
082 21 905 21 234 0,60 056 0,60
086 22 909 22 238 0,64 060 0,61
089 23 42 23 242 62 064 62
093 24 916 24 246 83 068 63
047 25 920 25 250 B4 Q72 64
1.00101 26 924 26 254 65 Q76 65
105 27 928 27 258 66 080 66
109 28 832 28 262 67 084 67
113 28 836 29 265 68 087 68
17 0,30 940 0,30 269 69 091 69
12 M 944 kY| 273 0,70 095 0,70
125 a2 948 R 277 7 099 71
128 33 951 33 281 72 1,00103 72
132 34 955 34 285 73 107 13
136 35 950 35 289 74 1 74
140 36 861 36 293 75 115 75
144 k¥ 967 37 207 76 19 76
148 38 971 38 | 1,00301 77 123 77
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Pha luc

1 (tiép theo)

dzn % chitkhd dzu °% chit khé dzn o chit khé dzo % chit khd
n g/00 g 4 g/t00 ml o gl g ‘ gH oo ml
1,00304 78 1,00128 18 1,00476 1,22 1,00298 1.22
308 79 130 78 479 23 1,00301 23
312 0,80 134 0,80 483 24 305 24
318 81 138 81 487 25 308 25
320 82 142 82 491 26 313 26
324 83 146 83 495 7 ny 27
328 84 150 84 499 28 n 28
332 85 154 85 1,00503 29 325 29
336 86 158 86 508 1,30 329 1,30
340 87 162 a7 512 3 333 31
343 88 165 88 516 32 337 32
347 89 168 83 518 33 340 33
351 0,90 173 0,80 523 34 344 34
355 91 177 g1 527 35 348 35
359 92 181 g2 51 13 352 36
383 93 185 91 535 37 356 37
367 94 189 94 539 38 360 38
n 85 193 95 543 39 364 1,40
375 96 197 96 547 1,40 368 41
379 a7 1,00201 97 551 41 372 42
82 28 204 98 555 42 316 43
386 99 208 99 558 43 379 44
390 1,00 212 1,00 562 44 383 45
394 01 216 ™M 566 45 387 46
358 02 220 02 570 46 N 47
1.0041 ix} 223 03 574 47 395 48
405 04 227 04 577 48 398 49
409 05 231 05 581 49 1,00402 1.50
413 06 235 06 585 1,50 406 51
417 07 238 o7 589 51 410 52
421 08 243 08 593 52 414 53
425 09 247 09 597 53 418 54
429 1,10 251 1,10 1,00801 54 422 55
433 1 255 1 £05 55 426 56
437 12 259 12 605 56 430 57
440 13 262 13 613 57 434 58
444 14 266 14 616 58 437 59
448 15 270 15 620 59 441 1.60
452 16 274 16 624 1,60 445 61
456 17 278 17 628 61 440 62
460 18 282 18 632 62 453 63
464 18 286 15 636 63 457 64
468 1,20 290 1,20 640 64 461 65
472 21 294 21 644 65 465 66
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Phy Juc 1 (ti€p theo)

w | %chitkno » | % chStkhd ® | % chat kho 2 | % chit kho
da g/100 g dq 9100 mi 9 gD g 4 5100 mi
64 66 269 67 820 2.10 641 T
652 67 473 68 824 " 645 12
655 68 476 60 226 12 649 3
659 69 480 1.70 831 13 652 4
663 1,70 484 e 835 14 656 15
667 7 488 72 840 15 660 16
671 72 492 73 844 1 664 17
875 73 496 74 848 17 668 18
679 7a | 1.00500 75 852 18 672 19
£83 75 504 7 856 19 676 2.20
687 7% 508 7 860 2.20 680 21
691 77 512 78 864 21 684 2
604 78 515 79 868 2 685 2
598 79 519 180 871 2 691 2
1,00702 180 523 81 875 2 695 2%
706 81 527 82 879 2 693 27
710 82 531 8 883 26 | 100703 2
714 83 535 84 887 27 707 29
718 84 539 85 891 28 71 230
722 85 543 86 895 2 715 31
726 86 547 87 899 2.30 719 32
730 1.87 551 188 | 1,00003 31 723 33
733 88 554 89 907 32 727 34
737 89 556 190 910 1 730 38
741 .90 562 91 914 34 734 38
745 of 566 92 91 35 738 37
749 9 570 93 922 3% 742 38
763 9 574 % 926 37 746 39
757 % 578 95 930 28 750 240
764 %5 562 9 934 39 754 41
765 % 535 97 938 240 758 42
769 07 590 98 942 a1 762 43
7 9 594 99 948 42 766 44
77 9 | 508 2,00 950 43 770 45
781 200 | 100602 01 954 a4 74 4
785 01 606 02 958 45 778 a7
789 02 810 03 962 4 782 48
702 03 813 o4 966 a7 786 49
796 04 817 05 069 48 789 250
1,00800 05 821 08 973 19 793 51
804 06 625 07 977 250 707 52
808 07 629 08 981 51 | 100801 53
812 08 633 03 1985 252 805 54
818 03 637 210 369 53 809 55
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Phu luc 1 (tiép theo)
20 % chit kha 2 % chit khd 20 o chat khé 0 % chit khd
dy d, da ) d,
gMoo g gH100 ml gM00 g g/100 ml
1,00883 54 100813 56 100165 98 1,00985 01
8a7 55 87 57 16% 99 989 02
101001 56 821 58 173 300 993 03
005 57 825 59 178 01 997 04
008 58 528 2,60 182 02 1,01001 05
012 59 832 61 186 0l 005 06
016 2,60 B36 62 190 04 009 o7
020 &1 840 83 194 05 013 08
024 62 844 64 198 06 017 09
028 63 648 65 1,01202 o7 021 3,10
032 84 852 66 206 08 025 11
036 65 856 67 210 09 029 12
040 66 860 68 214 3,10 033 13
044 67 864 69 218 1" 037 14
048 68 868 2,70 222 12 041 15
052 89 872 71 225 13 044 16
056 2,70 876 72 22 14 048 17
080 | 880 73 233 15 052 18
064 72 484 74 237 16 056 18
067 73 &a87 75 1,01241 317 1,01060 3,20
071 74 891 76 245 18 064 21
075 75 895 i7 249 18 068 22
079 76 8499 78 253 3,20 072 23
083 77 1,00803 2,50 257 21 076 24
087 78 807 81 261 22 080 25
091 78 a1 82 265 23 084 27
095 2.80 915 83 269 24 088 28
0ee 4 919 84 273 25 092 28
1,01103 az 923 85 277 26 Qg6 3.30
106 a3 926 86 28 27 1,01100 "
110 84 930 a7 285 28 104 32
114 85 934 88 289 29 108 33
118 86 918 89 293 3,30 112 k)
122 87 942 290 297 H 118 35
126 g8 846 91 1.01301 32 120 36
130 89 950 92 304 33 123 37
134 2,80 954 83 308 34 127 38
138 o 958 94 32 35 13 39
142 92 962 95 36 36 135 3.40
146 93 966 96 320 37 139 41
150 94 970 97 324 kh) 143 42
154 95 874 98 328 39 147 43
158 a6 g78 99 332 3,40 131 44
162 97 982 3,00 336 41 155 45
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Phu iuc 1 (ti€p theo)

20 % chit khd 2 % chat khd 20 % chit khd 2 % chit khd
92 g0 g d g/100 ml 4z g/00 g d g/100 ml
$.01340 42 | 101159 6 | 101515 86 | 101333 o1
244 43 163 a1 519 87 237 %2
348 44 167 48 523 88 341 9
352 45 171 49 527 89 245 9
356 46 175 3,50 531 2,90 349 %
360 a7 179 51 535 o1 353 %
363 48 182 52 539 92 387 97
367 49 186 53 542 9 360 9%
an 3,50 190 54 546 %4 364 %
375 51 194 55 550 95 368 4,00
379 52 108 56 554 96 372 01
383 53 | 101202 57 558 o7 276 02
287 54 206 58 562 %8 380 03
191 55 210 59 566 9% 384 05
305 56 214 3,60 570 4,00 288 06
399 57 218 61 574 01 392 o7
101403 58 222 62 578 02 396 08
407 59 226 63 582 03 | 1,01400 09
411 3,60 230 64 586 04 404 4.10
415 61 234 65 590 05 408 1
419 62 238 86 594 06 412 12
423 63 242 68 598 o7 416 13
427 64 246 69 | 1.01602 08 420 14
434 65 250 3,70 606 09 424 T:
435 66 254 7 610 4,10 428 i
439 67 258 72 614 T 432 17
442 68 261 7 818 12 436 18
a6 60 265 74 622 13 440 19
450 3.70 269 75 626 14 444 420
454 71 213 76 630 15 448 21
458 72 277 77 634 16 452 2
462 73 281 78 638 17 456 23
466 74 285 79 641 18 459 24
470 75 289 3,80 845 19 463 25
474 7% 203 81 649 4,20 467 2
478 77 207 82 653 21 a7 27
482 8 | 101301 83 657 2 475 28
486 7 305 84 661 7 479 29
490 3,80 309 &5 865 2 483 430
494 81 313 86 669 2% 487 31
498 3.82 7 187 §73 % 494 2
101502 83 321 86 877 27 495 1
506 84 325 80 681 2 499 34
510 85 329 3,90 685 20 | 101503 35
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Phu luc

1 (ti€p theo)

I % ¢h&t khé 0 % chat khd 0 % ch&t khd ) % chit kho
9 g/100 g 4 g/100 ml 42 g/i100 g d, g/100 ml
1,01689 4,30 1.01507 6 1,01865 74 1,01682 82
693 3| 511 s 863 75 686 83
697 32 15 39 873 76 690 84
101701 3 519 4,40 a77 Hed 694 85
705 34, 523 41 881 78 658 86
709 35 527 42 885 79 1,01702 87
713 36 531 43 889 4,80 708 88
717 37 535 44 892 81 710 83
721 38 539 45 897 g2 714 450
125 39 543 46 1.01801 B3 718 91
728 4,40 547 47 905 84 722 92
733 41 551 48 909 85 726 93
737 42 558 49 913 86 730 94
741 43 559 4,50 a1y 87 734 85
745 44 563 51 921 88 738 96
749 45 567 52 925 83 742 98
753 46 571 53 929 4,80 746 29
757 447 1575 4 54 933 91 750 5.00
760 48 578 55 937 82 754 oM
764 49 582 56 941 83 758 02
768 4,50 586 57 945 94 762 03
772 51 590 58 949 a5 766 04
776 52 594 59 953 g6 770 05
780 53 588 460 957 g7 774 06
784 54 1,01602 61 960 g8 T 07
788 55 606 B2 964 g9 781 08
792 56 5§10 63 968 5,00 785 09
796 57 614 64 q72 o 789 510
1,01800 58 618 85 978 02 793 11
804 58 622 66 980 03 797 12
808 4,80 626 67 964 04 1.01801 13
§12 61 630 1] Q88 05 805 14
816 62 634 4,70 492 06 809 15
820 63 638 " 996 o7 813 16
824 o4 642 72 1,02000 08 817 17
828 a5 646 73 004 09 821 18
832 66 850 74 Q08 5,10 825 19
836 67 654 75 012 1" 829 520
840 68 658 76 016 512 833 521
844 69 662 77 020 13 837 22
849 4,70 666 78 024 14 B4 23
853 A 670 78 028 15 845 24
857 72 674 4,80 032 16 849 25
861 73 678 a1 036 17 853 26
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Phu luc 1 (tiép theo)

4 % chét khé dzn % chit khé dzn % chét khd dzo % chit khd
b gMMo0 g + g/M00 ml Ll gli00 g 4 9/100 m!
1,02040 18 1.01857 7 1,02217 g2 1.02033 73
044 19 861 29 21 63 037 74
048 5,20 865 5,30 225 64 041 76
052 21 §869 Kl 229 65 045 77
056 22 873 32 233 66 049 78
060 23 ar7 33 237 67 053 19
064 24 881 34 241 68 057 580
068 25 885 35 245 69 061 81
072 26 889 36 249 5,70 065 82
Q76 27 883 7 253 71 069 83
080 28 897 38 257 72 073 84
084 29 1,01801 38 281 73 077 85
088 5,30 905 540 265 T4 081 86
(g2 3 909 41 269 75 085 87
086 32 913 42 213 76 089 83
1.02100 33 917 43 277 577 093 5,89
104 34 921 44 281 7a 097 5,90
108 35 925 45 285 79 1,02101 91
112 36 929 46 289 5,80 105 92
116 37 433 47 292 81 109 93
120 38 937 48 297 82 113 94
124 3 941 48 1,02301 83 117 95
128 5.40 945 5,51 308 84 121 96
132 41 949 52 309 85 125 g7
136 42 953 53 313 86 129 88
140 43 957 54 317 ar 133 6,00
144 44 961 55 321 a8 137 ot
148 45 965 56 325 89 141 02
152 46 969 57 329 5,90 145 03
156 47 973 58 33 91 149 04
160 48 977 59 KX T g2 153 05
164 49 981 5,60 LY 83 157 06
168 5,50 985 61 45 94 161 07
172 51 589 62 349 95 165 08
176 52 993 63 353 96 169 09
180 53 997 64 as7 a7 173 8,10
185 54 1,02001 65 362 98 178 11
189 55 005 66 366 99 182 12
193 56 008 87 370 6,00 186 13
197 57 013 68 374 01 190 14
1.02201 58 017 69 378 02 194 15
205 59 021 570 382 X} 198 16
209 560 025 71 386 04 1.02202 17
213 61 029 72 390 5 206 13
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Phu luc

