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T I ª u   c h u È n   q u è c   g i a TCVN 5522:1991 
 

 

 

S¶n phÈm thùc phÈm −−−−                                                                     

Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh sè vi khuÈn chñng Lactobacillus 

Food products − Method for enumeration of Lactobacillus bacteria 

 
 

1   B¶n chÊt cña ph−¬ng ph¸p 

Ph−¬ng ph¸p dùa trªn viÖc nu«i cÊy mét l−îng s¶n phÈm nhÊt ®Þnh hoÆc mÉu pha lo·ng cña nã trong 

m«i tr−êng th¹ch th−êng hoÆc m«i tr−êng dinh d−ìng láng, nu«i d−ìng c¸c mÉu cÊy nµy ë 30 0C ± 1 0C 

trong 5 ngµy hoÆc ë 37 0C ± 1 0C trong 3 ngµy, ®Õm c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh vµ tÝnh sè l−îng chóng 

trong 1 g (cm3) trong m«i tr−êng chän läc r¾n hoÆc ®Õm sè cã x¸c suÊt cao nhÊt cña chóng trong m«i 

tr−êng láng. 

2   LÊy mÉu 

2.1 MÉu ®Ó ph©n tÝch ®−îc lÊy vµ chuÈn bÞ theo TCVN 4887:1989 (ST SEV 3014-81) vµ TCVN 5525:1991 

(ST SEV 3015-81). 

2.2 Khèi l−îng (thÓ tÝch) mÉu c©n dïng ®Ó chuÈn bÞ mÉu pha lo·ng ban ®Çu ph¶i lÊy kh«ng Ýt h¬n 

10,0 g (cm3) ± 0,1 g (cm3), cßn ®Ó cÊy trùc tiÕp trong m«i tr−êng dinh d−ìng, kh«ng Ýt h¬n 1 g (cm3). 

3   Dông cô, thiÕt bÞ 

C¸c dông cô vµ thiÕt bÞ qui ®Þnh trong TCVN 4887:1989 (ST SEV 3014-81) ®−îc sö dông ®Ó ph©n tÝch, 

ngoµi ra thªm: 

− Nåi hÊp ®Ó tiÖt trïng c¸c m«i tr−êng dinh d−ìng; 

− Tñ Êm, ®¶m b¶o gi÷ nhiÖt ë 30 oC ± 1 oC vµ 37 oC ± 1 oC; 

− Tñ cÊy kþ khÝ; 

− B¬m ch©n kh«ng; 

− Hép cÊy vi sinh cã ®−êng kÝnh trong 90 mm ± 2 mm hoÆc 100 mm ± 2 mm; 
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− Pipet dung tÝch 1 ml vµ 10 ml; 

− KÝnh hiÓn vi; 

− PhiÕn kÝnh thñy tinh; 

− Gi¸ ®Ó èng nghiÖm;  

− Que cÊy vi sinh. 

4   Thuèc thö, dung dÞch vµ m«i tr−êng dinh d−ìng 

− Pepton. 

− Tripton. 

− DÞch chiÕt nÊm men. 

− D-glucoza. 

− Tvin-80. 

− Natri axetat. 

− Amoni xitrat. 

− Triamoni xitrat. 

− Axit axetic b¨ng. 

− Kali dihydro phosphat (KH2 PO4). 

− Dikali hydro phosphat (K2 HPO4). 

− Magie sulfat (MgSO4.7H2O). 

− Mangan sulfat (MnSO4.2H2O). 

− Mangan sulfat (MnSO4.4H2O). 

− S¾t sulfat (FeSO4.7H2O). 

− Natri clorua (NaCl). 

− Th¹ch dïng cho vi sinh. 

− C¸c dung dÞch ®Ó nhuém mµu theo Gram, theo TCVN 5449:1991 (ST SEV 3833-82). 

− Hydro peroxit (H2O2) dung dÞch 3 %. 

− Paraphin láng. 
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− Dung dÞch muèi-pepton theo TCVN 4887:1989 (ST SEV 3014-81). 

