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L&i néi dau

TCVN 9877:2013 duwoce xay dyng trén co s& AQAC 990.12 Aerobic Plate
Count in Foods. Dry Rehydratable Film (Petrifim™ Aerobic Count Plate)
Method,

TCVN 9977:2013 do Ban ky thuat tiéu chudn qubc gia TCYN/TC/F13
Phuong phap phan tich va dy mdu bién soan, Téng cuc Tiéu chuan Do
lwérng Chét lwgng tham dinh, B Khoa hoc va Céng nghé cong bé.
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Thwc pham - Binh lwong tdng vi sinh vat hiéu khi bing
phwong phap st¥ dung dia dém Petrifilm™

™

Foodstuffs - Enumeration of aerobic plate count using Petrifilm'™ count plate

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuén nay quy dinh phwong phap st dung dia dém Petrifilm™ dé dinh luong téng vi sinh vat hiéu
khi trong thyc pham.

Phuong phap nay da dwee danh gid lién phong thir nghiém, cac két qua dugc néu trong Phu luc A va
Tai liéu tham khao [1].

2 Nguyén tic

Phurong phap nay st dung cac dia cdy chira mdi trudng dinh dwdng khd va chét tao dong tan duwoc
trong nuéc lgnh. Cho cac dung dich huyén phis mau thir chwa pha loang hoidc da pha loang vao cac
dia voi lweng 1 ml méi dia. Dan déu dung dich huyén phi trén dién tich khodng 20 cm? Chét tao
d6ng c6 trong thanh phan cba dia s& lam mdi tredng dinh dwdng trong dia dong lai. BTa duoc d 4m
& 35°C £ 1°C trong 48 h £ 3 h rdi dém khuan lac.

3 Thudc thir va mdi trvdng

Chi str dung thuée thir tinh khiét phan tich va nwoc cit hosic nwdc ¢ chat lwgng twong dwong. trir khi
c6 quy dinh khac.

3.1 Nwéc dung dé pha lodng (dung dich nwéc dém phosphat)
Hoa tan 34 g kali dihydro phosphat (KH,PO,) vao 500 ml nwére dung trong binh dinh mdre 1 lit, chinh pH

dén 7,2 bang khoang 175 ml dung dich natri hydroxit 1 M va thém nwéc dén vach. Pha loang 1,25 ml
dung dich nay dén 1 lit bing nuwdc da dun séi va dé ngudi, rdi hap ap lye 15 min & 121 °C.

Nwéc diing dé pha loang khéng dwoc chira xitrat, bisulfit'hoac thiosulfat vi co thé gay (rc ché sy phat

trién cla vi sinh vat.
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3.2 Chétchithj 2,3,5-triphenyltetrazolium clorua.
3.3 Thach dém dia (thach trypton glucose ndm men).

3.4 Chét tao dong tan dwerc trong nwéc lanh.

4 Thiét bi, dung cu
St dung cac thiét bj, dung cu cla phéng thir nghiém vi sinh thang thudng va cac thiét bj, dung cy sau day:
4.1 Dia dém vi sinh vat hiéu khi Petrifilm™ "

Mang nén cua dia chira thach (3.3), chét tao déng tan dwoc trong nwdce lanh (3.4), mang pht cua dia
chira chét tao déng cung véi chat chi thi 2,3,5-triphenyltetrazolium clorua (3.2) dé tang kha nang quan
sat sy phat trién cUa khudn lac. Ving sinh trwdng dwgc khoanh tron trén mdi dia chira khoang hai

muoi 6 vudng, méi 6 cb dién tich 1 cm? trén mang nén.

4.2 Duyng cy dan miu bing chit déo (gdm mdt mat c6 g& va mét mat lang), dwoc cung cip cling
b ]
véi dia dém (4.1), dé dan déu huyén ph lén khip viing sinh tredng cla dia.

4.3 Pipet, da duoc hiéu chudn, ding dé phan tich vi sinh vat hoac pipet dang xyranh cé thé phan phéi
1,0 ml, chia vach dén 0,1 ml. Cé thé dung pipet tw dong.

Pipet phai phan phéi duoc chinh xéc cac thé tich yéu ciu. Khdng si¥ dung pipet dé phan phéi thé tich
nho hon 10 % dung tich cta pipet. Vi dy, khdng ding pipet ¢ dung tich Ién hon 10 ml & phan phéi 1 ml.

