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Léi néi diu

TCVN 11039-2:2015 dweec xay dung trén co s& tham khao JECFA 2008, Combined compendium of
food additive specifications, Volume 4: Analytical methods, test procedures and laboratory solutions
used by and referenced in the food additive specifications;

TCVN 11039-2:2015 do Ban ky thuat tidu chuin TCVNITC/F4 Gia vj va phy gia thuc phém bién soan,
Téng cyc Tiéu chuén Do lwdng Chét Ivgng thdm dinh, Bd Khoa hoc va Céng nghé cong bé;

B4 tiéu chudn TCVN 11039 Phy gia thuc phdm — Phirong phép phén tich vi sinh vét gdm cac phan sau:

TCVN 11039-1:2015, Phén 1: X4c dinh téng sb vi sinh vét hiéu khi bdng ky thuét dém dia;

TCVN 11039-2:2015, Phén 2: X4c dinh tong s6 vi sinh vét hiéu khi bng ki thuét dém dia xodn;

TCVN 11039-3:2015, Phén 3: Phét hién va dinh lwgng coliform vé E. coli bdng ky thuat dém s6 c6
xéac suét lon nhét (Phwong phap chuén);

TCVN 11039-4:2015, Phén 4: Phét hién va dinh lwong coliform va E. coli béng ky thuét dém sé ¢co
x4c sudt Ion nhédt (Phuong phép théng dung);

I

TCVN 11038-5:2015, Phan 5: Phét hién Saimonella;

TCVN 11039-8:2015, Phén 6: Phét hién va dinh lrong Staphylococcus aureus bang ki thuat dém
khuén lac;

TCVN 11039-7:2015, Phén 7: Phét hién va dinh Iwgng Staphylococcus aureus béng ky thuét dém
s6 ¢6 xac suét I6n nhét (MPN);

TCVN 11039-8:2015, Phan 8: Bjnh ltarng ndm men va ném moc.



TIEU CHUAN QuUOC GIA TCVN 11039-2:2015

Phu gia thwc pham - Phwong phap phan tich vi sinh vat -
Phan 2: Xac dinh téng sé vi sinh vat hiéu khi
bang phwong phap dém dia xoan

Food additives — Microbiological analyses —
Part 2: Determination of total aerobic count by spiral plate count technique

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay quy dinh phwong phap dinh lwong vi sinh vat hiéu khi c6 trong phy gia thic phdm béing
ky thuat dém dia xoén (SPLC).

2 Thuét ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay str dung thuat ngl va dinh nghia sau day:

21

Vi sinh vit hiéu khi (aerobic micro-organisms)

Vi khuan, ndm men va ndm méc hinh thanh khun lac c6 thé dém dugc, phat trién trong didu kién hiéu
khi theo quy dinh trong tiéu chuan nay.

3 Nguyén tic

Phuwong phap nay str dung dia co hoc dé ciy mau dang 1dng vao dia thach xoay. Thé tich méu dugc
phan phéi gidm khi kim cay di chuyén tir tam dia ra mép dia dang xoay. Nong d¢ vi sinh vat dwoc xéac
dinh bing cach dém céc khudn lac tai mét phin clia dia Petri, 1a phan c6 thé dém dwec va chia s6 dém
nay cho thé tich thich hgp. Mt 1an cdy xac dinh mat d¢ vi sinh vat tir 500 dén 500 000 trén mai mililit.
Déi véi cac mat dd vi sinh vat cao hon, cé thé pha loang tiép.

4 Mbi trrong cly va dich pha lodng

4.1 Dung dich natri hypoclorit (NaOCI) thwwong mai, ndéng dd khoang 5 %.
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4.2 Dung djch natri hypoclorit (NaOCI) thwong mai, ndng d¢ 5,25 %.
4.3 Nwéc pha loang vo tring.

