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Bo, sira Ién men va phomat twoi —
Pinh lwong cac vi sinh vat nhiém ban —

Ky thuat dém khuan lac &30 °C

Butter, fermented mitks and fresh cheese — Enumeration of

contaminating microorganisms — Colony-count technique at 30 s

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay qui dinh phirong phép dinh lrong cac vi sinh vat nhidm ban bing k§ thuat dém khuén
lac & 30 °C. Phuong phap nay ap dung cho bo, sira Ién men va phomat tuoi.

2 Tailiéu vién dan

Cac tai lidu vien dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng bé thi ap dung phién ban dugc néu. Déi voi cac tai liéu vién dan khong ghi nam cong b6 thi
ap dung phién ban méi nhat, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 6263 (ISO 8261), Sia va san phdm sira - Huong dén chung vé chuén bj mau tht huyén phi
ban dau va céc dung djch pha lodng thap phén dé kiém tra vi sinh véat.

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vét trong thuc phdm va thire 8n chan nudi — Yéu cdu chung vé hudng

dén kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vét trong thirc phdm va thire an chdn nudi - Chuén bi méu the,
dung djch huyén pht ban dau va céc dung dich pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vat — Phan 1:

Céc nguyén téc chung dé chuan bj huyén phu ban déu va céc dung dich pha loang thap phan.

TCVN 8128-1 : 2009 (ISO/TS 11133-1 : 2009), Vi sinh vét trong thuc phédm va thie an chan nudi -
Huong d&n chudn bj va sén xuét mdi trvong nubi cdy - Phan 1: Hudng dén chung vé dam bdo chat

luvong déi vai viéc chudn bj méi truong nubi cdy trong phong the nghigm.
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3 Thuéat ngir va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay s&r dung cac thuat nglr va dinh nghia sau day:

Vi sinh vat nhiém ban (contaminating microorganisms)
Vi khuén khéng sinh axit lactic, nAm men, ndm méc tao ra cac khudn lac cé thé dém duoc dudi cac

diéu kién duoc qui dinh trong tiéu chun nay.
CHU THICH 1 Vi khudn lactic cia san phdm dic thi khdng phat hién droc bang phuong phap nay

CHU THICH 2 Trong mét sb loai sika 1én men cy thé, thi vi khudn khang sinh axit lactic, ndm men va ndm méc co thé ia ml
phén cla hé vi sinh vat tao nén cac dic treng cba san phdm. Khi d6, can than trong khi 4p dung phueng phap nay.

4 Nguyén tac

4.1 Chuén bj cac dia rét st dung moi tredng nudi cdy qui dinh, sau d6 cay lén bé mat moi truong nay
moét Ivong huyén phi ban dAu ctia san pham. Trong cung diéu kién, chuén bi cac dia rot rdi cay lén bé
mat cac dia nay mét lueng qui dinh dung dich pha loang thap phan clia huyén phu ban dau.

4.2 U cac dia trong cac diéu kién hiéu khi & 30 °C £ 1 °C trong 72 h.

4.3 Tinh sé lwgng cac vi sinh vat trén gam mau thir tir s lvgng khuén lac thu dwoc trén cac dia & dd

pha lodng da chon sao cho thu dugc két qua co y nghia. -

5 Thubc thir, dich pha loing va méi trwdng cdy

5.1 Yéu céuchung

Xem TCVN 6404 (ISO 7218) vé thirc hanh phong thtr nghiém.
5.2 Vatliéu co ban

Xem 5.1 cita TCVN 6263 (1SO 8261).

5.3 Dich pha lodng dung cho muc dich chung

Xem 5.2 ciia TCVN 6263 (1SO 8261).

5.4 Dich pha loidng dung cho muc dich cu thé

Xem 5.3 cia TCVN 6263 (ISO 8261).