4.4 Thiét bj dém khudn lac, loai chudn hoac loai c6 db khuéch dai va @9 nhin thiy twong duong.
4.5 Can, c6 thé can chinh xac dén 0,1 g.

4.6 Thiét bi tron toc dd cao, co binh chira vo tring.

4.7 T Am, co thé duy tri dwoc nhiét d6 & 35°C + 1 °C.

4.8 Néi hip ap lwe, ¢6 thé duy tri nhigt d6 & 121 °C.

5 Lay mau
Viéc lay m3u khang quy dinh trong tiéu chuin nay.

Phong thir nghiém phai nhan duec ding mau dai dién va khéng bi hw héng hoc thay ddi trong qua
trinh van chuyén hoac bao quan.

" San phdm ciia 3M Center, St Paul, MN 55144, USA. Thong tin ndy dwra ra dé thuan tién cho ngudi st dung tiéu chudn, co
thé str dung cac san phdm trong ty néu cho két qua trong duong.
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6 Chuén bj miu thw
6.1 Yéu ciu chung

Chuén bj tat cé cac dung dich pha long thap phan tiép theo tir 90 ml nwdc ding ¢é pha lodng (3.1)
va 10 ml dung dich méu thir pha lo@ing trwdc dé, trir khi cé quy dinh khac. Lic cac dung dich pha
lodng 25 IAn véi bién d6 dao ddng 30 cm.

6.2 Thyc phdm néi chung

Can v trung 50 g mau thlr, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh trgn vo tring cla thiét bj tron tdc dd
cao (4.6). (Dbi v&i mau déng lanh, can m3u chuwra ra dong. On dinh mau thr déng lanh & 2°C dén 5 °C
trong théri gian khdng qué 18 h dé Idy 50 g phan mau thir, néu can). Thém 450 ml nwdc ding dé pha
lodng (3.1) va trdn trong 2 min. Théi gian trdn mau thir dén khi cdy mau 18n dla mdi tredng khong
dugc qua 15 min.

Néu tdng khdi lrgng mau khong di 50 g thi [y khoang mét nira réi thém thé tich nwéc dung 8é pha loang
(3.1) cén thiét dé co dung dich pha loding 107", Téng thé tich trong binh trdn phai pht hoan toan dao tron.

6.3 Hatve

Can vo tring 50 g mau thdr, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh tron vo tring cla thiét bj trdn (4.6).
Thém 50 ml nwée ding dé pha loang (3.1) va lic manh (l&c¢ 50 1an véi bién d6 dao ddng 30 cm) dé thu
duwoc dung dich pha loang 10°% D& yén trong 3 min dén 5 min va lac ngay trwdc khi chuén bi day dung
dich pha loang thap phan tiép theo va trwdc khi cdy miu.

6.4 Bot tiv cac loai hat

Can vé trung 10 g mau thik, chinh xac dén 0,1 g, cho vao binh tran vd tring clia thiét bi tron (4.7).
Thém 90 ml nwée diing dé pha loang (3.1) va lic manh (lic 50 1an véi bién dd dao dong 30 cm) dé thu
duoc dung dich pha loang 10™". D& yén trong 3 min dén 5 min va lac ngay tredc khi chuln bi day dung
dich pha lodng thap phan tiép theo va trwdc khi cdy mau.

7 Cach tién hanh

D3t dia dém vi sinh vat hiéu khi Petrifilm™ (4.1) Ién bé mat phdng. Nhic tAm mang mdng phia trén ra
va nhd 1 ml huyén pht m&u thi¥ vao chinh gitra mang nén. Pay can than tdm mang méng phia trén
xubng chét cly. Dan déu huyén phl trén dign tich 20 cm? bang cach 4n nhe xuéng tam dung cy dan
mau (4.3) (mat g& clia dung cu dan mau hwong xubng dwdi). Liy dung cy dan miu ra va dé yén dia
trong 1 min cho gel déng dc lai. Bt cac dia vao ti 4m (4.7) theo phuong ndm ngang véi ndp hudng
I&n trén, khéng chdng cao qué 20 dia, G 4m dia & nhiét 49 35 °C £ 1°C trong 48 h £ 3 h. Sau khi i xong,
co thé bdo quan déng lanh & nhiét 4o nhd hon hodc bing — 15 °C dén 7 ngay, néu can.
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Dém khudn lac trén cac dia nay ngay sau giai doan U, si dung thiét bi dém khudn lac (4.4). Co thé si»
dung bo khuéch dai duorc roi sang dé thuan tién cho viéc Gém. Dém tAt ca cic khuan lac cé mau dé trén
cac dia chia tir 30 khuén lac dén 300 khudn lac.