− Axit socbic, dung dÞch kiÒm, chuÈn bÞ nh− sau: 

Hßa tan 1,0 g axit socbic trong 100 ml dung dÞch natri hydroxit 1 N. Dung dÞch nhËn ®−îc ®−îc tiÖt trïng 

b»ng ph−¬ng ph¸p läc theo TCVN 4887:1989 (ST SEV 3014-81). 

− M«i tr−êng Rogoz láng, chuÈn bÞ nh− sau: cho vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 1 l: 10,0 g tripton; 5,0 g 

dÞch chiÕt nÊm men; 20,0 g D-glucoza; 1,0 ml tvin-80; 6,0 g kali dihydro phosphat; 2,0 g amoni xitrat; 

25,0 g natri axetat; 1,32 ml axit axetat b¨ng; 0,575 g magie sulfat; 0,12 g mangan sulfat (MnSO4.2H2O); 

0,034 g s¾t sulfat, thªm n−íc cÊt ®Õn v¹ch ®Þnh møc. Hßa tan c¸c chÊt b»ng c¸ch ®un trªn bÕp c¸ch 

thñy tinh vµ ®iÒu chØnh sao cho sau khi tiÖt trïng pH cña dung dÞch ®¹t 5,4 ± 0,1 ë 25 oC. Rãt m«i tr−êng 

vµo c¸c èng nghiÖm ®· tiÖt trïng theo tõng l−îng 10 ml vµ tiÖt trïng trong nåi hÊp ë 121 oC ± 1 oC trong 

15 min. C¸c èng nghiÖm ®ùng m«i tr−êng ®−îc b¶o qu¶n ë 4 oC ± 1 oC, kh«ng qu¸ 30 ngµy. 

− M«i tr−êng th¹ch Rogoz: chuÈn bÞ nh− m«i tr−êng Rogoz láng vµ thªm tõ 15 g ®Õn 18 g th¹ch. Sau 

khi hßa tan c¸c thµnh phÇn, rãt m«i tr−êng vµo c¸c b×nh ®· tiÖt trïng vµ tiÖt trïng trong nåi hÊp ë 121 oC 

± 1 oC trong 15 min. M«i tr−êng ®· chuÈn bÞ ®−îc b¶o qu¶n ë 4 oC ± 1 oC kh«ng qu¸ 30 ngµy. 

− M«i tr−êng MRS láng, chuÈn bÞ nh− sau: cho vµo b×nh ®Þnh møc dung tÝch 1 l: 10,0 g pepton; 4,0 g 

chÊt dÞch chiÕt nÊm men; 20,0 g glucoza; 8,0 g n−íc thÞt; 1,0 cm3 tvin-80; 2,0 g kali dihydro phosphat; 

5,0 g natri axetat; 2,0 g triamoni xitrat; 0,2 g magie sulfat; 0,05 g mangan sulfat (MnSO4.4H2O), thªm 

n−íc cÊt ®Õn v¹ch ®Þnh møc, hßa tan c¸c chÊt b»ng c¸ch ®un nhÑ trªn bÕp c¸ch thñy vµ ®iÒu chØnh sao 

cho sau khi tiÖt trïng pH cña dung dÞch lµ 6,2 ± 0,1 ë 25 oC. Rãt tõng l−îng 10 ml m«i tr−êng vµo c¸c 

èng nghiÖm ®· ®−îc tiÖt trïng vµ tiÖt trïng trong nåi hÊp ë 121 oC ± 1 oC trong 15 min. C¸c èng nghiÖm 

®ùng m«i tr−êng dinh d−ìng ®−îc b¶o qu¶n ë 4 oC ± 1 oC kh«ng qu¸ 30 ngµy. 

− M«i tr−êng th¹ch MRS: chuÈn bÞ nh− m«i tr−êng MRS láng, cã thªm tõ 15 g ®Õn 18 g th¹ch. Sau 

khi hßa tan c¸c thµnh phÇn, rãt m«i tr−êng vµo c¸c b×nh ®· ®−îc tiÖt trïng vµ tiÖt trïng trong nåi hÊp 

ë 121 oC ± 1 oC trong 15 min. B¶o qu¶n m«i tr−êng ®· chuÈn bÞ ë 4 oC ± 1 oC kh«ng qu¸ 30 ngµy. 

