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T I ª u   c h u È n   q u è c   g i a TCVN 5523:1991 
 

 

 

S¶n phÈm thùc phÈm −−−−                                                                     

Ph−¬ng ph¸p ®Õm sè vi khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc 

Food products − Method for enumeration of Leuconostoc slime-forming bacteria 

 
 

1   B¶n chÊt ph−¬ng ph¸p 

Ph−¬ng ph¸p dùa trªn c¬ së cÊy mét l−îng s¶n phÈm x¸c ®Þnh (hoÆc mÉu ®· pha lo·ng) trªn bÒ mÆt 

m«i tr−êng th¹ch chän läc hoÆc nu«i cÊy mµng läc (sau khi läc mét thÓ tÝch x¸c ®Þnh mÉu s¶n phÈm 

hoÆc mÉu ®· pha lo·ng) trªn m«i tr−êng th¹ch chän läc ë nhiÖt ®é 22 oC ± 1 oC trong  thêi gian 5 ngµy, 

®Õm nh÷ng khuÈn l¹c ®iÓn h×nh g©y nhÇy chñng Leuconostoc vµ ®Õm sè l−îng cña chóng trong 1,0 g 

(1 cm3) s¶n phÈm (hoÆc trong mét thÓ tÝch x¸c ®Þnh s¶n phÈm ®· chän läc). 

2   MÉu thö 

2.1 LÊy mÉu vµ chuÈn bÞ mÉu ph©n tÝch theo TCVN 4886:1989 (ST SEV 3013-81) vµ TCVN 4887:1989 

(ST SEV 3014-81). 

2.2 Phô thuéc vµo ®Æc thï cña mÉu thö vµ sè vi khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc cho phÐp mµ sö 

dông ph−¬ng ph¸p cÊy trªn bÒ mÆt m«i tr−êng hay ph−¬ng ph¸p mµng läc. 

2.3 Khèi l−îng (thÓ tÝch) mÉu c©n dïng ®Ó chuÈn bÞ dung dÞch gèc vµ ®Ó läc qua mµng läc kh«ng nhá 

h¬n 10,0 g (ml) ± 0,1 g (ml). 

2.4 ThÓ tÝch mÉu dïng ®Ó cÊy trùc tiÕp trªn bÒ mÆt cña m«i tr−êng nu«i d−ìng lµ 0,1 ml hoÆc 0,2 ml 

mÉu hoÆc mÉu pha lo·ng t−¬ng øng. 

3   ThiÕt bÞ 

§Ó tiÕn hµnh thÝ nghiÖm sö dông thiÕt bÞ theo TCVN 4887:1989 (ST SEV 3014-84) víi nh÷ng bæ sung 

sau ®©y: 

− Hép petri cã ®−êng kÝnh trong 90 mm ± 2 mm hoÆc 100 mm ± 2 mm;  
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− KÝnh hiÓn vi; 

− PhiÕn kÝnh; 

− Que cÊy vi khuÈn; 

− Tñ Êm ®¶m b¶o gi÷ ®−îc nhiÖt ®é 22 oC ±1 oC; 

− B×nh nãn; 

− pH-mÐt.  

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

§Ó tiÕn hµnh ph©n tÝch sö dông: 

− Dung dÞch vµ thuèc thö ®Ó nhuém Gram theo TCVN 5449:1991 (ST SEV 3833-82); 

− N−íc chiÕt thÞt; 

− Pepton vi sinh; 

− Sacaroza; 

− Natri clorua (NaCl); 

− Th¹ch; 

− Nigrozin, dÞch huyÒn phï 10 %, chuÈn bÞ nh− sau: c©n 10 g nigrozin, t¹o huyÒn dÞch b»ng 100 ml 

n−íc cÊt, ®un nãng ®Õn 45 oC ®Õn 50 oC trªn bÕp c¸ch thñy, sau ®ã läc; 

− M«i tr−êng th¹ch nu«i d−ìng cã sacaroza, chuÈn bÞ nh− sau: 3,0 g n−íc chiÕt thÞt, 10,0 g pepton, 

5,0 g natri clorua, 100,0 g sacaroza, 15,0 g th¹ch, chuyÓn tÊt c¶ vµo 1000 ml n−íc cÊt, l¾c ®Òu theo 

chu k×, ®un hçn hîp ®Õn s«i vµ tan hoµn toµn c¸c thµnh phÇn. Lµm nguéi dung dÞch ®Õn 45 0C ®Õn 50 0C 

vµ ®iÒu chØnh ®é pH sao cho sau khi khö trïng ®¹t gi¸ trÞ 7,1 ± 0,1 ë 25 0C . 

