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SUA VA CAC SAN PHAM SUA —
DINH LUONG COLIFORM
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Milk and milk products — Enumeration of coliforms

Part 2 : Most probable number technique at 30°C
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L& ndi dau
TCVN 6262-2 : 1897 hoan toan tuong duong voi 1ISO 5541-2 1 1986 (E)

TCVN 6262-2 : 1997 do Ban ky thuat tiéu chuan TCVI//TC/F12 Sira va
san pham sira bién soan, Tong cuc Tiéu chuan - Do luong - Chat lugng

dé nghi, B6 Khoa hoc, Cong nghé va Méi truong ban hanh.
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TIEU CHUAN VIET NAM

Sira va ¢ac san pham sira — Dinh |u¢ng Coliform
Phan 2:: Ky thuat dém sé cé xac sudt |6n nhat & 30°C (MPN)

Milk and milk products — Enumeration of coliforms
Part 2 : Most probable number technique at 30°C

1 Pham vi va linh vyc 4p dung

Phén nay cta TCVN 6262 : 1997 (ISO 5541) qui dinh phuong phép dinh lugng coliform bang ky thuat

nudi cdy trong moi trudng 16ng, va tinh s6 cé x4c sudt 16n nhat (MPN) sau khi nudi &m & 30°C.

Phuong phap nay c¢é thé ap dung cho:

s{ra va cac san phdm sira dang 1dng;

- sira bét, bét cua dich tach ra khi san xuét phomat cé duding, bét ba loang va lactoza;
— casein axit , casein lactic va casein rennet;

— caseinat, bét cuia dich tach ra khi san xuat phomat axit;

-~ phomat va phomat ché bién; 7 - |

- bo;

— san phdm sira déng lanh (bao gém ca kem lanh);

— custard, mén trdng miéng va vang kem.

Phuong phép nay thich hop ddi vdi cac mau cé sé luong Coliform du tinh tuong déi thap (it hon 100

coliform trong mét gam, hoac it hon 10 coliform trong mét mililit).

Chu thich — D3i véi cac mau co6 sé lugng Coliform 16n hon (trén 100 Coliform trong mét gam, hodac trén

10 Coliform trong mét mililit) xem TCVN 6262-1 : 1997 (ISO 5541-1).

2 Tiéu chudan trich dan

ISO 707  Sira va cac san phdm stra — Cac phuong phap ldy mau.



TCVN 6262-2 : 1997
ISO 4832 Vi sinh vat hoc — Hudng dan chung vé dém Coliform— Ky thuat dém xac xudt lén nhat ¢ 30°C.

“TCVN 6263 : 1997 (ISO 8261) Sira va cac san phdm sia — Chuén bi mau thir va cac dung dich pha

loang dé kiém tra vi sinh.

3 PDBinh nghia
Ap dung dinh nghia sau day cho phén nay cua tiéu chuén :

Coliform: La cac vi khuén & nhiét d6 30°C, tao thanh cac khuan lac dac trung va c6é thé ién men lactoza
kém theo su sinh hai trong céc diéu kién thao tac da mo ta.

4 Nguyén tac

4.1 Nubi cdy mot phdn mau thir vd/hodic mot lugng tir mot loat mau thir pha loang theo hé thap phan
vao timg day ba &ng mai trudng nubi cay I6ng chon loc da qui dinh ¢6é chira 6ng Durham.

4.2 Nubi &m cac 6ng nghiém & 30°C trong 48 gid. ' S

4.3 L&y tir cac 8ng nghiém coi la duong tinh, nghia la cac 6ng cho thdy c6 su sinh hoi trong éng

Durham trong canh thang luc sang mat lactoza, cdy truyén lén bé mat thach eosin xanh metylen.

4.4 Nudi &m & 30°C trong 24 gid.

4.5 Tu cac 6ng nghiém duong tinh da khang dinh, nghia la cac 6ng nghiém cho thdy cé su sinh hoi
trong 6ng Durham trong canh thang luc sang - lactoza - méat, va cé tinh sinh truong dac trung trén

thach eosin- xanh metylen, tinh s& Coliform cé trong mét mililit, hoac c6 trong mét gam mau thir bang
cach s dung bang (MPN).

