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THEO DOI SOAT XET, SUA POI
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1. MUC PiCcH

Quy trinh ndy quy dinh phwong phép dinh lrgng nAm men va ndm méc séng bang k§
thuat dém khudn lac trong c4c san phim thyc phdm.
2. PHAM VI AP DUNG

Quy trinh ndy quy dinh phuong phép dinh hrgng ndm men ua thAm thiu con séng va
nam méc wa khé trong cac san phim thyre phdm hoic trong thirc in chin nudi c6 hoat do
nude nhé hon hodc b'flng 0,95 [qua khé, banh ngot, mc, thit khd, c4 mubi, ngii cde, dau dd
va san phém dau d6, bot mi, qua hach, gia vi ... (Phu lyc A)] béng k¥ thuat dém khuin lac
6 25°C + 1°C.

Quy trinh niy khéng 4p dung cho céc san phim khé ¢6 hoat d6 nuée nhé hon hodc
bﬁng 0,60 (dau dd khé, san phém hat c6 dau, gia vi, cAy dau, cac loai hat, dd uéng tan nhanh
dang bot, thitc #n chiin nudi dang kho ...) va khong cho phép dinh lrong céc bao tr ndm
mbc. Viéc nhan biét cling nhu viéc kiém tra cac hé ndm cua thuc phém vé doc td khong
nim trong pham vi ciia quy trinh ndy. Phuong phap qui dinh trong quy trinh ndy khong
thich hop dé dinh luong ndm va khé min (nghia 13 Polypaecilum pisce, Basipetospora
halophila) ma c6 thé tim thiy trong c4 khd.

3. TAI LIEU THAM KHAO

- TCVN 8275-2:2010: Vi sinh v4t trong thwc phdm va thirc 3n chin nudi - Phuong
phéap dinh luong nim men va nAm méc - Phan 2: K¢ thuat dém khuén lac trong cac san
phim c6 hoat d6 nudc nhd hon hoic bang 0,95.

- ISO 21527-2:2008: Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal
method for the enumeration of yeasts and moulds - Part 2: Colony count technique in
products with water activity less than or equal to 0,95.

4. DPINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia, thuat ngix

- Ndm men (yeast): Vi sinh vat hiéu khi wa 4m, & nhiét d6 25°C duéi céc didu kién
quy dinh trong tiéu chuin ndy, phét trién thanh cac khuin lac tron, béng hodc md trén bé
mat méi trudng thach nm, thuong c6 mép vién déu va bé mit 16i it hodc 18i nhidu.

- Ndm méc (mould): Vi sinh vét dang soi nho hiéu khi va 4m, & nhiét do 25°C dudi
cac didu kién quy dinh trong tiéu chuin nay, phat trién thanh cdc mam/chdi moc lan nhu
long to hoac det hodc thanh cac khuén lac trén bé mit moi trudong thach nim, thuong co
mau trai ciy hodic ¢6 ciu tric mang bio ti.

- Choi (propagule)Mém (germ): Thuc thé séng c6 thé phat trién trong moi trudng
dinh dudng. Vi du: Té bao sinh dudng, nhém cac t& bao, bao tir, cum bao tir hoiic mot doan
hé soi ndm.

VNIQ.B.SOP04 Lén ban hanh: 01 Ngay ban hanh: 21/07/2025 Trang 3/8



TRUNG TAM KIEM PINH HANG HOA VNIQ

- Ndm men wa tham théu (osmophilic yeast)ﬂ\’ifm méc wa khé (xerophilic mould):
NA4m c6 kha ning phat trién & hoat d6 nuéc nhé hon hoic bing 0,95.

4.2. Chir viét tit

- Khéng ap dung.
5.NOQI DUNG
5.1. Nguyén tic

- Chuén bj cac dia nudi ciy bé mat, sir dung méi truong nudi ciy chon loc quy dinh.
Tuy chon vao sb lwong khudn lac dy kién, sir dung Iwgng xac dinh cia mau (néu san phim
dang I6ng) hodc huyén phu ban dau (nu san pham & dang khéc), hoac cac dung dich pha
lodng thip phan cia maw/huyén phu. C6 the chuan bi céc dia bo sung trong cung diéu kién,
str dung cac dung dich thap phan ctia miu thir hoic cac huyén phi ban diu.

- U céc dia da cdy trong diéu kién hiéu khi & 25°C + 1°C trong 5 ngay. Cac dia thach
c6 thé dugc dé trong anh sang khuéch tan tir 1 ngay dén 2 ngay, néu can.

- Pém céc khuén lac/cac chdi, khéng dinh viéc nhan dang cac khun lac nghi ngo béng
kinh phéng dai hoi#ic kinh hién vi (d¢ phan biét cac khuan lac ctia ndm men vdi céc khuin
lac ctia vi khuan), n€u can.

- $6 lugng ndm men va ndm mdc trong mét gam hoic mét mililit miu duoc tinh tir s6
lwong khuin lac/chdi/mam thu duge trén céc dia dd chon & cac mirc pha lodng tao ra céac
khudn lac ¢6 thé dém dugc. NAm men va ndm méc duge dém riéng, néu can.