5.5 Phan phdi, khir tring va bao quan dich pha loang

Xem 5.4 ctia TCVN 6263 (ISO 8261).
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5.6 Mbi trrerng nudi cay
5.6.1 Yéu cau chung

T4t ca cac thanh phan ctia méi treong nudi cdy khong dugc chira cacbohydrat. Diéu quan trong cua
phuong phap nay la khéng ¢6 mat cacbohydrat trong méi treong nudi cly. Chét lvgng ctia moi trudng
khong chira cacbohydrat duoc str dung phai dam bao theo TCVN 8128-1-1: 2009 (ISO 11133-1 : 2009).

5.6.2 Thanh phén

Pepton tir casein ] 759
Pepton tir gelatin 759
Natri clorua (NaCl) 50q9

| Thach 10gdén15g"
Nuéc 1000 ml
"' Tuy thudc vao sirc ddng cua thach,

5.6.3 Chudn bj
5.6.3.1 Chudn bij tir moi treng hoan chinh khé ban san

Thuc hién theo hwéng din cua nha san xuét. Chinh pH dé& sau khi khe» tring pH 14 7,5 £ 0,1 & 25 °C,
ndu cAn. D& voi sta 1én men, chinh pH @& sau khi khir tring pH 13 8,0 + 0,1 & 25 °C, néu can.

5.6.3.2 Chuén bj tir cac thanh phédn co ban khé

Hoa tan cac thanh phan trong nuéc bing cach dun néng, theo thir tw: pepton tir casein, pepton tir,
gelatin, natri clorua. Thém thach va dun @én soi trong khi van khudy cho dén khi thach tan hét hodc
lam nong bing hoi nwée 30 min. Loc qua gidy loc, néu can. Chinh pH dé sau khi khir trung pH 1a 7,5 £ 0,1

& 25 °C, néu can. D&i voi sira Ién men, chinh pH @& sau khi khir trung pH 14 8,0 £ 0,1 & 25 °C, néu can.
5.6.3.3 Phan phéi, khtr tring va bao quan

Phan phéi vao mbi éng nghiém (6.8), cac luvong fir 12 mi dén 15 ml mdi treong mdi dng, hoac vao
binh cAy ho3c vao chai (6.9) cac lvong tir 100 mi dén 150 mi. Khir trung bng hap ap luc 15 min &
121°C % 196G

Néu mai trueng duoc st dung ngay thi lam ngudi méi trueng dén khoang tir 44 °C dén 47 °C trong
ndi cach thiy (6.5). Con néu mdi treong chwa duoc st dung ngay thi bao quan & noi téi tr 1 °C dén
5 °C trong khéng qua 3 thang. D& tranh bi cham tré khi rét méi trwong va khi bat dhu kiém tra vi sinh
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vat thi 1am tan chay hoan toan maéi trwéng trong ndi cach thiy dang séi, roi lam nguéi trong mét noi
céach thiy khac & 44 °C dén 47 °C trwdc khi s dung.

6 Thiét bi, dung cu

Dung cu sr dung mét 1an c6 thé duec dung dé thay thé cho dung cu thiy tinh st dung nhiéu lan néu
c6 cac qui dinh phu hop. Cac dung cy thay tinh st dung nhiéu 1an phai bén v&i viéc khir triang 1ap lai

va tro vé hoa hoc.

Khir tring tat ca cac dung cy tiép xuc véi mau thir, véi dich pha lodng hodc maéi tréng nudi cdy phi
hop v&i yéu cau clia TCVN 6263 (1SO 8261).

St dung cac thiét bi thong thweng cla phong thir nghiém vi sinh [xem TCVN 6404 (I1SO 7218) va
TCVN 6263 (1SO 8261)] va cy thé nhw sau:

6.1 Tuam, c6 kha nang duy tri nhiét @6 & 30 °C + 1 °C.

6.2 Tu sdy hodc ti 4m, dwoc tudn hoan khong khi, co kha nang duy tri nhiét d6 & 50 °C + 1 °C hoic tu
4m théng gid déi lwu.

6.3 Dia Petri, bang thdy tinh hodc bang chét déo, dwong kinh tlr 90 mm dén 100 mm, hodac khi nhidu
. hon 0,1 ml dich cdy thi st dyng dfa duéng kinh 140 mm.

