UY BAN NHAN DAN CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM

THANH PHO HO CHI MINH Poc lap — Tw do — Hanh phtc
S6: 170/Qb-UB TP. Hé Chi Minh, ngay 23 thing 7 ndm 1985
QUYET PINH

VIV BAN HANH HAI TIEU CHUAN VE XIRO THUC PHAM -
PHUONG PHAP THU LY HOA, KY HIEU 53 TCV 69 - 85. PHUONG
PHAP THU VI SINH VAT, KY HIEU 53 TCV 73 -85

UY BAN NHAN DAN THANH PHO HO CHI MINH

~ — Cén ctr Lut T6 chire Hoi dong Nhan déan va Uy ban Nhan dan da duoc
Quoc hoi thong qua ngay 30-6-1983;

— Can cu Nghi dinh §6 141/HDBT ngay 24 thang 8 nam 1982 cua Hoi
dong Bo trudng ban hanh diéu 1€ vé cong tac Tiéu chuan hoa;

— Cén cir Thong tu s0 188/KHKT-TT ngay 05-6-1966 cua Uy ban Khoa
hoc va Ky thuat Nha nudc vé xay dung, xet duyét, ban hanh, quan ly tiéu chuan
k¥ thuat dia phuong cuaa san pham céng nghiép, néng nghiép;

— Xét yéu cau can thiét cua cong tac quan ly ky thuat & thanh phé H5 Chi
Minh;

— Theo dé nghi cua dong chi Chu nhigm Uy ban Khoa hoc va ky thuat
thanh pho H6 Chi Minh,

QUYET PINH

Piéu 1: Nay ban hanh kém theo quyét dinh nay, hai tiéu chuan dia
phuong vé Xiro thuc pham — Phuong phap thir Ly Hoa, Ky hiéu 53 TCV 69-85
— Phuong phap thtr vi sinh vat ky hiéu 53 TCV 73-85.

Piéu 2: Hai tiéu chuan nay 1a cin clr dé danh gia chét luong san phérr)
trong pham vi san xuat (thugc cac co s¢ Quoc doanh, cong tu hop doanh, tap the
va ca thé) ciing nhu trong luu thong phan phoi.

Piéu 3: Cac co quan quan ly phai don déﬁc, theo ddi, kiém tra dé dé nghi
khen thudng nhimg co s& thyc hién tot tiéu chuan da ban hanh va xtu ly nghiém
minh nhitng co s& lam an gian doi.

Diéu 4: Hai tiéu chuan trén c6 higu lyc tir ngay 01 thang 8 ndm 1985 va
phai dugc nghiém chinh chap hanh trong toan thanh pho.

Piéu 5: Cac dong chi Chanh Van phong Uy ban Nhéan dan thanh pho, Chi
nhiém Uy ban Khoa hoc va Ky thuat, Tha truéng cac Sé, Ban, Nganh thénlj pho,
Chu tich Uy ban Nhan dan cac Quan, Huyén va cac co so co lién quan dén san



xuat va kiém nghiém vé Xiro thuc pham trong thanh phé cé trach nhiém thi
hanh quyét dinh nay.

TM.UY BAN NHAN DAN THANH PHO
KT. CHU TICH
PHO CHU TICH THUONG TRUC
Lé Vin Triét

CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
UY BAN NHAN DAN THANH PHO HO CHI MINH

TIEU CHUAN DPIA PHUONG
XIRO THUC PHAM
PHUONG PHAP THU VI SINH VAT
53 TCV 73 -85

Co quan bién soan:

CHI CUC TIEU CHUAN — PO LUONG — CHAT LUGQNG TP. HO CHi
MINH.

Co quan trinh duyét:

UY BAN KHOA HOC VA KY THUAT THANH PHO HO CHI MINH
Co quan xét duyét va ban hanh:

UY BAN NHAN DAN THANH PHO HO CHi MINH
Quyét dinh ban hanh:

S6 170/QD-UB ngay 23 thang 7 nam 1985.



TIEU CHUAN PIA PHUONG

Nhém M
CONG HOA XA HOI
CHU NGHIA VIET NAM XIRO THUC PHAM 53 TCV 73 -85
- PHUGONG PHAP THU
UY BAN NHAN DAN VI SINH VAT C6 hiéu huc
THANH PHO HO CHI MINH Tir 1-5-1985

Tiéu chuan nay quy dinh phuong phap thir cac chi tiéu vi sinh vat cta xird
thuc pham.

1. Phwong phap lay miu:

Phuong phép 1dy mau theo ding quy dinh trong 53 TCV...
2.Phwong phap thi:

2.1 Diéu kién thur.

2.1.1 Noi lam viéc, cach lam viéc, cac moi truong va dung cu thur phai
dam bao cac yéu cau va che do vo khuan,

2.1.2. Thiét bi, dung cu, pham nhudm co ban.

— Tt 4m 37°C.