1 (1ép theo)

daa % chit khé dzn % chat khé dzn % chit kho dzn % chat kho
@ __giigog ‘4 g/100 ml 20 gl g 4 g/M100 ml
1,02394 06 1,02210 19 1,02572 6,50 1,02387 66
398 07 214 8,20 578 51 kid] 67
402 08 218 21 580 52 395 &8
406 09 222 23 584 53 399 89
410 £,10 226 24 SBE 54 1,02403 £,70
414 1 230 25 592 58 407 71
418 12 234 26 596 56 411 72
422 13 238 27 1,02600 57 415 73
426 14 242 28 604 58 418 74
430 15 246 28 808 59 423 75
434 18 250 6,30 612 6,80 427 76
438 17 254 M 616 81 431 17
442 18 258 32 620 62 435 78
446 19 262 33 6§24 63 439 79
450 8,20 266 34 628 64 441 6,80
454 21 270 5 632 85 447 &1
458 22 274 36 636 66 451 a2
462 23 218 a7 640 67 455 83
466 24 282 38 644 68 459 84
470 25 286 a9 648 69 463 85
474 26 290 6,40 652 6,70 467 a7
478 27 284 41 656 EA 471 88
482 28 298 42 660 72 475 89
486 29 1,02302 43 665 73 480 6,90
490 6,30 308 45 668 74 484 |
494 K] kalil 46 673 75 488 92
438 32 314 47 677 76 492 93
1,02502 ! 318 45 681 77 496 94
506 34 322 49 685 78 1,02500 a5
510 35 326 6,50 689 79 504 a6
£14 36 330 51 693 §,80 508 97
519 kY 334 52 897 81 512 98
523 38 338 53 1.02701 82 516 a9
527 3% 342 54 705 23 520 7.00
531 6,40 346 55 709 84 524 [0
535 4 350 56 713 85 528 02
539 6,42 354 8,57 7 86 532 03
544 43 359 58 721 ar 536 04
548 44 363 59 125 a8 540 08
552 45 367 6,60 728 89 544 o7
566 46 kYS! 61 733 6,90 548 08
560 47 375 62 737 9 552 09
564 48 a7e B3 41 a2 556 7,10
568 49 383 64 745 93 560 11
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Phu Iyc

1 (tiép theo)

4P % chat khd P % chit khd 4P % ¢hit khd 40 % cht khd
2 gi100 g 4 gH00 ml 2 gH00 ¢ ' gH00 ml
102749 94 | 102564 12 | 1,02928 38 | 102742 58
753 95 568 13 932 38 746 59
757 96 572 14 936 7,40 750 7,60
761 97 576 15 940 41 754 61
766 98 581 16 944 42 758 62
770 99 585 17 949 4 763 64
774 7,00 589 18 953 44 767 65
778 01 593 19 g57 45 e 66
782 02 597 7,20 961 a6 775 67
786 03 | 1.02601 21 965 a7 179 68
790 04 605 22 969 48 783 69
794 05 608 23 973 49 787 1.70
798 06 813 2% 977 7.50 791 7
1,02802 707 | 102617 7.26 981 51 795 72
806 08 621 27 485 52 799 73
810 09 625 28 989 53 | 1.02803 7!
814 7.10 629 29 993 54 807 75
818 11 633 7.30 997 55 811 78
822 12 637 31 | 1,03001 56 815 7
826 13 841 32 005 57 819 78
830 14 645 33 010 58 824 79
834 15 649 34 014 59 828 7,80
838 16 653 a5 018 7,60 832 82
842 17 657 36 022 61 836 83
846 18 661 37 026 62 840 84
850 19 865 38 030 83 844 85
855 7,20 869 39 034 64 848 86
859 21 673 7.40 038 65 852 87
863 22 677 41 042 66 856 88
868 23 682 42 046 67 860 89
a72 24 666 43 050 68 864 7.90
876 25 690 45 054 89 868 91
860 % 694 46 058 7.70 872 92
884 27 698 47 062 " 876 93
888 2 | 102702 48 066 .72 880 7.94
892 29 706 49 071 7 885 95
896 7,30 710 7,50 075 74 889 96
1,02900 31 714 51 079 75 893 97
904 32 718 52 083 76 897 98
508 33 722 53 087 77 | 1,02001 8.00
912 34 726 54 091 78 905 01
916 35 730 55 085 79 909 02
920 36 73 56 099 7.80 913 03
924 37 738 57 | 103103 81 917 04
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Phu luc 1 (1iép theo)

20 % chit khé o) % chit khd 20 % chat kho 20 % chat kho
d20 g0 g 4 91100 ml 9 | gioog d g/100 mi
103107 82 | 102921 05 287 26 | 1,03100 52
11 83 925 06 261 27 104 53
115 84 929 o7 296 28 109 54
119 85 923 08 | 1,03300 29 113 55
123 86 937 09 304 8,30 17 56
127 87 941 8,10 308 3 121 57
132 58 946 " 312 2 125 56
136 89 950 12 216 1 120 50
140 7.90 954 13 320 M 133 8,60
144 91 458 fa 224 35 137 81
148 9 962 15 228 16 141 62
152 93 966 17 232 837 145 863
156 04 970 18 236 28 149 64
160 % 974 18 340 39 153 65
103164 96 978 8.20 344 8.40 157 67
168 o7 982 21 348 41 161 68
172 o8 986 22 352 42 165 69
176 99 990 2 357 P 170 8.70
180 8,00 294 24 361 44 174 7
184 01 998 25 365 45 178 72
189 02 | 1.03002 % 369 4 182 73
194 03 007 27 373 a7 188 74
198 0 o1 28 an a8 190 75
202 05 015 29 381 49 194 78
206 06 019 8.30 385 8,50 198 7
210 07 023 31 389 51 | 103202 78
214 08 027 32 303 52 206 79
218 09 031 34 308 52 211 8.80
222 8,10 035 35 | 103402 54 215 81
226 1 039 36 406 55 219 82
230 12 043 a7 410 56 223 84
234 13 047 38 414 57 227 85
238 14 054 39 418 58 231 86
242 15 055 8,40 422 50 235 87
245 16 059 41 426 8,60 239 88
250 7 063 42 430 61 243 80
255 18 068 4 434 62 247 890
259 19 072 44 439 63 252 of
263 8.20 076 45 443 84 256 92
267 21 080 46 447 65 260 9
271 2 084 a7 451 66 264 a4
275 2 088 48 455 67 268 95
279 24 092 4 459 68 272 %
283 2 096 8,51 483 69 276 97
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Phu luc

1 (ti€p theo)

dzn % chitkhd dzn % chét khé d:u % chit khé dzu % ch&t khd
2 g0 g ‘ g{100 ml Ell gi00 g 4 gi100 ml
1,03467 8,70 1.03280 99 1,03648 14 1,03460 46
471 71 284 9,00 852 15 464 47
475 72 288 01 656 16 468 48
479 73 292 02 660 17 472 48
483 74 296 03 865 18 477 9,50
487 75 1.03300 04 669 19 481 51
491 76 304 05 673 9,20 485 52
495 77 308 06 677 21 489 53
1,03500 78 313 o7 681 22 493 54
504 79 317 08 886 23 498 55
508 8,80 321 09 690 24 1.03502 58
512 81 325 9,10 694 25 506 57
516 82 329 1" 698 26 510 59
520 83 333 12 1,03702 27 514 9,60
525 84 337 13 706 28 518 81
529 85 3 15 710 29 522 82
533 86 345 16 714 9,30 526 53
537 87 348 17 718 3 530 64
542 88 354 18 722 32 534 65
546 83 358 18 727 33 538 66
1,03550 8,90 362 9,20 13 34 543 67
554 91 366 21 735 35 547 68
558 92 370 22 139 36 551 69
562 a3 374 23 143 37 5585 9,70
566 94 a7s 24 747 38 559 71
570 85 382 25 151 38 563 72
574 96 386 26 155 9,40 567 74
578 97 390 27 759 41 571 75
583 98 395 28 763 42 575 76
587 99 399 8,30 768 43 580 77
591 9,00 103403 M 772 44 584 78
595 01 407 32 776 45 588 79
599 8,02 411 9,33 T80 46 592 9,80
103603 03 415 34 784 47 596 81
807 04 418 35 788 48 1,03600 82
611 05 423 36 792 49 604 83
615 06 427 37 T96 9,50 608 84
619 07 431 38 1,03800 9,51 612 985
624 08 436 39 804 62 616 86
628 09 440 9,40 809 53 621 88
632 g.10 444 41 813 54 625 83
636 11 448 42 817 55 629 9.90
640 12 452 43 821 56 633 A
644 13 456 45 825 57 637 g2
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Phu luc

1 (ti€p theo)

] % chét khé P % chit khd 0 % chit khd 20 % chat khd
iy gHio g 4 g/100 m| 9 gio0 g dy gi100 mi
829 58 641 93 1,04011 02 1,03822 10,40
833 59 645 94 016 03 227 41
837 9,60 649 95 020 04 HKH 42
844 61 653 96 024 05 835 44
845 62 657 97 028 06 839 45
850 63 662 98 032 o7 843 46
854 64 £66 99 037 08 848 47
858 65 g70 10,00 041 09 852 48
863 66 874 at 045 10,10 856 49
8g7 9,67 678 10,03 049 1 860 10,50
g72 68 £83 04 053 12 864 51
876 69 687 05 057 13 868 52
880 9,70 891 06 061 14 872 53
884 Ha 695 07 065 15 876 54
888 72 699 08 069 16 88D 55
892 B 1,03703 09 073 17 884 57
896 74 707 10,10 078 18 888 58
1,03900 75 M 1 082 19 893 59
904 76 5 12 0886 10,20 8s7 10,60
908 77 719 13 020 21 1,03901 61
913 78 724 14 084 22 805 62
817 79 728 15 098 23 810 63
g21 9,80 732 17 1,04102 24 314 64
925 a1 736 18 107 25 818 65
929 a2 740 19 111 26 922 66
933 a3 744 10,20 115 27 926 67
937 2 748 21 119 28 930 68
941 85 752 22 123 29 234 69
945 86 736 23 127 10,30 918 10,71
949 87 760 24 131 K] 942 72
954 88 785 25 135 10,32 946 10,73
058 89 768 26 140 1n 951 74
962 5,90 773 27 144 34 955 75
966 91 177 28 148 35 959 76
970 92 781 10,30 152 B 963 Hed
975 93 786 3 156 kN 967 78
978 a4 780 2 161 38 972 79
983 95 794 33 165 39 976 10,80
987 86 798 M 188 10,40 980 g1
M a7 1.03802 35 173 41 954 g2
995 98 806 36 177 42 988 84
999 99 810 a7 181 43 992 85
1,04003 10,00 814 38 185 44 996 86
007 04 818 39 189 45 1,04000 87
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Phu luc

1 (tiép theo)

