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L&i ndi dau

TCVN 11039-3:2015 dwgc x4y dng trén co s& tham khao JECFA 2006, Combined compendium of
food additive specifications, Volume 4: Analytical methods, test procedures and faboratory solutions
used by and referenced in the food additive specifications;

TCVN 11039-3:2015 do Ban k¥ thuat tidu chudn TCVN/TC/F4 Gia vj va phu gia thuc phdam bién soan,
Téng cuc Tiéu chudn Do lrdng Chét lvgng thdm dinh, Bé Khoa hoc va Cdng nghé céng bé;

B& tiu chuin TCVN 11038 Phy gia thur phdm — Phuong phép phén tich vi sinh véat gbm céc phdn sau:

TCVN 11039-1:2015, Phén 1: X4c dinh t8ng sb vi sinh vat hiéu khi bdng ky thuét dém dia;

TCVN 11039-2:2015, Phén 2: Xéc dinh téng s6 vi sinh vt hiéu khi bdng ky thuét dém dia xodn;

TCVN 11039-3:2015, Phdn 3: Phét hién va dinh lugng coliform va E. coli bdng ky thugt dém sb c6
xéc sudt 16n nhét (Phuong phép chuén);

TCVN 11039-4:2015, Phén 4: Phat hién va dinh lwgng coliform va E. coli bing kg thuat dém s6 ¢6
xéc suét Ion nhét (Phuong phép thong dung);

TCVN 11039-5:2015, Phan 5: Phéat hién Saimonella;

TCVN 11039-6:2015, Phdn 6: Phét hién va dinh lvong Staphylococcus aureus bdng ky thuét dém
khuén lac;

- TCVN 11039-7:2015, Phén 7: Phét hién va dinh iwong Staphylococcus aureus bdng ky thudt dém
sé ¢6 x4c suét Ion nhét (MPN);

TCVN 11039-8:2015, Phdn 8: Djnh lvong ndm men va ndm méc.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 11039-3:2015

Phu gia thiec phdm - Phwong phap phan tich vi sinh vat -
Phén 3: Phat hién va dinh lwong coliform va E. coli bang ky thuat
dém sé c6 xac suat Ién nhat (Phwong phap chuén)

Food additives - Microbiological analyses -
Part 4: Detection and enumeration of coliforms and E. coli by

most probable number technique (Reference method)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phwong phap chudn d@é phat hién va dinh lueng coliform va E. coli trong phu
gia thirc ph&m bang k¥ thuat dém sé co xac suét ién nhat (MPN).

2 Thuat nglr va djnh nghia
Trong tiéu chuan nay slr dung cac thuat nglr va dinh nghia éau day:

21
Coliform (coliform)
Vi khudn 1&n men lactose cé sinh khi & nhiét 46 35 °C theo c4c diéu kién quy dinh trong tiéu chuan nay.

2.2

E. coli gia dijnh (presumptive Escherichia coli)

Vi khudn 1én men lactose ¢o sinh khi & 35 °C va sinh indol tir tryptophan & 35 °C theo cac diéu kién
quy dinh trong tiéu chun nay.

3 Nguyén tic

3.1 Céy phan méau thir vao éng nghiém chira mdi trwdng tang sinh chon loc va u 48 h & 35 °C. Cac
bng thu dwoc cho thdy co sinh khi 12 éng chira coliform gia dinh.
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3.2 D& khing dinh coliform, ciy tiép vao éng dirng méi tredrng khdng dinh va 0 & 35 °C trong 48 h.
Sau khi kiém tra éng thu duwgc trong 4.1.2 ma cb sinh khi thi khdng dinh sl ¢6 mat cla coliform. Binh
Iwgng coliform bang k¥ thuat MPN.

3.3 DA khing dinh E. coli, cAy tiép vao éng ding méi trrong EC va 0 & 45 °C trong 48 h rdi tiép tuc
cAy vao thach L-EMB, ¢ & 45 °C trong 18 h dén 24 h va thye hién phép thir hinh thai hoc va cac

phép th sinh hoa.

4 M&i trdng cdy, dich pha lodng va thubc thir

4.1
. 4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13

4.14

Canh thang lauryl tryptose (LST) (xem A.1).

Canh thang brilliant green-lactose-mét (BGLB), 2 % (xem A.2).
Canh thang EC (xem A.3).

