TIEU CHUAN VIET NAM TCVN 4884 : 2001

Soat xét 1an 1

Vi sinh vat hoc — Huéng dan chung vé dinh lugng vi sinh vat -
Ky thuat dém khuan lac & 30°C

Microbiology — General guidance for the enumeration of micro-organisms -

Colony count technique at 30°C

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay dua ra hudng dan chung dé dinh Iugng vi sinh vat cé trong thuc phdm hoac thic an
chan nudi bang cach d&ém khuan lac phat trién trong méi trudng dac sau khi nuéi hiéu khi 6 30°C".

. n 'y .n =
2 Tiéu chuan vién dan

TCVN 4881 : 1989 (ISO 6887: 1983), Vi sinh vat hoc - Huéng dan chung vé cach pha ché cac dung

dich pha loang dé kiém nghiém vi sinh vat.

TCVN 6404:1998 (ISO 7218: 1997), Vi sinh vat trong thuc phdm va trong thic an gia stc — Nguyén tac

chung vé kiém tra vi sinh vat.

3 Binh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung dinh nghia sau:

Vi sinh vat (micro-organisms): la cac vi khudn, ndm men va ndm mac phat trién hiéu khi trong cac diéu

kién dudc xac dinh trong tiéu chuan nay.

4 Nguyén tac

4.1 Chudn bi hai dia rét. d& rot méi trudng nudi cay quy dinh va cdy vao dé mét luong mau thir xac
dinh néu san phdm ban dau la chat 16ng, hoac ding mét lugng huyén phl ban dau xac dinh néu cac
san pham 3 dang khac.

"' Nhiét d6 30°C thuong dugc sir dung nhiéu nhét trong dinh lugng téng cac vi sinh vat va nhiét dé nay da duac
ISO/TC 34 Tiéu ban ky thuat 8 chdp nhan. Tuy nhién vi ly do nao d6 ma mét nhiét dd khac duge sir dung, thi phai
ghi vao trong bao céo thi nghiém.
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Chuén bi cac cap dia khac, trong cling mét diéu kién thir, c8y cac dich pha lodng thap phan tir mau thir
hoc tir huyén phi ban dau.

4.2 Nudi hiéu khi cac dia & 30°C trong 72 h.

4.3 Tinh s8 Iugng vi sinh vat trén mililit hodic trén gam mau tir s8 khuén lac phét trién trong cac dia
dugc chon (xem 10.1).

5 M@i trudng nudi cdy va dich pha lodng

5.1 Khai quét

Thuc hanh phang thi nghiém xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218).
5.2 Dich pha loang
Xem TCVN 4881:1989 (ISO 6887) va tiéu chuén cu thé d6i véi san phdm cdn  kiém tra.

5.3 Mai trudng dém dia

Thanh phén
trypton 50¢9
cao men kho 25g
glucoza khan 10g
thach 12 g dén 18 g
nudc 1 000 ml
Chudn bi

Hoa tan cac thanh phan hodc méi trudng hoan chinh khd trong nuéc bang cach dun néng, néu cén.
Chinh pH sao cho sau khi thanh triing dat 7,0 & 25°C, néu cén.

Phan ph&i méi trudng vao cac 6ng nghiém (6.8), méi 6ng 15 ml hodc binh hozc chai (6.8) cé dung tich
khéng qua 500 ml véi mét lugng khoang mét nlfa dung tich clia binh chia.

Thanh triing trong ndi hdp ap luc & 121°C trong 15 phut. Néu méi trudng dugc sif dung ngay thi lam
ngudi trong ndi cach thuy (6.5) & 45°C truéc khi sif dung.

N&u khong diing ngay thi trudc khi xét nghiém vi sinh vat, d& tranh su cham tré khi rét méi trudng vao
dia can lam tan chay hoan toan mai trudng trong ndi cach thuy dang sbi, sau d6 lam ngudi trong noi
cach thuy (6.5) & nhiét d6 45°C.
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5.4 Mai trusng thach nudc (néu can - xem 9.2.3)

Thanh phan
thach 12 g dén 18 g%
nudc 1 000 ml
Chuén bi

Hoa tan thach trong nuéc bing cach dun néng, néu can. Chinh pH sao cho sau khi thanh tring dat 7,0
& 25°C, néu can.

Phan phdi mai trudng vao cac 6ng nghiém (6.8), mdi 6ng 4 mi, hoc binh hodc chai (6.8) vdi 100 ml moi
trugng cho méi binh ho#c chai (6.8).

Thanh tring trong ndi hdp ap Iuc & 121°C trong 15 phut. Néu méi trudng dude s dung ngay thi lam
ngudi trong ndi cach thuy (6.5) & 45°C trudc khi st dung.