5 Chat pha lodng va moéi trudng
5.1 Nguyén liéu chinh

D& lam tang do tai lap cla két qua, nén st dung cac thanh phan chinh khd, hoac cac méi trudng hoan
chinh kho dé chuén bi cac chat pha loang va cac moéi trudng nudi cdy. Can tuan thd nghiém ngéat cac
hudng dan cla nha san xuat.

Cac hoa phdm st dung phai dat chat iuong phan tich.

Nudc sir dung phai la nudc duge cdt bang dung cu thuy tinh hoac nudc da kher ion. Nuoc Ihay khong
dugc chira cac chat ¢6 thé dc ché sur sinh trudng cla cac vi sinh vat trong cac diéu kién thir da néu.
Diéu nay phai dugc kiém tra dinh ky, dac biét khi sir dung nudc khir ion.

Cé thé sir dung céac dung dich natri hidroxit va axit clohidric (khoang 0,1 mol/) dé diu chinh pH cla
chéat pha loang va mdi trudng. -
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5.2 Chét pha lodng dung cho muc dich chung
5.2.1 Dung dich pepton/musi

Chu thich - Dung dich pepton/mudi 12 loai chat pha loang do t3 chirc 1SO chon dung cho muc dich

chung.
Thanh phén:
Pepton . 1,0g
Natri ctorua (NéCl) 85g
Nudc 1000 mi
Chudn bi

Hoa tan c4c thanh phén trong nudc, dun néng néu can. Diéu chinh pH sao cho sau khi khir trung, pH 1a
= 7,0£0,1, §25°C.

5.2.2 Dung dich Ringer néng dé mot phén tu

Thanh phén
Natri clorua(NacCl) 225¢g
Kali clorua (KCl) 0,105 g
Canxi clorua (CacCly) 0,06g
Natri hidro cabbbnal (NaHCO3) - 0,05¢
Nudc 1 000 mi
Chuan bj

Hoa tan cac muéi trong nuwoce. Didu chinh PH sao cho sau khi kht triing, pH 14 6 9 + 0,1, ¢ 25°.

~ 5.2.3 Dung dich pepton

Thanh phan
Pepton 1.0g
Nudc 1 000 mi
Chudn by

Hoa tan pepton trong nudc. Didu chinh PH, sao cho sau khi khir trung pH 14 7,0 + 0,1, 3 25°C.
5.2.4 Dung dich dém photphat

Thanh phan
Kali dihidro photphat (KH2POy) 425¢g
Nutc 1000 mi



TCVN 6262-2 : 1997
Chudn by

Hoa tan mudi trong 500 ml nudc. Diéu chinh pH, sao cho sau khi khir trung pH 1a 7,2 £ 0,1, 6 25°C. Pha
loang t&i 1 000 mi. Bao quan dung dich gbc nay tir 0°C dén 5°C.

Thém 1,0 ml dung dich nay vao 1 000 ml nudc.
5.3 Chat pha loang dung cho cac muc dich riéng biét biét
5.3.1 Dung dich natri xitrat (diing déi véi trudng hgp phomat, phomat ché bién va sira sdy mang).
Thanh phén
Trinatri xitrat ngam 2 phan t nudc (NazCeHs07.2H0) 20 g
Nudc 1 000 ml
Chuén bi

Hoa tan mudi trong nudc bang cach dun néng tir 45°C dén 50°C. Chinh pH sao cho sau khi khur tring,
pHla7,5+0,1,6 25°C.

5.3.2 Dung dich dikali hidrophotphat (dung d8i v&i truong hop phomat, phomat ché bién, casein,
casein axit , bot casein lactic, casein rennet, caseinat, bt cua dich tach ra khi san xuat phomat axit va

sra sdy mang).