5.2. Méi trueomg ciy va héa chit, thudc thir

Thanh phén va viéc chuén bi thudc thir va méi trudng nudi ce‘iy dugc thuc hién theo
huéng din VNIQ.B.HD12 va/hodc theo huéng dan cia nha san xuat bao gdm cac moi
trordng thuoc thir:

- Mbi trwong nudi cdy: Thach dicloran glycerol 18 % (DG18)

- Dung dich pha loding: Canh thang nudc pepton 0,1 % va nuéc mudi peptone

Viéc thir nghiém hiéu ning mdi trudng thudc thir duge thuc hién theo quy dinh cia
tiéu chuan tham chiéu va TCVN 8128 (ISO 11133). Chi tiét tai huéng dén VNIQ.B.HD12.
5.3. Thiét bi va dung cu

C6 thé dung dung cu sir dung mot l4n dé thay thé cho céc dung cu thuy tinh st dung
nhiéu 1an néu né cé cac dic tinh k§ thuat phi hop.

- T 4m, c6 thé duy tri nhiét d6 25°C + 1°C.

- Pipet xa hét, vo trung, dung dich danh nghia 1 ml, dugc chia vach 0,1 ml.

- Néi cach thity, hodic dung cu tuong tu, ¢6 kha ning duy tri nhiét do & 44°C dén 47°C.

- Méay do pH, c6 d¢ chinh xac 0,1 don vi pH & 25°C.
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- Chai, binh va dng nghiém, dé dun séi va bao quan méi trudng nudi cdy va pha lodng
dung dich.

- Pia Petri v trung, bang thuy tinh hodc chét déo, dudng kinh tir 90 mm dén 100 mm.

- Kinh hién vi, dé phéan biét nAm men véi céc té bio vi khuén (cé trudng sang, do
khuéch dai tir 250 14n dén 1.000 1an).

- Que dan mAu, bing thuy tinh hoic chit déo (dudmg kinh nhé hon 2 mm va dai 80
mm). Dudng kinh khong dugc vugt qua 2 mm dé giam thiéu lwong miu dinh vao que khi
két thiic dan mau.

- Kinh khuéch dai hai thi kinh, dé phan biét cac khuin lac/té bao nAm men va ndm
mdc (khuéch dai tir 6,5 13n dén 50 14n).

5.4. Céc bwéc tién hanh
5.4.1. Phén méu thir va huyén phit ban diu

- Chuén bi phin miu thir, huyén phu ban diu (dung dich pha loding ban dau) va cac
dung dich pha logng theo TCVN 6507 (tét ca cac phan), TCVN 6404 (ISO 7218), TCVN
6263 (ISO 8261) va tiéu chuin cu thé lién quan dén san pham.

- Khuyén céo sir dung canh thang nuéc pepton 0,1% lam dich pha loang, trur viéc
chuin bi miu thir cy thé. Do cac bao tir ling xudng nhanh trong pipet, nén dé pipet & tur thé
nim ngang (khong dé ding) khi dugc 1am diy bang mét thé tich cta huyén phi hogic dung
dich pha loing thich hgp. Léc huyén phii ban dAu va cic dung dich pha lodng d& tranh cac
phan tir ¢6 chira vi sinh vat ling xudng.

- Nhin chung, & chuin bi huyén phi1 ban d4u, cho x g hogic x mL phin miu thir vao
9x mL hoiac 9x g dung dich pha lodng thich hop, dé thu duoc ti 1€ cua phén mau thir va méi
treong pha loging 13 1/10 (khdi hrong/thé tich hodc thé tich/thé tich).

5.4.2. Cdy va u
5.4.2.1. Dung pipet v trung chuyén 0,1 ml m4u thir dang léng hozc 0,1 ml huyén phu ban
dAu d6i véi san phdm & dang khac cho vao mét dia thach DG18.

Dung pipet vo tring chuyén 0,1 ml dung dich pha loéing thap phan thir nhat (10°!) (sén
phém dang 16ng) hodc 0,1 ml dung dich pha loing thap phan 10" (san phdm & dang khac)
cho vao mot dia thach DG18 (5.2.1) thir hai.

Pé thuén tién cho viéc dinh lugng cac lugng nhé nAm men va ndm méc, c6 thé léy cac
lugng dén 0,3 ml dung dich pha lodng 10! ctia mau hodc ctia miu thir dang 16ng, dan ddu
trén ba dia.

Lap lai cac thao tic ndy vdi cac dung dich pha lodng tiép theo, st dung pipet vo trung
m&i cho mdi dung dich pha loding.
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Pbi véi cac loai thye phdm dang hat hodc rin, vi du: qua hach, hodc hat ngii cdc, thi
khuyén céo db dia truc tiép. Cac mau thudce cac loai san phim nay dugce khir tring bé mit
trong dung dich natri hypoclorit 0,35 % (1000 pg/g) véi thoi gian tiép xac 2 min, sau d6
duge trang rira bang nudc cit vo trung, 1am kho trén gidy vé tring rdi cho 1én mdi trudng
dong dic.
5.4.2.2. Dan déu dich léng 1én khip bé mit dia thach bing que dan miu vo tring cho dén
khi dich 1éng hap thu hét vao méi trudng.

C6 thé sir dung k¥ thudt ciy bang phuong phéap d6 dia nhung trong trudng hop nay su
tuong duong cia cac két qua phai dugc danh gia bang cach so sanh vé6i két qua duoc chy
trén bé mit dia va c6 thé khong phéan biét sy khac nhau ciia ndm men va ndm méc. Phuong
phap cdy bé mit dia c6 thé cho két qua dinh lugng cao hon. K§ thuat dan dia tao didu kién
cho cac té bao tiép xuc t6i da véi oxi ctia khong khi va tranh moi nguy co bi bét hoat do
nhiét cua cac chdi ndm. Cac két qua cé thé phu thudce vao tung loai nim.
5.4.2.3. U cac dia d3 chuén bj trong méi trudng hiéu khi, ndp hudng 1én trén, tu thé thing
dimg trong ti 4m & 25 °C + 1 °C trong 5 ngay dén 7 ngay. Pé cac dia thach trong 4nh sang
khuéch tan tir 1 ngay dén 2 ngiy, néu can.