Thach eosin Levine-metylen xanh (L-EMB) (xem A.4}.
Thach dém dia (PCA) (xem A.5).

Canh thang trypton (tryptophan) (xem A.6).

Canh thang MR-VP (xem A.7).

Canh thang xitrat Koser (xem A.B).

Thubc thir Kovacs (xem A 9).

Cac thudc thir Voges-Proskauer (VP) (xem A.10).
Dung dich 4ém phosphat Butterfield (xem A.11).
Chét chi th| metyl dé (xem A.12).

Thudc nhudém Gram.

Creatin, dang tinh thé.

5 Thiét bj va dyng cu thuy tinh

Cé thé dung dung cu thuy tinh st dung mét 1an thay thé cho cac dyng cy thuy tinh sir dung nhigu |an

néu ching c¢é cac d4c tinh thich hep.

St dyng céc thiét bj ctia phong thir nghiém vi sinh va cy thé 1a:
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5.1 N&i cach thuy, tuan hoan, ¢ ndp, duy tri dwec nhiét 46 45,5 °C = 0,2 °C. Myc nuéc phai cao
hon moi treéng ma éng dwoe nhiing vao.

5.2 Nhiét ké kidu nhiing, dai khodng 55 cm, ¢6 thé do trong ddi tlr 1 °C dén 55 °C, chia 46 dén 0,1 °C.
5.3 Ta4m, ¢6thé hoat ddng & 35°C + 1 °C.

5.4 Cén, co thé chinh xac dén 0,1 g.

5.5 Céan phdn tich, co thé can chinh xac dén 1 mg.

5.6 Thiét bj trdn va binh tron.

5.7 Pipet chiavach, vé tring, dung tich 1,0 mlva 10,0 ml.

5.8 Thiét bj khir tring @& xC¥ ly mau.

5.9 Chai pha lodng, bding thly tinh borosilicat, cé ntit hodc ndp vin bang polyetylen véi vong dém teflon.
C6 thé sir dung céc chai pha lo@ng chira dung dich dém phosphat Butterfield cé ban san trén thj tredng.

5.10 Thiét bj dém khuén lac, loai co hoc hoac dién tir, ¢6 ngudn sang thich hop, dfa lwdi va bd dém.

5.11 May do pH.

6 Lay miu

MAu giri @én phong thly nghiém phai Ia mau dai dién. M3u khdng bj hir hdng hodc bién ddi trong subt
qué trinh van chuyén hodc bao quan.

Viéc lay m3u khdng quy dinh trong tiéu chudn ndy. Xem tiéu chudn cy thé ¢ lién quan @é&n san pham.
Néu chwa ¢6 tiéu chuln cuy thé lién quan dén san pham thi cac bén co lién quan nén thod thuan voi
nhau v& vén @& nay.

7 Chuén bj mau thr

M3u dwgc tron déu dé thu dugce cac phan miu thte ddng nhét.

8 Cach tién hanh
8.1 Phép thir vi khudn coliform gia dinh

Can vb trung 10 g mau, cho vao lo vb tring ¢é ndp van. Thém 90 ml dung dich dém phosphat
Butterfield (4.11) va t&¢c manh (50 I4n véi bién @ 30 cm) dé thu dwec dung dich pha loang 107", Dé yén
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t 3 min @&n 5 min va l4c lai huyén phu (5 13n voi bign dd 30 cm) ngay trwdc khi chuén bj day cac dung
dich pha lodng va cly.

Chuén bi tht ca cac dung dich pha loang thap phan v&i 90 mi dung dich d@ém phosphat Butterfield cing
v&i 10 ml dung dich pha loang triwée d6, trir khi cé quy dinh khac. Cac d6 pha loang dwoc chuén bj phy
thudce vao mat a6 coliform dy doan. Léc tht ca cac huydn phu 25 1An véi bién 6 30 cm trong 7 s.
Khéng diing pipet d& phan phéi cac thé tich nhé hon 10 % dung tich pipet. Chuyén cac thé tich 1 mi
vao 3 éng LST (4.1) ddi véi mdi d6 pha loang clia 3 49 pha losing lién tiép. Gitr pipet véi géc sao cho
pipet thap hon canh dwéi déi dién cla éng. D& pipet chay trong 2 dén 3 s. Thei gian tir khi trjn mau
aén khi két thic cy mau 12 khéng qua 15 min.