4 % chit khd o % chit khd 4 % ch&t khd 4 % chét khd
n gi100 g ‘ 4/400 ml Ll g0 g 4 g/100 ml
1,03193 46 1,04004 88 | 1.04377 1000 | 1,04187 36
198 47 008 89 381 91 191 a7
1,04203 48 013 10,80 385 92 195 38
207 49 017 81 390 93 | 1,04200 39
21 10,50 021 92 394 94 204 11,40
215 51 025 93 198 85 208 41
219 52 029 94 | 104402 96 212 42
224 53 034 95 408 10,97 218 11,43
228 54 038 97 441 98 221 44
232 55 042 98 415 99 225 45
236 56 046 99 419 11,00 229 47
240 57 050 11,00 42 01 233 48
245 58 055 01 427 02 237 49
249 59 059 02 432 03 242 11,50
253 10,60 063 03 436 04 246 54
257 81 087 04 440 05 250 52
261 62 071 05 444 06 254 53
265 83 075 06 448 07 258 54
269 64 07¢ 07 452 08 262 55
273 85 083 08 456 09 266 56
277 66 087 11,10 480 1110 210 57
281 67 091 11 464 11 274 58
286 66 096 12 468 12 278 11,80
290 69 1,04100 13 473 13 283 61
254 10,70 104 14 47 14 287 62
298 71 108 15 481 15 291 83
1,04302 72 142 16 485 18 295 B4
07 73 17 17 489 17 299 85
311 74 121 18 454 18 | 1.04304 86
315 75 125 18 488 19 308 67
319 76 129 11,20 | 1,04502 11,20 312 88
123 77 133 22 506 21 316 89
328 78 138 23 510 22 320 11,70
332 79 142 24 515 2 325 72
338 10,80 146 25 518 24 320 73
340 84 150 2% 523 25 333 74
344 82 154 27 527 26 337 15
348 83 158 28 532 27 341 %
352 84 162 29 537 28 46 77
356 85 166 11,30 541 29 350 78
360 [ 86 170 34 545 11,30 354 79
384 87 174 32 549 31 358 11,80
369 88 179 33 553 32 362 81
a73 89 183 35 556 33 367 82
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Phu luc 1 (tiép theo)

2 | %chatkns 2 | % chitkho 2 | % chitkhd 2 | %chitkho
d20 g0 g d 91100 ml dz gH00 g dq 91100 m)
104562 34 | 10471 84 | 104726 78 | 104555 2
566 35 375 85 750 7 550 3
570 3% 179 86 754 11,60 563 34
574 37 183 87 758 81 567 35
578 kil 387 88 762 82 51 38
562 39 391 89 768 8 575 37
586 11,40 395 11.90 770 84 579 38
590 44 309 of 774 85 583 " 39
594 2 | 108403 % 778 86 587 12,40
599 4 408 03 782 87 591 41
104803 44 412 o4 787 88 596 43
607 45 416 96 791 89 | 1.04600 44
611 48 420 97 795 1190 604 25
615 47 424 98 790 91 §08 a6
620 4 429 99 | 104803 02 612 a
624 4 433 12,00 808 0 617 a8
628 11,50 437 01 812 o4 621 49
632 51 441 02 816 % 625 12,50
636 52 445 03 820 96 620 51
641 53 450 04 824 97 633 52
845 54 454 05 520 %8 638 54
849 5 458 06 833 % 642 55
653 56 462 08 837 12,00 846 56
657 57 466 09 841 01 850 57
662 58 471 12,10 845 02 854 58
666 59 475 " 850 03 650 59
870 11,60 479 12 854 04 663 12,60
674 61 483 13 858 05 667 o1
678 162 487 12,14 862 06 671 62
663 63 492 15 867 07 675 63
667 64 496 16 872 08 660 65
691 65 | 104500 7 876 09 684 66
605 66 504 19 880 12,10 688 67
600 &7 508 12.20 884 " 692 68
,04704 &8 513 21 888 12 69 89
708 60 517 b 893 13 | 104701 12,70
712 11,70 521 2 897 1 705 7
718 71 525 24 | 104001 15 709 7
720 7 529 2 905 16 713 7
725 7 534 2% 909 7 7 74
728 74 538 27 914 18 2 78
733 75 542 28 018 19 726 7
737 7% 546 2 922 12,20 730 78
741 17 550 12,31 926 21 734 79
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Phu luc 1 (ti€p theo)

dzn % chit khé 'd:u % chit khd dzu % chit khd dzu % chit kh
n ghod g 4 g/100 ml ol gioo g : gH100 mi
1,04830 2 1.04738 12,80 105115 66 104923 28
935 23 743 81 119 67 827 29
939 24 747 82 124 €8 932 13,31
943 25 751 83 128 g9 836 32
947 26 755 84 132 12,70 940 33
951 12,27 759 12,85 136 kA 944 34
956 28 764 a7 140 72 948 35
980 29 768 88 145 73 953 36
964 12,30 712 83 149 74 957 37
968 k]| 776 12,90 153 75 961 38
972 32 780 81 157 76 965 39
977 33 785 92 161 77 969 13,40
981 34 789 93 166 78 a74 42
9385 35 793 94 170 79 973 43
949 36 787 95 174 12,80 952 44
843 37 104801 96 178 81 986 43
998 38 806 97 182 82 950 46
1.05002 39 810 99 187 83 885 47
006 12,40 814 13,00 191 84 889 48
010 41 818 1 145 85 105003 49
014 42 822 02 149 66 007 13,50
018 43 827 03 1,05204 87 011 51
023 44 83 04 209 88 016 53
027 43 635 05 213 89 020 54
031 46 839 06 27 12,90 024 85
035 47 843 07 21 91 028 56
040 48 848 09 25 1292 032 13,57
044 45 852 13,10 230 93 037 58
048 12,50 856 11 234 94 041 58
052 51 860 12 238 95 045 13.60
058 52 864 13 242 96 049 61
061 53 869 14 247 97 054 63
065 54 873 15 251 98 058 64
069 55 877 16 256 89 063 65
073 56 881 17 260 13.00 067 66
o7y 57 885 18 264 4| o 67
082 58 850 13.20 268 92 a75 68
088 58 854 21 273 03 080 69
080 12,60 898 22 277 04 084 13,70
094 61 1.04502 23 281 05 088 T
D98 62 906 24 285 08 092 73
105103 63 911 25 289 o7 096 74
107 64 915 26 294 08 1.05101 75
11 65 919 27 208 09 105 76
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Phu luc 1 (tiép theo)

42 4 chit khd 42 % chit khé 42 % chit khé 42 % chdt khd
» gion g 4 9100 ml Gl 9100 g 4 gi00 m!
1.05302 13,10 1,04109 77 | 105488 55 | 1.05295 2
306 11 113 78 492 56 299 27
310 12 117 79 496 57 | 105303 28
315 13 122 13,80 | 1,05500 13,58 307 14,29
39 14 126 81 505 59 312 14,30
123 15 130 82 509 13.60 316 31
327 16 134 84 513 B1 320 32
331 17 138 85 517 62 324 KK]
136 18 143 86 522 63 328 35
340 19 147 87 526 64 333 36
344 13,20 151 88 530 65 337 7
348 21 155 89 534 66 341 8
52 22 159 13,90 539 87 345 kL]
357 23 164 94 544 68 350 14,40
361 24 168 92 548 89 354 41
365 25 172 94 553 13,70 359 42
369 26 176 95 557 71 363 43
373 n 180 96 561 72 367 45
378 28 185 97 565 73 N 46
382 2 189 98 570 74 376 47
386 13,30 193 99 574 75 380 48
390 31 197 14,00 578 76 384 49
394 32 1,05201 o1 582 77 388 14,50
399 33 206 02 586 78 392 51
1,05403 34 210 04 591 79 397 52
407 35 214 05 595 13,80 | 1,05401 53
411 36 218 06 599 81 405 55
416 37 223 07 | 1,05603 82 409 56
420 38 227 08 607 83 413 57
425 39 232 09 612 83 418 58
42% 13,40 236 14,10 616 84 422 59
433 42 240 11 620 85 426 14,60
437 43 244 12 624 86 430 61
442 44 249 13 629 87 435 62
446 45 263 15 833 88 439 63
450 48 257 16 638 89 444 65
454 47 261 17 642 13,90 448 66
458 48 265 18 646 & 452 67
483 43 270 19 650 92 456 68
487 13,50 274 14,20 655 93 461 69
471 51 278 21 659 94 465 14,70
475 52 282 22 863 95 469 71
479 53 286 23 667 96 473 72
484 54 201 25 871 g7 477 74
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Phu luc 1 (tiép theo)

2 % chit kha o) % chit khé 20 % chit kho 20 % chit khé
A9 g/l g a4 g/100 ml Az gHid g ds g/109 ml
1,05676 g8 1,05482 75 1,05883 42 1,05669 24
880 899 486 78 867 43 €73 25
684 14,00 490 77 872 44 678 26
658 ™ 494 78 877 45 682 27
692 02 498 78 881 46 646 "+ 28
897 03 1,05503 14,80 885 47 g90 29
1,057 04 507 81 880 48 695 15,30
705 05 511 82 884 49 699 32
709 06 515 84 898 14,50 1,05703 33
714 o7 520 a5 1,05902 bl 707 34
718 08 524 a6 906 52 T 35
723 09 529 87 a1 53 116 38
727 14,10 533 88 915 54 720 a7
73 11 537 89 919 45 724 38
735 12 541 14,90 923 56 728 38
740 13 546 91 928 57 733 15,41
744 14 550 a2 932 58 737 42
748 15 554 94 937 59 742 43
752 16 558 a5 841 13,80 746 44
756 17 562 g6 945 g1 750 45
761 18 567 97 949 62 754 46
765 19 571 o8 954 63 759 47
769 14,20 575 99 958 64 763 48
773 21 579 15,00 962 65 767 49
7T 14,22 583 15,01 966 66 T 15,51
782 23 588 a3 a7 67 775 52
186 24 592 04 975 68 780 53
7480 25 296 05 979 69 784 54
794 26 1,05600 06 983 13,70 788 55
799 27 605 o7 987 Ea| 782 56
1,05803 28 609 08 892 72 797 57
808 29 614 08 946 73 1,05801 58
812 14,30 618 15,10 1,06001 74 806 15,60
§16 k] 622 1 005 75 a0 61
820 32 626 13 009 76 814 62
825 33 631 14 013 77 818 63
829 K"} 635 15 018 78 823 64
83 35 638 16 022 79 827 65
837 36 643 17 026 14,80 831 66
841 37 847 18 030 81 B35S 67
846 38 652 19 034 82 839 69
850 29 656 15,20 038 83 844 15,10
854 18,40 660 2 043 84 848 74
858 41 664 23 047 85 852 12
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Phu lue 1 (ti€p theo)

dzn % chat kho dzo % chét khd d:o % chat khé dzu % chatkhd
n q/th0 g 4 g/100 m! n g/100 g 4 g0 ml
1,05051 86 1,05856 73| 106241 15,30 { 1,08045 2
1,06056 14,87 1,05861 15,74 245 31 049 24
060 88 865 75 250 32 054 25
065 89 870 76 254 33 058 26
069 14,90 874 78 259 34 063 27
073 91 878 78 263 35 067 28
077 92 882 15,80 267 36 071 29
082 93 887 81 271 37 075 16,30
086 94 891 82 278 38 080 32
090 95 895 83 280 Rt 084 33
094 96 899 84 284 15,40 088 34
099 97 1,05804 85 288 41 092 35
1.06103 98 908 87 292 42 096 36
108 99 913 88 297 43 | 1,06101 37
112 15,00 917 ga | 1.08309 44 105 38
116 01 921 15,90 305 45 109 38
120 02 925 59 308 46 113 16,41
125 03 930 a2 314 47 118 42
129 04 934 03 318 48 122 43
123 05 538 94 323 49 127 44
137 06 942 85 27 15,50 131 45
141 07 946 g7 331 51 135 48
146 08 851 98 335 15,52 139 16,47
150 09 855 99 340 53 144 48
154 15,10 859 16.00 344 54 148 16.50
158 11 963 ¢ 348 55 152 51
163 12 968 02 352 58 156 52
167 13 972 03 357 57 161 53
172 14 977 04 361 58 165 54
176 15 981 06 366 59 170 55
180 16 885 07 370 15,60 174 58
184 17 489 08 74 81 178 57
189 18 994 09 378 62 182 59
193 19 998 16,10 383 63 187 16.60
197 15,20 1,06002 11 387 64 191 61
1.06201 21 006 12 391 65 145 62
206 22 a1l 13 395 66 199 63
211 23 015 15 | 1,06400 67 | 106204 &4
216 24 020 16 404 68 208 65
220 25 024 17 409 69 213 66
224 2% 028 18 413 15,70 217 68
228 27 032 19 417 71 221 69
233 28 037 16,20 47 15,72 225 16,70
237 29 041 21 426 73 230 71
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Phu luc 1 (tiép theo)