Néu khdng dung ngay thi trudc khi xét nghiém vi sinh vat, dé tranh su cham tré khi rét méi truong vao
dia can lam tan chay hoan toan méi trudng trong ndi cach thuy dang sbi, sau dé lam ngudi trong ndi
cach thuy (6.5) 3 nhiét dd 45°C.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

Chu thich 1 - C6 thé s dung thiét bi, dung cu st dung mét 1an thay cho viéc st dung lai cac dung cu thuy
tinh néu chang dap (ing dudc cac yéu cau qui dinh.

S{r dung céc thiét bi théng thudng ctia phong thi nghiém vi sinh vat va dic biét 1a

6.1 Thiét bi dé thanh tring khé (td say) hodc dé thanh tring udt (ndi hap ap luc)
Xem TCVN 6404 : 1998 (ISO 7218).

6.2 Tu am, c6 kha nang hoat déong d 30°C + 1°C.

6.3 Dia Petri, bang thiy tinh hoZc chat déo c6 dudng kinh 90 mm dén 100 mm.

6.4 Pipet xa hét, ¢ dung tich danh dinh 1 ml.

6.5 N&i cach thiy, ho3c thiét bi tuong tu cé thé hoat déng & 6 45°C + 0,5°C.

6.6 Thiét bi dém khuan lac, bac gém nén phat quang va thiét bi d6m co hosc dién tlr sé.

6.7 pH met, chinh xac dén + 0,1 don vi pH & 25°C.

2 Tuy thudc sic déng cha thach
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6.8 Cac ong nghiém, cé kich thudc 20 mm x 200 mm, binh ho#c chai cé dung tich 150 ml nhung
khong 16n hon 500 ml .

7 Lay mau

Viéc 18y mau dudc tién hanh theo tiéu chugn thich hop dsi véi san phdm c6 lién quan. Néu chua cé tiéu

chuan cu thé thi cac bén lién quan nén thoa thuan vdi nhau vé van dé nay.

8 Chuan bi miu thir

Chudn bi mau thr theo tiéu chudn cu thé thich hgp di vdi san phdm cé lién quan. Néu khéng co tiéu

chudn cu thé thi cac bén lién quan nén thoa thuan vdi nhau vé phan nay.

9 Céch tién hanh

9.1 Phé4n mau thir, huyén phu ban ddu va dich pha loang

Xem TCVN 4881:1989 (ISO 6887) va tiéu chuén cu thé lién quan téi san phim.

9.2 Cay va nudi am

9.2.1 L&y hai dia Petri vé triing (6.3) dung pipet v tring (6.4) cho vao m&i dia 1 ml mau thir néu san
phdm la chat 16ng hodc 1 ml huyén phi ban ddu néu cac san phdm & dang khac.

L&y hai dia Petri vo trung khac. Dung pipet vé triing cho vao méi dia 1 ml dich pha lodng thap phan thi
nhat (10°") cia mAu thlr néu san ph&m la chat 1éng hoac 1 ml dich pha loang thap phan thir nhat (10?)
clia huyén phii ban dau néu cac san phdm & dang khac.

Lap lai trinh tu nay véi cac dich pha lodng ti€p theo va dung pipet méi vo tring ddi véi méi dich pha
loang thap phan.

9.2.2 R6t khoang 15 ml moéi trudng dém dia (5.3) & 45°C + 0,5°C vao maoi dia Petri. Thai gian tir khi
chudn bi xong huyén phu ban dau (hodc dich pha loang 10 ' néu san phdm la chat Idng) dén khi rot moi
truong (5.3) vao cac dia khdong dudc vuct qua 15 phut.

Trén cdn than mau cdy vdi méi trudng va dé cho hén hgp déng dac lai bang cach dat cac dia Petri trén
mat ban & cho mat.

9.2.3 Sau khi cac dia da dong dic hoan toan, va chi khi nghi ngd san phdm dugc xét nghiém cé chira
cac vi sinh vat ma khudn lac clia ching cé thé moc lan trén bé mat clia méi trudng, rot khoang 4 ml moi
trudng thach nuéc (5.4) 3 45°C + 0,5°C Ién bé mat méi trudng da cdy mau. DE cho dong d&c nhu mod ta
4 trén.

Thao tac nay néu cé tién hanh thi phai ghi lai trong bao cao thir nghiém.

9.2.4 Lat nguac cac dia da cdy mau va dua vao nudi & td 4m 3 30°C trong 72 h + 3 h.
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9.3 D&m khudn lac

Sau thai gian G 4m theo quy dinh (xem 9.2.4), ding thiét bi dém khu#n lac (6.6) ti€n hanh dém céac
khudn lac trong mdi dia chifa khéng quéa 300 khu#n lac.