U céc éng 48 h £ 2 h & 35 °C. Kim tra su sinh khi clia cac éng sau 24 h £ 2 h, v& sy thay ddi moi
trwong trong éng Durham do Ién men hogic c6 sti bot khi cac éng duoc khudy nhe. U thém céc éng
khong sinh khi trong 24 h. Kiém tra tiép v& sy sinh khi. Thyrc hién phép thir khdng dinh (8.2 hodc 8.3)
trén cac 6ng duong tinh gid dinh (co sinh khi).

8.2 Phép thir khing djnh coliform

Khudy nhe tirng éng LST c6 sinh khi (xem 8.1). Gil* nghiéng éng va dung que cdy ldy ddy mét vong
chy (khdng i4y I&p mang, néu cb), cdy vao éng canh thang BGLB (4.2). U éng BGLB trong 48 h£2h &
35 °C. Kiém tra sy sinh khi va ghi lai éng c6 sinh khi.

Ong nghiém c6 sinh khi sau khi 0 48 h £ 2 h & 35 °C dugc coi la dwong tinh.
8.3 Phép thir khing dinh E. coli

Khudy nhe mi éng LST sinh khi (xem 8.1) va chuyén mét véng cy chira ddy dich cdy vao éng dung
canh thang EC (4.3). U cc éng EC trong 48 h £ 2 h & 45,5 °C £ 0,2 °C trong ndi cach thlly (5.1). Kiém
tra sinh khi tai thoi diém 24 h + 2 h; néu am tinh thi kiém tra tiép sau khi 148 h £ 2 h.

Pua vang cly chira ddy dich cAy tir cac éng cb sinh khi vao thach L-EMB (4.4) sao cho mét phdn dia
¢6 céc khudin lac phan tach 6. U trong 18 h @én 24 h & 35 °C.

Cac dia nghi ng& chira cac khudn lac E. coli, ¢6 chira cac khudn lac ¢6 tam téi mau, cb ho¥c khéng ¢
anh kim loai. Chon hai khuan lac nghi ngé tir m&i dia L-EMB va chuyén sang thach nghiéng PCA (4.5)
a4 kidm tra hinh thai va thi sinh héa. U mbi trrong thach nghiéng PCA tir 18 h Gén 24 h & 35 °C. Néu
khong thdy cac khudn lac dién hinh thi chon t&r m3i dfa t&» 5 dén 10 hodic nhidu hon cc khudn lac
gibng E. coli nhét.

Tién hanh nhudém Gram @& xem hinh thé. Kidm tra céc tinh chét sinh héa sau day (bdn phép thir ddu
tién goi chung & IMViC) dbi v&i cc vi khun hinh que ngén ho#c hinh cAu b4t mau Gram am.
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a) Kha nang sinh indol

Céy vi khudn vao canh thang trypton (4.6) va (i 24 h + 2 h & 35 °C. Kiém tra viéc sinh indol bang cach
thém t&r 0,2 ml dén 0,3 m! thubc thr Kovacs (4.9). Phép thir dwong tinh néu xuédt hién mau dé dic
treng & 1&p phia trén,

b} Phan rng Voges-Proskauer

Céy vi khun vao canh thang MR-VP (4.7) va 1 48 h £ 2 h & 35 °C. Chuyén 1 ml vao éng 13 mm x
100 mm (5.15). Thém 0,6 ml dung dich alpha-naphthol trong etanol (4.10.1) cung v&i 0,2 ml dung
dich kali hydroxit 40 % (4.10.2) va trdn. Thém vai tinh thé creatin (4.14). L&c va a8 yén trong 2 h.
Phép thir dwong tinh néu xuit hién mau héng eosin.

¢) Phan trng véi metyl d6

U éng MR-VP thém 48 h £ 2 h & 35 °C sau phép thir Voges-Proskauer. Thém 5 giot dung dich metyl §&
(4.12) vao mi éng. Phép thir dwong tinh néu c¢6 mau dé d&c tneng. Phép thir 4m tinh néu xuét hién

mau vang.
d) St dung xitrat

Céy nhe vao canh thang xitrat Koser (4.8); tranh 1am dyc éng. U 96 h + 2 h & 35 °C. Néu canh thang
duc la phan ¢ng dwong tinh.

e) Sinh khi tir lactose

Céy vao canh thang LST (4.1) va G 48 hz 2 h & 35 °C. Néu cb bot khi trong éng Durham thi phan (ng
dwong tinh.