Néu nghi ngd ¢6 mit Xeromyces bisporus thi i cac dia trong 10 ngay.

Khuyén céo 1 cac dia trong ti chit déo dé khong 1am nhiém bin ti 4m trong truong
hop nim mdc lan ra ngoai dia.

5.4.3. Dém va chon cdc khudn lac dé khéing dinh

Pém céc dia trong khoang thoi gian u tir 2 ngay dén 5 ngay. Chon cac dia chua it hon
150 khuan lac/chbi/mim va dém chung. Néu trén cic dia c6 ndm méc qua nhanh thi c6 thé
dém cac khuin lac/chdi/mam sau khi @ 2 ngdy va dém lai sau khi u 5 ngay.

CHU THICH: Céc phuong phép dinh lugng nim men va dic biét 13 nAm méc 12 khong
chinh xac, vi ching 13 mdt hdn hop cia hé sgi nidm va cac bio t vo tinh va hitu tinh. S4
lrgng don vi hinh thanh khudn lac phu thudc vao mitc d6 phan doan ctia sgi ndm va ty 1€
cac bio tir c6 thé moc trén méi truong d6 dia.

CHU THICH: Thuong xuét hién sy khéng tuyén tinh ciia céc sb dém tir cac dia dung
dich pha loding; nghia 14 cic dung dich pha lodng 10 l4n cia mAu thudng khéng cho cac két
quéa nhoé hon 10 14n vé s6 dém khuan lac thu dugc trén cac mdi trudng db dia. Didu nay 13
do sy phan doan cta hé soi ndm va viéc tach cac cum bao tir trong qua trinh pha lodng lam
{rc ché canh tranh khi cac lugng 16n khuén lac ¢6 mat trén céc dia.

CANH BAO - Cic bao tir nAm méc phin b trong khong khi rit manh, nén cin
thao tic véi cac dia Petri cAn thin dé tranh 1am phat trién cic khudn lac vé tinh ma
c6 thé cho wéc tinh két qua qui cao.
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Tién hanh kiém tra bang kinh khuéch dai hai thi kinh hoic béng kinh hién vi dé phan
biét gitra cac té bao nAm men hodc ndm mdc va vi khuan tir cac khuén lac, néu cin.
Pém céac khuin lac ndm men va cic khuén lac/chdi nAm méc riéng r&, néu can.
Dé& nhén biét ndm men va ndm méc, chon cac ving phét trién nim va 14y ra dé kiém tra
bang kinh hién vi hoic c4y trén méi trudng phan 1ap hogic nhan dang thich hop.
5.4.4. Bdo cdo thir nghiém
Béo céo thir nghi€ém phai ghi rd:
- Moi thong tin can thiét dé nhan biét day du vé& miu thi.
- Phuong phép lay mau néu biét.
- Phuong phap thir d& str dung va vién din quy trinh ndy.
- Tét ca céc chi tiét thao tac khong quy dinh trong quy trinh nay, ciing v&i céc chi tiét
bat thuong khac c6 theé anh hudng dén két qua.
- Két qua thir nghiém thu duge, néu rd phuong phap biéu thi két qua.
- Két qua duoc thé hién trén biéu mau B.SOP04.BMO1.
6. LUU TRU HO SO
Thyc hién huéng din nay can luu giir hd so, noi luy, thai gian hru theo Quy trinh kiém
soat ho so VNIQ.QM.QTO07.

7. PHU LUC
VNIQ.B.SOP04 : Quy trinh Dinh Irgng ndm men va ndm méc bing k¥ thuét
dém khuén lac
B.SOP04.BMO1 : Bién ban kiém nghiém
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VIETNAM INSPECTION & QUARANTINE

PHU LUC A
(Tham khao)

CAC VI DU VE HOAT BO NUGC THEO CHAT NEN

Bang A.1 dua ra cac vi du vé hoat d§ nudc theo cac san pham can phan tich.

Bing A.1 — Hoat 39 nwéc aw theo cc chit nén

Hoat ) nwéc aw Céc miu thye phim/chit nén
Thuc pham rat dé bi hong (rau, qua, thit, c4 tuoi va dong hdp), sira
> 0,95 xuc xich d3 niu, banh mi, thuc phdm chtra dén 4 % sacaroza hodc
7 % NaCl (mubi)
> 0.9] Phomat cing nhu Cheddar, thit hun khéi, nwde qua ¢d dic chira 55
- % sacaroza hoic 12 % NaCl (mubi)
> 0.87 Xtc xich 1én men, banh ngot x5p, phomat kh, margarine, thuc
- phim chira 65 % sacaroza hodc 15 % NaCl (muéi)
> 0.80 Nudce qua ¢ dic, sita dic, xird, bot mi, bdnh c¢6 ham lugng duong
- cao, dau dd c6 do am tir 15 % dén 17 %
-~ 0.75 Murt, mit nhuyén, qua ngdm dudng, banh hanh nhan, keo déo,
- banh ngot
> 0,65 Bot yén mach c6 @6 4m 10 %, mirt, mat mia, qua hach
Qua kho c6 d6 4m tir 15 % dén 20 %, caramel, keo sita toffee, mat
> 0,60 ong, dau dd ép, thirc an cho ché, thuc phém dang hat, dau dd va
san phim dau dd
> 0,50 Mi soi c6 d6 Am 12 %, gia vi c6 d6 4m 10 %
> 0,40 Bot trimg nguyén quéa c6 do 4m 5 %, keo nuga
Banh quy, cracker, vé banh mi c6 d6 4m tir 3 % dén 5 %, nuéc
>0,30 £ n
cham dang kho
- 0.03 Sita bot nguyén chét ¢6 dd am tir 2 % dén 3 %, bot sup, ca phé hoa
- tan.
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“ N QUG DA KIEM SOAT
TIEU CHUAN QUOC GIA CONTROL

