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L& néi dau
TCVN 8104 : 2009 hoan toan twong duong véi ISO 17792 : 2006:

TCVN 8104 : 2009 do Ban ky thuét tiéu chuén quéc gia TCVN/TC/F12
Si*a vé sdn pham sira bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Do Iveng
Chét lwgng dé nghi, Bo Khoa hoc va Cong nghé cong bé.



TIEU CHUAN QUOC GIA TCVN 8104 : 2009

Sira, san pham sira va cac ching khéi dong wa nhiét am -
Pinh lweng vi khuan lactic 1én men xitrat -
Ky thuat dém khuén lac & 25 °C

Milk, milk products and mesophilic starter cultures — Enumeration of citrate-fermenting

lactic acid bacteria — Colony-count technique at 25 °C

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh cac phwong phap dinh lwong vi khuan lactic l&n men Xxitrat str dung ki thuat
dém khuén lac & 25 °C. '

Phwong phap nay co thé ap dung cho cac chuing cly gbc tir sira va san pham sira cé chira cac vi sinh

vat co dac tinh trén.
2 Tailidu vién dan

Cac tai lidu vién dan sau rat cAn thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi v&i cac tai liéu vién dan ghi
nam céng bé thi ap dung phién ban dugc néu. Déi voi cac tai ligu vién d&n khéng ghi nam céng b thi

ap dung phién ban méi nhét, bao gém ca cac stra adi, bd sung (néu cd).

TCVN 2230 (ISO 565), Sang-th(r nghiém - Lui kim loai dan, tAm kim loai dét 16 va ludi dot 16 bang
“dién — Kich thudc 16 danh nghla.

TCVN 6263 (ISO 8261), Sira va san pham sira — Huwéng dén chung vé chudn bi mau thir, huyen phu
ban d4u va dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6404 (ISO 7218),' Vi sinh vat trong thye phAm va thirc &n chan nudi - Yéu cau chung va huéng
dan kiém tra vi sinh vat.

3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chun nay ap dung thuat ngl va dinh nghia sau day:
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Vi khuin Ién men xitrat (citrate-fermenting bacteria)

Vi khu&n lactic 1&n men ddng hinh va 1&n men di hinh cé khuan lac hinh hat dau v&i duong kinh tor
0.5 mm &&n 1,2 mm trong mai tredng chon loc chira xitrat va cac chéat chi thj dac biét dugc quy dinh

trong tiéu chuan nay.
CHU THICH Cac ching vi khuan lactic va nhiét Am I&n men xitrat quan trong nhét bao gbm cac loai sau day:
a) Déivéilactococci:

- Lacfococcus lactis subsp. lactis biovar diacelylaclis;

quan sat qua kinh hién vi: cac vi khuan lactococcus 14 nhirng té bao hinh cu hojc: hinh trimg (tir 0.4 um dén
1.0 um). xudl hién thanh tieng cdp hodc tirng chudi; chung khong sinh bao tir, Gram dwong, khéng di déng va

catalaza &m tinh.
b) Béivéi vi khudn leuconostoc:
- Leuconosioc mesenteroides subsp. cremorns;
- Leuconostoc mesenteroides subsi:, mesenteroides,
- Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum,
- Leuconostoc lalis;

quan sét vé bé ngoai qua kinh hién vi: cac vi khudn leuconostoc ndi chung la nhirng 1é bao hinh cdu hodc hinh hat
dau (I 0.4 um dén 0,5 pm), xuét hign thanh tirng cdp hedc ting chudi; chung khéng sinh bao tir, Gram duong,
khéng di d9ng va catalaza am tinh.

4 Nguyén tic
4.1 Dung dich pha lodng thap phan ctia mau thir dwgce nudi cdy trong:

a) Méitruong Nickels va Leesment ) cai bién ), dwgc G hiéu khi & nhiét do 25 °C trong 72 h, sau do
dém sé vi khun 1én men xitrat (cac quang) va sé vi khun khéng Ién men xitrat (khdng cé quang). Sau
d6 bd sung X-gal rdi cach U hiéu khi & nhiét dé phong trong 24 h d& phan biét L. /actis subsp. /actis
biovar diacetylactis (khuAn lac trdng co quang) va cac chung vi khudn leuconostoc (khuén lac xanh lam
c6 hodc khéng cé quang bao quanh).

b) Mai trueng Nickels va Leesment ! co bd sung vancomyxin, réi dwgc G hiéu khi & nhiét d6 25 °C

trong 3 dén 5 ngay, dé dinh legng leuconostoc.
4.2 Khuln lac dwoc dém va khang dinh bing cac phép thir phi hop.