— Bép cach thay

— Que ciy

— Pipet Pasteur

— Pipet 20ml, 2ml, 1ml

— Lame, lamelle

— Pén cdn hay dén gaz

— Pham nhudém dung cho phuong phap nhuém Gram.
2.2. Chuan bi mau thur;

2.2.1. Lac déu chai mu bang cach déc nguoc chai nhiéu lan. Ding con
lau sach chai mau.

2.2.2. Dung pipet 1ay 20ml mau thar cho vao 80ml nuéc cat hoic dung
dich dém. Lac tron mau pha loang cho déu.

2.2.3. Truong hop mau cé tir hai don vi chua tr Ién, dung pipet dé hat
nuGC mau, so lugng mau lay bang nhau & moi don vi chira, tat ca dugc cho vao
mot binh cau co bi thuy tinh da tiét khuan dé lam mau thir trung binh. Mau thir



trung binh khong dugi 100ml. Lac tron mau thir trung binh cho déu. Tiép tuc
pha lodng mau trung binh theo 2.2.2.

2.2.4. Truong hop cau, pha loang nuéc mau thanh dung dich 1/10, 1/100,
1/1000 bang nudc cat hoac dung dich dém.

Ch thich: chi pha lodng mau khi tién hanh thu.

2.3. Xac dinh téng sb vi khuan hiéu khi:

2.3.1. Phuong phap thtr theo quy dinh & phan 2.3 trong 53 TC 49 — 79.
2.4. Xac dinh Rscherichia coli.

2.4.1. Noi dung: cdy mau vao modi trudng canh thang lactoza. Khi c6 phan
g duong sé tiep tuc phan lap trén mdi truong EMB hodc Mac Conkey. Sau do
xac dinh Escherichia coli bang nhitng phan ang IMVIC.

2.4.2. Phuong ti¢n thu.

2.4.2.1. Mai truong.

— Canh thang lactoza

— EMB (hoac Mac Conkey)

— Nudc Pepton

— Thach thuong

— KIA

— Clark Lubs

— Citrate Simmons

2.4.2.2. Thiét bi, dung cu, pham nhuom.

— Thiét bi, dung cu va pham nhudém theo quy dinh & phan 2.1.2.
— Ong nghiém c& 14 x 140mm da tiét khuan.
2.4.2.3. Thudc thu.

— Kovac

— Dung dich dé methyl 0,2%

— Dung dich a — naphtol 5%

— Dung dich KOH 40%

— Dung dich amonium sulfat dong.

2.4.3. Tién hanh thir.

2.4.3.1. Cay Iml nuéc mau ¢ phan 2.2.3 vao mot ong méi truong canh
thang lactoza. U 37°C trong 24 — 48 gio.

Cha thich: Trén méi trudong EMB, khuan lac nghi ngo ¢6 mau xanh den
vai anh kim loai.



Trén méi truong Mac Conkey, khuan lac nghi ngd ¢6 mau do.

12.4.3.3. Chon khuan lac nghi ngo riéng ré nhuom Gram dé kiém tra va
chuyén sang thach thuong (hoac KIA). U 37°C trong 24 — 48 gio.

Cach ciy trén moi truong KIA:
— Dung que ciy ria trén mat moi truong

— Sau d6, ding que cay thang ddm mot duong thang gitra 6ng moi trudng
va xuyén sau dén day.

Chi thich: Trén moi truong thach thuong, vi khuan nghi ngo cho khuan
lac tron déu, duong Kinh tr 1 — 2mm, dep, trang, bong.

Trén mdi trudong KIA, vi khuan nghi ngo sé lam phan nghiéng va phan dé
cia moi truong doi tr mau dé sang mau vang, c¢6 khi va khong lam den moi
treong.

2.4.3.4. Phan ung sinh Indol

a) Cay chuyen vi khuan nghi ngo tir thach thuong (hodc KIA) vao moi
truong nudc peptone. U 37°C trong 24 gio.

b) Cho 0,5ml thudc thir Kovac vao nudc Pepton.

¢) Quan sat phan ung: phan tng dwong khi c6 mau tim do Xuat hién trén
I6p thuoc thir.

2.4.3.5. Phan ung MR

a) Cay chuyen vi khuan nghi ngo vao thach thuong (hoac KIA) vao moi
truong Clark Lubs. U trong 37°C trong 48 — 96 gio.

b) Dung pipet hit 5ml canh khuan Clark Lubs cho vao mét 6ng nghiém
cd 14x140mm (d¢ dung cho phan tng VP).

¢) Cho 5 giot d6 methyl 0,2% vao canh khuan con lai.

d) Quan sat phan ung: phan tmg dwong khi mdi trudong c6 mau do ngay
sau khi cho thuoc thur vao.

2.4.3.6. Phan ung VP.
a) Phuong phap 1

— Cho 3ml dung dich o — naphtol 5% va 1ml dung dich KOH 40% vao
canh khuan Clark Lubs ¢ phan 2.4.3.5.b

— Quan sat phan tng: phan tmg duong khi c6 mau doé xuat hién trong
vong 15 — 20 phut.

b) Phuong phap 2

_ — Cho 5ml dung dich ammonium sulfat dong vao canh khuan Clark Lubs
& phan 2.4.3.5.b



— Quan sat phan tng: phan tng duong khi c6 mau doé xuat hién trong
vong 20 phat.

2.4.3.7. Phan ung Citrate.

a) Cdy chuyen vi khuan tir thach thuong (hodic KIA) vao méi trudng
citrate Simmons. U 37°C trong 24.

b) Quan sat phan ¢ng: phan ung dwong khi méi trudng doi sang mau
xanh duong.