6.4 Pipet chia d§, dung tich danh nghia 1 ml £ 0,02 miva 10 ml £ 0,2 ml.
6.5 Noi cach thuy, cé kha ndng duy tri nhiét do & 44 °C dén 47 °C va co6 kha nang dun soi.

6.6 Dung cu dém khudn lac, dwroc roi sang trén nén den, coé thiu kinh khuéch dai voi d6 phong dai
1,5 1an va cé bd dém bang co hoac dién t.

6.7 May do pH, c6 db chinh xac + 0,1 don vi pH & 25 °C va cé thé doc dén 0,01 don vi.

6.8 Ong nghiém, cé ndp hoac nut, ¢é dung tich khoang 20 ml.

6.9 Binh hoac chai, c6 nap hoc nat, dung tich danh nghia t&» 150 m! dén 250 mil.

Cé thé st dung binh hodc chai co ndp van bang kim loai khéng déc.

6.10 Bo dan mau vo in‘mg, c6 dwong kinh khodng 3,5 mm, dai 20 cm, duoc udn vuéng goc mét dau
dai 3 cm. Pau cubi duoc 1am nhan bing cach nung.

7 Lay mau

Mau gli @én phong thir nghiém phai 1a mau dai dién va khéng dwgc huw hong hoac thay ddi trong qua

trinh bao quan va van chuyén.
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Viéc 1ay mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén 1y mAu theo TCVN 6400 (ISO 707).

8 Cach tién hanh

8.1 Chuén bi phdn miu thir va huyén phu ban diu

8.1.1 Yéu céu chung

Xem TCVN 6507-1 (ISO 6887-1) vé cac yéu chu chung va TCVN 6253 (ISO 8261) vé cac yéu cau cu thé.

Chu y vé vo trung. Cac thao tac trong 8.1 va 8.2 khéng dwoc thuyc hién dwdi anh sang tryc tiép

mat troi.

8.1.2 Bo'

Xem 8.2.6 cua TCVN 6263 (ISO 8261).

8.1.3 Phomat twoi

Xem 8.2.4 cia TCVN 6263 (ISO 8261).

8.1.4 Siralén men

Xem 8.2.9 cha TCVN 6263 (ISO 8261).

8.2 Cac dung djch pha loang thap phan tiép theo
Xem TCVN 6263 (ISO 8261).

8.3 Chudn bj cac dia

ROt tir 12 ml dén 15 ml méi trwdng da chudn bj (5.6) vao cac dia Petri (6.3) va G& cho dong dac. Lam
kho cac dia, tt nhat 1a m& nép va b& mat thach xuéng duwdi, dé trong tu sdy hoac ti &m (6.2) & 50 °C
trong 30 min. Xem thém TCVN 6404 (1ISO 7218).

Cach khac, co thé sir dung cac dia Petri dweng kinh 140 mm (6.3) khi str dung dich cay > 0,1 ml.
Cé thé l1am khé cac dia trong ti 4m thong gié dbi lwu (6.2) 30 min thay cho lam khd trong td am.
8.4 Cayvau

8.4.1 Dung pipet vo tring (6.4) cho vao hai dia da chuén bj (8.3), méi dia 0,1 ml huyén phu ban dau

* ¥ I
cua san pham.

8.4.2 Lap lai thao tac nay khi str dung cac dung dich pha loang thap phan tiép theo.
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8.4.3 Dlng bd dan miu vé trung (6.10) dé dan nhanh dich cdy mét cach cén than 1én bé mat dia, chu
y khong cham vao thanh da. St dung mét bd dan mau vé tring cho mdi dia. Dé yén cac dia c6 nap
day khoang 15 min trén ban dé cho dich cAy hap thy vao cac dia.

8.4.4 Lat Up cac dia da chuan bj va dit vao ti &m (6.1) & 30 °C trong 72 h = 2 h. Khéng chéng cao
qua sau dia. Cac chdng dia dwoc dé tach riéng, cach trdn va thanh ti [xem TCVN 6404 (ISO 7218))

8.5 Dém khuin lac

Sau khi U (8.4.4), str dung dung cy dém khuan lac (6.6) d& dém cac khuan lac. Dém cac khuan lac dac
trung @éi véi vi sinh vat nhiém ban trong mbi dia chira khong nhiéu hon 150 khuan lac. Khong dém

cac khuén lac nho vi ching khéng dién hinh cho cac vi sinh vat nhiém bén.