4.3 Sé luong vi sinh vat dac treng trén méi gam miu ther duoc tinh theo sé khuén lac thu duoc trén
dTa & cac do pha loang dé thu duwoc két qua co nghia.
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5 Dung dich pha lodng, méi trwng nubi ciy va thudc thir

5.1 Yéu cAu chung

Chi st dung cac thubc thir dat chét lwgng tinh khiét phan tich va nwoc cat hoac nudc da loai khoang
hodc nude cé do tinh khiét terong dweng, trir khi co quy dinh khac.

Céc phép thir dé xac dinh kha nang phu hep cta nudc cho cac ng dung vi sinh da duoc cang bd .
CANH BAO - M6t sé thubc thir c6 doc tinh valhodc nguy hiém va co thé gay dj wng khi hit phai
va tiép xuc véi da.

5.2 Vatliéuco ban

Xem TCVN 6263 (1SO 8261) va TCVN 6404 (ISO 7218).

5.3 Dich pha lodng

Xem TCVN 6263 (ISO 8261).
5.4 Mbi trwong nubi cly

5.4.1 Maitrrng Nickels va Leesment + X-gal®

CHU THICH V4n dé chinh khi st» dung mdi trueng Nickels va Leesment cai bién 13 vi khuén khong 18n men khé sinh treéng
Khi cac vi khudn khdng 1&n men nay phat trién manh cé kich thuéc qua nhd nén dé bj nham 1an véi cac phén tir canxi xitral

khéng hoa tan.
5.4.1.1 MGi trwéng co ban

5.4.1.1.1 Thanh phin

San pham phan huy casein béng trypxin 2004 ;
Chét chiét nAm men 5049

Gelatin 25g

Glucoza (CgH;20s) 509

Lactoza (C3H22044) 5049

Natri clorua (NaCl) 4049

Trinatri xitrat ngam hai phan tl nuéc (CsHsNa;0,.2H;0) 20g

Thach | (12,04én 15,0)g°
Nuec vira do ' 1 000 ml
. ;hl,_l thugc vao sire ddéng cua thach.
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5.4.1.1.2 Chuén bj

Hoa tan tirng thanh phan trén trong nwéc. Bun ndng huyén phi thu duge dén sdi trong khi khudy lién
tuc dé hoa tan hét cac thanh phan. Trén k§ cac phdn da hoa tan. Thém nwéc vira da 1 000 ml,

Phan phdi méi trudng vao cac éng va khir trung trong ndi hap ap lwc & nhiét dd 121 °C + 1 °C trong
15 min. Néu can, chinh pH bang cach st dung thuéc thir didu chinh pH (5.5) va may do pH (6.7), sao
cho sau khi khi tring pH tir 6,6 dén 6,7.

5.4.1.2 Dung djch canxi lactat

5.4.1.2.1 Thanh phin

F
Canxi lactat ngadm nam phén t nwde (CeH1oCa0e. 5H,0) BOg

Nudc 100 ml

5.4.1.2.2 Chun bij

Hoa tan canxi lactat ngam nam phan tir nwée trong nwéde bing cach dun néng. Khir trung trong néi hap
ap lwc & nhiét 86 121 °C + 1 °C trong 15 min.

5.4.1.3 Huyén phu canxi xitrat

5.4.1.3.1 Thanh phin

Tricanxi dixitrat ngam bén phan td nudc(CyzH10Ca3044.4H,0) 13,3 g
Cacboxymetylxenluloza (CMC) 08g
Nuoc vira du 100 ml

5.4.1.3.2 Chuén bj

Nghién canxi dixitrat ngadm bén phan t&r nwéc, da dugc lot qua ray cé kich thuéc I8 danh dinh 0.8 mm
[xem TCVN 2230 (ISO 565)], va CMC trong cing mét ¢8i nghién.