TCVN 8275-2: 2010 Ngéy.QlThéng.QZNémd&/
ISO 21527-2 : 2008 .
VI SINH VAT TRONG THY'C PHAM VA THU'C AN CHAN NUOI - PHUYONG PHAP BINH LUONG

NAM MEN VA NAM MOC — PHAN 2: KY THUAT BEM KHUAN LAC TRONG CAC SAN PHAM CO
HOAT BO NUOC NHO HON HOAC BANG 0,95

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the enumeration of yeasts and
moulds — Part 2: Colony count technique in products with water activity less than or equal to 0,95

L&i néi dau
TCVN 8275-2 : 2010 cung v&i TCVN 8275-1 : 2010 thay thé TCVN 4993 : 1989, TCVN 6554 : 1999 va
TCVN 7137 : 2002;

TCVN 8275-2 : 2010 hoan toan twong duwong véi ISO 21527-2 : 2008;

TCVN 8275-2 : 2010 do Ban ky thuat tiéu chuan quéc gia TCVN/TC/F13 Phuwong phép phén tich va
J&y méu bién soan, Téng cuc Tiéu chuén Po lweng Chét lweng dé nghi, Bé Khoa hoc va Céng nghé
cbng bé.

Bo tiéu chuan TCVN 8275 (ISO 21527) gdm céc tiéu chuan sau:

- TCVN 8275-1 : 2010 (ISO 21527-1: 2008), Vi sinh vét trong thuc phém va thirc &n chan nuéi —
Phuwong phap dinh luwong nédm men va ndm méc — Phan 1: Ky thuat dém khuén lac frong céc sén
phém c6 hoat do nuwéc Ién hon 0,95;

- TCVN 8275-2 : 2010 (ISO 21527-2 : 2008), Vi sinh vét trong thuc phém va thire &n chan nubi —
Phuong phap dinh ltong nédm men va ndm méc — Phan 2: Ky thuéat dém khuén lac trong céc san
phém c6 hoat dd nwéc nhd hon hodc béng 0,95.

VI SINH VAT TRONG THIYC PHAM VA THU’C AN CHAN NUOI - PHUONG PHAP DINH LPONG
NAM MEN VA NAM MOC - PHAN 2: KY THUAT DEM KHUAN LAC TRONG CAC SAN PHAM CO
HOAT DO NUG'C NHO HON HOAC BANG 0,95

Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the enumeration of
yeasts and moulds - Part 2: Colony count technique in products with water activity less than
or equal to 0,95

CANH BAO - Viéc dinh lwong ndm méc phai dworc thyee hién hét strc than trong dé bao vé
ngw&i thao tac va tranh lay nhiém cac bao tir nAm cho méi trwdng.

1. Pham vi ap dung

Tiéu chuan nay qU| dinh phuwong phap dinh Iwgng ndm men wa thdm thau con séng va ndm méc va
kho trong cac san phadm thwe pham hodc trong thire an chan nudi c6 hoat dé nwéc nhd hon hodc
bang 0,95 [qua kho, banh ngot, murc, thit kho, ca mudi, ngu cbe, dau d6 va san pham dau dé, bot mi,
qué hach, gia vi ... (Phu luc A)] bang ky thuat @ém khuén lac & 25 °C + 1 °C [3].

Tiéu chuén nay khéng ap dung cho cac san pham khé c6 hoat d6é nwoc nhé hon hoac bang 0,60 (dau
dé kho, sédn pham hat c6 dau, gia vi, cay dau, cac loai hat, dd uong tan nhanh dang bét, thirc &n chan
nudi dang khé ...) va khong cho phep dinh lwong cac bao tw nam méc [3]. Viéc nhan biét cling nhuw
viéc kiém tra cac hé ndm cla thuc pham vé doc té khong nam trong pham vi cua tiéu chuan nay.
Phwong phap qui dinh trong tiéu chuan nay khéng thich hop dé dinh lvong ndm wa khé man (nghta la
Polypaecilum pisce, Basipetospora halophila) ma c6 thé tim thay trong ca kho.

2. Tai ligu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuén nay. Déi v&i cac tai lieu vien dan
ghi nam céng bé thi ap dung phién ban dwoc néu. Dbi voi cac tai liéu vién dan khéng ghi nam cbng
bé thi ap dung phién ban mé&i nhat, bao gébm ca cac stra ddi, bd sung (néu cb).

TCVN 6263 (ISO 8261), Sita va san phdm sira — Huténg déan chung vé chuén bi mau the, huyén phu
ban d4u va dung djch pha lodng thap phan dé kiém tra vi sinh vét.

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh véat trong thuc phdm va trong thirc &n chdn nuéi — Nguyén tdc chung
vé kiém tra vi sinh vét.

