TCVN TIEU CHUAN VIET NAM

TCVN 4884 : 2005
ISO 4833 : 2003

Xuat ban ldn 3

VI SINH VAT TRONG THUC PHAM VA
THUC AN CHAN NUOI - PHUONG PHAP
DINH LUONG VI SINH VAT TREN DIA THACH -
KY THUAT DEM KHUAN LAC & 30 °C

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for

the enumeration of microorganisms — Colony count technique at 30 °C



TCVN 4884 . 2005

0 L&i gidi thiu

Do tinh da dang cla thuc phdm va thitc an chan nudi nén phuong phap nay cé thé khong thich hop dén
twng chi tiét cho ting san pham cu thé. Trong trudng hop nay, co thé st dung cac phuong phap «hac -
dac trung cho ting san phdm, néu hoan toan chi vi Iy do ky thuat. Tuy nhién, can c6 géng ap dung
phuong phap nay khi cé thé.

Khi tiéu chuan nay dudc soat xét tiép thi can phai tinh dén moi thdng tin lién quan dén pham vi ma
phudng phap dém dia nay phai tuan theo va cac nguyén nhan gay sai léch so vdi phuong phap trong

trudng hop cac san pham cu thé.

Viec hai hoa cac phuong phap thir co thé khéng thuc hién dudc ngay va déi voi mot vai nhém san pham
c6 thé ton tai cac tiéu chudn qudc t& vashodc tiéu chudn quéc gia ma khong phi hap véi tiéu chudn
nay. Trong trudng hdp c6 san tiéu chudn quéc t€ cho san phdm can thir nghiém thi phai tuan theo tiéu
chudn do. Hy vong rang khi cac tiéu chudn nhu thé dudc soat xét, thi chung phai dugc slia d6i dé phu
hdp vdi tiéu chuin nay, sao cho cudi ciing chi con cac sai léch véi phuong phap dém dia nay la cac ly

do ky thuat dugc thira nhan.
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Xuit ban 1an 3

Vi sinh vat trong thuc pham va thirc 3n chin nudi -
Phuong phap dinh lugng vi sinh vat trén dia thach -
Ky thuat dém khuan lac & 30 °C

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Harizontal method for the

enumeration of microorganisms — Colony count technique at 30 °C

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap dinh Iugng vi sinh vat trén dia thach bang cach d&m khuin lac
phat trién trong méi trudng dac sau khi G trong diéu kién hiéu khi & 30 °C. Tiéu chudn nay cb thé ap
dung cho cac san phdm dling cho ngudi hoac thitc 3n chan nudi.

Kha nang ap dung cta tiéu chudn nay bi han ché khi kiém tra cac thuc phdm va thic an chan nusi da
lén men. Dé kiém tra cac thuc pham va thirc &n chan nudi da 1én men thi cac moi trudng va/hoac cac

diéu kién U khac cé thé thich hop hon.
2 Tailiéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau la rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chun. D6i véi cac tai liéu vién dan ghi
nam ban hanh thi ap dung phién ban dudc néu. D3i véi cac tai liéu vién dan khong ghi nam ban hanh

thi ap dung phién ban mdi nhat, bac gém ca cac sla déi.

TCVN 6507 (tat ca cac phan) (ISO 6887), Vi sinh vat trong thuc phdm va thic an chdn nuéi — Chusn bi

mau thir. dung dich huyén pht ban dau va cac dung dich pha loang thap phan dé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 6404 = 1998 (ISO 7218 : 1996), Vi sinh vat trong thuc pham va trong thdc an chan nudi -

i - Lk - . a2 . it
Nguyen tac chung vé kiém tra vi sinh vat.
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TCVN 6263 (ISO 8261). Sla va cac san phdm sita. Chudn bi mau thir va cac dung dich pha lodng dé

kiém tra vi sinh.

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
culture media in the laboratory (Vi sinh vat trong thuc phdm va thitc 3n chan nudi — Hudng dan chuan bi
va tao moi trudng cdy — Phan 1: Cac hutng dan chung vé dam bao chét lugng cho viéc chudn bi mai
trudng cay trong phong th nghiém).

3 Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay sl dung cac thuat nglr va dinh nghia sau day:

3.1

vi sinh vat (micro-organisms)

vi khudn, ndm men va ndm mé&c hinh thanh khudn lac cé thé dém dugc, dudc sinh ra trong cac diéu

kién qui dinh trong tiéu chuén nay.