2.4.4. Két luan:

Xac dinh c¢6 Escherichia coli khi phat hién truc khuan Gram am véi cac
dac tinh sinh héa nhu sau:

Indol MR VP Citrate

+ + - —

Chu thich: Cé mot vai loai Escherichia coli cho phan ung Indol am.
2.5. Xac dinh Strepfococcus faecalis.

2.5.1. Noi dung: Cay mau vao canh thang axit glucoza. Sau do, xac dinh
Strepfococcus faecalis bang cach khao sat su phat trién trén moi truong c6 40%
mat, trong moi trueong co 6,5% NaCl.

2.5.2. Phuong ti¢n thur:

2.5.2.1. Méi truong:

— Canh thang azit glucoza

— Thach SF

— Thach 40% mat

— Canh thang glucoza 6,5% mudi.

2.5.2.2. Thiét bi, dung cy, pham nhudém theo quy dinh & phan 2.1.2
2.5.3. Tién hanh th.

2.5.3.1. Cay 1ml nudc miu & phan 2.2.3 vao canh thang azit glucoza. U
37°C trong 24 — 48 gio.

~2.5.3.2. Tiép tuc phan Iap trén thach SF. U 37°C trong 24 gio va quan st
khuan lac.

Chi thich: Trén thach SF, khuan lac nghi ngo ¢6 dang tron, nho, bién déu,
bong trang va lam moi truong doi tir mau tim sang vang.

2.5.3.3. Chon khuan lac nghi ngo riéng ré nhuom Gram dé kiém tra hinh
thai. Néu c6 chuoi cau Gram duong, tiép tuc khao sat cac tinh chat sau.

2.5.3.4. Tinh chait phat trién trén thach 40% mat.



Cay chuyen vi khuan nghi ngo trén thach SF vao thach 40% do mat. U
37°C trong 24 — 48 gio va quan sat sy phat trién caa vi khuan. Vi khuan c6 kha
nang phat trién trén moi trudng 40% do mat khi cd khuan lac xuat hién trén moi
truong.

2.5.3.5. Tinh chat phat trién ciia méi truong c6 6,5% NaCl.

Céay chuyén vi khuan nghi ngo trén moi truong SF vao canh thang
glucoza 6,5% NaCl. U 45°C trong 24 — 48 gio va quan sat sy phat trién cua vi
khuan.

Chu thich: Trén moi truong canh thang glucoza 6,5% NaCl, vi khuan
Strepfococcus faecalis thuong mec thanh nhing hat nho, trang va lang xuong
day ong lam mdi truong van trong nhu luc chua cay.

2.5.4. Két luan:

Xac dinh c6 Strepfococcus faecalis khi phat hién chudi cau Gram duong
o cac tinh chat sau:

— Phaét trién trén mai truong thach 40% mat

— Phaét trién trén canh thang glucoza 6,5% NaCl.

2.6. Xac dinh Clostridium perfrigens

2.6.1. Noi dung: Cdy miu vao méi trudng Tar0si co paraffin dac réi dun
85°C trong 15 phat. Khi c6 hién tuwong sinh hoi s€ tiep tuc phan 1ap trong thach
VF va xac dinh Clostridium perfrigens bang cach khao sat cac tinh chat sinh SH,
va dong stra.

2.6.2. Phuong tién thur:

2.6.2.1. Méi truong

— Tarosi

— Thach VF

— Canh thang VF

— Thach Wilson Blair

— Mai truong stta.

2.6.2.2. Dung cu, thiét bi va pham nhuoém

— Dung cy, thiét bj va phdm nhudém co ban theo quy dinh & phan 2.1.2.

— Dia thuy tinh.

2.6.2.3. Hoa chat da tiét khuan

— Dung dich sulfit natri 20%

— Dung dich ammonium sulfat sit 5%

— Dau paraffin



2.6.3. Tién hanh thu

2.6.3.1. Cay Iml nu6c mau & phan 2.2.3 vao méi truong Tardsi co
paraffin dic. Cho vao bép cach thuy 85°C trong 15 phit. U 37°C trong 24 — 96
gio. Quan sat hién tuong sinh hoi day dia paraffin 1én.

2.6.3.2. Dung diia thuy tinh d6t nong xuyén qua dia paraffin dé phan lap
trong thach VF. Cach phén lap trong thach VF:

— Dun cach thuy tir 4 - 6 dng thach VF & 100°C trong 20 phdt. Lam nguoi
duéi voi nudce dén 45 — 50°C.

— Duing pipet Pasteur nhiing vao canh thang Tardsi roi cay lan luot tir 6ng
thir nhat dén ong cuodi va lam lanh ngay dudi voi.

2.6.3.3. U 37°C trong 24 — 96 gio. Quan sét hinh thai khuan lac.

Chd thich: Trong thach VF, khuan lac nghi ngo ¢6 hinh hat dau, hinh tim
va cach mat thach it nhat tr 2 -3 cm.

2.6.3.4. Chon khuan lac nghi ngo riéng ré nhuom Gram. Néu cé tryc
khuan Gram duong, to tlep tuc cay chuyén sang canh thang VF. U 37°C trong 24
gio dé khao sét cac tinh chat sau day.