Rãt vµo c¸c b×nh mçi b×nh 100 ml hoÆc vµo c¸c b×nh kh¸c cã dung tÝch t−¬ng øng vµ khö trïng trong 

thêi gian 15 min ë nhiÖt ®é 121 0C ± 1 0C. L¾c trén ®Òu m«i tr−êng vµ rãt vµo c¸c hép petri, b¶o qu¶n 

ë nhiÖt ®é 4 0C ± 1 0C kh«ng qu¸ 14 ngµy; 

− Dung dÞch fucsin baz¬, chuÈn bÞ nh− sau: 

a)  §Ó chuÈn bÞ dung dÞch ®Æc, c©n 1 g fucsin baz¬ hßa tan víi 10 ml cån etylic vµ 100,0 ml dung dÞch 

phenol 5 %; 

b)  §Ó chuÈn bÞ dung dÞch fucsin baz¬ pha lo·ng: LÊy 10 ml dung dÞch fucsin baz¬ ®Æc vµ thªm vµo ®ã 

90,0 ml n−íc cÊt; 

− TÝm tinh thÓ, dung dÞch 1 %; 

− Hydro peroxit, dung dÞch 3 %. 
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5   TiÕn hµnh thö nghiÖm  

5.1   Tr×nh tù cÊy mÉu lªn trªn bÒ mÆt m«i tr−êng dinh d−ìng ®−îc thùc hiÖn nh− sau: rãt m«i tr−êng 

vµo c¸c hép petri, s¬ bé lµm kh« ë 50 0C trong thêi gian 30 min hoÆc ë nh÷ng ®iÒu kiÖn kh¸c phï hîp 

víi TCVN 5521:1991 (ST SEV 3015 -81). 

Rãt m«i tr−êng nu«i d−ìng vµo 2 hép petri, lµm kh« vµ cÊy song song lªn trªn tõng bÒ mÆt m«i 

tr−êng 0,1 ml hoÆc 0,2 ml s¶n phÈm hoÆc s¶n phÈm ®· pha lo·ng. 

Sau khi cÊy truyÒn lªn m«i tr−êng, dïng que cÊy thñy tinh v« trïng dµn ®Òu mÉu trªn bÒ mÆt m«i tr−êng 

trong hép petri, xem TCVN 5521:1991 (ST SEV 3015-81). §Æt mÉu ®· cÊy, ®¸y ë phÝa d−íi vµo tñ Êm 

vµ nu«i d−ìng ë nhiÖt ®é 22 0C ± 1 0C trong thêi gian 5 ngµy. §Õm s¬ bé c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh ë 

ngµy thø 3 sau khi ñ. 

5.2   Läc mµng ®−îc tiÕn hµnh theo TCVN 5521:1991 (ST SEV 3051-81) sö dông mµng läc cã ®−êng 

kÝnh lç 0,3 µm. Sau khi läc chuyÓn phÇn läc lªn m«i tr−êng nu«i d−ìng dµy tõ 4 mm ®Õn 5 mm trong hép 

petri. ñ mÉu ®· cÊy, ®¸y ë d−íi vµo tñ Êm vµ nu«i d−ìng ë nhiÖt ®é 22 0C ± 1 0C trong thêi gian 5 ngµy. 

§Õm s¬ bé c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh ë ngµy thø 3 sau khi ñ. 

5.3   Vi khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc trªn bÒ mÆt cña m«i tr−êng t¹o nªn nh÷ng khuÈn l¹c h¬i 

phång, trßn, nhÇy, sau khi trÝch biÖt b»ng kim hoÆc que cÊy vi khuÈn t¹o thµnh nh÷ng khuÈn l¹c cã h×nh 

sîi nhÇy, ®«i khi dµi vµi xentimet. 

5.4   Muèn kiÓm tra c¸c khuÈn l¹c ®· ph¸t triÓn thuéc vi khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc ph¶i ph©n 

lËp kh«ng Ýt h¬n 5 khuÈn l¹c ®Æc tr−ng. ChuÈn bÞ hãa chÊt, thuèc thö vµ nhuém chóng theo Gram, theo 

quy ®Þnh hiÖn hµnh. 

Vi khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc lµ nh÷ng khuÈn cÇu Gram d−¬ng kh«ng t¹o thµnh nha bµo, cã d¹ng 

h×nh cÇu hoÆc «van, ph©n bè theo tõng cÆp hoÆc tõng chuçi, bao quanh b»ng vá kh«ng b¾t mµu Gram. 

