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Lêi nãi ®Çu

TCVN 5667 – 1992 ®­îc x©y dùng trªn tiªu chuÈn quèc tÕ ISO 2293 – 1998;

TCVN 5667- 1992 do ban kü thuËt Thùc phÈm biªn so¹n. Tæng côc Tiªu chuÈn - §o l­êng – ChÊt l­îng ®Ò nghÞ vµ ®­îc Uû ban khoa häc nhµ n­íc ban hµnh theo quyÕt ®Þnh sè 454/Q§ ngµy 16 th¸ng 7 n¨m 1992.

T I ª u c h u È n  v I Ö t  n a m             tcvn 5667:1992

ThÞt vµ s¶n phÈm thÞt. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ

Meat and meat products. Enumeration of total aerobic bacteria

Tiªu chuÈn nµy quy ®Þnh ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ trªn 1cm bÒ mÆt s¶n phÈm vµ trong 1g cho c¸c lo¹i thÞt vµ s¶n phÈm chÕ biÕn tõ thÞt trõ ®å hép thÞt.

1 X¸c ®Þnh tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ trªn 1cm2
1.1 Nguyªn t¾c

Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ trªn 1cm2, bÒ mÆt s¶n phÈm ®­îc ¸p dông ®Ó ®¸nh gi¸ ®é nhiÔm khuÈn trªn bÒ mÆt c¸c s¶n phÈm thÞt b»ng ph­¬ng ph¸p ®Õm sè khuÈn l¹c vi khuÈn hiÕu khÝ cã trªn 1cm mÉu thö ®· ®­îc chuyÓn t­¬ng ®­¬ng víi 1ml dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu d­íi c¸c ®iÒu kiÖn thö ®­îc x¸c ®Þnh trong tiªu chuÈn nµy.

1.2 LÊy mÊu theo TCVN 5153 – 90 vµ TCVN 4886 – 89.

1.3 ThiÕt bÞ vµ dông cô

      – GiÊy thÊm v« khuÈn, kÝch th­íc 2 x 2 hoÆc 5 x 5 cm;

· Khung b»ng kim lo¹i kh«ng rØ v« khuÈn cã kÝch th­íc trong lµ 2 x 2 hoÆc x 5 cm;

· Bi thuû tinh v« khuÈn, cã ®­êng kÝnh phï hîp;

· T¨m b«ng;

· KÑp g¾n kim lo¹i;

· èng nghiÖm 18 x 180mm;

· Cèc ®ong c¸c lo¹i;

· B×nh tam gi¸c c¸c lo¹i;

· B×nh ®Þnh møc dung tÝch 100, 500 vµ 1000 ml;

· PipÐt 1,0 vµ 100ml, chia ®é tíi 0,1ml;

· §Üa petri cã ®­êng kÝnh trong 90 – 100mm;

· PhÝch ®¸ duy tr× ®­îc nhiÖt ®é tõ 0 ®Õn + 20C;

· Tñ Êm ®iÒu chØnh ®­îc ë 30 ( 10C;

· Tñ sÊy kh«;

· Tñ hÊp ­ít;

· BÕp c¸ch thuû ®iÒu chØnh ®­îc tõ 30 ®Õn 560C;

· C©n ph©n tÝch;

· M¸y ®o pH;

· KÝnh lóp phãng ®¹i tõ 3 ®Õn 5 lÇn;

· Hép ®Õm khuÈn l¹c;

· BÕp ®iÖn;

· Buång cÊy v« khuÈn.

1.4 Ho¸ chÊt vµ m«i tr­êng

1.4.1 Ho¸ chÊt

- N­íc cÊt 

- Natriclorua,  tinh khiÕt ph©n tÝch (TKPT)

- Dinatri hydro phot phat (Na2HPO4), TKPT;

- Kalidihydro photphat (KH2PO4), TKPT;

- Th¹ch dïng cho vi sinh vËt

- Trypton  dïng cho vi sinh vËt

- Glucaza.TKPT

· Cao men dïng cho vi sinh vËt

· Pepton dïng cho vi sinh vËt .

