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Lêi nãi ®Çu 

TCVN 7902:2008 hoµn toµn t−¬ng ®−¬ng víi ISO 15213:2003; 

TCVN 7902:2008 do Ban kü thuËt tiªu chuÈn quèc gia 

TCVN/TC/F13 Ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch vµ lÊy mÉu biªn so¹n, 

Tæng côc Tiªu chuÈn §o l−êng ChÊt l−îng ®Ò nghÞ, Bé Khoa 

häc vµ C«ng nghÖ c«ng bè. 
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Lêi giíi thiÖu 

Do tÝnh ®a d¹ng cña thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i nªn ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ kh«ng thÝch hîp ®Õn 

tõng chi tiÕt cho tõng s¶n phÈm cô thÓ. Trong tr−êng hîp nµy, cã thÓ sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c 

®Æc tr−ng cho tõng s¶n phÈm, nÕu hoµn toµn chØ v× lý do kü thuËt. Tuy nhiªn, cÇn cè g¾ng ¸p dông 

ph−¬ng ph¸p nµy khi cã thÓ. 

Khi tiªu chuÈn nµy ®−îc so¸t xÐt th× cÇn ph¶i tÝnh ®Õn mäi th«ng tin liªn quan ®Õn ph¹m vi mµ ph−¬ng 

ph¸p ®Õm ®Üa nµy ph¶i tu©n theo vµ c¸c nguyªn nh©n g©y sai lÖch so víi ph−¬ng ph¸p trong tr−êng 

hîp c¸c s¶n phÈm cô thÓ.  

ViÖc hµi hoµ c¸c ph−¬ng ph¸p thö cã thÓ kh«ng thùc hiÖn ®−îc ngay vµ ®èi víi mét vµi nhãm s¶n phÈm 

cã thÓ tån t¹i c¸c tiªu chuÈn quèc tÕ vµ/hoÆc tiªu chuÈn quèc gia mµ kh«ng phï hîp víi tiªu chuÈn 

nµy. Trong tr−êng hîp cã s½n tiªu chuÈn cho s¶n phÈm cÇn thö nghiÖm th× ph¶i tu©n theo tiªu chuÈn 

®ã. Th«ng th−êng khi c¸c tiªu chuÈn ®ã ®−îc so¸t xÐt, th× chóng ph¶i ®−îc söa ®æi ®Ó phï hîp víi tiªu 

chuÈn nµy, sao cho cuèi cïng chØ cßn c¸c sai lÖch víi ph−¬ng ph¸p ®Õm ®Üa nµy lµ v× c¸c lý do kü thuËt 

®−îc thõa nhËn. 
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T I ª u   c h u È n   q u è c  g i a                       tcvn 7902:2008          

XuÊt b¶n lÇn 1 

 

 

Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i −−−−  

Ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng vi khuÈn khö sulfit  

ph¸t triÓn trong ®iÒu kiÖn kþ khÝ                

Microbiology of food and animal feeding stuffs –  

Horizontal method for the enumeration of sulfite-reducing bacteria  

growing under anaerobic conditions 

 

                              

1   Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng vi khuÈn khö sulfit ph¸t triÓn trong ®iÒu kiÖn kþ khÝ. 

Tiªu chuÈn nµy cã thÓ ¸p dông cho:                 

− c¸c s¶n phÈm thùc phÈm hoÆc thøc ¨n ch¨n nu«i, vµ  

− cho c¸c mÉu m«i tr−êng trong khu vùc chÕ biÕn vµ vËn chuyÓn thùc phÈm. 

2   Tµi liÖu viÖn dÉn  

C¸c tµi liÖu viÖn dÉn sau lµ rÊt cÇn thiÕt cho viÖc ¸p dông tiªu chuÈn. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn ghi 

n¨m c«ng bè th× ¸p dông phiªn b¶n ®−îc nªu. §èi víi c¸c tµi liÖu viÖn dÉn kh«ng ghi n¨m c«ng bè th× 

¸p dông phiªn b¶n míi nhÊt, bao gåm c¶ c¸c söa ®æi. 