CHU THICH: Thay vi thee hién cac phép thir IMVIC, ¢6 thé ding cac phép thir sinh héa ding dai vt liéu chudn bj sdn. Cdy vi
khun trén thach nghidng PCA @& thyc hién phép thir.

T4t ca ching cay dugc coi la E. coli néu:
¢ |&n men lactose co sinh khi trong 48 h & 35 °C,
o xuét hién dwdi dang hinh que ngén hodic hinh cAu khéng sinh bao tle, b&t mau Gram am, va

+ cho IMVIC (bdén phép thir ddu tién) kidu ++—— (dang sinh hoc 1) hodic —+—— (dang sinh hoc 2).

9 Tinh va biéu thj két qua

Theo cac két qua dién gidi (xem 8.2 hodc 8.3), chi rd sy ¢d mat hay khéng ¢b6 mét coliform vashoic
E. coli trong phan mau thir. Tham khao TCVN 6404 (1SO 7218) ¥l.
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Tinh s& MPN cua coliform dya trén cac phén clia cac éng LST ¢ sinh khi da duoc khdng dinh (xem
8.2) dbi véi ba 86 pha loang lién tiép. Tham khdo TCVN 6404 (ISO 7218) B,

10 Bao céo thtr nghiém

Béo ¢do thlr nghiém phai chi ra:

a) moi thong tin can thiét d& nhan biét ddy AG vé miu thi,

b) phwong phap 4y miu da st dyng, néu biét;

¢) phwong phap thir nghiém @a ding, vién dan tiéu chuln nay;

d) moi chi tiét thao tac khdng duwgc quy dinh trong tiéu chudn ndy hodc nhirng didu dwgc coi la tuy
chon cling nhu cac sy ¢b bt ky ¢6 thé dnh hwdng dén két qua;

e) két qua th(r nghiém thu dwoc.

10



Phu lyc A

{Quy dinh)
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Thanh phén va chuin bj méi treéng céy va thubc thir

A.1 Canh thang lauryl tryptose (LST)

A.1.1 Thanh phin

Tryptose hodc trypticase 20g
Lactose 5g
Kali hydro phosphat (K;HPO,) 2,759
Kali dihydro phosphat (KH,PO,) 2,75¢g
Natri clorua (NaCl) 5g
Natri lauryl sulfat 0,1¢
Nudc cét 1 lit
A.1.2 Chudn bj

Phan phéi cac phan 10 ml vao cac éng Durham 20 mm x 150 mm chira cac éng Ién men 10 mm x 75 mm

@3 Gp ngwee. Hap 4p lwe 15 min & 121 °C. pH cudi cing dat 6,8 £ 0,2.

A.2 Canh thang brilliant green-lactose-mét

A.21 Thanh phin

Pepton 109
Lactose 10g
Mat bo khd 209
Brilliant green 0,0133 ¢
Nude cht 1 it
A.2.2 Chudn bj

Hoa tan pepton va lactose trong 500 ml nuwérc cht. Thém 20 g mat bo khd da hoa tan trong 200 ml niréc
cét. pH clia dung dich ndy phai dat tir 7,0 @én 7,5. Tron va thém nwéc dén 975 ml. Chinh pH dén 7 4.
Thém 13,3 ml brilliant green 0,1 % trong nwéc cit. Thém nwéc cat vira @l 1 lit. Phan phéi vao cac éng
Durham, sao cho m(r¢ chét 1dng phu c4c éng Durham da duoc Gp nguwece. Hap ap lwc 15 min & 121 °C.

pH cudi cling dat 7,2 + 0,1.
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A.3 Canhthang EC

A.3.1 Thanh phén

Trypticase hodc tryptase 2049
H8n hep cac mubi mét No. 3 15g
Lactose 59
Kali hydro phosphat (K,HPO,) 4g
Kali dihydro phosphat (KH,POy,) 15g
Natri clorua (NaCl) 59
Nuwérc cat 1 lit
A.3.2 Chuén bj

Phan phéi cac phan 8 mi vao cac éng 16 mm x 150 mm chira cac éng |1én men 10 mm x 75 mm da Gp
nguoe. Hap 4p lwe 15 min & 121 °C. pH cudi cung dat 6,9 £ 0,2.