4.4 Méi tredng thach dé dém dia (PCA)

4.41 Thanh phin

Trypton 50g
Chét chiét nAm men 25g
Dextrose 1.0g
Thach 15¢g
Nuéc 1 000 ml

4.4.2 Chudn bi
Hoa tan cc thanh phén trén trong nuéc. C6 thé dun néng nwéc dé hoa tan céc thanh phén.
Thém thach va dun dén si, thinh thodng khudy cho dén khi tan hét thach.

Phan phbi méi trweérng vao cac 6ng hodc binh thly tinh ¢é dung tich thich hgp. Khir tring 15 min trong
ndi hip ap lwe (5.1) & 121 °C. Chinh pH sao cho sau khi khir tring, pH dat 7,0 £ 0,2, néu cén.

5 Thiét bi, dyng cu

Cé thé diing dung cy thuy tinh st dyung mét 1an thay thé cho cac dung cy thuy tinh s dung nhiéu Ian
néu chiing c6 cac dic tinh thich hop.

S dung céc thiét bj clia phong thlr nghiém vi sinh va cuy thé 1a;

5.1 Thiét bj G khir tring khé (ti sdy) ho3c & khir tring wét (ndi hip ap lyc).

6.2 Ta4m, c6 khd nang hoat ddng & 35 °C £ 1 °C.

5.3 Dia Petri, bing nhya hodc thiy tinh, cé chiéu cao 15 mm, dudng kinh 100 mm hodc 150 mm.
5.4 Pipet, c6 dung tich danh dinh 1 ml, 5 ml va 10 ml, dugc chia vach dén 0,1 mi.

5.5 pH mét, c6 dd chinh xac + 0,1 don vj pH & 25 °C.

5.6 Nhidt ké, c6 thé do v&i khodng nhiét dd thich hop.

6.7 Thiét bj cdy xodn.
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5.8 Lw&i dém (xem Hinh 1)

St dung clng hwéi dém cho ¢a dia Petri 100 mm va dia Petri 150 mm. St dung man chan doi véi dia
100 mm. Lwdi dém duwoc chia thanh tdm phan hinh guat bing nhau; méi hinh quat dwoc chia bdi bén
day cung danh sé 1, 2, 3 va 4 tir mép ngoai cha Irdi dém. Cac duong ké bén trong cac hinh cung
duwoc bd sung dé thuan tién cho viéc dém. Hinh vanh khan 1a ving ndm gilra hai day cung bén trong
hinh quat. 86 lwong ving da dém (vi dy: 3) 1a sé hinh vanh khin dugc dém bén trong mét hinh quat.
Thiét b cAy dia xoén sé& cdy mau Ién dia thach theo cling cach thirc gilva cac Ian.

CHU THICH: Khi c4c khudn lac dugc 88m béng lwdi, thd tich m3u s& Ién hon vi 3&m tir mép ngoai vé phia tam dia.

Hinh 1 - Lwéi dém

5.9 Bay chén khéng, @& rit bé chét Idng, gbm chai chan khéng tir 2 lit dén 4 lit, hoat ddng nhw bau
chira va ngudn chan khéng tir 66,7 kPa dén 80,0 kPa (ir 500 mmHg dén 600 mmHg).

510 Céc c6 mo loai nho dung mét ldn, dung tich 5 ml.
5.11 Tui polyetylen, dung dé bdo quan céc dia da chudn bj.

5.12 Xyranh, v&i dAu tip Luer @& chéng tic nghén kim.
6 Liy mau

M&u gt dén phong thir nghiém phai la miu dai dién. M3u khéng bj he hdng hosc bién ddi trong subt
qua trinh van chuyén ho3c bdo quan.

Viéc Ay m3u khéng quy dinh trong tiéu chudn ndy. Xem tiéu chudn cu thé c6 lién quan dén san pham.
Néu chwa c6 tiéu chudn cy thé lién quan dén san pham thi cac bén cé lién quan nén thod thuan véi

nhau vé van dé nay.
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7 Chudn bi mau thir

Mau duoc trdn ddu dé thu dwoc cac phAn mau thir dbng nhét.