Thanh phén
Dikali hidro photphat (K:HPOy) 20 g
Nudc 1 000 ml
Chuan bj

Hoa tan muéi trong nudc bang cach dun néng tr 45°C dén 50°C. Diéu chinh pH. D6i véi dung dich pha
loang ban d4u cla casein axit va casein lactic, sau khi khir tring pH phai 12 8,4 + 0,1, & 25°C. Con déi
V@i cac caseinat, phomat, phomat ché bién, bot cla dich tach ra khi san xuét phomat axit va sira say

mang, sau khi khir trung pH phaila 7,5 £ 0,1,  25°C.
5.4 Phan phoi, khir trung va bao quan chat pha loéang

Phan phéi chat pha loang (5.2 hodc 5.3) dung cho d6 pha loang ban déu vao cac binh hodc cac lo (6.4).
Phan phéi chat pha loang dung cho cac do pha loang tiép theo (5.2) vao cac 6ng nghiém hoac céac lo
nho (6.6). Luong duoc phan phéi sau khi khir trung chira trong méi binh hoac lo (6.4) phai Ja 90ml chat
pha loang ho&c mét bdi s6 clia 90 ml, va mdi 6ﬁg nghiém hodc lo nhd (6.6) phai chira 9,0 ml chat pha
loang hoac mot bdi sé cua 9,0 mi (hoac cac lugng khac tuy theo yéu cAu). Day ndp céc éng nghiém,
binh hoac cac o nay.
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Khu tring bang hép ap luc & 121°C + 1°C trong 15 phat (déi véi cac thé tich 16n hon co thd phdi hdp lau
- hon). Néu chat pha loang khéng sur dung ngay, bao quan & ché 18i, tir 0°C dén 5°C, ahung khéng qua 1
thang dudi cac didu kién khéng 1am thay ddi thé tich hoac thanh phén cla ching.

5.5 Mbi truong nuéi cdy

5.5.1 Canh thang luc sang lactoza mat, méi trudng 1dng chon loc

Thanh phé'n'
Pepton | 10g
Lactoza (C12H22011.H20) 10g
Mat bo khé 20g
Xanh luc sang 0,0133 ¢
Nudc 1000 mi
Chuén bi

Hoa tan cac thanh phan hoac méi trudng hoan chinh khé trong nudc.

Néu cdn, didu chinh pH dé sau khi khir trung pH phaila 7,2 £ 0,1, & 25°C.

Phan phéi méi truding theo timg lugng 10 ml vao cac 6ng nghiém (6.7) c6 chira 6ng Durham (6.8).
Kht trung bang hip ap luc & 121v°Ci 1°C trong 15 phuit.

Cing Durham khéng dugc C:hl:ra bot khéng khi sau khi khtr tring.

5.5.2 Canh thang néng d{) kép

Tién hanh theo qui dinh trong 5.5.1, nhung chi st dung mét nira luong nudce va phén phéi vao cac éng

nghiém 20 mm x 200 mm khéng chira 6ng Durham.

5.5.3 Thach eosin xanh metylen, méi truding khing dinh.

Thanh phan
Pepton | | 10g
Lactoza (C12H22041.H,0) 10g
Dikali hidro phophat 2g
Eosin Y 04g
Xanh metylen 0,065 g
Thach 12gdén 18 g (theo hudng din cla nha san XU&l)

Nudc 1 000 mi
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Chudn bi

Hoa cac thanh ph&n ran vao nuoc. Néu cén, chinh pH sao cho sau khi khir trung, pH 1a 6,8 £ 0,2,
& 25°C. Bun tdi s6i d€ hoa tan hoan toan. Phan phéi méi trudng thanh cac luong tir 100 ml dén 150 ml
vao cac binh (6.5). Khir trung bang hap &p iuc & 121°C+ 1°C trong 15 phut. D& ngudi t6i 60°C, lac méi
truong dé oxi ho& xanh metylen (nghia & dé khoi phuc lai mau xanh cia né) va dé cac chat két tda trd

thanh huyén phl, ddy la mot phan quan trong cua méi trudng.

Chuan bi c4c dia chaa tir 10 ml dén 15 ml méi trudng dé dung trong 8.6.

6 Thiét bi va dung cu thuy tinh

Cha thich — C6 thé dung cac dung cu sir dung mét 14n dé thay cho cac dung cu thuy tinh c6 thé sir dung
nhiéu lan, néu nhu n6 ph hop v6i cac yéu clu qui dinh. Dung cu thuy tinh tai sir dung phai c6 d6 bén t6t
khi khir triing lap lai va phai tro vé mét hoa hoc.