¢ % chit khd 42 % chdt kha a2 % chit khé 4@ % chit kha
20 gi00 g 4 g00 ml 0 g/100 g 4 /100 m
106430 15,74 1,06234 16,72 1,06621 18 106424 22
434 75 238 73 1,06625 19 428 23
438 76 242 74 629 16,20 432 24
443 7 247 76 633 21 436 25
447 78 251 T 638 22 441 26
452 79 256 73 642 16,23 1,06445 17,28
456 15,80 260 79 6847 24 450 29
460 81 264 16,80 651 25 454 17,30
464 82 268 81 655 26 458 31
469 83 273 82 GE0 e 463 az
473 84 277 83 %64 28 467 33
477 85 281 85 GEB9 29 472 34
481 86 285 BG 673 16,30 476 36
486 a7 290 87 677 k| 480 37
490 88 294 a3 631 32 484 38
495 89 299 2] 666 Kk] 489 39
499 15,90 1,06303 16,90 690 34 493 17,40
1,06503 91 307 o 694 35 497 41
507 92 It 92 698 38 1,06501 42
512 93 318 94 106703 37 506 44
516 94 320 95 707 38 510 45
520 95 324 96 7i2 39 515 4G
524 96 328 97 716 16,40 519 47
529 97 333 98 720 41 523 48
533 98 337 99 724 42 527 49
538 g9 342 17.00 729 43 532 17,50
542 16,00 346 02 733 44 536 a1
547 01 50 0 737 45 540 53
552 02 355 04 741 46 544 54
556 03 359 05 746 47 549 55
561 04 364 06 750 48 553 56
565 05 368 07 755 49 458 57
569 06 372 08 759 16,50 562 58
573 07 376 09 763 51 566 59
578 08 kil 17,41 768 52 571 17,61
h82 08 385 12 772 53 575 62
586 16,10 389 13 m 54 580 63
580 11 393 14 81 55 584 64
585 12 3e8 15 785 56 588 63
599 13 1,06402 16 789 57 592 g6
1,06604 14 407 17 794 58 597 67
608 15 411 19 798 59 106601 69
612 16 415 17,20 1,06802 16,60 605 17,70
1,06616 16,17 1,06419 17,21 806 61 609 71
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Phu iuc 1 (ti€p theo)

dzo % chit khd dzo % chit khd dzo % chit khé dzu % chat khd

o g/i100 g 4 ¢/100 ml 2 00 g 4 gH00 ml
1,06811 62 1,06614 T2 1.07003 06 1,06805 22
815 83 618 73 ooy o7 808 23
820 44 623 14 012 08 514 24
824 65 627 75 018 09 g18 26
828 66 631 76 020 17,10 B2z 27
833 67 636 78 024 i1 826 28
837 68 640 7% 029 12 831 29
842 69 645 17,80 033 17,13 1,06835 18,20
846 16,70 649 21 02 14 840 3
850 71 653 az 042 15 844 32
854 72 657 81 046 16 848 34
859 73 662 84 051 17 853 35
863 74 666 86 055 18 a57 38
867 75 670 &7 060 19 862 37
871 76 674 88 064 17,20 866 38
8§78 77 679 89 068 21 8§70 ag
881 78 683 17,90 073 22 875 18.40
886 79 688 91 arr 23 879 42
8BS0 16,80 692 92 082 24 884 43
894 a 696 94 088 25 g88 44
888 16,82 1.06701 17,95 080 26 82 45
1,06903 83 705 a6 084 27 896 46
208 84 710 a7 089 28 {,06801 47
Q12 a5 714 88 1,07103 28 905 48
a6 86 718 99 107 17,30 909 18,50
921 87 723 18,00 11 ki 913 51
925 88 727 02 116 2 918 52
830 89 732 03 120 1 922 53
934 16,90 736 04 125 4 927 54
938 91 740 05 129 15 931 55
942 92 T44 06 133 36 938 56
047 93 749 a7 138 a7 940 58
951 94 7583 08 142 38 944 59
955 95 757 18,10 147 39 948 18,60
959 96 781 1 151 17,40 953 61
964 97 766 12 155 41 957 62
968 98 770 13 160 42 962 63
973 93 775 14 164 43 966 B4
977 17,00 779 15 168 44 871 66
a8 0] 783 16 173 45 875 67
986 02 788 18 177 46 879 68
850 03 792 19 181 17,47 o83 18,69
995 04 197 18,20 186 48 088 18,70
999 05 1,06801 21 190 49 992 71
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Phu luc

1 (ti€p theo)

dzc % chit khé dzu % chit khd dm % chit khé dzo % chit khé
il gitdd g 4 gM00 ml i g00 g 4 gH00 ml
1,07194 17,50 996 72 1,07388 94 107188 23
198 51 1,07000 74 392 95 193 24
1,07203 52 005 75 396 a6 197 25
207 53 009 76 1,07401 97 1,07202 26
212 54 014 7 405 98 206 28
217 55 018 78 410 g8 21 29
2 56 022 79 414 18,00 215 19,30
226 57 027 18,80 418 | 219 K}
230 58 o3 . 82 423 02 224 32
235 59 036 83 427 03 228 33
239 17,60 1,06040 18,84 432 04 233 34
243 61 044 a5 438 05 237 36
248 62 049 86 440 06 241 kr
252 63 053 87 445 07 46 38
257 64 058 89 449 08 250 39
261 65 062 18,90 454 a9 255 19,40
265 66 066 M 458 18,10 259 41
270 67 07 g2 462 11 283 43
274 68 075 93 466 18,12 267 19,44
278 69 080 94 471 13 272 45
283 17,70 084 a5 475 14 276 46
287 71 088 87 478 15 280 47
29 T2 092 98 783 16 284 48
296 73 pe7 99 488 i7 289 49
1,07300 74 107101 18,00 492 18 293 18.51
304 75 103 01 497 19 298 52
308 76 109 02 1,07501 18,20 1,07302 23
313 77 114 03 505 Val 308 54
My 78 118 05 510 22 n 55
az2 79 123 06 514 23 315 56
326 17,50 127 07 519 24 320 58
330 81 131 08 523 25 324 59
335 a2 136 09 527 26 328 19,60
339 a3 140 19,10 532 27 333 81
44 84 145 -1 536 28 337 62
348 B5 149 12 541 28 342 63
352 86 153 14 545 18.30 348 64
sy ar 158 15 549 M 350 66
361 88 162 16 555 32 355 87
366 89 167 17 558 33 359 68
370 17.90 171 13 564 34 384 69
374 91 175 19,20 568 35 368 19,70
379 92 180 21 572 36 372 i
383 93 184 22 577 37 77 73
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Phu luc 1 (ti€p theo)

T % chit kho 20 % chit kho 2 % ¢hat khd 70 % chat kho
920 gi00 g d ¢/100 mi Gas gHo0 g de g/108 mi
1,07581 38 1.07381 74 107775 82 1.07575 25
586 39 386 75 779 83 579 26
590 18,40 390 76 784 84 S84 27
594 41 394 77 788 85 588 28
599 42 399 78 792 86 592 29
1.07603 43 1,07403 79 797 87 597 20,30
608 44 408 18,81 1.07801 28 1,076 32
612 45 412 82 806 89 606 3
616 46 416 83 810 18,90 610 34
g21 47 421 84 814 a1 614 ki
625 48 425 85 819 82 g18 36
630 48 430 86 823 83 623 a7
634 18,50 434 1) 828 94 528 38
638 51 438 89 832 85 £32 20,40
643 52 443 19,90 836 G6 636 41
647 53 447 N 841 a7 641 42
652 54 452 g2 845 98 645 43
656 55 456 R 850 99 650 44
660 56 460 94 854 19,00 654 45
G665 57 465 5] 858 1] 658 47
669 58 469 97 863 02 663 48
674 59 474 a8 887 03 BGT 49
678 18,60 478 99 872 04 672 20,50
682 61 482 20,00 876 05 676 51
687 62 487 01 860 0g 680 52
691 63 481 03 886 07 685 84
696 64 486 04 890 oL} 682 55
107700 65 1,07500 05 805 fote] 694 58
704 66 504 06 899 19,10 €08 57
709 67 508 o7 1,07903 11 1,07702 58
713 63 513 08 408 12 707 59
718 69 518 20,10 912 13 711 20,61
722 18,70 522 11 817 14 716 62
726 71 526 - 12 821 15 720 63
731 72 531 13 525 16 724 64
T35 73 535 14 830 17 729 65
740 74 540 15 834 18 733 66
744 75 544 16 939 19 738 87
748 76 548 18 943 19,20 742 89
752 18,77 553 20,19 947 21 746 20,70
757 78 557 20,20 952 22 751 Il
762 78 562 21 956 23 7585 72
766 18,80 566 22 961 24 T60 73
770 81 570 23 ‘865 25 764 T4
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Phu luc

1 {(1i€p theo)

dzn % chat kha d;u % chit khé dzo % chit khé dzu °% chat khd
0 gMo0 g ‘4 g/100 ml tal g0l g 4 g/M100 ml
1,07968 26 1,07768 76 164 13,70 963 27
974 27 773 77 168 71 967 28
978 28 777 78 173 72 972 29
983 29 782 79 177 73 976 21,30
987 19,30 786 20,80 182 74 a81 32
991 3 790 81 186 75 985 33
996 32 795 83 190 76 389 3
1,08000 33 799 84 185 77 894 kE
0as 34 1.07804 85 199 78 998 36
009 kE) 808 86 1,08204 79 1,08003 7
013 36 812 a7 208 19,80 o7 39
018 el 817 88 212 21 011 21,40
p22 3B 821 20,90 217 a2 6 41
027 39 826 9 222 82 020 42
031 19,40 830 42 227 84 025 43
035 41 834 93 231 85 029 44
040 19,42 839 21,94 236 86 034 46
044 43 843 a5 240 87 038 47
048 44 848 a7 245 88 043 48
053 45 852 94 248 89 047 48
057 46 856 99 254 19,90 052 21,50
062 47 861 21,00 258 91 056 51
066 48 865 01 263 92 061 53
XAl 49 8710 02 267 93 065 54
075 19,50 874 04 272 94 070 55
(80 51 878 05 276 85 074 56
084 52 883 06 280 86 078 57
089 53 ge8 07 285 a7 083 58
093 54 892 08 289 98 087 21,60
098 55 897 08 294 99 092 61
1,08102 L% 1,07901 2111 298 20,00 096 62
107 57 906 12 1,08302 01 1,08100 63
111 58 910 13 307 02 105 64
116 59 915 14 M 03 109 65
120 1960 919 13 6 04 114 67
124 61 923 16 320 05 118 68
129 62 928 18 324 08 122 69
133 63 4932 19 329 20,07 127 21,70
138 64 937 21,20 333 08 131 1
142 €5 841 21 338 09 136 72
146 19,66 945 21,22 342 20,10 140 74
151 87 250 23 347 11 145 75
155 68 954 25 35 12 149 76
160 69 959 26 356 13 154 77
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Phu Iuc

1 (tiép theo)

@ % cht khd 4@ %, chit kho 2 % chit khd @ % chit kho
% g/400 g 4 g/100 ml e g/i00 g 4 g/100 ml
1,08360 14 1,08158 78 556 58 354 20,30
365 15 163 79 562 59 359 31
369 16 167 21,81 566 20,60 383 32
374 17 172 82 570 61 367 33
378 18 176 83 575 62 372 35
383 19 181 84 579 83 376 36
387 20,20 185 85 584 64 384 37
394 21 189 86 588 65 385 38
396 2 194 88 502 66 388 39
1,08400 23 198 89 597 67 394 22,41
405 24 1,08203 2190 | 1,08601 68 398 42
408 25 207 91 606 69 | 1.08402 43
413 2 214 92 610 20,70 407 4
418 27 218 94 615 71 412 45
422 28 220 g5 619 20,72 416 2248
427 29 295 85 624 73 421 48
43 20,30 229 97 628 74 425 49
435 31 233 98 633 75 430 22.50
440 32 238 99 638 76 435 51
444 33 242 22,01 642 77 439 52
449 34 247 2 646 78 444 53
453 35 251 03 851 79 448 55
458 36 258 04 655 20,80 452 56
462 37 260 05 659 81 456 57
467 18 265 06 664 82 461 58
472 38 269 08 668 83 465 58
476 20,40 274 09 673 84 470 2261
480 41 278 22,10 677 85 474 62
485 42 283 11 632 86 479 63
489 43 287 12 686 87 483 64
494 | 44 292 13 691 88 488 65
498 45 206 15 695 89 492 86
1,08502 46 1,08300 16 | 1,08700 20,90 497 68
507 47 305 17 704 91 | 1,08501 69
511 48 309 18 709 7] 508 22,70
518 49 314 19 713 93 510 4|
520 20,50 318 22,21 718 94 515 72
525 51 323 by ™ 95 519 73
529 52 327 23 726 96 523 75
534 53 332 24 731 g7 528 76
538 54 336 25 735 98 532 77
543 55 341 % 740 9 537 78
547 56 345 28 744 21,00 541 79
552 57 350 29 749 01 546 22,81
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Phu luc