TCVN 6263 (ISO 8261),  S÷a vµ s¶n phÈm s÷a − H−íng dÉn chung vÒ chuÈn bÞ mÉu thö, huyÒn phï 

ban ®Çu vµ c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n ®Ó kiÓm tra vi sinh 

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i − Yªu cÇu chung vµ h−íng 

dÉn kiÓm tra vi sinh vËt. 

TCVN 6507−1 (ISO 6887−1),  Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i − ChuÈn bÞ mÉu thö, 

dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu vµ c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n ®Ó kiÓm tra vi sinh vËt − PhÇn 1: 

C¸c nguyªn t¾c chung ®Ó chuÈn bÞ huyÒn phï ban ®Çu vµ c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n. 

ISO/TS 11133−1, Microbiology of food and animal feeding stuffs − Guidelines on preparation and 

production of culture media − Part 1: General guidelines on quality assurance for the preparation of 
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culture media in the laboratory (Vi sinh vËt trong thùc phÈm vµ thøc ¨n ch¨n nu«i − H−íng dÉn chuÈn bÞ 

vµ t¹o m«i tr−êng cÊy − PhÇn 1: C¸c h−íng dÉn chung vÒ ®¶m b¶o chÊt l−îng cho viÖc chuÈn bÞ m«i 

tr−êng cÊy trong phßng thö nghiÖm). 

3   ThuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa 

Trong tiªu chuÈn nµy ¸p dông c¸c thuËt ng÷ vµ ®Þnh nghÜa sau ®©y: 

3.1    

Vi khuÈn khö sulfit ph¸t triÓn trong ®iÒu kiÖn kþ khÝ (sulfite-reducing bacteria growing under 

anaerobic conditions) 

C¸c vi khuÈn h×nh thµnh c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh cã thÓ ®Õm ®−îc d−íi c¸c ®iÒu kiÖn quy ®Þnh trong tiªu 

chuÈn nµy. 

4   Nguyªn t¾c 

4.1   ChuÈn bÞ hai ®Üa (hoÆc èng) th¹ch, sö dông m«i tr−êng s¾t sulfit vµ mét l−îng x¸c ®Þnh cña mÉu 

thö nÕu s¶n phÈm ban ®Çu ë d¹ng láng, hoÆc mét l−îng x¸c ®Þnh huyÒn phï ban ®Çu nÕu s¶n phÈm ë 

d¹ng kh¸c. 

ChuÈn bÞ hai ®Üa (hoÆc èng) th¹ch kh¸c, sö dông c¸c dung dÞch pha lo·ng thËp ph©n cña mÉu thö hoÆc 

cña huyÒn phï ban ®Çu, d−íi cïng mét ®iÒu kiÖn.   

4.2   ñ Êm c¸c ®Üa (hoÆc èng) d−íi ®iÒu kiÖn kþ khÝ ë 37 0C ± 1 0C trong 24 h ®Õn 48 h (®äc kÕt qu¶ cuèi 

cïng sau 48 h), hoÆc cã thÓ ñ ë 50 0C nÕu nghi ngê cã vi khuÈn −a nhiÖt. §Õm c¸c khuÈn l¹c mµu ®en 

®iÓn h×nh. Mµu ®en cña c¸c khuÈn l¹c vµ quÇng bao quanh lµ kÕt qu¶ cña viÖc h×nh thµnh s¾t (II) sulfua 

do ph¶n øng gi÷a c¸c ion sulfua vµ s¾t ho¸ trÞ ba [Fe(III)] cã mÆt trong m«i tr−êng. 

4.3   TÝnh sè l−îng vi khuÈn khö sulfit trªn mililit hoÆc gam mÉu thö tõ sè l−îng khuÈn l¹c thu ®−îc trªn 

c¸c ®Üa (hoÆc èng). 