Thém tir tr nwéc da duoc lam am & nhiét @6 khodng 45 °C dén 100 ml. Tron hdn hop thu dwgc trong
10 min va lpc chan khéng véi 10p vai bong. Khir tring huyén phu da lgc trong ndi hp ap lwc & nhiét do
121°C + 1 °C trong 15 min.

CHU THICH Khodang 30 % canxi xitrat bj that thoat trong qua trinh loc.
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5.4.1.4 Huyét thanh chung kh&i ddng

Chuén bi méi trwédng nudi cAy chiing khéi dgng bing cach cdy ching khéi ddng L-, D- hoac LD- & nhiét
d6 25 °C + 1 °C trong 24 h trong si¥a gdy hodic sira gAy pha lai da duoc khir trung trong ndi hap ap luc

Loc qua gidy loc va khtr trung dich loc & nhigt d¢ 115 °C + 1 °C trong 15 min. Gan lang dé loai bd phan

can va khtr trang 200 ml dich loc mét Ian n&ra.
5.4.1.5 Dung djch X-gal
CANH BAO - X-gal va NMP [a cac chit ddc va phai dwgec xir li trong ta hét.

5.4.1.5.1 Thanh phén

5-brom-4-clo-3-indolyl-B-D-galactopyranozid (X-gal) 400 mg

N-metyl-2-pyrolidon (NMP) 100 ml

5.4.1.5.2 Chuén bj

Hoa tan X-gal trong NMP va khir tring bing cach loc (xem 6.13) qua phéu loc Durapore 0,45 pm (vi du
clia Millipore)". Bao quan dung dich & 20 °C.

5.4.1.6 M®di trrong hoan chinh

5.4.1.6.1 Thanh phan

Mai trieérng co ban (5.4.1.1) 900 ml
Dung dich canxi lactat (5.4.1.2) 100 mi
Huyén phu canxi xitrat (5.4.1.3) - 50 ml
Huyét thanh ching cdy gbc (5.4.1.4) 100 ml

5.4.1.6.2 Chuén bj

Ngay trudre khi st dyng, lam tan chay méi treong co ban (5.4.1.1) trén ndi cach thuy dang séi. Sau khi

lam tan chay, dwa méi trwéng co ban vé nhiét 4o khodng 48 °C dén 50 °C.

Lam 4m so bd dung dich canxi lactat (5.4.1.2), huyén phi canxi xitrat (5.4.1.3) va huyét thanh ching
chy gbc (5.4.1.4) trén ndi cach thuy (6.6) & nhiét d tir 48 °C dén 50 °C. Trong diéu kién vo trung, thém

tirng thanh phin nay vao mdi trréng co ban da tan chay va tron.

"I Millipore 14 tén ciia mét nha san xuét sén phdm c6 ban s&n. Théng tin nay dwra ra tao thudn tign cho ngudi sir dung tieu
chuan nay, 1SO khong n dinh phai s dung san pham trén.
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5.4.2 Mbitrwrng Nickels va Legsment“} bd sung vancomyxin
5.4.2.1 MGitrwéng co ban

Xem 54.1.1.

5.4.2.2 Dung djch canxi lactat

Xem 54.12.

5.4.2.3 Huyén phi canxi xitrat

Xem 5.4.1.3.

5.4.2.4 Huyédtthanh ching cdy géc

Xem 5.4.1.4.
5.4.2.5 Dungdich vancomyxin (2 % thé tich)

CANH BAO - Vancomyxin cé thé gay dj &ng khi hit phai va tiép xidc véi da. Phy nir cé thai va
dang cho con bl khéng dwec lam viéc véi thube thir nay.

5.4.5.5.1 Thanh phin

ILVam:omyxin 360 mg dén 440 mg

i Nuéc 20 ml

5.4.2.5.2 Chuin bj
Hoa tan vancomyxin trong nwérc cAt va loc dé khir tring.

Dung dich vancomyxin c6 thé b&n dwoc mét tuln khi duwoc bdo quan & nhiét d6 tir 4 °C @én 7 °C hoic
bén tudn khi dwec bao quan & -20 °C.