1 (ti€p theo)

o % chit khd o % chét khd " % chit khd ¢ % chat khb
« /100 g ‘4 9100 ml a gHil g 4 gM00 ml
1,08753 0z 1,08550 82 | 1,08951 46 1,08747 34
758 03 565 83 956 A7 752 35
762 04 559 84 960 48 756 36
767 05 564 85 865 48 761 37
m 08 568 86 969 21,50 785 38
776 07 573 88 974 51 770 2340
780 08 577 89 978 52 774 41
785 09 582 2280 983 53 779 42
789 21,10 586 91 987 54 783 43
794 11 591 92 992 55 788 44
798 12 595 94 956 56 782 46
1,08803 13 1,08600 85 | 1,080M 57 797 47
BO7 14 604 96 005 58 | 108801 48
812 15 60¢ ar 010 59 806 48
816 16 613 58 014 21,60 810 23.50
821 17 618 g3 019 g1 B15 51
825 18 622 230 023 g2 819 53
830 19 627 02 028 63 g24 54
B34 21,20 631 03 032 64 828 55
838 21 635 04 037 65 833 56
843 22 640 5] o 66 837 57
847 23 644 o7 045 g7 842 59
852 24 649 08 050 68 846 23,60
856 25 653 09 035 69 851 81
861 26 658 23,10 059 21,70 855 g2
865 27 662 1 064 T 860 63
870 28 667 12 068 72 864 65
874 29 671 14 073 13 869 66
878 21,30 8676 15 07?7 74 873 &7
883 K} 680 16 - 082 75 a78 68
888 32 685 17 086 78 882 69
893 33 689 18 091 n 887 2370
Bag 34 694 23,20 095 78 891 72
1,08802 35 6498 21 1,08100 18 898 73
907 36 1,08703 22 104 21,80 | 1,08800 74
911 2137 707 23,23 109 81 805 75
816 38 712 24 13 82 909 78
920 38 716 25 116 B3 914 78
925 21.40 21 27 122 84 918 78
928 4 725 28 127 85 923 23,80
§34 42 730 25 1 86 827 81
538 43 734 23,30 136 a7 §32 82
943 44 138 H 140 85 536 &4
847 45 743 33 145 8§ a4 85

289



Phu luc 1 (tiép theo)

dm % chit kho R % chit khd dzo % cht khé dzu % chit khé
2 g0 g 4 g/100 ml 2° gHi0 g 4 q/400 ml
1,08149 21,80 1,09945 a8 1,09348 34 1,09143 38
154 a1 950 87 353 35 148 a9
158 92 954 88 357 36 152 24,41
163 a3 959 29 362 37 157 42
167 94 963 23,91 366 38 161 43
172 a5 968 92 37 38 1686 44
176 96 972 83 ars 22,40 170 45
181 97 977 94 380 41 175 47
185 08 951 85 384 42 178 48
190 99 986 97 389 43 184 44
184 22.00 990 98 393 44 188 24,50
199 01 995 g9 98 45 193 51
1,08203 22,02 109999 24,00 1,09403 46 198 53
208 03 1,09004 01 407 47 1,09202 54
212 04 U07:) 03 412 48 207 55
217 05 012 04 416 49 211 56
221 06 07 05 42 22,50 216 57
226 o7 022 06 425 51 220 59
231 08 026 07 430 52 225 24 60
236 09 0 08 434 53 229 61
240 22,10 035 24,10 439 54 234 62
245 11 040 1 443 55 238 63
249 12 Q44 12 448 56 243 65
254 13 048 13 452 57 247 66
258 14 053 14 457 58 252 67
263 15 058 16 461 58 256 68
267 16 062 17 466 22,60 z61 69
272 17 067 18 479 61 266 2471
276 18 0 19 475 62 270 72
281 18 076 24,20 480 63 275 73
285 22,20 080 22 484 64 27% 74
290 21 0as 23 488 65 283 75
294 22 088 24 493 66 288 78
209 23 094 25 498 22,67 293 24,78
1,00303 24 098 26 502 [ 297 79
308 25 1,09103 28 507 B9 302 24,80
312 26 107 29 511 22,70 308 B1
317 27 112 24,30 518 Al N 82
321 28 116 - H 520 72 315 84
3268 29 121 2 525 73 320 85
330 22,30 125 k) 529 74 324 86
335 H 130 5 534 75 329 87
339 a2 134 K1 538 78 333 a8
344 33 138 ki 543 77 338 24,90
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Phu luc 1 (ti€p theo)

20 % chat khd 2 % chdt khé P % chit kho 2 % chat khd
da d, dy dg
/100 g g{100 mi q/100 g q/100 ml
1,09547 78 1,08342 g1 1,09748 22 1,09542 44
552 79 347 92 753 23 547 45
556 22,80 351 93 757 24 551 46
561 81 358 94 762 25 556 47
566 82 380 96 766 26 560 48
571 83 385 97 771 27 565 25,50
575 84 369 98 775 28 569 a1
580 85 374 99 780 29 574 52
585 B8 379 25,00 784 23,30 578 53
589 87 383 02 789 k]! 583 54
594 88 388 03 1,09793 23,32 109587 2556
598 89 392 04 108 33 592 57
1,09603 22,80 397 05 802 34 588 58
607 a1 1,09401 08 BO7 35 109601 59
612 92 406 08 812 38 606 25,60
616 93 410 09 816 37 610 g2
621 94 415 2510 821 38 615 83
625 95 419 11 825 39 619 84
830 96 424 12 B30 23,40 624 G5
634 97 428 14 834 4 628 66
639 88 433 15 839 42 633 68
643 99 437 16 843 43 637 69
648 23,00 442 17 848 44 842 2570
653 04 447 18 852 45 646 71
857 02 451 2520 857 46 851 72
862 03 456 21 861 47 655 74
BE6 04 460 22 866 48 660 75
671 05 465 23 870 49 664 78
675 06 469 24 875 23,50 669 77
680 a7 474 26 880 51 674 78
684 08 478 27 864 52 678 25,80
689 09 483 28 889 53 683 81
693 2310 487 29 893 54 687 82
698 11 492 25,30 898 55 892 83
1,08702 12 438 32 1,08504 58 897 84
07 13 1,09501 33 908 57 1,09701 86
711 14 505 34 913 58 7086 87
716 15 §10 35 917 59 710 88
721 16 815 36 922 2360 715 89
725 17 519 38 a7 &1 720 25,90
730 18 524 39 931 62 724 92
734 18 528 25,40 936 63 729 a3
739 23,20 533 41 940 64 733 94
T44 21 538 42 945 B5 738 95
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Phu luc 1 (ti€p theo)

2 % chit khd 4 % chit kho 2 % cht khd 42 % cht khé
0 9/100 g 4 g/100 ml A giidl gy 4 g/100 ml
1,09949 66 1,00742 96 1 1,10150 24,10 | 1,00043 26,50
954 67 747 98 185 1 948 51
958 68 751 89 159 12 952 52
963 69 756 26,00 164 13 957 53
967 23,70 760 01 168 14 961 54
872 ! 765 03 173 15 966 56
976 72 769 04 178 16 871 57
981 73 774 a5 182 17 975 58
985 74 778 06 187 18 980 50
890 75 783 07 191 19 534 26,61
995 76 788 09 196 24,20 989 62
899 77 792 26,10 | 1,10201 21 994 63
1,10004 78 797 11 205 22 998 64
008 79 1,09801 12 210 23 | 1,10003 65
013 23,80 806 13 214 24 7 67
018 81 81 15 219 25 12 68
022 82 515 16 223 25 18 69
027 83 820 17 228 27 21 26,70
031 84 824 18 232 28 25 4
036 85 829 18 238 29 30 73
040 86 833 26,21 242 24,30 34 74
045 87 838 22 247 3 39 75
049 88 842 23 251 32 43 76
054 89 847 24 256 33 48 77
058 23,90 851 25 260 34 52 79
063 T 856 27 265 35 57 26,80
067 42 860 28 270 36 62 81
02 93 865 | 29 274 ar 66 82
076 84 869 26,30 279 18 4 84
081 95 874 31 283 39 75 85
086 96 879 33 288 24 40 80 86
090 23.97 883 26,34 263 41 85 87
095 98 gaa 35 297 42 89 88
099 89 892 36 | 1,10302 43 94 26,90
1,10104 24,00 897 38 06 44 g8 91
109 01 | . 1,09802 39 311 45 | 1,10103 92
113 02 906 26,40 318 46 108 93
118 03 a1 41 320 47 112 94
122 04 915 42 325 48 17 96
127 05 920 44 320 49 121 47
132 06 925 45 334 24,50 126 88
136 07 929 46 339 51 131 58
141 08 934 47 343 52 135 27.01
145 09 938 48 348 53 140 02
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Phu lyc 1 (ti€p theo)

dzo % chit khd dzn % chit khd dzo % chit khd d:u % chit khd
2 giito g 4 /100 ml 2 1100 g 4 /100 ml
1,10352 54 1,10144 03 555 98 47 56
357 5% 148 04 559 99 351 58
362 56 154 05 564 2500 356 59
366 57 158 o7 569 01 361 27,60
3n 58 163 08 574 02 365 61
375 59 167 09 579 03 370 63
380 24,60 172 27,10 583 04 374 64
365 81 177 1 588 25,05 1.10379 27.65
389 24,62 181 27,13 593 06 chE) 66
354 63 186 14 587 of 388 67
358 64 190 15 110802 a8 393 69
1,10403 65 195 16 606 09 397 27,70
408 66 1,10200 18 611 25,10 1,10402 |
412 &7 204 19 616 1 407 72
47 68 209 27,20 620 12 411 74
421 69 213 21 626 13 416 75
426 24,70 218 22 629 14 420 76
431 T 223 24 634 15 425 77
435 T2 227 25 639 16 430 78
440 73 232 26 643 17 434 21,80
444 74 236 27 648 18 439 81
449 75 241 28 652 19 443 82
454 76 246 27,30 657 2520 448 83
458 T7 250 k3| 662 21 453 85
463 78 255 32 666 22 457 86
487 79 259 KX 671 23 462 87
472 24 80 264 35 675 24 466 a8
477 81 268 36 680 25 47 89
481 82 273 37 685 26 475 27 .91
486 83 278 38 689 25,27 480 27,92
490 84 282 38 694 25 485 83
495 85 287 a4 648 8 489 94
1,10500 86 292 42 1,10703 25,30 494 95
504 ar 296 43 708 H 499 a7
509 88 1,10301 44 712 32 1,10503 98
513 83 305 45 17 33 508 99
518 24,50 30 47 721 34 512 28,00
523 o1 315 48 726 35 17 0z
527 92 319 49 T 36 522 03
532 a3 324 27,50 735 37 526 04
536 94 328 52 740 38 531 05
541 85 EXX 53 744 39 535 06
546 96 338 54 749 2540 540 08
550 97 342 55 754 41 545 [e}t]
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Phu luc

1 {tiép theo)