1.4.2 M«i tr­êng

a) N­íc muèi sinh lý

– Thµnh phÇn:  Natriclorua              8,5g;

                         N­íc cÊt, ®ñ            100ml;

- C¸ch pha chÕ:

Hoµ tan muèi trong n­íc, tiÖt khuÈn trong nåi hÊp ë 1200 C trong 15 phót.

b) Dung dÞch ®Öm pepton

- Thµnh phÇn: Pepton                           10g;

                              Natriclorua                       5g;

                              Dinatrihydro phophat        9g;

                               Kalidihydro phophat         1,5g;

                                N­íc cÊt, ®ñ                  1000ml.

- C¸ch pha chÕ:

§un s«i ®Ó hoµ tan c¸c chÊt trªn, ®Ó nguéi. §iÒu chØnh ®é pH b»ng natrihydroxit 0,1N sao cho sau khi tiÖt khuÈn pH ë 250C lµ 7,0(0,2. Rãt 100ml m«i tr­êng vµo b×nh dung tÝch 250ml vµ 10 ml vµo mét èng nghiÖm. TiÖt khuÈn trong nåi hÊp ë nhiÖt ®é 120 ( 10C trong 15 phót. NÕu kh«ng dïng ngay, m«i tr­êng cÇn ®­îc b¶o qu¶n n¬i kh« r¸o, tèi ë nhiÖt ®é tõ 0 ®Õn + 50C vµ kh«ng qu¸ 30 ngµy.

c) Th¹ch trypten glucoza

-  Thµnh phÇn: Trypton
5g;

                         Cao men
2,5g

                         Glucoza
1g

                         Th¹ch
12 – 18g

                                       N­íc cÊt, ®ñ
100ml

· C¸ch pha chÕ:

Võa ®un nhá löa võa khuÊy nhÑ ®Ó hoµ tan c¸c chÊt ®Õn khi dung dÞch s«i. §iÒu chØnh pH sao cho sau khi tiÖt trïng pH ë 250 lµ 7,0 ( 0,2. Rãt m«i tr­êng vµo b×nh víi l­îng m«i tr­êng kh«ng qu¸ 1/2 dung tÝch mçi b×nh. TiÖt khuÈn trong nåi hÊp ë nhiÖt ®é 120 ( 10C trong 15 phót. §Ó nguéi trong nåi c¸ch thuû tíi 45 ( 10C ®Ó  sö dông. NÕu ch­a dïng ngay cÇn b¶o qu¶n m«i tr­êng ë n¬i kh« r¸o, tèi, ë 0 ®Õn + 50 vµ kh«ng qu¸ 30 ngµy. Tr­íc khi dïng, ®un c¸ch thuû cho ch¶y m«i tr­êng vµ ®Ó nguéi trong nåi c¸ch thuû tí 45 ( 10C.
d) Th¹ch mµng

· Thµnh phÇn: Th¹ch
12 – 18g

    N­íc cÊt, ®ñ
100ml

· C¸ch pha chÕ:

Võa ®un nhá löa võa khuÊy nhÑ ®Ó hoµ tan th¹ch ®Õn khi s«i, ®iÒu chØnh pH sao cho sau khi tiÖt khuÈn pH ë 250C lµ 7,0 ( 0,2. Rãt m«i tr­êng víi l­îng 4ml vµo mçi èng nghiÖm vµ 100 ml vµo mçi b×nh tiÖt khuÈn, sö dông vµ b¶o qu¶n n«i tr­êng nh­ môc C.