5.4.2,6 Mdi treedng hoan chinh

5.4.2.6.1 Thanh phan

Mbi trudrng co ban (5.4.1.1) 900 m|
Dung dich canxi lactat (5.4.1.2) 100 mi
Huyén phu canxi xitrat (5.4.1.3) _ 50 mi
Huyét thanh ching cay géc (5.4.1.4) 100 ml
| Dung dich vancomyxin (5.4.2.5) 11,5 mi

10
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5.4.2.6.2 Chuén bj

Trude khi st dyng, |am tan chdy méi tredng co ban (5.4.1.1) trén ndi cach thuy sau dé 1am ngudi vé
nhiét do khodng 48 °C dén 50 °C.

Lam &m so bd dung dich canxi lactat (5.4.1.2), huyén phi canxi xitrat (5.4.1.3) va huyét thanh ching
cdy gbc (5.4.1.4) t&i nhigt o tir 48 °C dén 50 °C. Trong diéu kién vo tring, thém tirng phan nay vao

mdi tredrng co ban da tan chay.

Ngay trwoc khi st dung, thém 11,5 ml dung djch vancomyﬁ(in (5.4.2.5). Tron ki va st dung moi tredng
vira chuén bj nay trong vang 5 min.

5.5 Thudc thir didu chinh pH
5.5.1 Natri hydroxit (NaOH), khodng 0,1 mol/l.
5.5.2 Axit clohydric (HCI), khoang 0,1 mol/l.

5.5.3 Axit axetic (CH,COOH), bang.

6 Thiétbi, dung cu

Str dung cac thiét bj, dung cy cla phong thtr nghiém vi sinh théng thuwéng, cac thiét bi, dung cu cin
thiét dé chuin bj mau thir va cac dung djch pha long dugc quy dinh trong TCVN 6263 (ISO 8261) va
cy thé nhu sau: '

6.1 Tu &m, co thé hoat dong & nhiét 3 25 °C + 1 °C.

6.2 May trén, loai nhu ddng (dang tui) véi cac binh chira bdng nhua vé trung, hodc may trén quay co
thé hoat dong vé&i tAn sé nhd nhat 20 000 min™", v&i cac binh chta bang thuy tinh hoac kim loai vé
tring cé dung tich thich hep. -

6.3 B khudy trén dung cho dng nghiém, vi du may trén Vortex.

6.4 Thiét bj dém khudn lac, gdm mét hé thdng chiéu sang trén nén mau tbi phu hep véi thAu kinh
khuéch dai str dung véi dé phong dai gép 1,5 14n, va bd dém co hodc dién td.

6.5 Thdau kinh, d phéng dai tir 8 1An dén 10 lan.
6.6 N&i cach thuy, co thé hoat ddng & nhiét do tir 48 °C dén 50 °C.

6.7 May do pH, co bl nhiét, c6 thé do chinh xac dén + 0,1 don vi pH & 25°C.

T
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6.8 Chai pha lodng, dung tich 150 ml dén 250 ml, hodc éng nghiém, dwong kinh 18 mm, dai 180 .
mm, ¢6 nap day thich hgp hodc nut bing cao su hay vat liéu tdng hop.

6.9 Binh hodc chai, dung tich 150 ml dén 250 ml, va éng nghiém, dung tich khodng 20 ml, dé dyng

mai triedrng nudi cAy.

6.10 Pipet tw ddng, c6 dau tip vo trung, hodc pipet chia d§, dAu tip dwoc higu chuén, c6 thé phan
phbi cacthétichla 1 ml+0,02mi 10 ml+ 0,2 mlva 11 ml 0,2 ml.

Co thé str dyung pipet lam bang vat liéu tdng hep da dwoc khir tring thay cho pipet thuy tinh.

6.11 Dia Petri, dwdng kinh la 90 mm va 140 mm, lam béng thuy tinh hodc nhya trong khéng mau, co
chiéu sau tbi thiéu 10 mm. Day dia petri khéng cé gi bat thwong gay can tré cho viéc dém khuén lac.