5   M«i tr−êng nu«i cÊy vµ dÞch pha loLng 

VÒ thùc hµnh thö nghiÖm hiÖn hµnh, xem TCVN 6404 (ISO 7218). 

5.1   M«i tr−êng ®Õm ®Üa: Th¹ch s¾t sulfit 
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5.1.1   Thµnh phÇn 

S¶n phÈm thuû ph©n casein b»ng enzym  15 g 

S¶n phÈm thuû ph©n ®Ëu t−¬ng b»ng pancreatic 5 g 

DÞch chiÕt nÊm men 5 g 

Dinatri disulfit (Na2S2O5) 1 g 

S¾t (III) amoni xytrat 1 g 

Th¹ch 9 g ®Õn 18 ga 

N−íc  1 000 ml 

a Tuú thuéc vµo søc ®«ng cña th¹ch. 

5.1.2   ChuÈn bÞ  

Hßa tan c¸c thµnh phÇn trªn trong n−íc, b»ng c¸ch ®un nãng.  

ChØnh pH, sao cho sau khi khö trïng pH lµ 7,6 ± 0,2 ë 25 0C, nÕu cÇn.  

Rãt m«i tr−êng víi c¸c l−îng 250 ml vµo c¸c b×nh cÇu 500 ml.  

NÕu tiÕn hµnh viÖc ®Þnh l−îng sö dông c¸c èng nghiÖm (6.5) th× rãt 20 ml hoÆc 25 ml m«i tr−êng vµo 

c¸c èng nghiÖm. Khö trïng 15 min trong nåi hÊp ¸p lùc ë 121 0C. 

Tr−íc khi sö dông, ®uæi khÝ m«i tr−êng. 

5.2   Dung dÞch pha loLng muèi pepton 

Xem 5.2.1 cña TCVN 6507-1 (ISO 6887-1:1999). 

6   ThiÕt bÞ vµ dông cô thuû tinh 

Sö dông c¸c thiÕt bÞ, dông cô phßng thö nghiÖm vi sinh th«ng th−êng [xem TCVN 6404 (ISO 7218)] vµ 

cô thÓ nh− sau:                              

6.1   Dông cô ®ång ho¸, dïng cho c¸c mÉu thùc phÈm d¹ng r¾n [xem TCVN 6404 (ISO 7218)]. 

6.2   Nåi c¸ch thñy, cã kh¶ n¨ng duy tr× nhiÖt ®é ë kho¶ng tõ 44 0C ®Õn 47 0C. 

6.3   B×nh kþ khÝ, cã bé phËn t¹o m«i tr−êng kþ khÝ vµ cã c¶ hÖ thèng kiÓm tra c¸c ®iÒu kiÖn kþ khÝ. 

6.4   Tñ Êm, cã kh¶ n¨ng duy tr× nhiÖt ®é ë 37 0C ± 1 0C vµ ë 50 0C ± 1 0C, nÕu cÇn. 
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6.5   èng nghiÖm, kÝch th−íc 16 mm x 160 mm vµ b×nh cÇu hoÆc chai cã dung tÝch 500 ml.  

7   LÊy mÉu 

§iÒu quan träng lµ mÉu göi ®Õn phßng thö nghiÖm ®óng lµ mÉu ®¹i diÖn vµ kh«ng bÞ h− háng hoÆc thay 

®æi trong qu¸ tr×nh vËn chuyÓn hoÆc b¶o qu¶n. 

ViÖc lÊy mÉu kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy. Xem tiªu chuÈn cô thÓ liªn quan ®Õn s¶n phÈm. NÕu 

kh«ng cã tiªu chuÈn riªng liªn quan ®Õn viÖc lÊy mÉu s¶n phÈm th× c¸c bªn liªn quan nªn tho¶ thuËn 

víi nhau vÒ vÊn ®Ò nµy.  