Théng tin v& ngudn gbc sy nhi&m ban cé thé thu dwoc bang cach kiém tra khun lac cé mat. Diéu nay
c6 thé rat gia tri do doé cin ghi lai cac loai khuén lac co6 mat (vi dy: ndm men, méc, Bacillus sp.
v.v...thuan khiét hay hén tap).

9 Tinh va biéu thj két qua

9.1 Tinh két qua

Gilr lai cac dia ¢6 nhiéu hon 10 khuan lac va it hon 150 khuan lac déc treng & hai d6 pha loang lién tiép.

Tinh s6 lvgng, N, vi sinh vat nhiém ban trén gam mau thir, theo cong thirc sau:

>cC
(n, +0,1n, )d

trong do
> C latdng sé khudn lac dac trung dém dugc trén tat ca cac dia duoc gilr lai;
n; la sé dia cla dd pha loang thi nhat duoc gilr lai;
n, la sb dia clia 48 pha loang tht hai duwoc gitr lai;
d 1 hé sé pha loang twong (ng voi 36 pha lodng thir nhat.
9.2 Biéu thi két qua

9.21 Lam tron két qua thu dwoc trong 9.1 dén hai chir sé cé nghia. Ddi v&i chir sé thir ba, lam tron
chir s6 thir ba nay dén zero g&n nhat. Néu chi sé thi ba nay Ia 5 thi lam tron dén sé thap hon néu

chir s6 thir hai la chdn va lam tron dén sé cao hon néu sé thr hai la sé 16.

10
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vi DY
Lam tron 234 thanh 230
235 thanh 240
225 thanh 220

245 thanh 240

9.2.2 Néu chico sb dém nhd hon 10, thi bao cdo sé lwgng vi sinh vat trén méi gam 1 “it hon 10 x 1/d"

(trong d6 d la gia tri trvong (ng véi 46 pha lodng thap nhét).

9.2.3 Néu chi c6 cac sb6 dém I&n hon 150, thi tinh sé dém woc lveng tlr cac dia cé sé dém gan 150
khuan lac va nhan véi sé nghich dao cla gia tri (rng voi d6 pha loang cao nhat. Bao cao két qua la “Sé
Ieng vi sinh vat woc tinh trén gam san pham”.

9.2.4 Két qua dugc bidu thj bang sb tir 1,0 dén 9,9 nhan vai lay thira twong tng cua 10.
Vi DY:

& 46 pha loang thi nhat (10°%): 83 khuan lac va 97 khuin lac

O 86 pha lo&ng the hai (10°): 13 khuén lac va 10 khuén lac

Tinh két qua theo cong thirc sau:

c 83+97+13+10

N: = =
(n, +01n)d  [2+(01x2)]x107? 9227

Lam tron két qua dén hai chr sb cé nghia 1a 9200 hoac 9,2 x 10°vi sinh vat nhiém ban trong mét gam mau ther.

10 D6 chum
10.1 Yéu ciu chung
Xem TCVN 6404 (ISO 7218) vé théng tin gidi han tin cay dé wéc tinh sé Iwgng nha vi sinh vat.

CHU THICH Hién nay chua cd sé lig¢u chi liét vé dd chym tir nghign ciru cdng tac. Tuy nhién, do linh da dang cla vi sinh vat
nhiém ban 16n phy thudc vao tirng loai san pham, nguén géc dia ly va noi sdn xudt, nén viéc dua sb ligu vé d§ chym cla
nghién ciru cdng tac dya trén cac chung cy thé 1a chua thich hop.

10.2 D6 lap lai
Kinh nghiém cho thay réng néu hai phong thir nghiém ddc Iap trén cung mot mau ther thuweng cho két

qua cao hon 30 % so voi két qua thap hon thi can kiém tra lai qui trinh dé tim ra sai 16i.
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