4 Nguyén tic

4.1 Chudn bj hai dia rét st dung méi trudng cdy qui dinh va mét luong mau thit qui dinh, néu san
phdm ban diu 8 dang I6ng, ho&c ding mét lugng huyén phi ban ddu qui dinh néu cac san phdm &

dang khac.

Chudn bi cac cap dia rét khac, trong cting mét diéu kién, sir dung cac dung dich pha loang thap phan

clia mau th(r hoac ca huyén phu ban dau.
4.2 U trong diéu kién hiéu khi cac dia & 30 °C trong 72 h .

4.3 Tinh sé lugng vi sinh vat trong mét mililit hodc trong mét gam mau tif s6 Iuong khuan lac thu duoc

trén cac dia da chon (xem diéu 10).

5 Moi trudng cay va dich pha loang
Pé&i véi thuc hanh trong phong thit nghiém, xem TCVN 6404 (1SO 7218) va ISO/TS 11133-1.
5.1 Dich pha loang

Xem a1 ohin tugng tng o%a TTVN 8507 1S 2 8887,
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5.2 Mbi trusng thach dé dém dia (PCA)

" 5.2.1 Thanh phén

Pepton tu casein 50g ]|
Cao nam men 25g i
| Glucoza, dang khan (C¢H,,0s) 104 i
Thach 9gdén18gq

|
Nudc 1000 mi i

" Tuy thudc vao sirc dong cua thach. i
|

Khi kiém tra cac san pham sifa, cho 1,0 g bét sita gdy vao mét Iit mai trudng cay. Bét sita gay khong

dudc chira cac chat gay (rc ché.

5.2.2 Chuan bj

5.2.2.1 Chuan bj tir méi trudng hoan chinh khé loai thuong mai
Theo chi dan cGa nha san xudt va thém bét sira gdy (xem 5.2.1), néu can.
Chinh pH sao cho sau khi kh(r tring la 7,0 + 0,2 d 25 °C, néu can.

5.2.2.2 Chuan bij tir cac thanh phén cd ban khé

Hoa tan cac thanh phan trong nudc, theo thif tu sau: cao ndm men, pepton ti casein, glucoza va bot

slfa gdy, néu can. Bun néng nudc d& hoa tan nhanh hon.

Thém thach va dun dén séi, thinh thoang khudy cho dén khi tan hét thach .
Chinh pH sao cho sau khi khirtring 1a 7,0 + 0.2 & 25 °C, néu can.

5.2.2.3 Phan phdi, khir tring va bao quan

Phan phéi méi trudng vao cac éng nghiém (6.8), vdi cac lugng tir 12 mi dén 15 mi vao méi 8ng hozc
binh hoac chai (6.8) co dung tich khéng qua 500 ml.

Khir triing 15 phat trong ndi hdp ap Iuc & 121°C.

Néu moi truong ducc s dung ngay thi lam ngudi trong ndi cach thuy (6.5) dén nhiét do tir 44 °C den
47 "C trude khi s dung. Néu khéng ding ngay thi bac quan noi téi & nhiét @ 3 °C = 2 °C khong qua

T~ *hamm .w-__g,r ) S -Telilala ~tg e
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Ngay trudc ki kiém tra vi sinh vat, d€ tranh cham tré khi rét méi trudng, nén lam tan chay hoan toan

maéi truéng ri d& nguéi trong ndi cach thuy (6.5) dén nhiét do tir 44 °C dén 47 °C trudc khi st dung.

P& kiém t2 nhiét dd ctia thach, nén dat mot nhiét ké vao mét dung dich kiém soat thach 15 g /I dung
trong v& chlra riéng biét giéng hét nhu dugc sif dung cho mdi truong. Nhiét dé dung dich kiém soat

cing ¢ qua cac budc dun nong va lam ngudi gidng nhu d8i vai mdi trudng.
5.2.3 Kiém tra tinh ning cia mdi trudng cay vé sy dam bao chit lugng
P& ém tra tinh nang cla mai trudng, xem ISO/TS 11133-1.

5.7 M&i truéng phu (xem 9.2.7, néu can)

5.1 Thanh phéan

Thach ¥ 12gdén18g

: Nudc 1000 ml

! " Tuy thudc vao slfc déng cla thach.