6.12 B¢ dan méu thuy tinh.
6.13 Dung cu loc dé khtr tring

Khir tring thiét bj sé tiép xuc véi mau thir, dich pha lodng, cac dung dich hodc mai tredng nudi cay
theo TCVN 6263 (1ISC 8261)

7 Lay mau

M3&u glvi dén phong thir nghiém phai dung 1a mau dai dién va khdng bi he héng hodc khéng bj bién ddi
chét lvong trong qua trinh van chuyén va bao quan.

Viéc &y mau khéng qui dinh trong tiéu chun nay. Nén 14y mau theo TCVN 6400 (ISO 707).

8 Chuéin bi mau thir va ciy
8.1 Chuin bj mau ther va phidn mau thir
Xem TCVN 6263 (ISO 8261).

CANH BAO AN TOAN - Trwéc khi m& binh chira ching cay géc hodc cac san phdm sra, cin lam
sach bé mat xung quanh vi tri 14y mau, nhdm loai bd bat ki vat liéu cé thé lam nhiém bén mau tha.
Ving nay co thé duoc lau bang con 70 % (thé tich) dé tranh nhiém ban tiép theo. M& binh chira trong

diéu kién vé tring.

Trong subt giai doan chuin bj m3u, didu quan trong la khéng chi thu dwgc dich pha loang déng nhat
(xem 6.2 va 6.3) ma con thu cé cac doan ngén cda cac chudi vi sinh vat thanh cac té bao don hoac cac
doan ngén, sao cho két qud dugc biéu thi theo tdng s khuan lac séng coé thé co trong mot gam san

pham, co tinh tai lap va dai dién.

12



8.2 Kiém tra bing kinh hidn vi

Tién hanh kiém tra so' b bang kinh hién vi dbi v&i mét vai ddm bin cua chat Iéng hodc dung dich pha
lodng thir nhét cha cac mAu dang rén va khé (xem TCVN 6263 (ISO 8261)], @& Iva chon dung dich pha
lo@ng thich hep can dung.

8.3 Chudn bj dung djch pha loing ban diu
Xem TCVN 6263 (ISO 8261).

Lwu y réng théi gian tinh tir khi cdy dung dich pha'loéng va rét vao cac dia Petri khéng dugc vurot qua
15 min [xem TCVN 6404 (ISO 7218)].

8.4 Chudn bj cac dung djch pha loang thap phin
Xem TCVN 6263 (ISO 8261).
8.5 Nubi cay

Dung pipet vé tring (6.10) chuyén vao hai dia Petri (6.11) mdi dfa 1 ml ctia mdi dung dich pha loang
thich hep.

Pé dinh lrgng cac loai cau khudn 1én men xitrat (9.1) khac nhau, ding cac dia Petri cé dwong kinh
140 mm. Bé dinh Iweng céc loai vi khuln leuconostoc (9.2), dung cac dia Petri cé dudng kinh 80 mm.

9 Cach tién hanh
9.1 Djnh lwong cac chting cAu khudn 1én men xitrat kh&c nhau
9.11 Udm

Rot 15 ml dén 20 ml méi trwdng Nickels va Leesment hoan chinh (5.4.2.6) vao dia Petri dwéng kinh
140 mm (6.11). Ngay sau khi rot xong trén ki dich ching cdy v&i moi truéng béng cach quay dia Petri.
Dé yén dia Petri cho h6r|_ hep ddéng d3c trén mat phdng ndm ngang, mat.

Sau khi hdn hop déng d4c, thém tiép 4 ml dén 5 ml mai trrdng hoan chinh [én trén dé ngan can khuan
lac moc lan khi thém dung dich X-gal (9.1.2).

U 4m cac dia Petri da chuén bj, rdi 1t Up cac dia va dé trong td &m (6.1) & nhiét 36 25 °C trong 72 h.
Trong trwéng hep vi khudn lactic khéng lén men xitrat (chtng cdy typ O) thi G 4m dia Petri & nhiét do
25 °C trong 5 ngay. Khdng chdng cao qua 6 dia Petri. Cac chdng dia nay phai dé cach xa nhau va cach

xa Ginh va thanh cla tG 4m.
9.1.2 Doc trén dia Petri va dém khudn lac

Doc Ian ther nhat: sau khi U dm, chon cac dia Petri cé chira khodng 30 khudn lac dén 300 khun lac va
kiém tra tat ca cac dia béng dung cy thich hgp (6.4 va 6.5). Chon ra cac dia ¢é quang sang rong chira

13
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vai khudn lac dai dién. Trong cac trwdng hop nay, khdng thé xac dinh dwoc khuan lac nao tao ra
quang sang.