Khi cÇn thiÕt, ®Ó t¨ng tÝnh chän läc, sau khi tiÖt trïng cho thªm 1 ml dung dÞch kiÒm cña axit socbic vµo 

1000 ml m«i tr−êng th¹ch hoÆc láng. 

5   TiÕn hµnh ph©n tÝch 

5.1   X¸c ®Þnh sè l−îng vi khuÈn chñng Lactobacillus trªn c¸c m«i tr−êng th¹ch Rogoz hoÆc MRS  

5.1.1 Tõ mÉu ®−îc lÊy theo §iÒu 2 chuÈn bÞ mÉu ban ®Çu vµ d·y mÉu pha lo·ng 10 lÇn ®Ó cã thÓ x¸c 

®Þnh sè l−îng vi khuÈn chñng Lactobacillus dù ®o¸n tr−íc trong 1,0 g (ml) s¶n phÈm xÐt nghiÖm. 
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5.1.2   Tõ mÉu hoÆc c¸c mÉu ®· ®−îc pha lo·ng t−¬ng øng cÊy tõng l−îng 1,0 ml song song vµo 2 hép 

petri; rãt 13 cm3 
± 2 cm3 m«i tr−êng th¹ch nãng ch¶y ®· lµm nguéi ®Õn 45 oC ± 1 oC vµo mÉu trªn. 

Nhanh chãng khuÊy kÜ c¸c chÊt chøa trong hép vµ ®Ó cho th¹ch ®«ng l¹i. 

5.1.3   MÉu cÊy ®−îc ñ trong ®iÒu kiÖn h¹n chÕ th©m nhËp oxy ë 30 oC ± 1 oC trong 5 ngµy hoÆc ë 37 oC 

± 1 oC trong 3 ngµy. 

ViÖc h¹n chÕ th©m nhËp oxy ®−îc thùc hiÖn theo mét trong c¸c c¸ch sau ®©y: 

5.1.3.1   Rãt lªn m«i tr−êng dinh d−ìng ®· ®ãng r¾n mét líp thø hai, kho¶ng 5 ml; m«i tr−êng th¹ch 

nãng ch¶y ®· lµm l¹nh ®Õn 45 oC ± 1 oC råi ®Ó yªn cho th¹ch ®«ng l¹i. 

5.1.3.2   §Æt c¸c hép cÊy vi sinh vµo tñ cÊy kÞ khÝ, ®ãng tñ l¹i vµ dïng m¸y hót ch©n kh«ng t¹o ch©n 

kh«ng tõ 86,6 kPa ®Õn 93,3 kPa. 

5.1.3.3   §Æt c¸c hép cÊy vi sinh vµo m«i tr−êng khÝ chøa 95 % khÝ nit¬ vµ 5 % khÝ cacbonic. 

5.1.3.4   Khi kh«ng cã sù thèng nhÊt trong viÖc ®¸nh gi¸ chÊt l−îng s¶n phÈm th× viÖc nu«i cÊy ®−îc 

tiÕn hµnh trong m«i tr−êng khÝ theo 5.1.3.3. 

5.2   X¸c ®Þnh sè vi khuÈn chñng Lactobacillus cã x¸c suÊt lín nhÊt trong m«i tr−êng láng 

Rogoz hoÆc MRS 

5.2.1   Tõ c¸c mÉu ®· ®−îc lÊy theo §iÒu 2, chuÈn bÞ mÉu ban ®Çu vµ mét d·y c¸c mÉu pha lo·ng 10 lÇn, 

sao cho mÉu pha lo·ng cuèi cïng ph¶i cho kÕt qu¶ ©m tÝnh. 

5.2.2   LÊy 1,0 cm3 tõ tÊt c¶ c¸c mÉu pha lo·ng cÊy song song vµo 3 èng nghiÖm ®· chøa s½n 10 cm3 

m«i tr−êng Rogoz hoÆc MRS. ViÖc h¹n chÕ th©m nhËp oxy ®−îc thùc hiÖn b»ng c¸ch rãt vµo mçi èng 

nghiÖm chøa m«i tr−êng mét l−îng paraphin láng ®· tiÖt trïng ®ñ ®Ó t¹o thµnh líp paraphin dµy kho¶ng 

2 cm. 