TCVN 6507 (ISO 6887) (tat ca cac phan), Vi sinh vat trong thuc phdm va thiee &n chén nuéi — Chudn
bi méu thir, huyén phu ban déu va céc dung dich pha lodng thap phén dé kiém tra vi sinh vat.

TCVN 8128 (ISO/TS 11133) (té; cé céac phan), Vi sinh vét trong thuc phém va thire &n chdn nu6i —
Huwdéng dén chuén bi va sén xuét moi trudng nudi céy.



TCVN 8275-1 : 2010 (ISO 21527- 1: 2008) Vi sinh vat trong thuc phém va thire dn chan nudi —
Phuwong phap dinh lugng né&m men va ndm méc — Phén 1: Ky thuét dém khuén lac trong céc san
phédm c6 hoat dé nwéc Ién hon 0,95.

3. Thuét ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay s dung cac thuat nglr va dinh nghia néu trong TCVN 8275-1 (ISO 21527-1) va
thuat nglr dinh nghia sau:

Nam men wa thdm thau (osmophilic yeast)

N&m méc wa khé (xerophilic mould)

N&m c6 kha n&ng phat trién & hoat d& nwéc nhd hon hodc bang 0,95.
4. Nguyén tac

4.1. Chuén bj céc dTa nubi cay bé mat, s dung méi trudng nuobi cay chon loc qui dinh. Tuy thudc vao
sb lvong khuan lac du kién, st dung Ivong mau xac dinh (néu sadn phadm dang long) hoac huyen phu
ban dau (néu san pham & dang khac), hodc cac dung dich pha loang thap phan ctia mau/huyén phu.

Cé the chuén bj cac dia bd sung trong cung diéu kién, sir dung cac dung dich pha loéng thap phan
clia mau thir hodc ctia huyén phl ban dau.

4.2. U céc dia da chuén bj trong diéu kién hiéu khi & 25 °C + 1 °C trong khoang tlr 5 ngay den 7 ngay.
Céc dia thach c6 thé dwoc dé yén trong anh sang khuéch tan tir 1 ngay dén 2 ngay, néu can.

4.3. Dém cac khuan lac/cac chéi, khdng dinh viéc nhan dang cac khuén lac ngh| ngo bang kinh phong
dai hoc kinh hién vi (& phan blet céac khuén lac clia ndm men véi khuén lac cla vi khuan), néu can.

4.4, S6 lvgng ndm men va ndm méc trong mot gam hozc mét mililit mau dwoc tinh tir sé lwong khan
lac/chbi/mam thu dwoc trén cac dia da chon & cac mirc pha loang nay tao nén cac khuan lac c6 thé
dém duwoc. NAm men va ndm moc duoc dém riéng, néu can.

5. Dich pha loang va mai trwdng nudi ciy

V& thue hanh thir nghiém tién hanh, xem TCVN 8128 (ISO/TS 11133) (t&t ca cac phan).
5.1. Dich pha loédng

5.1.1. Yéu cau chung

Xem TCVN 6507 (ISO 6887) (tat ca cac phén), TCVN 6263 (ISO 8261) va tiéu chuén cu thé co lien
quan dén san pham.

Khuyén céo sl dung dich pha lodng co6 chira du Ivong chét tan [vi du: tir 20 % dén 35 % (khéi Iucyng)
dung dich glycerol hogc D-glucoza] dé giam thiéu séc thadm thdu dbi véi cac té bao ndm men wa thdm
thau va nam méc wa khé khi chuén bi mét day cac dung dich pha loang truec khi @b dia 11, [3].

CHU THICH C6 thé bb sung cac tac nhan hoat ddng bé mat nhw natri poly (oxyetylen)
sorbatltanmonooleat1 [0,05 % (nbng d@d khéi lwveng)] vao dich pha loang dé& gidm cac mang bao tlr
nam va bao t& dinh [3].

Khuyen cao st dung canh thang nwéc pepton 0,1 % (nbng dé khéi lvong) 1am dich pha loang, triv khi
chuén bi mau thir cu thé.

5.1.2. Thanh phan ctia canh thang nwéc pepton 0,1 % (néng do khbi lwong)

S&n pham thiy phan mé déng vat hodc thwe vat bang enzym 109
Nuwéc 1 000 ml

5.1.3. Chuan bj canh thang nwéc pepton 0,1 % (ndng dé khéi leong)

Hoa tan cac thanh phéan trén trong nuwéc, dun néng néu can.

Chinh pH sao cho sau khi khir tring pH 14 7,0 + 0,2 & 25 °C, néu can.

5.2. Moi treng nudi ciy

5.2.1. Thach dicloran glycerol 18 % (néng dé khéi lwgng) (DG 18) [4], [5], [6]

5.2.1.1. Thanh phén

San ph&m thdy phan casein bing enzym 50
D-Glucoza (CeH120s) 10,0 i

) Tween 80 la mét vi du vé san pham thich hop c6 ban s&n. Thong tin nay dwa ra tao diéu kién thuan
tién cho ngudi st dung tiéu chuan, 1ISO khéng &n dinh phéi si¥ dung ching.



|Kali dihydro phosphat (KH2POas) 1,0 g|
Magie sulfat (MgS04.H20) ) ) 0,5 gJ
Dichloran (2,6-dicloro-4-nitroanilin) 0,002 g|
Glycerol khan B ~ 220g
Thach - ' _ Tlr12 g dén 1592
Chloramphenicol 0,1g
Nwéc cét hodc nwéc da loai ion 1 000 ml
F TUy vao strc doéng ctia thach -

5.2.1.2. Chuén bj

5.2.1.2.1. Yéu cau chung

Hoa céac thanh phan trén vao nwéc va dun soi dé hoa tan hoan toan, trir chloramphenicol. Chinh pH
(6.4) sao cho sau khi khtr truing pH 12 5,6 £ 0,2 & 25 °C, néeu can.