Sau khi chon, dém tat ca cac khuan lac co hodc khéng cé quang sang. Bém riéng va danh dau tat ca
cac khudn lac c6 quang sang. Sau khi dém, ding bd dan mdu bang thuy tinh vé tring (6.12) dé dan
1,5 ml dung dich X-gal (5.4.1.5) 1&n b& mét cac dfa Petri. U 4m dia nay & nhiét dd phong dé bén trong
t0 hét trong 24 h.

Doc 1an thtr hai: sau khi G &m 1an th(r hai, doc tat ca cac khudn lac mau xanh lam, co hodc khéng ¢

quang sang.
9.1.3 Dic tinh chin doan

Céc loai khuan lac leuconstoc mau xanh, ¢é hodc khéng cé quing sang. Cac khuan lac Lactococcus
lactis subsp. laclis biovar diacetylactis mau trdng c6 quing sang. Cac khudn lac Lactococcus lactis
subsp. /actis va Lactococcus lactis subsp. cremoris ¢6 mau trdng, khéng cé quang sang.

CHU THICH M@t s lactobacilli, pediococci va cac ching Streptococcus thermophifus co thé ciing tao cac khudn lac mau
xanh lam. Nhiéu lactobacilli va pediococci co thé st dyng xitrat va tao ra cac quang sang. Mot trong sb do ciing co thé sinh
axit xung quanh khudn lac di dé hoa tan xitrat va gay ra duong tinh gid. Didu nay thweng xdy ra déi véi cac mau phomat, Co
thé khdng dinh diéu nay bang cach kiém tra v&i kinh hién vi hodc thir nghiém tiép.

9.2 Pinh lwvgng leuconostoc

9.21 Uim

R6t 12 ml dén 15 ml méi truedng Nickels va Leesment hoan chinh bb sung vancomyxin (5.4.2.6) vao dia
Petri duwdng kinh 90 mm (6.11), Ngay sau khi rét xong tron ki dich cdy véi méi iru_'c‘rng béng cach xoay
dia Petri. Dé yén dia Petri cho hén hop déng dac trén mat phing ndm ngang, mat.

LAt Gp cac dia petri da chudn bj va d& trong t0 4m (6.1) & nhiét d6 25 °C trong 5 ngay. Khéng chéng
cao qua sau dia Petri. Cac chéng dia nay phai dé cach xa nhau va cach xa dinh va thanh bén cla tu
am [xem TCVN 6404 (ISO 7218)].

9.2.2 Boc dia Petri

Sau khi i &m, chon cac dia Petri ¢6 chira khodng 30 khuan lac dén 150 khudn lac va dém tat ca cac

khuan lac.
9.3 Khang dinh

Chon khuan lac tir cac dia d& dém sao che sé dugc ldy phai 1a can bac hai cia sé khuén lac dém
dwoc. Nhudém mau cac khuln lac nay theo phuwong phap Gram va khang dinh rang chuing la cac chudi

cau khudn hodc song cau khuén catalaza &m tinh, Gram duwong va khong sinh bao ti.

14
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CHU THICH Hau hét cac vi khuln lactobacillli nhém 2 va pediococci 1a cac vi khudn bén véi vancomyxin.
10 Tinh toan va biéu thi két qua
10.1 Tinh toan

10.1.1 S dung cac sb dém tir cac dia théng thuéng (dwéng kinh 90 mm) chira khoang 30 khuan lac
dén 150 khudn lac va trén cac dfa rdng (duong kinh 140 mm) chira khodng 30 khuén lac dén
300 khuén lac.

10.1.2 Tinh sb lwgng tirng vi sinh vét d&c trung , N, trong mét gam, theo cong thure sau:

>c

trong do:
$C latdng sb khuan lac dém dwoc trén cac dia, nhw trong 10.1.1;
n, la sé dia woc ddm & a6 pha loang thap hon;
n, 1a sb dia dwoc dém.c'r d6 pha loang cao hon;
d 1a hé sé pha loang trong (rng v&i 36 pha lodng cho cac sé dém cao hon.