2.6.3.5. Tinh chét sinh SH,

a) Pun cach thuy moéi truong Wilson Blair & 100°C trong 20 phut. Lam
ngudi dudi voi nude dén 45 — 50°C. Cho vao mdi ong mdi trudng 2 giot sulfite
natri 20% va 1 giot ammonium sulfat 5% xoay nhe éng moi truong dé cac hoa
chét hoa déu vao moi trudng.

b) Cay canh thang VF vao mdi truong trén theo cach phan 1ap trong thach
VF. U 37°(; trong 24 gio va quan sat khuan lac. Vi khuan sinh lac SH; s€ cho
nhiing khuan lac mau den.

2.6.3.6. Tinh chit 1a dong sita

a) Dun cach thuy mdi truong stta ¢ 100°C trong 20 phat. Lam ngudi dudi
voOi nude dén 45 — 50°C. Cho vao mdi truong tr 1 — 2ml dau paraffin.

b) Cay 1ml canh thang VF vao moéi trudng trén, chu y khong dé bot khi
tr pipet vao mdi truong. U 37°C trong 24 — 48 gio va quan sat hién tuong dong
stra.

2.6.4. Két luan:

Xac dinh c6 Clostridium perftingens khi phat hién c6 truc khuan Gram
duong to vai cac tinh chat sau:

— C6 khuan lac dic trung trong thach VF.
— C0 kha nang sinh SH,.
— C0 kha nang lam dong stra.



Ch thich: Truong hop xac dinh vi khuan ky khi sinh SH, bang méi truong
Wilson Blair:

a) Dun chay méi truong Wilson Blair va cho vao 4ml sulfit natri 20%, 10
giot ammonium sulfat sat 5% vao moi truong theo cach hudng dan & phan
2.6.3.5.a.

_b) Céy 10ml nwéc mau & phan 2.2.3 vao mdi truong (c6 thé cay nuéc
mau pha loang 1/10, 1/100,...). Pun cach thiy & 75°C trong 15 phdt roi lam
dong moi truong dudi voi nudc. U 37°C trong 24 — 48 gid va dém céac khuan lac
mau den.

c) Vi khuan ky khi sinh SH, trong

XxD
10

X: S6 khuan lac mau den c6 trong dng

Iml Xiro =

D: D6 pha lodng cia nudc mau dung dé cay.
2.7. Xac dinh Staphylococcus aurens.

2.7.1. Noi dung: Cay mau canh thang 7,5% NalCl. Sau do, xac dinh
Staphylococcus aurens bang cach khao sat cac tinh chat 1én men manitol trén
moi truong Chapman va lam dong huyét tuong.

2.7.2. Phuong tién thir.

2.7.2.1 M6Gi truong.

— Canh thang 7,5% NacCl.

— Thach thuong.

— Canh thang thuong

— Chapman

2.7.2.2. Thiét bi dung cu va hoa chat.

— Thiét bi, dung cu va hoa chat co ban theo quy dinh & phan 2.1.2.
— Ong nghiém ¢& 10 x 100 mm d4 tiét khuan
2.7.2.3. Huyét trong nho

2.7.3. Tién hanh thir

2.7.3.1. Cay 1 ml nuéc & phan 2.2.3 vao mdi truong canh thang 7,5%
NaCl. U 37°C trong 24 gio.
~ 2.7.3.2. Tiep tuc phan I3p trén thach thuong. U 37°C trong 24 gio quan st
khuan lac.

Ch thich trén thach thuong, khuan lac nghi ngo tron déu, phdng bong,
mau vang kim.



12.7.3.3. Chon khuan lac nghi ngo riéng ré nhuom Gram de kiém tra va
chuyén sang canh thang thuong. U 37°C trong 24 gio dé khao sat cac tinh chat
sau day.

2.7.3.4. Tinh chat 1én men manitol.

a) Cay mot giot canh thang thuong 1én moi truong Chapman. U 37°C
trong 24 — 48 gid va quan sat sy doi mau ctia moi truong.

b) Phan tmg duong khi méi trudng chuyén sang mau vang.
2.7.3.5. Tinh chat 1a dong huyét twong

a) Cho vao 2 dng nghiém c¢& 10 x 100mm, mdi ong 0,5ml huyét twong
nho.

b) Cho vao 6ng tht nhat 0,5ml canh thang thudng da cdy vi khuan.

~¢) Cho vao ong thu hai 0,5ml canh thang thuong khong cay vi khuan
(ong chung am).

d) Pat ca hai 6ng vao bép chung cach thiy 37°C. Quan sat sy dong huyét
twong sau moi 30 phut trong 4 gio dau, vao gio thir 6 va gio thu 24.

d) Phan tng duong khi huyét tuong dong lai so véi dng chiing am.
2.7.4. Két luan:

Xac dinh c6 Staphylococcus aureus khi phat hién tu cau Gram duong véi
tinh chat sau:

— Lén men manitol
— Lam déng huyét tuong.
2.8. Xac dinh vi khuan 1am duc (Bacillus spp)

2.8.1. Noi dung: Cay mau vao canh thang thuong, dun 85° trong 15 phit.
Sau do6 xac dinh Bacillus spp bang phan tng catalaza.