8   ChuÈn bÞ mÉu thö 

ChuÈn bÞ mÉu thö theo TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), TCVN 6263 (ISO 8261) hoÆc theo c¸c tiªu chuÈn 

cô thÓ thÝch hîp víi s¶n phÈm cã liªn quan. NÕu kh«ng cã c¸c tiªu chuÈn cô thÓ th× c¸c bªn cã liªn 

quan nªn tho¶ thuËn víi nhau vÒ vÊn ®Ò nµy.  

9   C¸ch tiÕn hµnh 

9.1   Yªu cÇu chung 

S¬ ®å c¸ch tiÕn hµnh ®−îc nªu trong Phô lôc A. 

9.2   PhÇn mÉu thö, huyÒn phï ban ®Çu vµ dung dÞch pha loLng 

Xem TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), TCVN 6263 (ISO 8261) hoÆc tiªu chuÈn cô thÓ liªn quan ®Õn s¶n phÈm. 

Cã thÓ cÇn xö lý nhiÖt dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu ®Ó lo¹i c¸c d¹ng sinh d−ìng cña vi khuÈn sinh bµo 

tö vµ/hoÆc kh«ng sinh bµo tö. NhiÖt ®é vµ thêi gian gia nhiÖt thay ®æi tuú thuéc vµo nhu cÇu thùc tÕ, tõ 

nh÷ng hîp chÊt t¹o ra hiÖu qu¶ thanh trïng râ rÖt khi hiÖu qu¶ ho¹t ho¸ nhiÖt võa ph¶i (vÝ dô 75 0C 

trong 20 min), ®Õn s«i trong vµi phót. Trong tr−êng hîp nµy, kÕt qu¶ cã thÓ ®−îc ghi lµ sè bµo tö vi 

khuÈn khö sulfit ph¸t triÓn d−íi ®iÒu kiÖn kþ khÝ. 

9.3   Nu«i cÊy  

LÊy hai ®Üa Petri v« trïng. Dïng pipet v« trïng chuyÓn sang mçi ®Üa 1 ml mÉu thö nÕu s¶n phÈm ë d¹ng 

láng, hoÆc 1 ml huyÒn phï ban ®Çu nÕu s¶n phÈm ë d¹ng kh¸c. 

LÊy hai ®Üa Petri v« trïng kh¸c. Dïng pipet v« trïng míi chuyÓn sang mçi ®Üa 1 ml dung dÞch pha lo·ng 

thËp ph©n thø nhÊt (10−1) cña mÉu thö nÕu s¶n phÈm ë d¹ng láng, hoÆc 1 ml dung dÞch pha lo·ng thËp 

ph©n thø nhÊt cña huyÒn phï ban ®Çu (10−2) nÕu s¶n phÈm ë d¹ng kh¸c. 

LÆp l¹i quy tr×nh trªn víi c¸c dung dÞch pha lo·ng tiÕp theo, sö dông mçi pipet v« trïng míi cho mçi ®é 

pha lo·ng. 



tcvn 7902:2008 

 9 

Rãt vµo mçi ®Üa Petri kho¶ng 15 ml th¹ch s¾t sulfite (5.1) ®· ®−îc lµm nguéi ®Õn nhiÖt ®é tõ 44 0C ®Õn 

47 0C trªn nåi c¸ch thuû (6.2). Thêi gian tÝnh tõ lóc nu«i cÊy c¸c ®Üa Petri ®Õn khi thªm th¹ch kh«ng 

®−îc v−ît qu¸ 15 min. Trén cÈn thËn dÞch cÊy víi m«i tr−êng b»ng c¸ch ®−a ®Üa qua l¹i theo ph−¬ng 

n»m ngang vµ ®Ó yªn cho m«i tr−êng ®«ng ®Æc l¹i. 