2 % chat khé o® % chit khé @ % chit kho o % chit khé
2 g/100 g ‘ gf0a m e g0 g 4 g/100 ml
1,10758 42 1,10549 2810 | 110963 & | 1,10733 64
763 43 554 1 967 87 757 85
767 44 658 13 972 88 762 67
772 45 563 14 976 89 766 68
777 48 568 18 981 25.90 77 69
781 47 572 16 986 81 776 28.70
786 48 577 18 | 1,10990 2582 | 1,10780 28,71
790 49 581 19 955 83 785 73
795 25.50 566 28,20 999 94 789 74
110800 51 591 21 | 1,11004 85 794 75
804 52 595 2 009 95 799 76
809 53 1,10600 24 014 87 | 1,10804 78
813 54 804 25 018 g8 808 79
818 65 609 26 023 88 813 28,80
823 56 614 27 028 26,00 818 a1
827 57 618 29 033 ™ 823 83
832 58 623 28.30 037 02 827 84
836 50 627 31 | 1.10042 2603 | 1,10832 28,85
841 25,60 632 32 046 04 836 86
846 61 637 Kk 051 05 841 87
851 62 642 35 056 06 846 89
855 63 646 38 060 07 850 28,90
860 64 651 a7 085 08 855 o
865 65 656 38 069 09 859 92
870 66 661 28,40 074 26,10 864 94
874 67 665 41 079 11 869 95
879 68 670 42 083 12 873 96
883 69 674 43 088 12 a7e 97
888 25,70 879 44 092 14 882 98
893 71 684 46 097 15 887 29,00
897 72 688 47 1§ 111102 16 892 01
1,10902 73 693 48 106 17 96 02
907 74 697 49 m 18 | 110801 03
912 75 1,10702 28,51 115 19 905 05
917 76 707 52 120 26,20 910 06
921 77 711 53 125 21 915 07
926 78 718 54 130 22 820 08
930 79 720 55 134 23 924 '29.10
935 25,80 725 57 139 24 929 1"
940- 81 730 58 144 25 934 12
944 82 734 59 149 26 939 13
949 83 739 28,60 153 27 843 14
953 84 743 62 158 28 g48 16
558 85 748 63 162 29 g52 17
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Phu luc 1 (ti€p theo)

dzo % chit khé dzo % chit khé dzu % chat khd dzu % chit khé
n gidl g 4 g/100 mi 0 g/100 g 4 g/100 m)
1,11187 26,30 1,10957 18 1,11372 74 1,11161 72
172 31 982 19 377 75 166 74
176 32 968 29,21 g2 76 171 75
181 33 871 22 a7 77 176 76
185 34 975 23 3N 78 180 7
150 35 980 24 g6 79 185 79
1935 36 985 26 1,114 26,80 190 29,80
189 37 988 27 408 81 193 81
1,11204 38 994 28 410 82 199 82
208 38 908 29 415 83 1,11204 84
213 26,40 1,11003 29,30 419 84 208 85
218 41 008 32 424 85 213 86
223 42 013 33 429 86 218 87
221 43 017 34 433 87 222 89
232 44 022 35 438 a8 227 29,80
237 45 027 7 442 89 23 91
243 45 032 38 447 26,90 238 a2
247 47 036 38 452 a1 241 93
252 48 041 29,40 456 92 245 85
256 49 045 42 461 a3 250 96
261 26,50 050 43 465 94 254 97
268 51 055 44 470 95 258 98
270 52 059 29.45 475 86 264 30,00
275 53 064 47 480 97 269 M
21 54 058 48 484 98 273 0z
284 55 073 49 489 89 278 03
289 56 078 29.50 494 21.00 283 05
293 26,57 082 28,51 499 | 288 06
298 58 087 53 | 111503 02 292 07
302 58 091 54 508 03 297 08
307 26,60 096 55 512 04 1,1130% 30,10
312 g1 1,110 58 517 05 308 11
M7 62 106 58 522 06 n 12
LYy 63 110 59 527 o7 36 13
326 64 115 29,60 M 08 J20 15
3N 65 120 &1 536 08 325 16
336 66 125 83 541 2710 330 17
340 67 129 64 548 " 335 18
345 68 134 65 550 12 339 30,20
348 69 138 €6 555 13 344 21
354 26,70 143 68 559 14 348 22
359 IA 148 69 564 13 353 23
363 72 152 29,70 569 16 358 24
68 73 157 71 571 17 3162 26
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Phu luc 1 (tiép theo)

42 % chit khd P % ch&t khé 2 % chdt khé 4P % chit khd
il g/100 g 4 /100 ml X g/100 g 4 g/100 mi
1,11579 18 1,11367 27 785 62 573 82
583 19 371 28 790 63 578 83
588 27,20 376 2 794 64 582 84
563 21 384 3031 799 85 587 85
598 2122 386 3032 | 111804 66 532 87
602 23 390 13 808 67 506 88
607 24 395 34 813 68 | 111601 89
612 25 1,11400 36 817 69 605 30,90
617 25 405 37 822 21,70 610 g2
821 27 409 38 827 71 615 93
626 28 414 39 832 72 620 94
630 29 418 30,41 836 73 624 95
635 2730 423 42 841 74 825 97
640 3 428 43 846 75 634 98
644 32 432 44 851 76 639 99
649 33 437 46 855 71 643 31,00
653 34 441 47 860 78 648 02
658 15 448 48 864 79 652 03
663 36 451 49 869 26,80 657 04
668 37 456 30,51 874 81 662 05
672 38 460 52 879 82 667 07
677 a9 465 53 883 83 671 08
682 27.40 470 54 888 84 576 08
687 4 475 56 593 85 581 31,10
691 42 479 57 898 86 686 12
696 43 484 58 | 1,11902 27,87 690 31,13
1,11700 44 488 59 907 88 895 14
705 45 483 30,60 1 59 699 15
710 48 498 62 017 2790 | 1,11704 17
715 47 1,11503 &3 922 94 709 18
719 48 507 64 927 92 714 19
124 49 512 65 831 o 718 31,20
729 27,50 517 67 936 94 70 22
734 5¢ 522 68 941 85 728 23
738 52 526 69 948 06 733 24
743 53 531 30,70 950 97 737 25
747 54 535 72 955 g8 742 27
752 55 540 73 959 g9 748 28
757 56 545 74 964 28,00 751 29
762 57 550 75 989 01 756 31,30
766 58 554 n 874 02 761 2
™ 59 559 78 878 03 765 33
776 2760 564 79 983 04 770 34
781 61 565 30,80 588 05 775 35
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Phu luc 1 {ti€p theo)
20 % chit khd 20 % chit khé 0 % chat khé n % chit khd
da d, d2 d,
afiib g 0100 mi giii0 g g/100 mi
1,11983 06 1,11780 37 1,12200 28.50 987 92
9a7 07 784 38 205 51 992 93
1,12002 oF 789 38 208 271,52 995 31,94
006 09 793 31,40 214 53 112004 95
01 28,10 798 42 218 54 005 97
016 " 1,11803 43 223 55 010 98
021 12 808 44 228 56 015 a8
025 13 812 45 233 57 020 32,00
030 14 817 47 237 58 024 02
035 15 g22 48 242 58 029 03
040 16 827 49 247 28,60 034 04
044 17 831 31,50 253 61 039 05
048 18 83g 52 258 62 044 07
053 19 840 53 262 63 048 08
058 28,20 845 54 287 64 053 08
062 21 850 55 272 65 058 32,10
068 22 855 57 277 66 083 12
072 23 859 58 28 67 067 13
077 24 864 59 286 g8 072 14
082 25 869 31,60 290 69 076 15
087 26 874 62 285 28,70 081 17
081 7 ara 63 1,12300 7 086 18
096 28 883 64 ans 72 099 1%
1,12100 29 887 65 309 13 095 32,20
105 28,30 892 67 34 74 1,12100 22
10 31 897 68 M9 75 105 23
115 32 1,11802 69 324 76 110 24
118 33 806 3,70 328 77 114 26
124 34 a1 12 333 78 119 27
129 B 916 73 337 79 123 28
134 36 921 74 342 28,80 128 29
139 ki 926 75 347 81 133 32,1
143 38 930 77 352 82 138 2
148 3 938 78 356 83 142 3
153 28,40 940 19 361 84 147 34
158 41 945 31,80 366 85 152 36
162 42 949 82 3Tt 86 157 n
167 43 954 a3 1,12376 28,87 1,12162 3238
171 44 958 84 8o 88 166 39
176 45 963 85 385 89 174 32.41
181 46 968 87 380 28,90 176 42
186 47 973 88 395 91 181 43
190 48 LT 89 399 92 185 44
195 49 982 31,90 | 112404 93 190 45
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Phu luc

1 (tiép theo)

x| % chitkho 1| %chatknd % | %chitknd 0| %chitkhd
I gi00 g dy g/100 mi Uz g0 g dy g/100 mi

112408 94 194 a7 | 142475 08 | 112261 65
413 95 199 48 480 09 266 66
418 o | 112204 48 485 20,10 1 67
423 28,97 200 32,51 430 T 278 &8
427 %8 213 52 494 12 280 32,70
a2 % 218 53 499 13 285 71
437 23,00 223 54 | 112503 14 289 72
442 01 228 56 508 15 204 73
447 02 233 57 513 16 209 75
451 03 237 58 51 17 | 112304 76
456 04 242 32,60 522 18 308 77
461 05 247 61 527 19 313 78
486 06 262 62 532 29,20 38 32,80
a7 07 257 63

Chit thich:
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da - TY trong cha dich qua & 20°C so véi nirde & 20°C.

dfﬂ - Ty trong cfia dich qué & 20°C so v6i nude & 4'C.




Phu luc 2: Bdng hiéu chinh °Bx vé nhiét dé 20°C

(do bang duong ké)
ce Gia tr do duge (°Bx)
0 5 10 15 20 25 30 35 40

0 0,30 | 049 0,65 0,77 089 | 09 | 108 | 1,186 1,24

5 036 | 047 0,56 0,65 073 } 080 | 086 | 091 0,97
10 ) 032 | 038 0,43 0,48 052 | 057 | 080 | 064 | 067
1 | 031 | 035 0.40 0,44 048 | 051 | 055 | 058 | 080
12 | 029 | 032 0,36 040 | 043 | 046 | 050 | 052 | 054
13 | 026 | 029 0,32 0,35 038 | 041 | 044 | 046 | 048
14 | 024 | 026 0,29 0,31 034 | 036 | 038 | 040 [ 04
15 | 020 | 022 0,24 0,26 028 | 030 | 032 | 033 | 034
16 | 017 | 018 0,20 0,22 023 | 025 | 026 | 027 | 028
17 | 013 | 0,14 0,15 0,16 018 | 019 | 020 | 020 | 021
18 | 009 | 010 0,10 0,11 012 § 043 | 043 | 014 | 014
19 | 005 | 005 0,05 0,08 006 | 006 [ 007 | 007 | 007
20

21 | 004 | 005 0,06 0,08 006 | 007 | 007 | 007 | 007
22 | 010 { 040 0,11 0,12 012 } 013 | 014 | 014 | 015
23 | 0,16 | 016 0,17 0,17 0,19 02 | 021 | 021 0,22
24 | 021 | 022 0,23 0.24 026 | 027 | 028 | 029 { 030
25 | 0,27 | 028 030 0,31 032 | 034 | 035 | 036 | 038
26 | 033 | 034 0,36 0,37 040 | 040 | 042 | 044 | 046
27 { 040 | 041 0,42 0,44 046 { 048 | 050 | 052 | 054
28 | 046 | 047 0,49 0,54 054 | 056 | 058 | 0601 061
29 | 054 { 055 0,56 0,50 061 | 063 | 066 | 068 | 070
3 | 061 | 062 0,63 0,66 068 | 071 | 073 | 076 | 078
35 [ 099 | 1.1 1,02 1,08 110 | 113 [ 116 | 1.18 1,20
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Phuy luc 3: Bdng hiéu chinh néng d¢ chdt khé (%) do duoc vé nhiét do 20°C

(do bang chiét quang ké)
ec N3ng @5 chét khd do dudec (%)
10 15 20 25 30
8 0,6 06 07 07 0,7
0,5 0.6 0,6 0.7 0.7
10 0,5 0.5 0,6 0.6 07
11 0,5 0,5 0,5 0.6 0.6
12 0.5 0.4 05, 0,5 0,5
13 |5 0,4 0.4 0.4 0.4 0.5
14 | 7 03 0.3 0,3 0,4 0.4
15 0.3 03 0.3 0,3 0,3
16 0.2 0.2 0,2 0,2 0,2
17 0.2 0,2 0.2 0,2 0,2
18 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
19 0,1 0.1 0.4 0.1 0.1
20
21 0,1 0.4 0,1 0,1 0,1
22 0.1 04 0,1 0,1 0,2
23 0.2 0,2 0.2 0,2 0,2
24 03 03 03 03 0,3
25 0,3 04 0,4 04 04
26 04 04 0,5 0,5 0.5
7 | e 05 0,5 0,6 06 0.6
8 |3 06 0,6 0,6 0.7 0,7
29 0.6 0.7 07 0,8 0,8
30 0.8 0,8 0.8 0,9 0.8
31 08 0,9 0.9 1,0 1,0
32 0.9 1,0 1,0 1,1 14
33 10 1,1 1,1 1,9 12
34 11 12 12 1.2 1,3
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Phu luc 5: Bdng tra ham lugng duéng (g/l) trong dich qud nho

theo ty trong cta dich qud

% | Dglal) | % |0glam | o | gigm | 4B | bgen | 9% | oggn
1,041 87.5 1,087 1542 1,003 2208 1.082 192,56 1,108 2574
1,042 90,1 1,068 156,7 1,004 2228 1,083 195,2 1,109 2599
1,043 927 1,069 159,3 1,005 2253 1,084 197.8 1,110 2624
1,044 952 1,070 161,9 1,096 227.8 1,085 200,3 1,111 264,85
1,045 978 1,071 164,4 1,007 2302 1,086 2029 1,112 2673
1,046 1003 1,072 1670 1,008 2327 1,087 2055 1,113 2698
1,047 1029 1,073 169,5 1,099 2352 1,088 208,0 1,414 2723
1,048 105,5 1,074 1721 1,100 23786 1,089 2106 1,115 2747
1,049 108,0 1,075 174,7 1,101 2401 1,090 213,2 1,116 2772
1,050 1106 1,076 1773 1,102 2425 1,091 2157 1,147 279,71
1,051 113,2 1077 1798 1,103 2451 1,082 218.2 1,118 282.1
1,052 115,7 1,078 1824 1,104 2475 1,083 2208 1,119 2846
1,053 118,3 1,079 185,0 1,105 2500 1,094 2228 1,120 287 1
1,054 1209 1,080 1875 1,106 2525 1,085 2253 1,124 2896
1,055 1234 1,081 1801 1,107 2550 1,096 2278 1,122 2920
1,056 1260 1,082 192.6 1,011 1644 1,097 2302 1123 2945
1,057 128,5 1,083 1952 1,072 1670 1,098 2327 1,124 2870
1,058 1311 1,084 197.8 1,073 169.5 1,089 235,2 1,125 299.4
1,059 1337 1,085 2003 1,074 1721 1,100 23756 1,126 190
1,060 1368 1,086 2029 1,075 1747 1,101 2401 1,127 304 4
1,061 1388 1,087 205,5 1,076 1773 1,102 242 6 1,128 306,9
1,062 1414 1,088 2080 1077 1798 1,103 2451 1,129 093
1,063 1439 1,089 2106 1,078 1824 1,104 2475 1,130 3118
1,064 146,5 1,090 213,2 1,079 185,0 1,105 250,0
1,065 149,1 1,091 2157 1,080 1875 1,106 2525
1,066 151.6 1,082 218,2 1,081 1601 1,107 255,0