8 Cach tién hanh
8.1 Chuén bj dia thach

Sir dung bé phan phéi vé tring t ddng khi chudn bj cac dfa thach. Thé tich thach Guoc phan phéi vao
cac dfa can giéng nhau vi ti 1& nhiém tap 12 thép so véi vige rét thach tha cdng trong phong thi nghiém.
Khi diing ti ¢4y, st dung bd phan phéi t ddng. Rét cac Ivgng thach giéng nhau vao tit ca cac dia sao
cho thach cé cling @6 day, dé& dAu kim clia thiét bj cdy xodn duy trl géc tiép xtc nhu nhau. Céc dia
thach phai bang phing trong qua trinh d& ngudi.

Trudc khi dd dia, nén st dung phwong phap sau day: ding bd phén phéi ty ddng hodc rot mét lwvgng
thach cb dinh (khodng 15 ml cho dia 100 mm; 50 m! cho dia 150 mm) da khir trung & nhiét 9 tir 60 °C
dén 70 °C vao tirng dia Petri (5.3). D& cho thach déng dic trén bé mat phdng va a3t cac dia di rét
thanh tirng chéng khéng nhidu hon 10 dia. D4t cac dTa thach da ddic vao cac tui polyetylen (5.12), lam
kin tUi bing nhiét va up ngwec, & nhiét 46 tir 0 °C dén 4,4 °C. Gilr cac dia thach da rét & nhiét o
phong trwéc khi cly.

8.2 Quy trinh cdy

Sir dung thiét bj ciy xodn (5.7) cAy I&n bé& mit dfa thach @3 chudn bj (8.1) dé dém vi sinh vét trong cac
dung dich chira tl 500 @é&n 500 000 vi sinh vét trén mililit. Trong déi dém dugc quy dinh, khdng can sir
dung céc chai pha loang hodc pipet va cac thiét bi phy tre khic. Knodng cach gitra cac mé 12 thi thiéu va
thvi gian @& kiém tra thiét bi 12 it hon 2 min. Thiét bj cdy gidm dan lwgng miu theo dwdng xoén Acsimet
Ién b& mat dia thach. Thé tich mAu cla bAt ki phdn ndo clia dfa déu biét treére. Sau khi cdy, cac khun
lac moc doc theo duwréng xoan. Néu cac khudn lac trén mdt phan cla dia co khodng cach thich hop so
v&i phdn khac thi dém ching trén lwdi aém (5.8) da hiéu chudn thé tich véi dién tich ctia phan dfa.

Kiém tra hang ngay géc nghiéng clia dAu tip va chinh lai néu cAn (s dung chan khdng dé gitr ndp trén
b& mat GAu tip; dAu tip & vi tri dung hwréng néu mat phing clia nép song song va cich bé mét nén
khoang 1 mm). Cho chét Iéng di chuyén qua hé thng bing chan khéng. Trudc khi dwa méu vao, lam
sach dAu tip bing cach trang bing dung dich natri hypoclorit (4.1) trong 1 s, sau d6 trang tiép bang
nwéc pha loang vé tring (4.3) trong 1 s. Thyre hién buéec trang gilra cac 1an thirc hién mau aé giam
thiéu nhiém chéo. Sau khi trang, dua mau vao dAu tip cla éng teflon bing chén khdng, sr dung van
hai chidu. Khi éng teflon va xyranh (5.13) da chira 4y mAu thi @6ng van gén véi xyranh. Dt dia thach
I&n mat phdng, dit dAu tip 1én bé mat thach va khdi ddng motor cla thiét bj cAy xoén (5.7). Trong qua
trinh cdy, ghi nhan cac nip dia Petri. Sau khi cly xong, nhic d4u cly ra khdi b mat thach va ding
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thiét bj. LAy dia thach d& cAy ra va day ndp. Di chuydn dau cly v& vi tri khéi dong. Trang hé théng
bang hypoclorit (4.1) va nwée, st dyng chan khéng, sau d6 dua mau mai vao. Lat ngwgc c¢ic dia va
a3t ngay dia vao to &m (5.2) trong48 h+3h &35°C+ 1 °C.