/3.2 Chuan bi

ho thach vao nuéc va dun dén sdi, thusng xuyén khudy cho d@én khi tan hét thach, hodc dung hai

udc trong khoang 30 phut.
Shinh pH sao cho sau khi khir triing a 7,0 + 0,2 & 25 °C, néu cén.
5.3.3 Phan phai, khi trung va bao quan
Phan phdi vao cac 8na nghiém (6.8) hodc binh hoac chai (6.8) c6 dung tich thich hgp, méi 6ng 4 m.
Khir tring 15 phut trong ndi hap ap luc & 121°C.

{6y mdi trudng duoc sir dung ngay thi [am ngudi trong ndi cach thuy (6.5) dén nhiét do tu 44 °C dén
7 °C trude khi si dung. Néu khéng dung ngay, thi bao quan nai tdi & nhiét dé 3 °C = 2 °C khéng qua-

‘thang dusi cac diéu kién khéng lam thay ddi thanh phan va dac tinh clia n6

Nay trudc khi kiém tra vi sinh vat, dé tranh cham tré khi rét méi truong, nén lam tan chay hoan toan
me trudng réi dé ngudi trong ndi cach thuy (6.5) dén nhiét do tir 44 °C dén 47 °C trudce khi st dung.

6 Thidt bi va dung cu thuy tinh

il i ch =i dung mét i&n ra
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St dung cac thiét bi clia phong thlr nghiém vi sinh théng thudng va cu thé la:
6.1 Thiét bi dé& khir tring khé (t0 sdy) hodc dé khir tring uét (néi hap ap luc)
" Xem TCVN 8404 (ISO 7218).
6.2 Tu am, co kha nang hoat d@éng ¢ 30°C = 1°C.
6.3 Dria Petri, bang th(y tinh ho#c chat déo c¢d dudng kinh tir 80 mm dén 100 mm.
6.4 Pipet, cé dung tich danh dinh 1 ml.
6.5 NOi cach thly, co thé hoat dong & 44 °C dén 47 °C.

6.6 Thiét bj d&m khuan lac, vi du: cé thd sir dung bé chiéu sang véi phong téi, dugc gén vdi kinh IGp
¢6 dd phéng dai thich hop khoang 1,5 x va bé dém cd hoc hodc dién tir sd.

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

6.8 5ng nghiém, binh héac chai c6 dung tich thich hop va khéng I6n hdn 500 mi .

7 Lay mau

Diéu quan trong la phong thlr nghiém nhan duge dung mau dai dién va khéng bi hu hdng hoac bién ddi

trong sudt qua trinh van chuyén hoéc bao quan.

Viéc 18y mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Xem tiéu chudn riéng vé 18y mau cho san phdm

tuong Ung. Néu chua cé tiéu chudn riéng thi cac bén lién quan tu thoa thuan véi nhau vé van dé nay.

8. Chuan bi miu thir

Viéc chudn bi mau thir theo cac phan tuong ing ctia TCVN 6507 (ISO 6887) hosic TCVN 6263 (ISO 8261)
va tiéu chudn riéng tuong (ing vdi san pham. Néu chua co tiéu chudn riéng thi cac bén lién quan tu thoa

thudn vdi nhau v& van dé nay.

9 Cach tién hanh
9.1 Phin mau thi, huyén pha ban ddu va cac dung dich pha loang

¥am cac phan tuong (mg clia TCVYN 6507 (ISO 6887) va tiéu chudn riéng fién quan dén san pham.
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9.2 Cayvau

9.2.1 Lay hai dia Petri vé trung (6.3). Dung pipet v tring (6.4) cho vao méi dia 1 ml mau thf néu san

ph&m la chat idng hoac 1 ml huyén phi ban ddu néu cac san phdm & dang khac (d6 pha loang 107").

9.2.2 Lay hai dia Petri v tring (6.3) khac. Dling pipet vé triing (6.4) cho vao méi dia 1 mi dich pha loang
107" (néu san pham Ia chat 1dng) ho&c 1 mi dung dich pha loang 107 (néu cac san pham J dang khac).

9.2.3 Lap lai trinh tu nay vdi cac dich pha loédng ti€p theo, sir dung pipet méi vé tring d6i véi méi dung

dich pha lodng thap phan, néu can.

9.2.4 Néu thich hgp va néu c6 thé, chi chon cac budc pha lodng téi han (it nhat hai dung dich pha
loang thap phan lién tiép) d& cdy cac dia Petri sao cho thu dudc s& dém tir 15 khuin lac dén 300 khuan

lac trén mdi dia petri.