2.8.2. Phuong tién thur:
2.8.2.1. Moi truong.

— Canh thang thuong
— Thach thuong.

2.8.2.2. Thiét bi dung cu va pham nhudém co ban theo quy dinh & phan
2.1.2.

2.8.2.3. Hda chat: nudc oxy gia 3%
2.8.3. Tién hanh thir

2.8.3.1. Cay 1ml nuéc miu & phan 2.2.3 vao moi truong canh thang
thuong. Cho vao bép cach thuy 85°C trong 15 phut. U 37°C trong 24 — 48 gio.
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2.8.3.2. Tiép tuc phan I3p trén thach thuong. U 37°C trong 24 gio roi
nbuém Gram dé kiém tra hinh thai. Chon khuan lac caa truc khuan Gram duong
de thuc hién phan ng catalaza.

2.8.3.3. Phan ng catalaza.

a) Cho 1 giot nudc oxy gia 3% lén mot lame sach. Dung que ciy ciy lay
vi khuan cua khuan lac nghi ngo hoa vao nudc oxy gia trén lame va quan sat
phan tng.

b) Phan tmg duong khi c6 bot khi sinh ra.
2.8.4. Két luan:

Xac dinh c6 Bacillus spp khi phat hién truc khuan Gram dwong cho phan
ung catalaza duong.

2.9. Xac dinh c6 té bao ndm men séng.
Theo phuong phap thir quy dinh & phan 2.7 trong 53 TCV 49 — 79.

PHAN PHU LUC

A. Dung dich pha lodng mau:
Dung dich A (dung dich duy trix):
KH,PO, 34g

Nuéc cat 1000ml

Hoa tan KH,PO, vao 500ml nuéc cat. Chinh pH = 7,2 véi dung dich
NaOH 1IN. Cho nudéc cat du 1000ml.

Dung dich B (dung dich str dung):

Lay 1,25 ml dung dich A cho vao 1000ml nwéc cat. Phan ra 80 ml dung
dich B cho vao moi binh cau hoac erlen 250 ml. Hap 121°C trong 15 phdt.

B. Thuéc thur:

1.Dung dich Amonium sulfat dong:
CuSO, 1g
NH,OH dam dac 409

KOH 10% cho du 1000 ml.

Hoa tan CuSO, vao trong NH,OH, thém dung dich KOH vao. Bao quan
trong chai nut van.

2.Dung dich KOH 40%:
KOH 40g
Nuéc cat 100ml

11



3. Thudc thir Kovac:

Pha ché theo diéu 4 phan phu luc cia 53 TCV 49 — 79.
4.Dung dich dé6 methyl 0,2%:

Do methyl
Con 95°
Nudc cat

5.Dung dich a - naphtol:

o - haphtol
Con tuyét doi

0,19
300ml
200ml

59
100ml

Chu thich: Dung dich phai duoc pha méi mdi ngay.

C. Mai truong:
1.Canh thang thwong:

Pha ché theo diéu 13 TCVN 186 — 66. Phan chia vao mdi 6ng 10ml méi

truong.

2.Canh thang glucoza:

Cao thit bo 4,59
Trypton 159
NaN3 0,29
Glucoza 7,59
NaCl 7,59
Nuéc cat 1.000 ml
pH=17,2

Phan chia vao mdi ng 5ml méi truong. Hap 110°C trong 20 phut.
3.Canh thang glucoza 6,5% NaCl:

Cao thit bo 4,59
Trypton 159
Glucoza 7,59
NaCl 659
Nuéc cat 1000ml
pH=17,2

Phan chia vao cac 6ng nghiém, mdi éng 5ml. Hap 110°C trong 20 pht.

4.Canh thang lactoza:
Canh thang thuong

1000ml
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Lactoza

109

Dung dich d6 phenol 0,2% 10ml
Phan chia vao mdi 6ng 10ml mdi truong. Hap 110°C trong 20 phut.

5.Canh thang 7,5% CalCl:

Canh thang thuong 1000ml
NaCl 759
pH=72-74

Phan chia vao mdi ng 10ml méi truong. Hap 121°C trong 15 phdit.

6.Canh thang Tar®ési:

Pha ché theo diéu 17 cua TCVN 186 — 66. Phan chia vao ong nghiém 16 x
160 mm, moi ong Sml moi truong. Cho vao moi 6ng 5 ml mdi truong 2g
paraffin dic. Hap 121°C trong 30 phdt.

7.Canh thanh VF:

Pha ché theo diéu 18 va 19 cia TCVN 186 — 66.

8. Chapman:

Canh thang thuong 1000 ml

NaCl 759

Manitol 10g

Agar 159

Dung dich d6 phenol 02% 20 ml
pH=74-75

Phan chia vao mdi éng 7 — 10 ml méi trwong. Hap 110°C trong 20 phut.