8.3 Kiém soat vé tring

Kiém soat sy vé tring cla thiét bj ciy dia xodn sau m&i diy miu, ding nuéc pha lodng vé tring (4.3)
dé dd dra.

CHU Y: Céc dTa thach rét sdn khong dwgc nhidm khudn b& mat va gilr nhiét @5 clia dia khéng thap
hon nhiét 9 phang (néu khéng, nwéc cb thé tich ty trén bd mit thach). Khéng dugc dé dia qua khs,
biéu hién gqua bé mét thach ong anh hosic cé cac nép nhin |én. Bia thach khong dwoc dong cac giot
nwdre trén bé mét hodic cac dia thach ¢ 46 day chénh léch qua 2 mm, cling khéng nén bao quan dia
thach & nhiét @6 t& 0 °C dén 4,4 °C quéa mét thang. Téc dd dong bi giam qua 6ng cho thay co sy tac
nghén hodc ¢6 vat can trong hé théng. D& [am hét tc nghén, thao van ra khéi xyranh (5.13), l4p xyranh
bom tay ¢é dng néi chira nurdc va bom ap suét vao. Dung etanol dé trang nhim loai bd cac chat ban
bam trén thanh cGa hé théng. Hoa tan céc chét bAn con sét bing axit cromic. Trang k§ bing nude sau
khi lam sach.

8.4 Higu chuin lwdi dém

Luong miu trong (Png trong cdc phan khac nhau cla Iwdi dém (5.8), nhuw trong sé tay kém theo thiét
bi cdy. Dién tich lwéi chinh xac dugc kiém tra bdi nha sdn xuét. P& xac nhan cdc gia trj nay, chuén bj
11 ndng @9 vi sinh vat trong dai tir 10° dén 10° t& bao/ml béng cach pha loang huyén phu vaiti1e 1 1
(khdng dung dyng cy dan mau) rdi @b dia. U ¢a hai nhom dia trong 48 h + 3 h & 35 °C + 1 °C. Tinh
cac ndng dd clia mdi a6 pha lodng. Pém cac dfa xoin theo bé mat lwdi, dung nguyén tac dém 20
(xem 8.5) va ghi lai & dém khudn lac clng véi dién tich luoi dém. MSi sé dém khuln lac xodn cla
dién tich ludi cy thé dwgce chia cho sé vi sinh vat hiéu khi trong 1 ml d& c6 ndng a3 vi sinh vat trén dia
xodn twong tng, néu rd thé tich mau da dwa vao tirng dién tich Iwdi cy thé. Thé tich dwgc dwa vao
méi dién tich lv&i, V, tinh béng mililit (ml) theo cang thirc sau:

V=21
C,

Trong d6:
Cy & sb khudn lac @ém duwoc trong mét dién tich ILdi;

C, lasb dém vi sinh vat trén mililit.

VIiDY: €, =31+ 30 (khuan lac), C; = 4,1 x 10" vi sinh vatml
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31+30
V =

—=0,0015 mi
41210

8.5 Kiém tra sé dém dia xodn

Sau khi 0, dat dia xodn vao giira Iwdi dém béng cach didu chinh gia d&. Chon hinh quat bét ki va bét
@4u dém cac khudn lac tir mép ngoai clia hinh vanh khan thx nhét v& phia tam, dén khi dém Gwoc 20
khuan lac. Két thuc viéc dém khudn lac ¢dn lai trong hinh vanh khan tai diém dém dén khuén lac thi
20. Bét ki khun lac moc khéng déu trong miu d&u dugc kidm soat bang cach @ém cac hinh vanh
khan twong (rng clia hinh quat di dién va ghi lai két qua.

9 Tinh va bidu thj két qua

D& wéc tinh sé vi sinh vat, chia s6 dém cho thé tich ciia tét ca hinh vanh khan da dém.

Vi DY: Hai hinh vanh khan ctia m&i hinh quat 84 d8m déi di¢n nhau clia dTa twong tmg 31 va 30 khuln lac. Thé tich miu
chira trong cac hinh vanh khan s&m mau I 0,0015 ml.