Sau khi m«i tr−êng ®· ®«ng ®Æc, phñ cïng lo¹i m«i tr−êng lªn ®Üa víi l−îng tõ 5 ml ®Õn 10 ml. 

NÕu dïng èng nghiÖm th× cÊy vµo hai èng ®ùng m«i tr−êng ®Ó ë 44 0C ®Õn 47 0C, mçi èng 1 ml mçi 

dung dÞch pha lo·ng. Trén nhÑ, kh«ng ®Ó t¹o bät vµ ®Ó yªn cho m«i tr−êng ®«ng ®Æc l¹i trªn nåi c¸ch 

thuû l¹nh (6.2). 

Sau khi m«i tr−êng ®· ®«ng ®Æc, phñ cïng lo¹i m«i tr−êng lªn mçi èng víi l−îng tõ 2 ml ®Õn 3 ml. 

9.4   ñ Êm 

Sau khi ®· ®«ng ®Æc, ñ Êm c¸c ®Üa Petri trong c¸c b×nh kþ khÝ (6.3) ë 37 0C ± 1 0C trong 24 h ®Õn 48 h. 

NÕu nghi ngê cã vi khuÈn −a nhiÖt, th× chuÈn bÞ mét d·y c¸c ®Üa Petri thø hai (xem 9.3). ñ Êm d·y ®Üa 

nµy ë 50 0C ± 1 0C. 

Trong tr−êng hîp dïng c¸c èng, kh«ng cÇn ph¶i ñ trong c¸c b×nh kþ khÝ. 

9.5   §Õm khuÈn l¹c 

§äc kÕt qu¶ sau 24 h vµ 48 h, tuú vµo ®é ®en vµ tèc ®é ph¸t triÓn cña c¸c vi sinh vËt. §Õm c¸c khuÈn 

l¹c mµu ®en, cã thÓ cã quÇng ®en bao quanh ®−îc coi lµ vi khuÈn khö sulfit. 

Chó thÝch 1   Cã thÓ xuÊt hiÖn quÇng ®en lan réng kh«ng ®Æc tr−ng cña m«i tr−êng, ®Æc biÖt lµ khi nu«i cÊy 

trong c¸c èng th¹ch thay cho c¸c ®Üa Petri. ViÖc ph¸t triÓn c¸c vi khuÈn kþ khÝ, mµ chØ sinh khÝ hydro (kh«ng ph¶i 

lµ H2S) còng cã thÓ khö sulfit cã mÆt dÉn ®Õn lµm ®en m«i tr−êng. 

§Õm c¸c khuÈn l¹c cña vi khuÈn khö sulfit trong mçi ®Üa chøa Ýt h¬n 150 khuÈn l¹c ®iÓn h×nh vµ chøa Ýt 

h¬n 300 khuÈn l¹c tæng sè. 

Khi sè l−îng khuÈn l¹c cao, th× mét sè èng cã thÓ kh«ng ®Õm ®−îc. Trong tr−êng hîp nµy, chØ cã c¸c 

èng cã c¸c khuÈn l¹c mäc t¸ch biÖt râ rµng míi dïng ®Ó ®Õm. 

Chó thÝch 2   Tiªu chuÈn nµy chØ cã thÓ sö dông ®Ó ®Þnh l−îng chØ Clostridium. Sau khi thu ®−îc c¸c khuÈn l¹c 

®Æc tr−ng, tõ mçi ®Üa lÊy n¨m khuÈn l¹c vµ ®−îc dïng ®Ó kh¼ng ®Þnh chi Clostridium b»ng c¸c phÐp thö kh¼ng 

®Þnh (vÝ dô, c¸c phÐp thö h« hÊp, sinh bµo tö). 