S dung céc thiét bi thi nghiém vi sinh thong thuding va dic biét la:

6.1 Thiét bj dé khir trung kho (td sdy) hoac thiét bi dé khir tring wot (néi hadp ap luc) (néi hdp c6 thé
dung riéng ré hoac dung nhu mdt phan cda 1 thiét bi dung dé chuan bi va phan phéi méi truong). Moi
dung cu tiép xdc véi chat pha loang, mau thr, ho&c cac dung dich pha loang, ngoai cac dung cu da khi
trung san, (c&c tui bang chat déo, pipet bang chat déo . . .) déu phai duoc khir trung bang mét trong cac
phuong phap sau: ‘
a) gilrtrong tu sdy tir 170°C dén 175°C khéng it hon 1 gid;
b) girtrong nbi hap ap luc & 121°C + 1°C khéng it hon 20 phat.
8.2 Thiét bi nghién - tron
C6 thé s dung mot trong céc thiét bi sau day:
a) may tron quay, cd tan sé quay tir 8 000 dén 45 000 vong trén phut, c6 céc dung mau bang thuy
tinh-ho&c bang kim loai gan vai nap, chiu dugc cac diéu kién khir tring;
b) may trén kiu nhu dong, ¢é cac tii bang chat déo vé trung;
c) cdiva chay.
Chu thich - Cac céc dung mau, thi bang chit déo hoidc bd coi chay phai cé di dung tich dé tréon mau véi
lrgng chét pha loang thich hgp. N6i chung, thé tich clia vat dung phai gap dbi thé tich cla méu thir cong
v@i chat pha loang. '
6.3 May khudy, c6 kha nang khudy - tron 1 ml hodc 2 ml miu thir (trong truting hgp méu dang Iéng),
hoac cac dung dich pha lodng thap phéan, v6i 9 mi hodc 18 ml chat pha loang trong 1 6ng nghiém c6

kich thudc thich hop, dé thu dugc dich huyén phi dbng nhat, va cé nguyén tac van hanh dua trén

chuyén dong quay léch tam lugng chira trong 6ng nghiém (may trén Vortex).
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6.4 Binh hodc lo, cé dU dung tich dé chira 90 mi chét pha loang diing d€ tao huyén phi géc, hoac cac

bdi s6 cda 90 mi, va con cd khoang tréng dé tron.
6.5 Binh, cé dung tich tir 150 ml dén 250 ml, dé ch(a thach-eosin - xanh metylen {5.5.3).
6.6 6ng nghiém, binh hodc lo nhd, cé du dung tich dé chira 10 mi mau thar (hodc bdi s6 cta 10 mi) (khi

mau thu dang 1dng) hoic dung dich pha lo&ng ban d4u (trong céc truang hgp khac) hoac cac dung dich

pha lodng thap phan ti€p theo, va con co khoang tréng phia trén dé tron.
6.7 Ong nghiém, dung tich 20 ml, d& chira canh thang luc sang mat lactoza (5.5.1).
6.8 6ng Durham ¢ kich thudc phu hgp véi cac 8ng nghiém (6.7).

6.9 Pipet (dugc nhét nit béng d ddu), dung tich danh dinh 12 1 ml va cé 16 thoat c6 dudng kinh tir 2mim
dén 3 mm.

Chu thich — Chi sir dung céc pipet c6 ddu con nguyén ven, t&t nhat 1A loai cé vach chia ré dé phan biét
dung tich.

6.10 Pipet chia dé (dugc nhét nat béng & d4u) cd dung tich Idn, thi du: 10 mi hoac 20 mi.

Chu thich ~ Chi slr dung céc pipet c6 d4u con nguyén ven, tét nhat 1a loai cé vach chia ré dé phan biét
dung tich.

6.11 Dia Petri bang thuy tinh ho&c bang chit déo cé duding kinh tir 90 mm dén 100 mm.

6.12 Bi thuy tinh cé dudng kinh khoang 6 mm.

6.13 pH meét, cé dd chinh xdc t6i + 0,1 don vi pH, & 25°C.

6.14 Céan, c6 khoang can phu hgp va cd do chinh xac ndm trong gidi han 1% khéi lugng duoc cén.
6.15 NG&i cach thuy, c6 thé duy tri nhiét do & 45°C + 1°C.