1.5 Tr×nh tù x¸c ®Þnh 

1.5.1 ChuÈn bÞ mÉu

a) Dïng giÊy thÊm v« khuÈn (1.3) ®­îc lµm ­ít tr­íc b»ng n­íc muèi sinh lý vµ cã tæng diÖn tÝch lµ 100cm (gåm 4 m¶nh 5 x 5 cm hoÆc 25 m¶nh 2 x 2 cm) d¸n lªn c¸c vÞ trÝ kh¸c nhau cña bÒ mÆt mÉu (1.2) cÇn d¸m sao cho toµn bé diÖn tÝch giÊy thÊm tiÕp xóc trùc tiÕp víi bÒ mÆt mÉu. Sau 2 phót, chuyÓn toµn bé sè giÊy thÊm trªn vµo èng nghiÖm ®· chøa s½n 10 ml dung dÞch ®Öm pepton.

Cã thÓ chuÈn bÞ mÉu theo c¸ch: ¸p c¸c khung kim lo¹i v« khuÈn cã kÝch th­íc t­¬ng tù (1.3) lªn bÒ mÆt mÉu ë c¸c vÞ trÝ kh¸c nhau víi tæng diÖn tÝch lµ 100cm2 ( 4 lÇn víi khung 5 x 5 cm hoÆc 25 lÇn víi khung 2 x 2cm). NhÑ nhµng quÐt ®Çu t¨m b«ng ®· ®­îc thÊm Èm b»ng n­íc muèi sinh lý lªn toµn bé diÖn tÝch ®· ®­îc khung kim lo¹i giíi h¹n. CchuyÓn toµn bé sè lªn ®Çu t¨m b«ng trªn vµo èng nghiÖm ch÷a s½n 10ml dung dÞch ®Öm pepton. C¸c èng nghiÖm chøa mÉu cã thÓ ®­îc b¶o qu¶n ë 0 ®Õn + 20 trong vßng 6h.

b) ChuyÓn toµn bé l­îng mÉu trong èng nghiÖm vµo b×nh tam gi¸c dung tÝch 100 ml chøa kho¶ng 10 viªn bi thuû tinh v« khuÈn. Tr¸ng èng nghiÖm chøa mÉu b»ng dung dÞch ®Öm pepton vµ ®æ c¶ vµo b×nh chøa mÉu, l¾c nhÑ cho giÊy thÊm hoÆc b«ng tan vôn, sau ®ã cho thªm dôch dÞch ®Öm pepton tíi kho¶ng 100ml

c) §Ó l¾ng hoÆc tiÕn hµnh ly t©m dung dÞch mÉu kho¶ng 5 phót ë tèc ®é 200 vßng/ phót. G¹n lÊy líp dng dÞch trong vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 100ml vµ cho thªm dung dÞch ®Öm pepton tíi v¹ch møc 100ml (t­¬ng ®­¬ng víi 100cm2 bÒ mÆt mÉu ®­îc chuÈn bÞ). Dung dÞch nµy ®­îc gäi lµ dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu. CÇn tiÕn hµnh kiÓm tra ngay sau khi chuÈn bÞ xong dung dÞch, nÕu ch­a kiÓm tra, dung dÞch cÇn ®­îc b¶o qu¶n ë 0 ®Õn + 50C nh­ng kh«ng qu¸ 1h.

1.5.2 Pha lo·ng mÉu

Dïng dung dÞch ®Öm tepton ( môc b ®iÒu 1.4.2) ®Ó pha lo·ng dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu theo tØ lÖ 1/9 tíi c¸c ®é pha lo·ng thËp ph©n kh¸c nhau (10-1, 10-2…10n). CÇn c¨n cø møc ®é nhiÔm khuÈn cña mÉu ®Ó tiÕn hµnh pha lo·ng dung dÞch mÉu tíi c¸c ®é pha lo·ng phï hîp.