Trong trvong hop cé nhidu hon hai 4o pha lodng dém duoc, sira abi cong thire tinh bang cach bd
sung dd pha loang tiép theo vao céng thire tinh.

Theo dé véi ba dd pha loang, tinh toan N theo cdng thirc sau:

ks

h= (n, +0,1xn, +40,01xn3)xd

trong do:
n, lasé dia dwgc dém & @b pha lodng thir ba.
10.2 Biéu thi két qua

10.2.4 Lam tron két qua thu duoc theo 10.1.2 dén hai chr sé cé nghia. DI véi s6 ¢o ba chir s6, lam
tron cht sb ther ba dén sé 0 gan nhat. Néu chir sé thi ba [a 5, 1am tron vé gia tri dudi néu hai chir sé

dAu 14 sb chin, va 1am tron Ién gid tri trén néu hai ch s6 d4u 1a sé 1€

15



TCVN 8104 : 2009

viDy Lamtrén:
- 234 thanh 230,
- 235 thanh 240,
- 225thanh 220, va
- 245thanh 240.

10.2.2 Néu chi c6 cac sé dém nhd hon 10, thi bdo cdo Ia sé vi sinh vat trong mdi gam la "nhé hon

10 x 1/¢", trong @6 d 14 hé sé pha loang twong (rng véi dd pha loang thdp nhét.

10.2.3 Néu chi c6 cac sb dém I&n hon 300, thi tinh sé dém wdc lweng trén cac dia theo sé dém gan
300 nhét va nhan v&i nghich ddo cua gia trj tvong ng véi d§ pha lodng Ién nhat. Bao céo 1a "nhd hon

sb vi sinh vat véc lvong duwoc trén méi gam”.
10.2.4 Biéu thj két qua thir nghiém theo sé tir 1,0 dén 9,9 nhan v&i luy thira clia 10.

10.2.5 Tdng sb cac vi khudn lactic 1én men xitrat dac trng, A, tinh trén gam san phdm theo céng

thire sau:
N’D = NL o+ N|
trong doé

N. 14 sb Lactococeus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis trén mét gam, tinh duoc trong
10.1.2;

N, la sé vi khudn leuconostoc trén mot gam, tinh dugc trong 10.1.2.
10.3 Vi du tinh toan

Gia st rang s6 dém vi khudn lactic 1&n men xitrat trong méi truong cho két qua nhw sau (hai dfa Petri
trén mdi d6 pha lodng dwoc G 4m) :

- d6 pha loang 107°: 295 khudn lac va 245 khuan lac
— d6 pha loang 107°: 33 khudn lac va 40 khuin lac
Khi dé:

>C _295+245+33+40 _ 613 z278.6x‘105

(M +01n)%d T (24,0 1x2)x10™0  2.2x10-5
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Theo 10.2.1, thi N bdng 280 x 10°. Do d6 sé vi khu&n ho3c chuing lactic Ién men xitrat woc Ivong duec
la: 2,8 x 10" CFU (don vi hinh thanh khuén lac) trén m&i gam.
11 D6 chum
Déi voi do 13p lai, kinh nghiém cho thAy néu nhuw chénh l1éch gitra két qua cao hon voi két qua thdp hon
ctia hai phép thir doc I1ap trén cung mau thir thudng vt qua 30 %, thi ngudi phan tich cin kiém tra
quy trinh @& xac dinh ngudn géc cua sai 18i. Xem TCVN 6404 (ISO 7218) dé biét thém thang tin vé gici
han tin cay cda cac phwong phap vi sinh vat.
12 Bao cao thir nghiém
Bao cao thr nghiém phai ghi ré:
a) moithdng tin cAn thiét vé viéc nhan biét ddy d0 mau thi;
b) phwong phap ldy mau da str dung, néu biét;
c) phuong phap thir da st» dung, vién dan tiéu chudn nay;

d) moi chi tiét thao tac khong quy dinh trong tiéu chuén nay, cung véi cac chi tiét bét thuong khac co

thé anh hudng téi két qua;

e) kétqua thir nghiém thu duworc.
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