9. Clark Lubs:

MgS, 0,29

NH;H,PO, 19

K,HPO, 19

NazCeHs04 29

NaCl 5¢

Xanh bromothymol 0,08g

Agar 159

Nuéc cat 1000ml
pH=6,8

Phan chia vao 6ng nghiém. Hap 121°C trong 15 phut.
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10.Clark Lubs:

K,HPO, 59

Pepton 59

Glucoza 5¢

Nuéc cat 1000ml
pH=16,9

Phan chia 10ml mdi truong vao mdi dng nghiép. Hap 110°C trong 20 phdt.

11.EMB:

Peptone 10g

Lactoza 10g

K,HPO, 2¢g

Agar 159

Eosin 0,49

Xanh menthylen 0,065¢g

Nuéc cat 1000ml
pH=17,2

Phan chia vao mdi 6ng nghiém 15 ml — 18 ml (hoac Petri). Hap 110°C

trong 20 phut.
12.Mac Conkey:

Peptone 209

Lactoza 109

Mudi mat 59

Tim bromocresol 0,01g

Agar 159

Nuéc cit 1000ml
pH=7,3

Phan chia vao dng nghiém hoic Petri nhu phan 12 — EMB. Hap 110°C
trong 20 phut.

13.Méi trwong sira.

Sita dd bo phan kem, phan vao mdi éng 9 ml moéi truong. Hap 110°C
trong 20 phut.

Truong hop dung sira bot:

Stra bot khdng kem 15¢

Nudéc cat 100 ml

14



Phan chia vao mdi 6ng 9ml. Hap 110°C trong 20 phit.

14 Nwdc pepton:
Trypton
Nudéc cat

Phan chia vao mdi 6ng 10ml. Hap 121°C trong 15 phdit.

15.Thach thwong:

10g
1000ml

Pha ché theo diéu 16 cua TCVN 186 — 66.

16.Thach VF:
Pha ché theo diéu 20 cia TCVN 186 — 66.
17.Thach SF:
Peptone 10g
Glucoza 59
KH,PO, 1,59
NaCl 49
NaN; 0,5¢
Tim bromocresol 0,4% 10 ml
Agar 159
Nuéc cat 1000ml
pH=6,8-7

Phan chia vao 6ng nghiém. Hap 110°C trong 20 phut.

18.Thach 40% mat:

Canh thang thuong 300 ml

Mat bo 200 ml

Agar 7,59

19.Thach Wilson Blair:

Thach thuong 1000 ml

Glucoza 20g
pH=7,5

Phén chia vao dng nghiém 8 — 9 x 200 mm sao cho myc moi trudng dén
2/3 chiéu cao ong. Hap 110°C trong 15 pht.

Dung dich Sulfit natri 20% va dung dich amonium sulfat sat 5% duoc
thanh khuan bang nén loc hay dun s6i 10 phat.

Chu thich: — Dung dich sulfit natri chi pha khi st dung.
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Hai dung dich nay chi cho vao moéi truong trudc khi sir dung.

Mbi truong Wilson Blair ding dé xac dinh vi khuan ky khi sinh SH, dugc
pha ché véi thach thuong c6 3% agar va phan vao ong nghi¢ém 30 x 200 mm moi
ong 40 ml moi truong.

CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
UY BAN NHAN DAN THANH PHO HCM

TIEU CHUAN PIA PHUONG

XIRO THUC PHAM
PHUONG PHAP THU LY HOA
53 TCV 69 — 85

Co quan bién soan:

CHI CUC TIEU CHUAN — PO LUONG — CHAT LUGQNG TP. HO CHi
MINH.

Co quan trinh duyét:

UY BAN KHOA HOC VA KY THUAT THANH PHO HO CHI MINH
Co quan xét duyét va ban hanh:

UY BAN NHAN DAN THANH PHO HO CHI MINH
Quyét dinh ban hanh:

S6 170/QD-UB ngay 23 thang 7 nim 1985.
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TIEU CHUAN PIA PHUONG

Nhém M
CONG HOA XA HOI
CHU NGHIA VIET NAM XIRO THUC PHAM 53 TCV 69 — 85
PHUONG PHAP THU
UY BAN NHAN DAN LY HOA C6 hiéu luc
THANH PHO HO CHI MINH Tor——

Tiéu chuan nay quy dinh phuong phap ldy mau va kiém nghiém céc chi
tiéu ty trong, axit, duong va saccarin cua Xir6 thuc pham dugc san xuat va tiéu
dung trong pham vi thanh pho.

1 — PHUONG PHAP LAY MAU:

1.1. Chét lugng cia Xird duoc xac dinh theo timg 16 hang dong nhat, trén
co s¢ lay mau trung binh ¢ 16 hang do.

1.2. L6 hang dong nhat bao gom nhiing san pham cé cing mot tén goi,
cung loai (loai 1 hoac loai 2), cing mot nguy@n liéu san xuat, cung diéu kién san
XUat, cling san xuat mot dot, ciing khéi luong dung trong bao bi ciing mét kiéu,

cling giao nhan mat lan.

1.3. Trude khi lay mau phai xac dinh tinh dong nhat cua 16 hang, kiem tra
véi cdc ching tir kem theo, ghi nhan so6 Iwgng caa 16 hang.

1.4. Vi tri 1ay mau & 16 hang duoc xac dinh mot cach ngau nhién, nhung
phai dam bao phan bd dong déu va dai dién cho 16 hang. Néu san pham duoc
dong goi thanh ting thing va chat thanh chong, phai tién hanh 1ay mau o ba lop:
trén, giita va dudi cac chong.