A.4 Thach eosin Levine-metylen xanh (L-EMB)

A.4.1 Thanh phin

Pepton 109
Lactose 10g
Kali hydro phosphat (K;HPOy) 29
Thach 15¢g
Eosin Y 0449
Metylen xanh 0,065¢
Nuéc cht 1 lit
A.4.2 Chudn bj

Bun s6i @& hda tan pepton, phosphat va thach trong 1 lit nwéc. Bl nwée dén thé tich ban diu, néu can.
Phan phéi cac phan 100 ml hodc 200 ml va hip 4p lyc 15 min & nhiét 40 khéng qué 121 °C. pH cudi
cing dat 7,1+ 0,2.

Trudce khi str dung, 1dm tan chay thach va ¢ méi phdn 100 ml thi thém:
5 mi dung dich lactose 20 % vé tring;
2 ml dung dich 2 % eosin Y;
4,3 ml dung dich metylen xanh 0,15 %.

Khi st dyng san phdm khé, dun sbi 3 hoa tan tit ca cac thanh phan trong 1 lit nwéc. Phéan phéi cac
phan 100 hodc 200 ml va hip ap lyc 15 min & 121 °C. pH cuédi cing dat 7,1 £ 0,2.

12
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A5 Méi treong thach dé dém dia (PCA)

A.5.1 Thanh phin

Trypton 509
Chét chiét ndm men 2549
Dextrose 1049
Thach 1549
Nuwéc cht 1 lit

A.5.2 Chuén bj

Bun sdi nudc @& hoa tan cac thanh phén. Phan phéi méi trudng vao cac éng hodc binh thly tinh cé
dung tich thich hep. Khir triing 15 min trong ndi hap ap twc & 121 °C. pH cudi ciing 7,0 £ 0,2.

A.6 Canh thang trypton (tryptophan), 1 %
A.6.1 Thanh phin

Trypton hodc trypticase 10g
Nwée cht 1 lit

A.6.2 Chuldn bj

Phan phéi cac phan 5 ml vao cac éng Durham 16 mm x 125 mm hodc 16 mm x 150 mm. Hap &p luc
15 min & 121 °C. pH cuéi cing dat 6,9 + 0,2,

A.7 Canh thang MR-VP
A.71 Maitrwong 1

A.7.1.1 Thanh phin

Bt nwoc dém pepton 79
Glucose 5¢
Kali hydro phosphat (K;HPOy) 5g
Nuwée cht 1 lit

A.7.1.2 Chudn bj

Hoa tan céc thanh phan trong 800 m! nwéc ¢6 dun nhe. Loc va dé ngudi dén 20 °C va thém nuéc
@én 1 lit. Hap &p Iyc tlr 12 min dén 15 min & 121 °C. pH cudi cung dat 6,9 £ 0,2.
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A7.2 M6itrwong 2

A.7.21 Thanh phin

Pepton casein 359
Pepton thit 35¢
Dextrose 5g
Kali phosphat 5g
Nuwoe cht 1 lit

A.7.2.2 Chuén bj

Hoa tan cac thanh phan trong nwéc cé dun nhe néu cAn. Phan phéi 10 ml vao cac dng Durham 16 mm
x 150 mm va hép 4p lyc 15 min & nhiét 43 tr 118 °C dén 121 °C. pH cudi cing dat 6,9 + 0,2.

A.7.3 Mbitrwong 3

A.7.3.1 Thanh phin

Pepton 59
Glucose 5g
Pém phosphat 5g
Nuéc cht 1 lit

A.7.3.2 Chuén bj

Héa tan cac thanh phan trong nuéc. Phan phéi 10 ml vao cac éng Durham 16 mm x 150 mm va hép 4p
lye 15 min & 121 °C. pH cubi cing dat 7,5+ 0,2.