5.5   Tõ nh÷ng khuÈn l¹c ®· x¸c ®Þnh theo 5.4, muèn ph¸t hiÖn vá vi khuÈn, chuÈn bÞ hãa chÊt, thuèc 

thö vµ nhuém chóng theo Bury. Muèn vËy trªn mét phiÕn kÝnh ®· lµm s¹ch mì vµ h¬ nãng cho kh«, 

trén ®Òu mét giät mÉu vi khuÈn víi mùc ®en hoÆc dung dÞch nigrozin. Dïng phiÕn kÝnh kh¸c cã mµi 

c¹nh nhanh chãng chuÈn bÞ phiÕn máng ®−îc ®¸nh dÊu vµ h¬ nãng vµi lÇn trªn ngän löa. PhiÕn kÝnh 

®−îc nhuém mµu b»ng tÝm tinh thÓ hoÆc dung dÞch fucsin baz¬ pha lo·ng. Röa cÈn thËn trong phÐp 

lµm kh« tÊm kÝnh gi÷a c¸c líp giÊy läc. NÒn thuèc thö nhuém mµu b»ng dung dÞch mùc ®en lo·ng hoÆc 

dung dÞch nigrozin. Vi khuÈn nhuém mµu ®¬n s¾c cßn v× vi khuÈn kh«ng b¾t mµu. 

5.6   §èi víi nh÷ng mÉu cÊy ®· ®−îc kiÓm tra vÒ mÆt h×nh th¸i th× nghiªn cøu sù t¹o thµnh men 

catalaza theo quy ®Þnh hiÖn hµnh. 

C¸c vi khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc kh«ng t¹o thµnh men catalaza. 
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6   §¸nh gi¸ kÕt qu¶ thÝ nghiÖm  

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

6.2   §Ó ®Õm sè vi khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc theo 5.1, chän hép nµo trong ®ã cã 15 khuÈn 

l¹c ®Õn 150 khuÈn l¹c ®iÓn h×nh ®· ph¸t triÓn. 

6.3   NÕu trong 80 % tr−êng hîp, nghÜa lµ kh«ng Ýt h¬n 4 khuÈn l¹c trªn 5 khuÈn l¹c ®· ®−îc kiÓm tra lµ vi 

khuÈn g©y nhÇy chñng Leuconostoc th× kÕt luËn lµ tÊt c¶ c¸c khuÈn l¹c ®iÓn h×nh ®· ph¸t triÓn trong hép 

petri lµ thuéc gièng nµy. Trong c¸c tr−êng hîp cßn l¹i c¸c vi khuÈn chñng Leuconostoc ®−îc x¸c ®Þnh tõ tØ 

lÖ phÇn tr¨m cña khuÈn l¹c ®· ®−îc kh¼ng ®Þnh trªn tæng sè khuÈn l¹c ®Æc tr−ng lÊy ®Ó kiÓm tra. 

6.4   §Ó x¸c ®Þnh g©y nhÇy chñng Leuconostoc theo 5.2 cã thÓ chän c¸c hép lång petri trong ®ã trªn 

mµng läc ph¸t triÓn kh«ng qu¸ 15 khuÈn l¹c ®iÓn h×nh. 

6.5   KÕt qu¶ ®−îc xö lý vµ tÝnh cho 1 g (1 cm3) s¶n phÈm hoÆc thÓ tÝch s¶n phÈm ®· läc ®−îc chØ dÉn 

trong TCVN 5521:1991 (ST SEV 3015-81). 
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Phô lôc tham kh¶o 

 

1. ST SEV 3013-81. C¸c s¶n phÈm thùc phÈm vµ gia vÞ. Thñ tôc lÊy mÉu ®Ó ph©n tÝch vi sinh. 

2. ST SEV 3014-81. C¸c s¶n phÈm thùc phÈm vµ gia vÞ. ChuÈn bÞ mÉu cho ph©n tÝch vi sinh. 

3. ST SEV 381581. C¸c s¶n phÈm thùc phÈm. Nguyªn t¾c nu«i cÊy vi sinh vËt vµ ph−¬ng ph¸p xö lý 

c¸c kÕt qu¶ thö nghiÖm vi vi sinh. 

4. ST SEV 3833-82. §å hép. ChuÈn bÞ dung dÞch thuèc thö, phÈm mµu, chÊt chØ thÞ vµ m«i tr−êng dinh 

d−ìng sö dông trong ph©n tÝch vi sinh. 

5. ST SEV 3834-82. §å hép. Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh vi sinh vËt kiÓu khÝ trung nhiÖt vµ kÞ khÝ kh«ng b¾t 

buéc. 