1.5. S6 luong mau lay tai cac diém duoc an dinh véi ty 18 1% va tir s6
lugng nay lay ra mau trung binh nhung khong it hon 3 don vi chua.

1.6. Trén cac chai dung mau phai dugc dong nit chit, niém phong va dan
nhan. N6i dung nhén phai ghi ro:

— Tén san pham

— Tén co s& san xuit va dija chi

— S6 16 hang va sb lugng cua 16 hang

— Ngay thang nam san xuat hoic vo bao bi

— Ngay thang nam 1dy mau

— Tén nguoi ldy mau (hoic tén nguoi dai dién hoi dong lay mau).
2.PHUONG PHAP THU CAM QUAN:

Ap dung TCVN 3216 — 79

3.PHUONG PHAP THU LY HOA:
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3.1. Hoa chat:

Thudc thir ding cho viéc kiém nghiém phai 1a loai tinh khiét phan tich.

3.2. Xac dinh ty trong.

3.2.2. Noi dung:

Do ty trong cua xird theo phuong phép ty trong ké sau khi da diéu chinh
nhiét do cua xird ve 20°C.

3.2.2. Dung cu.

— Ong dong dung tich 250ml

— Ty trong ké chia vach tr 1,0 — 1,4

Nhiét ké chia 0,5° ¢6 pham vi do duoc tir 0°C — 50°C.

3.2.3. Tién hanh thi:

RGt Xird vao ong dong theo thanh 6ng (tranh tao bot khi). Tha tr tir ty
trong ké sach va kho vao xird dé cho ty trong ké noi tu do, nhung khong cham
vao thanh dng dong. Cam nhap nhiét ké vao xird. Sau khi ty trong ké dung yén
ghi ty trong cua xir6 ¢ nhiét do 20°C.

3.3. Xac dinh ham lwgng axit:
3.3.1. Ngi dung:

Dung dung dich Natri hidroxit 0,1N chuan luong axit c6 trong Xird véi chi
thi mau la Bromothimola xanh.

3.3.2. Dung cu va thuéc thir:

— Burét 100ml chia vach 0,05ml.

— Binh tam giac 250ml hay céc thay tinh 250m

— Can phan tich c6 @ chinh xac 0,0001 g

— Natri hidroxit dung dich 0,1N

~ Bromothimola xanh dung dich 0,05% trong etanola 60°
3.3.3. Tién hanh thi:

— Can 10g xird vao binh tam giac hay cdc thay tinh 250ml. Thém khoang
100ml nudc cat va 5 giot Bromothimola xanh vao binh. Lac déu va dung dung
dich Natri hidroxit 0,1N chuan cho dén khi chuyén mau cua chi thi.

— Xéc dinh hai phép song song dé 13y két qua trung binh. Két qua cua hai
phép xac dinh khong duoc chénh Iéch nhau qué 01%.

Tién hanh mot mau trang theo diing quy trinh trén.

3.3.4. Tinh két qua:

Ham lugng axit chuyén ra axit citric tinh bang % khdi luong xird, theo
cong thic:
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_ (V- V) x K x0,007
m

Trong d6: V: Thé tich dung dich Natri hidroxit 0,IN tiéu tén khi chuan
domau thuc, tinh bang ml.

Vi T~hé tich dung dich Natri hidroxit 0,1N tiéu tdn khi chuan
d6 mau trang, tinh bang ml.

K: Hé sb diéu chinh dung dich Natri hidroxit vé dang 0,1N.

0,007: Hé sb chuyén ra acid citric, twong @ng véi 1ml dung
dich Natri hidroxit 0,1N.

m: Khéi lugng mau tht, tinh bang g.

X =100

3.4. Xac dinh ham lwgng dwong thi:

3.4.1. N¢i dung: ham lugng duong khir dugc xac dinh theo phuong phap
Bectrang.

3.4.2. Dung cu va thuéc thi:

— Dung cu thong thuong ctia Phong thi nghiém nhu pipet cac loal, buret,
binh ndn, phéu, giay loc, coc thay tinh.,

— Phéu thay tinh G4 hoic G5.

— Can phan tich c6 @ chinh xac 0,0001g.
— Bép cach thay.

— Nhiét ké do duge dén 100°C

— Dung dich Kali fexoxyanua 15%

— Dung dich kém axetat 30%

— Dung dich permangamat kali 0,1N.

— Thuéc thir Feling A:

Hoa tan 69,28g sunfat ddng (CuSO,, 5H,0) vao nudc cit va thém nude
vira da 1000ml.

— Thuéc thir Feling B:

Hoa tan 3469 mudi Kali — Natri tac trat trong 400 — 500 ml nu6c cat, mat
khac hoa tan 100g Natri hydroxit trong 200 — 300 ml nu6c cat. Tron hai dung
dich véi nhau va thém nudc cat vira du 1000ml.

— Dung dich sat (111) sunfat Fe, (SO4),, 9H,0.