Chii thich:
2y Ty trong ciia dich qua & 20°C so véi nude cit 20°C.

Bg (g/l): Ham heong dutng c6 trong dich qué (g/h).
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Phu luc 6: Bdng chuyén dét giita nong do chdt kho (%)
va nong do duomg (g/l) trong dich nho ép

Chét kht (%) | Budmg (gh) [ Chat kho (%) [ Dudng (gh) [Chét khé (%)| Dudng (gh) [Chit kho (%) Butng (gh)
10,0 85,4 13.0 116,8 16,0 1489 18,0 1818
10,2 87,5 13,2 1189 16,2 151,0 19,2 1840
104 89,6 134 121,0 16,4 153,2 194 186,2
10,6 81,6 138 1231 16,6 1564 19,6 188.4
10,8 837 138 1283 16,8 1578 19,8 190,7
10 85,8 140 1274 17.0 159,7 200 1928
1,2 o718 14,2 129,5 17.2 1619 20,2 1951
114 100,0 14,4 1317 174 164,1 204 1974
11,6 102,0 1486 1338 176 166,3 20,8 199,6
11,8 1041 14,8 1359 178 168,5 20,8 2019
120 106,2 150 138,0 18,0 170,7 210 2041
122 108.4 15,2 140,2 18,2 1729 212 206,4
124 110,5 15,4 1424 18,4 1751 214 208,8
12,6 1126 16,6 1445 18,6 1773 216 2109
12,8 14,7 15,8 146,7 18,8 178,56 218 2131
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Phu luc 8: Quan hé giita do Brix, d¢6 Bomé, néng dé % khdi luong

va ty trong cua dich duong

°Bx

°Ra

20

20

15

20

20

15

% | dy | df | d ¥°Bx|°Be | % | dy | 4 | 4
00 | 00 | 00 | 10000 | 09982 | 1,000 | 144 | 80 | 152 | 10585 | 10566 | 10595
04 | 02 | 04 | 10016 | 0,9998 | 1,0025 | 148{ 82 | 157 | 10602 | 10683 | 1.0612
08 | 04 | 08 | 10031 | 1,0013 | 1,0040 | 152{ 84 | 161 | 1.0619 | 10600 | 10629
12 | 07 | 12 | 10047 | 10029 | 10056 | 166 | 87 | 166 | 10636 | 1,0617 | 10646
18 | 09 ] 16 [ 10062 | 10045 | 10074 | 160 | 89 | 17.0 | 10653 { 1,0834 | 10663
20 | 11| 20 | 40078 | 1,0060 | 1,0087 | 164 | 91 | 175! 10671 | 10652 | 10681
24 | 13| 24 | 10094 | 10076 | 1,0103 | 168 | 9,3 | 179 | 1,0688 | 1,0669 | 10608
28 | 16 | 28 | 10109 | 10091 | 10118 | 17,2 | 96 | 184 | 10706 | 1,0687 | 1,0716
32 | 18 | 32 | 10125 | 10107 | 10134 | 176| 98 | 188 1,0723 | 10704 | 10733
36 | 20 | 36 | 10141 | 1,0123 | 10150 || 180 | 100 { 193 | 1,0740 | 10721 | 10750
40 | 22 | 41 | 10157 | 1,0139 | 10166 | 184 | 102 | 198 | 1,0758 | 1,0730 | 10768
44 | 24 | 45 | 10173 | 10155 | 10182 | 188 | 104 | 202 | 1,076 | 1,0757 | 10786
48 | 27 | 49 | 10180 | 10171 { 10198 | 192 | 107 | 207 | 1.0793 | 1,0774 | 1,0803
52 | 29 | 53 | 10204 | 10186 | 10213 ) 196 | 109 | 212 | 10811 | 10792 | 10821
56 | 31 | 66 | 1,0021 | 10203 | 10262 || 200| 11,1 | 216 | 10820 | 10810 | 1,083
50 | 33 | 61 | 10237 | 10218 | 10245 || 204 | 113 | 221 | 1,0846 | 1,0827 | 1,0856
64 | 36 | 66 | 10253 | 10235 | 10262 | 208 116 | 226 | 10864 | 10845 | 1,0874
68 | 38 | 7.0 | 10260 | 1,0251 | 10278 | 21,2 | 118 | 230 | 10882 | 1.0863 | 1,0892
72 | 40 | 74 | 10285 | 1,0267 | 10204 | 216 | 120 | 235 | 10900 | 1,0881 | 1,0810
76 | 42 | 78 | 10301 | 1,0283 | 10310 | 220 | 122 | 240 | 10918 | 10869 | 1,0928
80 | 44 | 82 | 10316 | 1,0300 | 10327 | 224 | 124 | 244 | 10927 | 10908 | 1,0937
84 | 47 | 87 | 10334 | 10316 | 10343 | 228| 127 | 249 | 10945 | 1,0026 | 1,0855
88 | 49 | 91 | 10350 | 1,0332 | 10369 [ 232 | 129 | 254 | 10964 | 1,0945 | 1,0074
92 | 51 | 95 | 10367 | 1,034% | 10376 [ 236 | 131 | 259 | 10982 | 1,0963 | 1,0992
96 | 53 | 100 | 10383 | 1,035 | 10392 | 240 | 133 | 264 | 1,009 | 10990 | 1,101
100 | 56 | 104 | 10400 | 10382 | 10400 [ 244 | 136 | 269 | 11028 | 4,1009 | 11038
104 | 58 | 108 | 10416 | 1,0398 | 10425 | 248 | 138 | 273 | 1,048 | 41026 | 1,1056
132 | 73 | 139 | 10534 | 10515 | 10543 | 252 140 | 278 | 1,064 | 11044 | 1,1074
136 | 76 | 143 | 10551 | 10532 | 10561 | 256 | 142 | 283 | 1,083 | 1063 | 1,1003
140 | 78 | 148 | 10568 | 10549 | 10578 | 260 | 144 | 288 | 11101 | 1,1081 | 11111
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Phy luc 10: Bang hé sd ¢ hi¢u chinh 1y trong (d < 1} do duoc vé 20°C

Ty trong bidu kién do dudgc

e 0,9980 - 0,9340| 0,9939 - 0,9590 | 0,9888 - 0,9850 | 0,9849 - 0,9510 | 0,9808 - 0,9770| 0,9769-0,9730 | 0,9729 - 0,0690
10 15 16 18 2,1 24 28 3.1
11 14 15 17 18 22 26 28
12 13 14 15 17 20 2.4 26
13 12 13 14 16 18 20 23
14 10 11 12 14 16 18 20
15 0.9 10 11 1,2 1,4 18 17
16 0.7 038 09 10 1,1 13 14
17 05 0,6 07 0.8 09 1,0 11
18 0.4 04 05 0,5 06 06 0.7
19 02 0,2 0,2 0.3 03 03 0.3
21 02 0,2 0,2 03 0,3 03 0.4
22 04 0,5 0.5 06 06 06 07
3 06 0,7 07 08 0.9 10 11
24 09 1,0 10 11 12 14 15
25 11 1,2 13 14 16 18 19
26 1.4 15 16 17 18 2,1 23
27 17 18 19 20 22 25 238
28 20 2 22 23 26 29 3.2
29 23 24 25 26 30 33 36
30 26 27 28 30 34 37 4,0

Ghi chi: T'C: Nhiét dé cla dich khi dem di xdc dinh ty trong.
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Phu luc 11: Hiéu chinh do con theo nhiét do 20°C

P D6 cdn bidu kign tai cic nhidt db

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 076 | 077 | 082 | 087 | 095 | 104 | 116 | 131 | 148 | 170 | 195
1 081 | 083 | 087 | 082 | 100 | 108 | 120 | 136 | 152 | 173 | 19
2 085 | 087 | 082 | 097 | 104 | 143 | 124 | 138 | 154 | 178 | 197
3 0,88 0.91 0,95 1,00 107 1,15 1,26 1,39 1,55 1,73 1,85
4 080 | 082 | 097 | 102 | 100 { 147 | 127 | 140 | 185 | 472 | 1m2
5 091 { 093 | 098 | 103 | 110 | 147 | 127 | 130 | 18 | e | 147
6 092 | 094 | 098 | 102 | 109 | 146 | 125 | 137 | 150 | 1e5 | 1g2
7 091 | 093 | 097 | 1ot | 107 | 194 | 123 | 13 | 145 | 159 | 178
8 089 | 091 [ 094 { 098 | 104 | 141 | 110 | 128 | 130 | 152 | 166
o | 2| ose | 088 | 091 [ oss | 10t | 107 | 114 | 128 | 133 | 144 | 187
10| S| os2 ! o8 | 087 | 091 | 095 | 101 | 108 | 116 | 125 | 135 | 147
1 078 | 073 | o082 | 086 | o9 | 085 | 10t | 108 | 116 | 125 | 136
12 072 | o074 | o76 | 079 | 083 | 088 | 083 | 09 | 107 | 115 | 124
13 066 | 067 | 069 | 072 | 076 | 080 | 084 | 080 | 0986 | 103 | 41
14 059 | 080 | 062 | 064 | 067 | 071 | 074 | o079 ! 085 | 091 | 097
15 051 | 052 | 083 | 055 { 058 | ost | o84 | 068 | 073 | 077 | 083
16 042 | 043 | 044 | 046 | o048 | oS0 | 053 | 086 | 080 | 083 | 067
17 033 | 033 [ 034 | 035 | 037 | 030 | 041 | 048 | 046 | 048 | 051
18 028 | 023 [ 023 [ 024 { 025 |02 | 027 | 020 | 03t | 03 | 035
19 012 ) 012 | 012 | 012 { 043 | 013 | o14 | 015 | o016 | 47 | o018
21 013 | 013 | 013 { 014 | 014 | 045 | 016 | 047 | o48 | 019
22 026 | 027 | 028 | 028 | 030 | 03t | 032 | 03¢ | 035 | 037
2 040 | 041 | 042 | o044 | 045 | 047 | o040 | ost | o054 | o057
2% 056 | 056 | 058 | o060 | 0g2 | o84 | 067 | 070 | o713 | 077
2% 069 | 07t | o7 ] o786 | o070 | 082 | o085 | o080 | o9 | oo
2% 085 | 087 | 090 | 093 | 096 | 100 | 104 | 108 | 113 | 118
27 103 | 107 | 1m0 | 195 | wae | o123 |12 |10 | sa0
28 120 125 1 129 | 133 | 138 ] o143 | 140 | 155 | 162
2% 139 | 143 | 147 | 152 ] 188 | 163 | 170 | 178 | 184
% | 157 | 161 | 166 | 172 | 178 | 18 | 191 | 1o | 207
i | F 175 | 180 | 186 | 182 ] 198 | 205 | 213 | 221 | 23
32 194 | 200 | 206 | 213 | 220 | 227 | 235 | 244 | 23
1 : 220 | 227 | 234 | 242 | 250 | 238 | 287 | 277
3 241 | 248 | 2% | 284 | 272 | 181 | 201 | 302
35 262 | 270 | 278 | 286 | 205 | 305 | 316 | a7
3% 283 | 291 | 300 | 300 | 319 | 328 | 341 | 3
37 313 | 323 | 333 | 343 | 354 | 365 | 378
38 336 | 347 | 357 | 368 | 379 | 391 | 403
39 350 | 370 | 381 | 393 | 405 | 417 | 430
40 382 | 394 | 406 | 418 | 431 | 444 | a5z