5.2.3   ñ c¸c mÉu cÊy cho ®Õn khi xuÊt hiÖn c¸c dÊu hiÖu ph¸t triÓn nh−ng kh«ng qu¸ 5 ngµy ë 30 oC ± 1 oC 

vµ kh«ng qu¸ 3 ngµy ë 37 oC ± 1 oC. 

5.2.4   C¸c èng nghiÖm ®−îc coi lµ d−¬ng tÝnh nÕu trong ®ã xuÊt hiÖn sù vÈn ®ôc cña m«i tr−êng. 

5.2.5   §Ó kh¼ng ®Þnh r»ng c¸c vi sinh vËt ®· ph¸t triÓn lµ thuéc chñng Lactobacillus, tõ c¸c èng nghiÖm 

d−¬ng tÝnh tiÕn hµnh cÊy chuyÓn sang m«i tr−êng dinh d−ìng th¹ch b»ng que cÊy vi sinh sao cho cã 

®−îc sù ph¸t triÓn cña c¸c khuÈn l¹c biÖt lËp. ViÖc nu«i cÊy tiÕn hµnh theo 5.2.3. 

5.3   Vi khuÈn chñng Lactobacillus trªn m«i tr−êng ®«ng ®Æc t¹o thµnh c¸c khuÈn l¹c kh«ng mµu ®−êng 

kÝnh tõ 1 mm ®Õn 3 mm cã h×nh d¹ng thÊu kÝnh hoÆc h×nh sao. §Ó kh¼ng ®Þnh c¸c khuÈn l¹c tr−ëng thµnh 

lµ thuéc chñng Lactobacillus, tiÕn hµnh kiÓm tra kh«ng Ýt h¬n 5 khuÈn l¹c ®iÓn h×nh theo c¸ch sau: 
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1.  Nhuém mµu Gram theo qui ®Þnh hiÖn hµnh. Vi khuÈn chñng Lactobacillus lµ trùc khuÈn Gram d−¬ng 

t¹o thµnh c¸c chuçi xÝch ng¾n hoÆc dµi. 

2.  Thö trªn catalaza theo qui ®Þnh hiÖn hµnh. Vi khuÈn chñng Lactobacillus lµ vi khuÈn catalaza ©m. 

6   §¸nh gi¸ kÕt qu¶ ph©n tÝch 

6.1   KÕt qu¶ ®−îc ®¸nh gi¸ theo tõng mÉu riªng biÖt. 

6.2   Khi nu«i cÊy trªn m«i tr−êng th¹ch Rogoz hoÆc MRS, ®Ó ®Õm sè vi khuÈn chñng Lactobacillus 

ph¶i chän c¸c hép petri mµ trong ®ã cã tõ 15 khuÈn l¹c ®Õn 150 khuÈn l¹c ®Æc tr−ng ph¸t triÓn. 

6.3   NÕu trong 80 % tr−êng hîp, tøc lµ kh«ng Ýt h¬n 4 khuÈn l¹c trong sè 5 khuÈn l¹c ®−îc kh¼ng 

®Þnh lµ thuéc chñng Lactobacillus th× tÊt c¶ c¸c khuÈn l¹c ®Æc tr−ng ph¸t triÓn trong hép th× coi lµ 

thuéc nhãm nµy. 

Trong c¸c tr−êng hîp cßn l¹i, sè vi khuÈn chñng Lactobacillus ®−îc x¸c ®Þnh tõ tØ lÖ phÇn tr¨m cña 

khuÈn l¹c ®· ®−îc kh¼ng ®Þnh trªn tæng sè khuÈn l¹c ®Æc tr−ng ®−îc lÊy ®Ó kiÓm tra. 

6.4   Khi cÊy trong m«i tr−êng Rogoz láng hoÆc MRS láng, sè vi khuÈn chñng Lactobacillus cã x¸c suÊt 

cao nhÊt ®−îc x¸c ®Þnh theo sè l−îng c¸c èng nghiÖm cã kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh. 

6.5   KÕt qu¶ ®−îc xö lÝ, tÝnh cho 1 g (cm3) s¶n phÈm vµ ghi l¹i theo TCVN 5591:1991 (ST SEV 3015-81). 