6.16 NO&i cach thuy, c6 thé duy tri nhiét d6 & 37°C + 1°C.

6.17 Ta &m, cé thé duy tri nhiét dd 30°C + 1°C & bat ky diém nao trong td.

6.18 Que cdy vong, bang hgp kim platin - iridi hoac niken - crom, dudng kinh khoang 3 mm.

7 Ldy mau

Xem ISO 707.

8 Cach tién hanh
Chi thich
1) Cac thao tdc mé ta trong cac diéu tir 8.1 dén 8.5 khdng duoc tién hanh truc ti€p dudi anh séng mat
trai.

2) Ludn ludn phai chd y ddm bao vé trung.
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8.1 Chudn bi mau thir va dung dich pha lodng ban dau

Dé tranh lam anh hudng cac vi sinh vat do thay déi nhiét dé dét ngbt, nhiét dd cla chat pha loang trong

subt qua trinh thao tac mo ta duvi day ludn phai bang nhiét dé cia mau thu, trir khi ¢é qui dinh khéc.
8.1.1 Sira va cac san pham sira dang Iong

Troén mau thir that ky sao cho cac vi sinh vat phan bé cang déu cang t6t bang cach dao chiéu lo chia
lién tuc 25 1&n. CAn phai tranh tao bot hoac dé bot tan hét. Khodng thoi gian tir khi trén dén khi 1dy phan
mau thi khong dugc quéa 3 phat.

Dung pipet Idy 1 ml mu thir va cho vao 9 ml chat pha loang (5.2) (ho&c ldy 10 ml mau thd cho vao
90ml chat pha loang, hodc ldy 11 ml mau thir cho vao 99 ml chét pha loang). Lac déu dung dich pha
lo&ng ban d4u nay (thi du, 1&c 25 14n véi khoang di ddng & 300 mm, trong khoang 10 giay). Nhu vay thu
duoc dung dich pha loang 107",

Chuén bj cac dung dich pha loang tiép theo, theo 8.2.
8.1.2 Sira bdt, bot clia dich tach ra khi san xust phomat c6 duding, bot ba loéng va lactoza

Tron ky lugng chia trong lo kin bang cach lac va dao chiéu lién tuc. Néu mau thir dung trong lo kin con
nguyén, qua day nén khé l&c tron, thi chuyén sang lo chira to hon. Tron déu. Md nép, dung thia xic Idy
phan mau thir theo yéu clu va tién hanh theo chi dan dudi day. Déng nap hop lai ngay.

Ham noéng lo chira 90 mi chét pha loang thich hop 16i 45°C + 1°C trong ndi cach thuy (6.15).

Can 10 g mau thir cho vao binh thuy tinh (thi du nhu c6c c6 md) va rét dan bét vao lo pha loang ¢ chia
chat pha loang thich hop (5.2 hoac, néu cén déi véi sira sdy mang dung chéat pha lodng 5.3.1 hoac

5.3.24pH 7,5+ 0,1). Cach khac, can 10 g mau thir cho truc tiép vao lo chira chat pha loang.

Dé hoa tan, xoay tron tir tir lo cho bdt thdm udt va sau do lac lo 25 1an véi khoang di dong 1a 300 mm,

trong khoang 10 giay. C6 thé dung may trén kidu nhu dong (6.2.b) dé thay cho viéc l4c.

bat lo mau vao néi cach thuy trong 5 phit va thinh thodng lc. Nhu vay, thu dugc dung dich pha
loang 107"

Chuén bi cac dung dich pha ioang tiép theo, theo 8.2.

Cha thich — D& hoa tan duoc tét hon, dac biét d6i véi sira sdy mang nén sir dung bi thuy tinh (6.12). Néu
s dung thi phai cho vao lo truac khi khir triang.

8.1.3 Phomat va phomat ché€ bién

Can 10 g phomat hoac phomat ché bién trong 1 dia. Chuyén vao céc dung cla may tron quay (6.2.a),
hodc tai dung clia may tron kiéu nhu ddng (6.2.b) hoac cho vao céi nghién (6.2.c).

Khi dung may trén quay hodc may tron kiéu nhu déng, cho thém 80 mi chat pha loang (5.2, 5.3.1, hoac
5.3.2, 6 pH 7,5 + 0,1). Tron cho dén khi phomat tan (tir 1 phut dén 3 phut). T6t nhat 1a phai dam bao
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