8 Tinh va biéu thj két qua

Dé tinh 6 luong vi sinh vat hiéu kh, nhan téng sé legng khudn lac trén mét dia (hoc sb lwgng trung
binh cac khuan lac trén mét dia, néu dém cac dia kép clia cing mét dd pha loang) véi sb nghich dao
cua do pha lodng trong (rng. Khi @ém cac khuén lac trén cac dia kép clia cac d6 pha loding ké tiép,
tinh s lwong trung binh cac khudn lac cho méi dd pha loang trréc khi xac dinh trung binh s6 dém téng
vi sinh vat hiéu khi.

Néu khong c6 dia no ¢ sb dém Ién hon 30 khun lac cb mau db thi ghi lai sé dém chinh xac trén dia
cb do pha loang thap nhat (twong ng véi dung dich it pha loang nhét).

Néu tat ca cac dia c6 sé dém 16n hon 300 thi xac Ginh s6 dém wéc tinh bing cach dém sé khuan lac trong
mét hoac nhiéu 6 vudng dai dién, tinh s6 dém frung binh trén mét & vudng va nhan sé dém nay véi 20
(dién tich vang sinh tredng khodng 20 cm?). Trong truding hop ndy, phai bao cao day 1a sb wéc tinh.

Neu cac dia déu c6 mét dd khuén lac qua Ién dé wéc tinh sé dém thi két qua duoc béao cao 1a “qua
nhidu dé dém".

9 Bao cao thi» nghiém

Bao cao thir nghiém phai bao gdm it nhat cac thong tin dudi day:

moi théng tin can thiét & nhan biét diy GU v& mau thir:

!

— vién dan tiéu chudn nay hodc phurong phap da st dung;

— két qua va don vj biéu thj két qua;

~ ngay thang lay m3u va phuong thire Idy mau (néu cd);

~ ngay thang nhan miu phong the nghiém:;

—~ ngay thang thd nghiém,;

— cac diém dac biét quan sat dugc trong qua trinh thir nghiém;

~ moi thao tac khdng quy dinh trong tiéu chudn nay hodc dwoc coi 13 tuy chon, cling véi cac chi tiét
ctia sw cb bat ky co thé anh huwdng dén két qua.



Phu luc A
(Tham khao)

Két qua ctia phép thtr lién phong thir nghiém

Cac két qua cta phép thi lién phong thir nghiém duoc néu trong Bang A.1.

Bang A.1 - Két qua cua phép thi¥ lién phong thir nghiém ddi v&i tdng vi si
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nh vat hiéu khi

[ T T ]
San phim | Do léch chuin | D léch chuan | Do léch chudn : Do léch chuan :

,i 13p lai, tai lap, twong d6i ldp | twong dditai |
S, Sk lai, RSD,, % | lap, RSDgp. % |

Bot mi 0,225 0,246 53 ! 58 -
L -

San phdm dang hat 0,272 0,674 7.4 ‘ 18,4 -.
Tém 0,540 0,615 9.8 11,1 :
Gia vi | 0,274 0,303 6.0 66 ]
Thit ga tay 0,278 0,348 53 6,6 1
Rau 0,310 0,454 6,3 9,2 .
L e SN
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Thw muc tai lidu tham khao

[1] Validation AFNOR des méthodes alternatives d'analyse. Rapport de synthése: Reconduction de Ia
validation 1ISO 16140 de la méthode 3MTM Petrifilm™ pour la numération de Ia flore totale dans les
produits alimentaires. Synthése Reconduction Flore Totale Version 0 (6 juillet 2009)

10



	001.jpg
	003.jpg
	005.jpg
	006.jpg
	007.jpg
	008.jpg
	009.jpg
	010.jpg