1.5.3 TiÕn hµnh nu«i cÊy

a) Víi mçi mÉu ph¶i nuèi cÊy Ýt nhÊt 3 ®é pha lo·ng liªn tiÕp, mçi ®é pha lo·ng nuèi cÊy 2 ®Üa, ph¶i dïng pipet riªng trong mçi ®é pha lo·ng.

b) Dïng pipet kh¸c nhau lÊy 1 ml dung dÞch mÉu ë c¸c ®é pha lo·ng kh¸c nhau cho vµo gi÷a c¸c ®Üa petri. Rãt vµo mçi ®Üa kho¶ng 15 ml m«i tr­êng th¹ch trypton glucoza (môc c ®iÒu 1.4.2). L¾c vßng trßn 5 lÇn theo chiÒu kim  ®ång hå vµ 5 lÇn ng­îc lai ®Ó trén ®Òu m«i tr­êng vµ dung dÞch mÉu. §Æt c¸c ®Üa chøa m«i tr­êng trªn mÆt ph¼ng ngang sao cho m«i tr­êng ®«ng tù nhiªn. Thêi gian tõ khi pha lo·ng mÉu (1.5.2) ®Õn khi nu«i cÊy xong kh«ng qu¸ 20 phót.

c) NÕu nghi trong s¶n phÈm cã chøa c¸c vi sinh vËt mµ khuÈn l¹c cña chóng cã thÓm mäc lan trªn bÒ mÆt m«i tr­êng th× sau khi m«i tr­êng ®· ®«ng rãt thªm 4 ml th¹ch mµng lªn bÒ mÆt ®Üa.

d) Khi m«i tr­êng ®· ®«ng, lËt óp c¸c ®Üa peptri vµ ®Æt vµo tñ Êm ®· duy tr× ë 30 ( 10C trong 72 h.

1.6 TÝnh kÕt qu¶

1.6.1 Cø sau 24h ®Õm s¬ bé sè khuÈn l¹c ®· mäc vµ sau 72h ®Õm chÝnh thøc ®Ó tÝnh kÕt qu¶.

ChØ tÝnh kÕt qu¶ khi sù ph©n bè khuÈn l¹c trªn c¸c ®Üa lµ hîp lý víi mèi t­¬ng quan nghÞch gi÷a ®é pha lo·ng vµ sè khuÈn l¹c mäc trªn ®ã.

Dïng m¾t th­êng hoÆc kÝnh lóp ®Ó ®Õm sè khuÈn l¹c mäc trªn mçi ®Üa petri, chØ ®Õm nh÷ng ®Üa cã sè khuÈn l¹c mäc riªng biÖt vµ tõ 15 ®Õn 300 khuÈn l¹c.

§Õm tÊt c¶ sè khuÈn l¹c mäc trong mçi ®Üa, trong tr­êng hîp sè l­îng khuÈn l¹c lín vµ ph©n bè ®Òu, cã thÓ phÇn ®¸y ®Üa theo ®­êng kÝnh thµnh c¸c phÇn ®Òu nhau cã béi sè lµ 2 ®Ó ®Õm mét phÇn sau ®ã nh©n kÕt qu¶ víi tæng sè phÇn ®· chia.

1.6.2 Tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ trªn 1cm2 mÉu thö ( X​1) ®­îc quy ra tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ cã trong 1ml dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu cña mÉu thö ®­îc tÝnh ë 2 ®é pha lo·ng liªn tiÕp, mçi ®é pha lo·ng gåm 2 ®Üa theo c«ng thøc sau:
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Trong ®ã:

(C - tæng sè khuÈn l¹c trªn tÊt c¶ c¸c ®Üa ë 2 ®é pha lo·ng liªn tiÕp ®­îc ®Õm

n1 - sè l­îng ®Üa ë ®é pha lo·ng thø nhÊt ®­îc ®Õm;

nz - sè l­îng ®Üa ë ®é pha lo·ng thø hai ®­îc ®Õm;

d - hÖ sè pha lo·ng øng víi ®é pha lo·ng thø nhÊt ®­îc ®Õm.

KÕt qu¶ ®­îc lµm trßn tíi sè hµng ngh×n vµ biÒu thÞ d­íi d¹ng tÝch cña mét sè thËp ph©n hai ch÷ sè ( 1,0 ….9,9) víi 10n ( n= sè ch÷ sè nguyªn cña kÕt qña trõ 1).