312



Phu Jue 11 (ti€p theo)

» D6 cbn bidu kién tai cac nhist dd
1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

0 226 | 282 3.03 348 | 402 | 458 5,11 5,65 6,16 6.63
1 226 | 258 2,97 340 | 387 | 436 4,86 5,35 5,82 6.26
2 224 | 254 2,89 320 | 372 | 417 4,61 5,05 5.49 569
3 220 | 248 2,80 316 | 3ss | 398 436 477 5,47 5,53
4 215 | 241 271 303 | 338 | 375 411 448 4,84 517
5 208 | 233 2,60 286 | 321 | 354 3,86 42 452 4,83
8 200 | 22 247 274 | 302 | 332 361 3,94 421 4.49
7 192 | 212 2,34 258 | 283 | 310 33 3.63 3,90 4,15
8 182 | 2,00 220 242 | 285 | 288 3.1 335 3.59 3,81
g | 2| w1 | 187 2,05 224 | 244 | 285 286 3,07 3,28 3,48
0| S| 160 | 174 1,89 206 | 224 | 243 2,61 2,80 298 3,18
b 147 | 160 173 188 | 203 | 2.0 2,36 2.52 268 2,83
12 134 | 144 1,56 169 | 182 1 198 2,10 2.2 2,38 2,51
13 1,19 1 128 1,38 149 | 161 | 173 1,84 1.96 2,08 220
14 104 | 112 1,20 128 | 139 | 149 158 168 1,78 1,88
15 089 | 095 1,02 109 | 116 | 1.24 132 140 1,48 1,56
16 672 | o7 082 | 088 | 094 | 100 1,06 112 1,18 1,25
17 055 | 059 0,62 067 | om | 075 0,80 0,84 0,89 0,94
18 037 | 040 0.42 045 | 048 | 051 053 0.56 0,58 0.62
19 019 | o020 021 023 | 024 | 025 | 027 0.28 0,30 0.3
21 019 | 020 062 | 023 | 025 | 026 | 028 0.20 0,30 0,3
22 039 | 041 0,44 047 | 049 | 052 | 0355 0,57 0,60 0,62
23 060 | 083 066 | 070 | 074 | 078 082 0.86 0,90 0,93
24 081 | 085 089 | 084 | 099 | 104 1,10 1,15 1,20 1,25
25 102 | 107 1,13 119 | 125 | 131 197 143 149 1,56
26 124 | 130 1,36 143 | 150 | 187 1,65 1,73 1,80 1,87
Vi 146 | 153 1,60 168 | 1,76 | 184 193 2,01 2,10 2,18
28 169 | 177 1,85 193 | 202 1 211 221 2,31 2.40 249
2 192 | 20 2,10 219 | 228 | 230 2,50 2,60 2,70 2,81
31 a | 215 | 225 235 245 | 256 | 267 278 2,90 30 3.12
i 23 | 248 2,60 271 | 282 | 284 307 3.19 33 343
32 263 | 274 2,86 297 | 308 | 32 3,36 349 362 374
33 288 | 299 312 324 | 337 | ast 365 3,79 392 4,06
34 313 | 325 3,38 351 1 365 | 379 394 4,09 4,23 437
35 339 | 35 364 378 | 393 | 4,08 423 438 453 4,69
36 385 | 378 3.91 405 | 421 | 437 452 438 484 5.00
37 391 | 404 418 | 433 | 449 | 465 | 482 498 515 531
38 417 | 431 446 | 461 | 477 | 494 512 528 546 5,63
39 444 | 458 474 | 490 | 508 | 523 | 541 5,59 577 5,94
40 471 | 486 5,02 519 | 53 | 58 | 571 590 6.08 6.26
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Phu luc 11 (ti€p theo)

D cén bidu kidh tai cic nhigt dé

To 4l 2 23 24 5 26 27 28 29 30
0 7.05 738 767 7.91 8.07 8,20 830 836 838 8.4
1 6,64 6,96 7.23 745 7,62 775 7.85 79 1.95 7.86
2 6,25 6,95 6,81 7,02 7,18 7.4 740 747 7.51 7.53
3 5,85 8,14 6,39 659 | 6,74 6,86 6,97 7.03 707 7.09
4 5,48 5,74 5,97 6,16 6,31 6,43 6,53 6,59 5,63 6,66
5 511 5,35 5,56 574 5,89 6,00 6,10 6,16 6,20 6,23
6 4,74 496 5,16 5,33 547 5,58 567 573 577 5,80
7 4,38 4,58 477 4,92 5,05 515 524 5,30 5,34 537
8 402 421 438 4,52 4,54 4,74 4.51 487 4,92 4,85
8 2| 367 384 399 4,12 4,23 4,32 4,39 4,45 4,50 4,53
10 ) 333 348 18 3,73 383 9 3.98 4,03 4,08 411
11 2.98 312 324 3,34 343 3,50 3.57 362 3,66 369
12 2.64 276 287 296 304 310 3,16 320 | 325 37
13 23 241 250 2,58 2,65 2,71 2,76 280 283 2,86
14 197 208 2,13 2,20 2.26 231 2,36 2,38 242 2,44
15 1.64 171 177 1,83 1,88 1.92 1.56 1,98 2,01 2,03
18 1.31 1,36 141 1.46 1.50 153 1,56 1,58 1,60 162
17 0,98 1,02 1.05 1.09 112 1.14 197 1,18 1,20 1.21
18 0,65 0.68 0.7 0.72 0,74 0,76 0.78 0,78 0,80 081
19 0,33 0,34 0,3t 0,36 0,37 0,38 0,39 0,40 0,40 0,41
21 0,33 0,34 0,35 0,35 0,37 0,38 0,38 0,39 0,39 0,40
22 0,65 0.67 0.70 072 0,74 0,75 0,76 0,78 0,79 0,80
23 0,97 i 1.04 1.07 1,10 1,12 1,15 1,17 1.18 1,19
24 1,29 134 1,39 1,43 1.46 1,50 1.83 1,55 1,57 158
25 1,62 1,68 173 1,78 183 1.87 1.90 1,94 157 1.95
26 1,94 2.01 207 213 2,18 24 228 2,32 2.35 2,38
27 2.26 234 241 2,48 2,55 2,64 2,66 2,70 2,74 277
28 2.58 2,67 2,76 283 290 298 3,03 3,08 313 iz
29 2.51 3,00 309 318 3.26 334 340 348 3.51 355
30 b 323 34 344 383 3,62 3.70 377 3,84 3,80 395
3 = 3.55 3,67 378 388 3,98 4,07 4,15 4,22 4,28 433
32 3,87 4,00 4,11 422 4,33 4,43 451 4,58 4,66 4,72
KXi 4.2 433 445 4,57 4,68 4.7% 4,68 4,97 5,04 5,10
34 452 4,68 479 491 5,03 5,15 5,25 5,34 542 5,49
33 4,84 4,98 512 5.26 5,38 550 5,61 571 5,80 587
36 5,16 531 5,46 5,60 573 5,86 597 6,08 6,17 6,25
37 548 5.64 5,80 595 6,06 6.22 6,33 6,44 £,54 6,63
38 5.80 5.97 6,13 .29 6,43 6.57 8,69 §,81 6,92 7.01
39 6,12 6.30 8,47 6,62 6,78 6.93 7,08 718 7.28 7.38
40 6,44 6,62 5,80 697 7.3 7.28 7.4 7,54 7,66 1,78
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Phu luc 12: Quan hé giita lugng dong Cu (mg) va lugng glucoza (mg)
khi xdc dinh duong khit theo phwong phdp Bertran

Cu Glucoza Cu Gluceza Cu Glucoza Cu Glucoza
2 0,98 46 23,10 80 47,00 134 72,56
3 1,37 47 23,65 g1 4755 135 73,19
4 1,82 48 24,16 82 48,11 136 73.81
5 2,27 49 2470 93 4867 137 74,44
B 2,94 50 2521 94 49,22 138 75,08
7 3,43 51 2574 a5 49.78 138 75,65
8 3,92 52 268,26 96 50,35 140 76,25
9 4.41 53 26,69 97 50,94 141 76,87
10 5,80 54 2730 98 51,50 142 77,50
1 5,40 55 27,84 g9 52,07 143 75,71
12 582 56 2837 100 52,65 144 79,31
13 6,37 57 28,90 104 53,23 145 79,94
14 6,86 58 29,42 102 53,82 146 B0,56
15 7.35 59 29,85 103 54,38 147 81,18
16 7.84 60 30,50 104 54,94 148 81,00
17 8,31 61 31,05 105 55,53 148 81,00
18 8,92 62 31,58 106 56,11 150 B2.44
19 8,31 63 2 107 56,67 151 83,06
20 8,80 64 3267 108 57.23 152 83,68
21 10,30 65 32 109 57.82 153 8433
22 10,80 66 33,74 110 58,39 154 85,00
23 11,31 67 34,25 111 58,94 155 85,62
24 11,84 68 3483 112 5953 158 85,25
25 12,36 69 35,39 113 60,12 157 86,87
26 19,85 70 35,94 114 80,71 158 87,50
27 13,35 71 36,47 115 5129 159 88,12
28 13,85 72 37,00 116 5188 160 88,15
29 14,38 73 37,55 117 6247 161 89,37
a0 14,90 74 38,10 118 63,06 162 90,00
k| 15,40 75 38,63 11¢ 63,65 163 90,62
32 15,90 76 38,17 120 6423 164 91,25
KX] 16,40 77 38,72 121 64,82 165 91,91
34 16,90 78 40,28 122 65,41 166 9253
35 17,40 79 40,83 123 66,00 187 9319
36 17.80 50 41,39 124 66,59 168 93,81
37 18,42 81 - 41,44 125 67,18 169 94 44
38 18,85 82 432 58 126 67,76 170 9506
39 19,45 83 43,05 127 68,35 171 95 69
40 18,95 84 4351 128 68,94 172 96,31
41 20,47 85 4418 120 69,53 173 96 94
42 21,00 86 44 80 130 70,12 174 7 60
43 2133 87 45,33 131 70,75 175 9825
44 2205 88 4589 132 71,35

45 2258 89 46 44 133 71,94
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Phu luc 13: Quan hé giita lugng dong Cu (mg) va lugng maltoza (mg)
khi xdc dinh duong khit theo phuong phdp Bertran

Cu Maltoza Cu Maltoza Cu Maltoza Cu Maltoza
1 0,88 26 2346 51 46,36 76 £9,55
2 1,78 27 2436 52 47,26 77 70,44
3 2,68 28 2525 53 48,18 78 71,40
4 357 2 26,00 54 49,09 79 7236
5 4,51 30 27,00 55 50,00 80 7327
6 5,36 Ky 27,01 56 50,81 81 (7420
7 6,25 32 28,00 57 51,90 82 75,18
8 717 33 2973 58 52,82 83 76,09
9 8,04 34 30,64 58 53,71 B4 77,00
10 8,93 35 31,35 80 54,70 85 7.9
11 9,82 36 3250 61 55,64 86 78.80
12 10,72 7 33,54 82 56,54 87 79,82
13 11,64 38 34,36 63 57,50 88 80,78
14 12,54 39 35,27 64 58,45 89 81564
15 13,45 40 36,18 65 59,36 90 82,60
16 14,36 4 30 66 60,19 91 8352
17 15,27 42 38,00 67 61,18 g2 84 46
18 16,18 43 39,00 68 62,10 93 85,36
19 17.00 44 /N 69 63,09 94 86,37
20 18,00 45 40,81 70 64,00 95 87,20
21 18,90 46 41,73 [ 64,81 96 88,18
22 18,31 47 42,64 72 65,58 97 89,00
23 20,72 43 43,54 73 66,73 98 90,00
24 21,64 49 44 50 74 67.69 99 91,00
25 22,55 50 45,45 75 68,64 100 91,91
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Phu luc 15: Bdng Mac Grady 2

58 éng duang tinh cho 3 b pha
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