31+ 30

0015 4,1 x 10*vi sinh vatm|

Sé vi sinh vat =

Néu 4 hinh vanh khan ctia hinh quat chiva it hon 20 don vi hinh thanh khudn fac (CFU) thi d8m sé CFU
trén toan bd dia. Néu sb khudn lac vt qué 75 trong hinh vanh khan thiy hai, thir ba hodc thir tw la
hinh vanh khin chira khudn lac thir 20 thl sé vi sinh vat woc tinh sé thép vi 18i triing 13p do cac khuén
lac chdng 1&n nhau. Trong tredng hop ndy, dém méi hinh vanh khan gin ké theo chu vi trong tét ca 8
hinh quat, d&m it nh&t 50 khuin lac, vi du néu 2 hinh vanh khan dAu tién clia hinh quat chira 19 khudn
lac va hinh vanh khan thir ba chira khudn lac thie 20 va thir 76 (ho#c Idn hon) thi dém cac khuén lac
trong hinh vanh khan thie nhét va ther hai lidn k& theo chu vi, tai tAt ca 8 hinh quat. Tinh thé tich chira
trong céc hinh vanh khan @5 dém clia cac hinh quat va chia thanh sé khuén tac.

Khi ¢6 it hon 20 CFU dém dwoc trén toan bd dia thi bao cio két qua Ia “it hon 500 sé dém khuén lac wéc
tinh trén mililit". Néu s6 khudn lac dém duoc [6n hon 75 & hinh vanh khan thi» nhét cda hinh quat thi
bao céo két qua 13 “Ién hon 500 000 sb dém khudn lac wéc tinh trén mililit”. Khong dém cac dia xoén
phan bd khuln lac khdng d&u do 18i phan phéi. Béo céo cac két qua clia cic dia nay |4 "sw cb cla
phong thir nghiém”. Néu khudn lac moc lan réng trén toan bd dia thi bd dia nay. Néu khudn loc moc
lan rdng trén mdt nira dién tich dia thi chi @ém cac khuén lac phan bé tét trén dién tich khéng moc
lan réng.

Tinh sé dém khudn lac trir khi phét hién co6 mat cac chét ¢ ché trong miu, khudn lac moc lan réng qué
mrc hodic sy ¢d clia phong thir nghiém. Lam trdn sé ddm nhuw trén.

Bao cao cac sb dém theo sé dém khudn lac hodc sé d&m khuln lac wdc tinh trén mililit.

10
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10 Béo céo thir nghiém

Béo cao thir nghiém phai chi r6:

a) moi théng tin ¢an thiét @& nhan biét day 40 vé mau thi;

b) phwong phap l4y mau @3 sir dung, néu biét;

¢) phurong phap thir nghiém g3 ding, vién dan tiéu chudn nay;

d) moi chi tiét thao tac khdng dwec quy dinh trong tiéu chuln nay hodc nhirng didu duwoc coi 12 tuy
chon cling nhw cac sy ¢b bét ky c6 thé anh hwdng dén két qua;

e) két qua thir nghiém thu dwec.

11
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Thw muyc tai ligu tham khao

[1] TCVN 4884:2005 (1ISO 4833:2003) Vi sinh vét trong thire phdm va thac &n chdn nubi — Phuong
phap dinh lugng vi sinh vét trén dia thach — Ky thuét dém khuén lac & 30 48 C

[2] TCVN 4884-1:2015 (ISO 4833-1:2013) Vi sinh vé&t trong chubdi thyc phédm - Phuong phép dinh
lurong vi sinh vét — Phén 1: ©ém khuén lac & 30 °C bang k¥ thuat 66 dia

[3] TCVN 4884-2:2015 (ISO 4833-2:2013) Vi sinh vét trong chudi thyc phdm — Phuwong phép djinh
long vi sinh vat - Phdn 2: Bém khuén lac & 30 °C béng ki thuét cdy bé mat
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