A.8 Canh thang xitrat Koser

A.8.1 Thanh phin

Natri amoni hydro phosphat ngam bén phan tir nuére (NaNHHPO,4H,0) 1,5g

Kali hydro phosphat (K.HPO,) 19
Magie sulfat ngam bay phan t&r nwéc (MgSO, 7H;0) 029
Natri xitrat ngadm hai phan tl nwéc 39
Nuwéc cét 1 lit
A.8.2 Chuln bj

Phan phéi vao cac éng nép van néu c6 yéu cAu. Hap ap lyc 15 min & 121 °C. pH cubi cling 8at 6,2 £ 0,2,

CHU THICH: Céng thirc nay dugc néu trong cac phirong phép phan tich clia AQAC. Cong thire ndy khic véi méi tnedmg khd
béan s&n. Mai tneérng ndy dugce coi la thich hop.

14
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A.9 Thudc thir Kovacs

A.9.1 Thanh phin (Tham khao (1))

p-Dimethylaminobenzaldehyde 5g
2-Metylbutan-2-ol (amyl alcohol) 75 ml
Axit clohydric (HCI) d3c 25 ml

A.9.2 Chudn bj

Hoa tan p-dimethylaminobenzaldehyde trong 2-metylbutan-2-ol. Thém tlr tlr axit clohydric d%c. Bao
quan & 4 °C. D& th( indol, nhd tir 0,2 ml d&n 0,3 ml thudc thir 83 chudn bj vao 5 ml chiing cAy vi khuin
trong canh thang trypton 24 h. Phan (rng dwong tinh indol néu ¢6 mau d3 sim trén 16p bé& mat. Db
véi E. coli gay bénh dwdng rudt, néu 4m tinh sau 24 h thi thi» thém sau 72 h.

A.10 Cac thudc thir Voges-Proskauer (VP)

A.10.1 Dung djch alpha-naphthol trong etanol (dung djch 1)

Thanh phén:
alpha-Naphthol 5g
Etanol (tuyét dbi) 100 m!

A.10.2 Dung djch kali hydroxit, 40 % (khéi lvong) (dung dich 2)

Thanh phan:
Kali hydroxit 409
Nuére cht 100 ml

A.10.3 Phép thir Voges-Proskauer (VP)

O nhiét @3 phong, chuyén 1 ml ching cdy 48 h vao éng nghiém va thém 0,6 mi dung dich 1 va 0,2 ml
dung dich 2. Lic sau khi thém méi dung dich. D& tang cudng @6 va téc dd phan (rng, thém vai tinh thé
creatin vao hén hop. Boc két qua sau khi thém cac thude thir 4 h. Phdn (rng dwong tinh néu xuat hién
mau hdng eosin.

A.11 Dung dijch pha lodng phosphat Butterfield
A.11.1  Thanh phin

Kali dihydro phosphat (KH;PO,) 34g
Nuéc cht 500 ml

15
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A.11.2 Chuén bj

Chinh pH dén 7,2 béng dung dich natri hydroxit 1 M. Thém nwéc dén 1 lit. Tiét tring 15 min & 121 °C.

Bdo quan trong tu lanh.

Thuée thir tring pha lodng: L&y 1,25 ml dung dich géc néu trén, thém nudc dén 1 lit. Phan phéi vao
¢4¢ chai 90 ml hodc 99 ml £ 1 ml. Tiét trung 15 min & 121 °C.

A.12 Chét chi thi metyl dé

Metyl dé 0.1g
Etanol (85 %) 300 ml
Nuwoc cht 500 ml

16
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Thw myc tai ligu tham khao

TCVN 4829:2005 (ISO 6579:2002, Cor 1:2004) Vi sinh vt trong thuc phdm va thic &n chdn nudi -
Phuong phap phat hién Salmonelia trén dia thach

TCVN 4882:2007 (1SO 4831:2008) Vi sinh vét trong thuc pham va thixc dn chan nudi — Phuong
phap phét hién va dinh lugng coliform — Ky thuét dém sd c6 xéc suét 16n nhét

TCVN 6404 (ISO 7218) Vi sinh vt trong thuc phdm vé thic &n chdn nudi — Yéu céu chung va
huong dén kiém tra vi sinh vét

" TCVN 6848:2007 (ISO 4832:2008) Vi sinh vét trong thuc phdm va thixc dn chén nudi ~ Phuong

phép dinh lugng coliform — Ky thuét dém khuén lac
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