10 Biéu thj két qua
10.1 Phuong phap tinh
10.1.1 Trudng hop chung - Cac dia chira tir 15 dén 300 khuin lac

Gill lai céac dia co chifa khong qua 300 khudn lac & hai do pha loang ké tiép nhau va diéu can thiét a
mét trong cac dia nay c6 chifa it nhat 15 khuén lac.

Tinh s& vi khudn N trén mililit ho¥c trén gam san phdm, tuy thugc vao tiing trudng hop va ap dung cong
thirc sau:

i

(n, + 0,1, )d
trong d6

Z C  laténg s& khuén lac dém dudc trén tat ca cac dia dugc gitr lai.

n, la s6 dia dudc gilf lai 8 do pha lodng thir nhat
n, la s6 dia dugc gilt lai & 6 pha loang thir hai.
d la hé s8 pha loang tuong (ing véi dé pha loang thr nhat.

Lam tron két qua dén hai chit s6 ¢6 nghia.

Biu thi két qua s& vi sinh vat trén mililit hosc trén gam san phim bing cach Idy mot & tir 1,0 dén
9,9 x 10%, trong d6 x 14 s mi cla 10.

Thi du:

84 vi sinh vat dém dugc g 30°C cho két qua sau:

- @ dich pha lodng thit nhat dudc gilr lai (10?): 168 va 215 khudn lac
- 38 dich pha loang thif hai dudc gilr lai (10?): 14 va 25 khusn lac

vo_ 2C 1684215414425 422
(m+0ln,)d  [2+(01x2)}107 ~ 0,022

=1918

Lam tron két qua theo quy dinh & trén s& cho két qua 1a 19 000 hodc 1,9 x 10¢ vi sinh vat trén

mililit ho&c trén gam san pham.
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10.1.2 Udc doan 6 lugng nhd

N&u hai dia Ung véi mau thif (san phdm 1dng) hodc huyén phl ban dau (cac san phdm & dang khac) cé
chita it hon 15 khudn lac thi tinh trung binh s6 hoc m cda sé khudn lac dém dudc trén ca hai dia.

Béao c4o két qua nhu sau:
- 86 vi sinh vat dugc u8c doan trong mét mililit:
Ng = m (san phdm 16ng)
- 84 vi sinh vat dudc udc doan trong mét gam:

Ne = m x d' (cac san phdm & dang khac), trong do d 1a y8u t6 pha lodng clia huyén phu ban dau.
10.1.3 Trudng hdp khdng cé khuan lac nao moc
Néu hai dia (mg vé&i mau thir (san phdm l6ng) hodc huyén phl ban dau (cac san phdm & dang khac)
khéng c6 cac khudn lac nao thi bao céo két qua nhu sau:
- nhd hon 1 vi sinh vat trong mét mililit (san phdm 1dng)
- nhd hon 1 x ¢! vi sinh vat trong mot gam (cac san phdm & dang khac), trong d6 d la hé s pha
lodng clia huyén phl ban dau.
10.2 Do chum
10.2.1 Cac dia chira tir 15 dén 300 khuan lac (xem 10.1.1)

Xét thuan tuy vé mat thdng ké, 95% trudng hgp gidi han tin cay clia phuong phap dao déng tir + 12%
dén + 37% (Cowel va Morisetti, tap chi ndng nghiép thuc phdm, tap 20 trang 573). Trén thuc té sai léch
nay tham chi con 16n hon, d3c biét la khi két qua thu dugc tif nhitng ngudi phan tich khac nhau.

10.2.2 Uéc doan sé lugng nho (xem 10.1.2)

Gidi han tin cay ddi vdi viéc udc doan sé lugng nho vi sinh vat cho & bang A.1.

11 Béo cao thi nghiém

Bao cao thir nghiém cén chi rd phuong phap da sif dung va két qua thu duge. Bao céo thif nghiém ciing
cén dé cap dén bat ky thao tac nac ma khdng dugc quy dinh trong tiéu chuén ndy hoic nhimg diéu
dugc coi la tuy y cling nhu cac su ¢b cd thé anh hudng dén két qua thi.

Bao cao thir nghiém phai bao gdm moi thong tin can thiét d& nhan biét day dd vé mau th.
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Phu luc A
(Qui dinh)

Gidi han tin cay dé udc doan sé lugng nhé khuan lac

Gidi han tin cay & mic 95% d6i vai viéc udc doan s& lugng nhd khi s khudn lac & trén cac dia dudc gilt
lai it hon 15 khudn lac cho 3 bang A 1.

Bang A.1
$6 vi sinh vat Gidi han tin cay 6 95%
thap hon 5 cao hon '
! 1 2 <1 2
' 2 ! <1 4
3 <1 5
4 1 6
5 2 9
6 2 10
7 2 | 12
8 3 13
9 4 14
10 . 4 16
11 r 5 18 .
12 6 19
13 ' 7 20 |
14 ‘ 7 21
15 ‘ 8 B 23
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