Cho 10 ml dung dich chloramphenicol 1 % (néng dé khéi lwong) vao etanol va trén. Phan phél moi
trwdrng nay vOi cac lweng vao cac vat chira ¢6 dung tich thich hop (6.5). Khir trung 15 min béng hap
ap lyc & 121 °C.

Lam nguéi ngay mdi trrdng trong ndi cach thiy (6.3) dwoc duy tri & nhiét d6 tir 44 °C dén 47 °C. Lam
nguoi dén dwéi 50 °C va phan phéi cac lwong 15 ml vao cac dia Petri vo trung (6.6).

Dé yén cho méi trwong dong dac va lam kho be mét thach theo TCVN 6404 (ISO 7218) va TCVN
8128 (ISO/TS 11133) (tt ca cac phan), néu can.

Str dung ngay ho&c bao quan noi tbi theo TCVN 8128 (ISO/TS 11133) (tat ca cac phan) cho dén khi
str dung.

CANH BAO - Khong dé mai trwong tlep xuc v&i anh sang, vi khi tiép xuc véi anh sang c6 thé
sinh ra cac san pham gay déc cho té bao ma c6 thé Iam anh hwéng dén két qua dinh lwong.
5.2.1.2.2. Phwong an bd sung chlortetracycline clohydric

Viéc phat trién qua nhiéu vi khuan c6 thé la mét van dé, do do khuyen cao st dung chloramphenicol
(50 mg/l) va chIortetracycllne (50 mg/l). Trong treong hop nay, chuan bj méi treng co ban nhu trén
nhung Chl st dung 50 mg chloramphenlcol réi phan phéi cac lwong 100 ml va khir tring. Do tinh
khéng 6n dinh clGa dung dich nén can chuan bj dung dich mé&i chlortetracycline clohydric 0,1 % (khéi
Iwong) trong nwac va loc dé khir trung. Ngay trieoe khi str dung, thém 5 ml dung dich nay mét cach vé
tring vao 100 ml méi trrvong co bén va do ra dia. Khong khuyén céo st dung gentamicin vi viéc sty
dung gentamicin cho th8y ¢ ché mot sb loai ndm men [3].

5.2.1.2.3. Phwong an b6 sung cac nguyén té v&i lwong vét

Dé cho ndm méc thé hién hoan toan hinh thai, cu thé 1a sic té cua chang, nén can dén nguyen tb voi
lwong vét ma co thé khéng co trong DG18. Dé nhan biét cac ndm méc trén moi trudng nay, thi thém
dung dich nguyén t6 v&i lvong vét sau day véi 1 ml trén 1 | méi trudng co ban, trede d6 da dwoc hép
ap lyc: 1 g ZnS04.7H20; 0,5 g CuS04.5H20; 100 ml nwéc cat hodc nuoc da loai ion [2].

5.2.1.3. Thir nghiém hiéu ning dam bao chét lwgng moéi trwong nu0| cay
5.2.1.3.1. Yéu cau chung

DG18 la méi treong dac. Nang suét va tinh chon loc ctia moi trwong céan dwoc thir nghiém theo
TCVN 8128 (ISO/TS 11133) (t&t c& cac phén) theo cac yéu ciu sau day:

5.2.1.3.2. Nang suét

U: 5ngay &25°C+1°C

Ching: Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
Wallemia sebi ATTC 42694
Aspergillus restrictus ATCC 42693

Eurotium rubrum ATCC 42690 )
hodc cac chiing twong dwong trong cac bd swu tap ndm khac

Mbi trwéng chuan: mé mdi trwéng SDA (thach Sabouraud D-glucoza) da dwoc danh gia
hiéu lyc

Phuwong phap kiém tra:  dinh lwong
Chuén ci: ty 1& nang suét, Pr = 0,5
Phan (rng dac trwng: khuén lac d&c trwng/chdi/mam theo tirng loai



5.2.1.3.3. Tinh chon loc
U: 5ngay 625°C+1°C
Chung: Escherichia coli ATCC 25922

Bacillus subtilis ATTC 6633
hogc cac chiing twong duong trong céc b swu tap vi khuan khac

Phuwong phap kiém tra:  dinh tinh
Chuén cu: trc ché hoan toan
6. Thiét bi va dung cu thay tinh

Co thé dung dung cu str dung mot 1an @é thay thé cho cac dung cu thiy tinh ste dung nhigu 1an néu no
c6 cac déc tinh ky thuat phu hop.

St dung cac thiét bj, dung cu phéng thir nghiém vi sinh théng thuwéng [xem TCVN 6404 (1ISO 7218)]
va cu thé nhu sau:

6.1. TG 4m, co thé duy tri nhiét 46 & 25 °C + 1 °C.

6.2. Pipet xa hét, vo tring, dung tich danh nghia 1 ml, dwgc chia vach 0,1 ml.

6.3. N6i cach thuy, hodc dung cuy twong tw, co kha nang duy tri nhiét 46 & 44 °C dén 47 °C.

6.4. May do pH, c6 dé chinh xac dén 0,1 don vi pH & 25 °C.

6.5. Chai, binh va éng nghiém, d& dun séi va bdo quan méi trveng nudi cdy va pha loang dung dich.
6.6. Pia Petri, bang thly tinh hodc chat déo vé tring, dwong kinh tir 90 mm dén 100 mm.