9.2.5 ROt vao mdi dia Petri khoang tir 12 ml dén 15 ml méi trudng thach dém dia (5.2) & 44 °C dén
47 °C. Thdi gian tir khi chudn bi xong huyén phii ban dau (hodc dung dich pha lodang 10”' néu san phim
1& chat 1ong) dén khi rét méi trudng (5.2) vao cac dia khéng dudc vudt qua 45 phut.

9.2.6 Tron cén than dich cdy véi méi trudng bing cach xoay dia Petri va dé cho hén hop déng dac lai

bang cach dat cac dia Petri trén bé mat ndm ngang, mat.

9.2.7 Sau khi déng dac hoan toan va chi khi nao nghi ngd san pham can kiém tra cb chita cac vi sinh
vat ma khuén lac cla chung cé thé moc lan trén khdp bé mat cla méi trudng, thi rot khoang 4 mi maéi
truong phi (5.3) d 44 °C dén 47 °C |én bé mat méi trudng da cdy mau. Dé cho dong dac nhu mé ta

dtrén.

9.2.8 Lat nguoc cac dia da cdy mau va dat vao tl d&m (6.2) 3 30 °C = 1 °C trong 72 h = 3 h Khang xép

choéng cao qua sau dia. Cac chéng dia can dudc tach khoi nhau va cach xa thanh va néc tu,

9.3 Dém khuan lac

9.3.1 Sau giai doan U qui dinh (9.2.8), d8m cac khuan lac trén cac dia (10.1) st dung dung cu dém
khudn lac (6.6), néu can. Kiém tra cac dia dudi anh sang diu. Diéu quan trong 1a cac khuin lac chinh
phai dudgc dém va tranh dém nham véi cac hat khong hoa tan hoac chat két tla trén dia. Kiém tra can
than cac khuan lac nghi ngd, khi can nén dung kinh IUp cé d6 khuyéch dai I6n hon dé€ phan biét cac

khuan lac vdi tap chat la.

9.3.2 Cac khuan lac moc lan réng dudc coi la cac khudn lac don ié. Néu it hon mét phan tv dia moc

an

day lar ong. thi d8m cac khuln lac trén chan dia cén lai va tink s& riong ing che =3 da

dhar o T3 Bl moc cay an cang thy lcal oo dia va kndng da3m
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10 Biéu thi két qua
*10.1 Phuong phap tinh
-Xem phan sira déi 1 clia 1ISO 7218 : 1996.
10.2 Dé chum

10.2.1 Yéu cau chung

Céac dir liéu vé dd chum da dudc danh gia déi véi cac dia chlra nhiéu hon 15 khuén lac va it han 300
khudn lac. DUt ligu vé& dé chum phu thudc vao su lién két hé vi sinh vat va cac chat nén clia mau. Cac
dit lidu nay thu dudc tir cac nghién ciiu cdng tac (xem [1], [2] va [3]) va c6 gia tri doi vdi sira nguyén liéu
va sifa thanh tring. Chung c6 thé dudc dung lam céc s6 udc tinh khi can xac dinh s khuan lac cé trong

s&n phdm khac.
10.2.2 Db 13p lai

Chénh léch tuyét ddi gilfa.cac két qua cla hai phép thr doc 1ap don 18, thu dugc khi s dung clng .
phuong phap, trén vat liéu thr gidng hét nhau, trong cung mét phong thit nghiém, do mét ngudi thuc
hién, str dung cung thiét bi, thuc hién trong mét khodng thdi gian ngan, tinh theo log,, clia cac vi sinh
vat cd trong mét lit (tuong Umg véi 1,8 trén thang danh dinh sé vi sinh vat trong mét lit) khéng dugc 16n
han gidi han I&p fai r = 0,25.

CHU THICH: Gidi han I&p lai nay thu dudc tif cac nghién cifu cdng tac trén sifa nguyén liéu va sia tiét trung

(xem [1], 2] va [3]) va co thé dudc s dung cho cac san pham nhu thé.