ThÝ dô:  Hai ®Üa ë ®é pha lo·ng thø nhÊt ®­îc ®Õm ( 10-2) cã sè khuÈn l¹c lµ 168 vµ 215;

             Hai ®Üa ë ®é pha lo·ng liªn tiÕp thø hai ®­îc ®Õm ( 10-3) cã sè khuÈn l¹c lµ 14 vµ 25.

X1 = 
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KÕt qña 19182 ®­îc lµm trßn thµnh 19000 vµ ®­îc biÓu thÞ d­íi d¹ng 1,9 x 102 khuÈn l¹c/cm2.

1.6.3 NÕu c¸c ®Üa cña hai ®é pha lo·ng liªn tiÕp cã sè khuÈn l¹c tõ 15 ®Õn 30, tÝnh sè khuÈn l¹c cña mçi ®é pha lo·ng vµ kÕt qu¶ lµ trung b×nh sè häc cña hai gi¸ trÞ thu ®­îc. LÊy tr­êng hîp tû sè cña gi¸ trÞ cao so víi gi¸ trÞ thÊp lín h¬n hai lÊy gi¸ trÞ thÊp lµ kÕt qu¶.

1.6.4 NÕu hai ®Üa chøa dÞch huyÒn phï ban ®Çu ®Òu cã sè khuÈn l¹c thÊp h¬n 15, kÕt qu¶ lµ trung b×nh sè häc cña sè khuÈn l¹c mäc trong hai ®Üa ®ã.

1.6.5 NÕu hai ®Üa chøa dÞch huyÒn phï ban ®Çu ®Òu kh«ng cã khuÈn l¹c nµo, kÕt qu¶ lµ: Ýt h¬n 1 vi khuÈn hiÕu khÝ trªn 1cm2 bÒ mÆt s¶n phÈm.

2 X¸c ®Þnh tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ trong 1 g

2.1 Nguyªn t¾c

Tæng sè vi khuÈn hiÕu khÝ cã trong 1 g mÉu ®­îc tÝnh theo ph­¬ng ph¸p ®Õm sè khuÈn l¹c vi khuÈn hiÕu khÝ quy ra 10ml dung dÞch huyÒn phï ban ®Çu d­íi c¸c ®iÒu kiÖn x¸c ®Þnh cña tiªu chuÈn nµy.

2.2 LÊy mÉu, theo TCVN 5153 –90

2.3 ThiÕt bÞ vµ dông cô, xem ®iÒu 1.3

2.4 Ho¸ chÊt vµ m«i tr­êng, xem ®iÒu 1.4

2.5 Tr×nh tù x¸c ®Þnh

2.5.1 ChuÈn bÞ mÉu, theo TCVN 4887 – 89

Khèi l­îng mÉu ®­îc chuÈn bÞ ®Ó pha lo·ng lµ 10 ( 1g.

2.5.2 Pha lo·ng mÉu, theo ®iÒu 1.5.2

2.5.3 TiÕn hµnh nu«i cÊy, theo c¸c môc a, b, c ®iÒu 1.5.3

2.6 TÝnh kÕt qu¶

C¸ch ®Õm khuÈn l¹c, tÝnh to¸n vµ biÓu thÞ kÕt qu¶ theo c¸c ®iÒu 1.6.1; 1.6.2 vµ 1.6.3.

2.6.1 NÕu 2 ®Üa chøa dÞch huyÒn phï ban ®Çu ®Òu cã sè khuÈn l¹c thÊp h¬n 15, lÊy trung b×nh sè häc m cña chóng vµ kÕt qu¶ X2 ®­îc tÝnh:

X2  = m x 
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(d lµ hÖ sè pha lo·ng cña dÞch huyÒn phï ban ®Çu b»ng 10-1).

2.6.2 NÕu 2 ®Üa chøa dÞch huyÒn phï ban ®Çu ®Òu kh«ng cã khuÈn l¹c nµo, kÕt qu¶ X2 ®­îc tÝnh:

X2< 1 
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