6.7. Kinh hién vi, d& phan biét nAm men vé&i cac t& bao vi khuan (co trwong sang, a6 khuéch dai tir
250 lan dén 1 000 lan).

6.8. Que dan mau, bang thiy tinh hoac chat déo (dwong kinh nh6 hon 2 mm va dai 80 mm). Buong
kinh khéng duoc vuot qua 2 mm dé gidm thiéu lvong mau dinh vao que khi két thac dan mau.

6.9. Kinh khuéch dai hai thj kinh, G phan biét cac khuan lac/té bao ndm men va ndm méc (khuyéch
dai tir 6,5 1an dén 50 lan).

7. Lay mau

biéu quan trong Ia phong thir nghiém pha| nhan dwoc dung mau dai dién va khoéng bi hw héng hoac
thay dbi trong subt qua trinh van chuyén hoac bao quan. Mau phong thir nghiém khéng dwoc lam
déng lanh.

Viéc Iay mau khong qui dinh trong tiéu chuén nay. Nén lay mau theo tiéu chuan cy thé lién quan dén
san pham Neu khong c6 tiéu chudn cy thé lién quan dén san pham thi cac bén cé lién quan sé thda
thuan vé van dé nay.

8. Chuan bi mau tho

Chuén bi mau thir theo TCVN 6507 (ISO 6887) (tat cacac phan) TCVN 6404 (ISO 7218) TCVN
6263 (ISO 8261) va tiéu chuén cu thé lién quan dén san pham Neu khéng co6 tiéu chuan cy thé lién
quan dén san pham thi cac bén co lién quan sé théa thuan vé van dé nay.

9. Cach tién hanh
9.1. Phan méu thir, huyén phi ban déu va dung dich pha lodng

Chuén bi phan mau thtr, huyén phl ban dau (dung dich pha loang ban d4u) va cac dung dich pha
lo&ng tiép theo TCVN 6507 (ISO 6887) (t&t ca céc phan), TCVN 6404 (ISO 7218), TCVN 6263 (ISO
8261) va tiéu chuan cu thé lién quan dén san pham.

Khuyén céo st dung 0,1 % canh thang nwoc pepton (5 1.3) lam dich pha loang, trir viéc chudn bi mau
thér cu thé. Tét nhat nén dung bo tron kiéu nhu déng dé trén mau hosc ding may l&c.

Do cac bao tr Iang xubng nhanh trong pipet, nén dé pipet (6.2) & tw thé ndm ngang (khéng dé dirng)
khi dwoc lam day véi mét thé tich cGa huyén phi hodc dung dich pha lo&ng thich hop.

Lac; huyén phu ban dau va cac dung dich pha loang dé tranh cac phan tir cé chira vi sinh véat Iéng
xuong.

9.2. Ciy vau

9.2.1. Dung pipet vo tring chuyen 0,1 ml mau thir dang 1éng hodc 0,1 ml huyén pht ban d&u déi v&i
san phadm & dang khac (Piéu 8) cho vao mét dia thach DG18 (5.2.1).

Dung pipet vé tring chuyén 0,1 ml dung dich pha loang thap phan ther nhat (10-) (san pham dang
16ng) ho&c 0,1 ml dung dich pha lo&ng thap phan 10-2 (sé&n phdm & dang khac) cho vao mét dia thach
DG18 (5.2.1) thi hai.



Dé& thuan tién cho viéc dinh luO’ng cac luvgng nho nam men va ndm méc, co thé 14y cac lwong dén 0,3
ml dung dich pha loang 10! clia mau hodc clia mau thr dang 16ng, dan déu trén ba dia.

Lap lai cac thao tac nay v&i cac dung dich pha loang tiép theo, sti¥ dung pipet vo trung méi cho mai
dung dich pha lo&ng.

Déi vai cac loai thuc ph&m dang hat hodc ran, vi du: qua hach, hoic hat ngi cbe, thi khuyén cao 46
dia tryec tiép. Cac mau thudc cac loai san pham nay duoc khi tring bé mat trong dung dich natri

hypoclorit 0,35 % (1000 ng/g) voi thoi gian tiép xuc 2 min, sau d6 dwoc trang rira bang nwéc cat vo
trung, lam kho trén gidy vo trung réi cho l1én méi treong dong dac[1, 2].

9.2.2. Dan déu dich Idng lén khap bé mat dia thach béng que dan mau vé triing (6.8) cho dén khi dich
I6ng hép thu hét vao mai trvdng.

Cé6 thé sir dung ky thuat cay béng phuong phap dé dia nhwng trong treong hop nay s trong duong
cla céac két qua phai dwoc danh gia bang cach so sanh voi két qua duoc cay trén bé mat dia va cé
thé khéng phan biét sy khac nhau cia ndm men va ndm méc. Phwong phap cay bé mat dia co thé
cho két qua dinh lugng cao hon. Ky thuat dan dia tao diéu kién cho cac té boa tlep xuc tbi da véi oxi
clia khong khi va tranh moi nguy co bi bét hoat do nhiét ctia cac chéi nam. Cac két qua c6 thé phuy
thuéc véao tirng loai ndm.

9.23.0 cac dia da chuén bi (9.2.2) trong mai trwo’ng hiéu khi, ndp hwéng 18n trén, tw thé théng dung
trong t &m (6. 1) &25°C+ 1 °C trong 5 ngay dén 7 ngay. Dé cac dia thach trong anh séng khuéch
tan tr 1 ngay dén 2 ngay, néu can.