10.2.3 Db tai lap

Chénh léch tuyét déi gilta cac két qua ciia hai phép thir don 1€, thu dugc khi st dung clng phuong phap
trén vat liéu thdr gidng hét nhau trong cac phong thit nghiém khac nhau, do cac ngudi khac nhau thuc
hién, sir dung cac thiét bi khac nhau, tinh theo log,, cla cac vi sinh vat cé trong mét it (tudng Ung vdi

2 B trén thang danh dinh s8 vi sinh vat trong mét lit) khdng dudc i6n hon gidi han tai lap R = 0,45 .

CHU THICH: Gigi han tai 1ap nay thu dudc tir cac nghién clu cong tac trén sfa nguyén liéu va sia tiét tring

{xem [1]. [2] va [3]) va cé thé dudc sU dung cho cac san phdm nhu thé.
10.3 Giai thich cac két qua thu nghiém

Trong cac vi du dudi day, da xem xét dén s6 liéu v& dd chum trung binh, mifc xac sudt 1a 95 % va phan

toh mat mBu Trong thuc t& thi thudng s dung trung binh cla vai mau. Cac con s6 dudc tinh bang s& v
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a) Cac diéu kién lap lai
K&t qua thifnhat: . 10° = 100 000
Chénh I&ch gilra két qua thir nhat va két qua thir hai khéng dudc 16n hon 0,25 log,, cac don vi.

Két qua thir hai: log 10*™ = 56 000 hoac

log 10°% = 178 000

Chénh léch gilfa két qua th nhat va thl hai ¢ thé dudc chédp nhéh néu két qua thir hai khéng thap hon
56 000 hoac khéng cao hon 178 000.

b) Cac diéu kién tai lap
Céc két qua thu dudc trong phong thlr nghiém th{ nhat (trung binh clia phép xac dinh kép): 10° = 100 000.

Chénh léch gilra két qua thir nhat va th( hai thu dudc trong phong thir nghiém thit hai khéng dudc I6n
hon 0,45 log,, clia cac don vi:

Céc két qua thir hai: log 10*5° = 36 000 ho#c
' log 10%% = 280 000

Chénh léch gilfa cac két qua thu dudc bdi phong thif nghiém th( nhat va thr hai c6 thé chdp nhan dugc
néu phong thlr nghiém thir hai thu dugc két qua khong thap hon 36 000 va khéng cao hon 280 000.

Phu luc A cho thay cach tinh va cach st dung sai léch t6i han (CD) dé gii thich cac két qua.
10.4 Gigi han tin cay

Xem TCVN 6404 (1SO 7218).

11 Bao cao thir nghiém

Bac cao thir nghiém phai chi ré

a) moi thdng tin can thi€t @& nhan biét day dt vé mau thir;

b) phuong phap Idy mau da s dung, néu biét:

¢y phuong phap thlr nghiém da dung, vién dan tiéu chudn nay:

d) mai chi tiét thao tac khéng dugc quy dinh trong tiéu chudn nay hoac nhimg diéu dudc coi 1a tuy v

cing nhu cac s o bat kv ma 6 thé anh hudng dén két qua:
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Phu luc A
(tham khao) .
Cach sir dung sai I&ch t6i han (CD) dé giai thich két qua

Trong cac vi du dudi day da xem xét dén di liéu vé d6 chum trung binh, mic xac suat I3 95 % va phan
tich mét mau. Trong thuc té thi thudng st dung trung binh cla vai mau. Cac con s& dugc tinh bang sé& vi

sinh vat trong mét lit.
a) Cac diéu kién tai lap
Cac két qua thu dugc trong phong thir nghiém thi nhat (trung binh cta phép xac dinh kép): 10° = 100 000.

Chenh léch gilra két qua nay va két qua thu dugc bdi phong thir nghiém th(t hai (trung binh clia n phap
xac dinh; trong vi du nay n = 2) cé thé dudc chép nhan néu né khong vugt qua sai léch téi han (CD),

theo log,, cac don vi:

2
fes =0,41

[ 2 o 1 |2 ]
CD= |Rc-r (1——J=JR—-—= 0,45 -
¥ n 2\
trong do
r la gigi han lap lai;
R la gidi han tai lap.

Chénh léch gitra cac két qua thu dudc bdi phong thir nghiém thir nhat va thi hai cé thé chap nhan duoc
néu phong thir nghiém th{r hai thu duoc két qua khong thap hon 10 = 39 000 hoac khdng cao hon
10°*" = 257 000.

b) So sanh véi giéi han (thir mét phia)
Gidi han: 10° = 100 000

Chenh iéch gilra gidi han va két qua ctia phong thif nghiém (trung binh cla n phép xac dinh, trong vi du

nay n = 2) dugc so sanh vdi gidi han sai léch t&i han (CDL):

e =2 2(' 1\ n 2 r.?
CDL=0,84V2AVR - 1-— =0,84\"2><\R —?:0,24

LonJ

Cac k&t qua thl nghiém d&n 10°% = 174 000 khéng chi ra dugc sit khang phu hdp v&i gidi han
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