10   BiÓu thÞ kÕt qu¶ vµ giíi h¹n tin cËy 

Xem phÇn bæ sung cña TCVN 6404 (ISO 7218). 
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11   B¸o c¸o thö nghiÖm  

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i ghi râ: 

a)  mäi th«ng tin cÇn thiÕt ®Ó nhËn biÕt ®Çy ®ñ vÒ mÉu thö; 

b)  ph−¬ng ph¸p lÊy mÉu ®· sö dông, nÕu biÕt; 

c)   ph−¬ng ph¸p thö ®· sö dông, kÓ c¶ nhiÖt ®é ñ Êm, viÖc sö dông èng nghiÖm vµ bÊt kú viÖc xö lý 

nhiÖt nµo ®Ó diÖt vi khuÈn sinh d−ìng; 

d)   mäi chi tiÕt thao t¸c kh«ng qui ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy, hoÆc tïy ý  lùa chän, cïng víi c¸c chi tiÕt 

bÊt th−êng kh¸c cã thÓ ¶nh h−ëng tíi kÕt qu¶; 

e)   c¸c kÕt qu¶ thö nghiÖm thu ®−îc; 

B¸o c¸o kÕt qu¶ còng ph¶i nªu râ nÕu c¸c phÐp thö tiÕp theo ®−îc thùc hiÖn bëi phßng thö nghiÖm 

chuÈn, hoÆc nÕu ®· thùc hiÖn th× nªu kÕt qu¶ thu ®−îc. 
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Phô lôc A 

  (qui ®Þnh) 

S¬ ®å c¸ch tiÕn hµnh 

 

x g mÉu thö + 9x g dÞch pha lo·ng 

HuyÒn phï ban ®Çu 

Dung dÞch pha lo·ng (xem 9.2) 

 

NÕu nghi ngê cã vi khuÈn −a nhiÖt,        
xem 9.4 Th¹ch s¾t sulfit (5.1). 

ñ Êm ë 37 0C ± 1 0C trong 24 h ®Õn 48 h 
(xem 9.4)  

Xö lý nhiÖt huyÒn phï ban ®Çu ®Ó lo¹i 

bá d¹ng sinh d−ìng (xem 9.2). §Ó thu 

®−îc kÕt qu¶ lµ sè bµo tö cña vi khuÈn 

khö sulfit −a nhiÖt ph¸t triÓn trong ®iÒu 

kiÖn kþ khÝ, hoÆc c¸c bµo tö Clostridium 

−a nhiÖt (xem Chó thÝch 2 trong 9.5) 

Th¹ch s¾t sulfit (5.1). 
ñ Êm ë 50 0C ± 1 0C trong 24 h ®Õn 48 h 

(xem 9.4)  

 

Kh¼ng ®Þnh (xem Chó thÝch 2 trong 9.5) 

−  phÐp thö h« hÊp 

−  phÐp thö sinh bµo tö 

KÕt qu¶ lµ sè l−îng Clostridium  

Kh¼ng ®Þnh (xem Chó thÝch 2 trong 9.5) 

−  phÐp thö h« hÊp 

−  phÐp thö sinh bµo tö 

KÕt qu¶ lµ sè l−îng Clostridium −a nhiÖt 

 

DiÔn gi¶i kÕt qu¶: §Ó thu ®−îc sè 
l−îng vi khuÈn khö sulfit −a nhiÖt 
ph¸t triÓn trong ®iÒu kiÖn kþ khÝ 

 

DiÔn gi¶i kÕt qu¶: §Ó thu ®−îc sè 
l−îng vi khuÈn khö sulfit ph¸t triÓn 

trong ®iÒu kiÖn kþ khÝ 
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Th− môc tµi liÖu tham kh¶o 

 

[1]    NMKL No. 95:1997,  Sulfite-reducing Clostridia − Determination in food 1).  

 

 

_________________________ 

                                           
1)   Ph−¬ng ph¸p NMKL so¸t xÐt nµy do Reidar Skjelkvale so¹n th¶o. Oslo City Food Control Authority, Vestbyvn, 13, N-0976 
Oslo, Norway. 
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