Néu nghi ng& cé6 mat Xeromyces bisporus thi G cac dia trong 10 ngay.

Khuyén c&o U céc dia trong tui chét déo d& khong lam nhiém ban ti &m trong treéng hop ndm méc
lan ra ngoai dia.

9.3. Dém va chon céc khuén lac dé khing dinh

Dém cac dia sau thoi gian G qui dinh, chon céc dia (9.2.3) chira it hon 150 khudn lac/chdi/mam va
dém. Néu trén cac dia ndm méc moc qua nhanh thi c6 thé dém cac khuan lac/chdi/mam sau khi G 2
ngay va dem lai sau khi G 5 ngay dén 7 ngay.

CHU THICH 1 Cac phwcng phap dinh lwong ndm men va d&c biét Ia ndm méc Ia khéng chinh xac, vi
chung la mét hén hop clia hé sei ndm va cac bao o vé tinh va hiru tinh. Sé luong don vj hinh thanh
khuén lac phu thuéc vao mirc d6 phan doan clia soi ndm va ty 1& cac bao t& co thé moc trén moi
trwdng @b dia.

CHU THICH 2 Thuwéng xuét hién sy khong tuyen tinh cda céac sb dém tir cac dia dung dich pha loang;
nghia la cac dung dich pha loéng 10 lan clia mau thwong khéng cho cac két qua nhé hon 10 Ian vé sO
dém khuén lac thu duoc trén cac moi treong dé dia. Didu nay la do s phan doan cla hé soi nam va
viéc tach cac cum bao tlr trong qua trinh pha lodng lam trc ché canh tranh khi cac Iwgng 16N khuan
lac cbé mat trén cac dia.

CANH BAO Céac bao tir ndm méc phan bo trong khoéng khi rat manh, nén can thao tac v&i cac
dia Petri can than dé tranh 1am phat trién cac khuén lac vé tinh 1am cho viéc wéc tinh két qua
gua cao.

Tién hanh kiém tra bang kich khuech dai hai thi kinh (6.9) hoac bang kinh hlen vi (6.7) dé phan biét
gitra cac té bao ndm men hodc ndm méc va vi khuén tir cac khuan lac, néu can.

Dém cac khuan lac ndm men va cac khuan lac/chdi ndm méc riéng ré, néu can.

Dé nhan biét nam men va nam méc, chon cac ving phat trién ndm va lay ra dé kiém tra b&ng kinh
hién vi hodc cay trén moéi treong phan 1ap hodc nhan dang thich hop.

10. Biéu thj két qua va gi&i han tin cay

Xem TCVN 6404 (ISO 7218).

Ghi lai cac khuén lac ndm men va céc khuén lac/ch6i nAm méc riéng ré, néu can.
11. Bao cao thir nghiém

Béao cao thir nghiém phai ghi rd cac théng tin dwoi day:

a) moi théng tin can thiét vé viéc nhan biét day d0 mau thi;

b) phwong phap ldy mau da st dung, néu biét;

¢) phwong phéap thir da si¥ dung, vién dan tiéu chuén nay;

d) moi chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chuén nay hoéc duwoc cho la tuy chon, cung véi cac
chi tiét bat thuwerng nao khac co6 thé anh hwéng toi két qua;

e) két quéa thir nghiém thu duorc;



PHU LUC A
(Tham khao)
CAC Vi DU VE HOAT BO NUOC THEO CHAT NEN
Bang A.1 dua ra cac vi du vé hoat dd nwéc theo cac san phadm can phan tich.
Béng A.1 - Hoat d6 nwéc aw theo cac chét nén

Hoat d6 nwéc aw | Céac mau thwe pham/chét nén —‘

> 0,95 Thwc pham rét dé bj hong (rau, qua, thit, ca twoi va déng hop), stra xtc xich
da ndu, banh mi, thwe pham chira dén 4 % sacaroza hodc 7 % NaCl (mué_iL

> 0,91 Phomat cirng nhw Cheddar, thi_t hun khoi, nwéc qua cb dic chira 55 %

__sacaroza hoac 12 % NaCl (mudi)

> 0,87 XUc xich 1én men, banh ngot x6p, phomat kh6, margarin, thirc phdm chira
65 % sacaroza hodc 15 % NaCl (mubi)

= 0,80 Nwoc qua c6 dac, slra dac, xird, b6t mi, banh c6 ham luvgng dwdng cao, dau
@6 c6 d6 &m tir 15 % dén 17 %

>0,75 Mrt, mirt nhuyén, qua ngédm dwéng, banh hanh nhan, keo déo, banh ngot

> 0,65 Bot yén mach cé @6 dm 10 %, mut, mat mia, qua hach

> 0,60 Q~ué kho c6 do am tlr 15 % dén 20 %, caramel, keo sira toffee, mat ong, dau
a6 ép, thirc &n cho ché, thwe phdm dang hat, dau d6 va san phdm dau dé

20,50 Mi soi co 36 &m 12 %, gia vi c6 d6 &m 10 %

= 0,40 Bét trirng nguyén qua c6 d6 &m 5 %, keo nuga

> 0,30 Banh qui, cracker, vd banh mi c6 d6 &m tr 3 % dén 5 %, nuéc cham dang
khé

> 0,03 __|Stra bdt nguyén chét co d6 &m tir 2 % dén 3 %, bét xtip, ca phé hoa tan.
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