Hoa tan 50g sat (111) sunfat trong mot lwong nude du tan. Thém tir tir vira
cho vtra lac déu 200g axit sunfuric dam dac, d€ ngudi va thém nudc via du
1000ml.
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Dung dich nay khéng dugc chira sat (I11) exyt hogc sat (IT) do d6 can oxy
héa chat sat (1) bang cach ro dung dich KM,O, 0,IN vao cho dén khi c6 mau
phét hong.

3.4.3. Chuan bi miu thi:

Can 10g xird trong cdc thuy tinh 50ml, hoa tan véi mot it nudce cat, dd vao
binh dinh muc dung tich 200ml. Rara chén can voi nude cét, nude rira don tat ca
vao binh dinh mac. Cho nudc cat dén khoang ba phan tu binh, lic déu. Cho
thém 5ml dung dich Kali Ferexyanua 15% va 5ml dung dich kém axetal 30% dé
khir tap chat, lac manh va thém nudc vira da 200ml. Lac déu, dé ling, loc qua
gidy loc gap kho, gitr nudc loc dé dinh ham luong duong.

3.4.4. Tién hanh thi:

Trong binh non dung tich 250ml cho vao:
— Dung dich Feling A 10ml.

— Dung dich Feling B 10ml.

Dun s6i cho 5,10 hay 20ml dung dich loc da chuan bi ¢ phan 3.4.3 (tuy
theo lugng duong khu co trong xird nhiéu hay it) va thém khoang 20ml nuéc cét.
Lic déu dun nhe sau 2 — 3 phit toan bo dung dich phai s6i, giir ¢ nhiét d6 soi
ding 3 phut.

L4y binh ra, dé nghiéng cho cin dong (1) oxit ling xudng mét phia. Dung
dich bén trén lép can phai c6 mau xanh caa dong (I1) hydroxit. Néu dung dich
bén trén c6 mau luc, vang hay nau, nghia 1a khong du luong dong can thiét, phai
lam lai va lay mot luong dung dich loc it hon, cudi ciing ciing thém nuéc cat cho
c6 toan b khoang 50ml.

Khi két tua dong (1) oxit ling hét, gan phan nudc bén trén va loc qua phéu
loc xop G4 hodc G5 cam Xuyén qua nat cao su cua binh loc chan khong. Cho
nuédc dun sdi vao binh nén va tiép tuc gan loc vao phéu cho dén khi nudc trong
binh n6n hét mau xanh. Trong qué trinh gan loc, chd y tranh khéng cho két taa
réi vao phéu va ludn ludn giir mot 16p nudc da dun soi trén bé miat két taa trong
binh non va phéu.

Sau lan gan cudi cung, ding éng dong cho vao binh nén mot lwong dung
dich sit (III) sunfat dé hoa tan két taa dong. Thay binh loc méi, ddng thoi cho
thém dung dich sat (I1) vao phéu loc dé hoa tan két tua dong (1) oxit trén bé mat
phéu Trénh binh nén va ca phéu béng dung dich sat (IIT) sunfat cho dén khong
con vét dong (1) oxit trong binh nén va trong phéu. Hat xuéng binh loc va trang
rua lai bang nudc cat dun séi ca xudng binh loc. Cha y 1a chi ding khoang 30 —
50ml sat (I1T) sunfat dé hoa tan hoan toan két taa dong (1) oxit, trang binh va rira
phéu.

Lay binh loc ra va chuan do dung dich sat (1) hinh thanh bang dung dich
KM,,O,4 cho tai khi xuat hién mau hong nhat bén trong 30 gidy.
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Tién hanh l1am mau tring theo ding quy trinh trén. Lay sé ml Kali
permanganate 0,1N chuan mau tht trir di s6 ml KM,O,4 chuan mau trang roi tra
bang 1 sé c6 lugng mg glucoza c6 trong s6 ml dung dich thir.

Xéc dinh hai phép song song dé lay két qua trung binh. Két qua hai phép
xac dinh nay khéng dugc chénh nhau qué 0,5%.

3.4.5. Tinh két qua:

Ham luong duong khir glucoza tinh bang % khéi luong xird theo cong
thirc:

ml.200
=___ 7" =1
m. V. 1000 %0

Trong do:

ml — khéi lugng glucoza, tinh bang mg twong tng vaéi sé6 ml KM,0, 0,1N
doc trong bang 1.

m — Khéi lugng mau tht, tinh bang gam.

V — Thé tich xird da pha loang (dich qua loc) lay dé két taa oxit dong (I).
1000 — Chuyén tir miligam sang gam.

200 — o pha lodng cua mau thir.

3.5. Xac dinh ham lwong dwong toan phan.

3.5.1. N¢i dung:

Ham lugng duong toan phan dugc xac dinh theo phuong phap Bectring
sau khi xird da thay ngan.

3.5.2. Dung cu hda chat:

— Gibng nhu phan xac dinh ham lugng duong khir.
— Bép céch thuy.

— Axit clohidric dam dac = 1,18

— Natri hidrixit dung dich 20% va 1%

Bang 1
Glocoza Dung dich Glucoza Dung dich
(mg) KM,0, 0,1N (mg) KM,0,0,1N

(ml) (ml)
10 3,21 27 8,39
11 3,52 28 8,70
12 3,83 29 8,99
13 4,14 30 9,30
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14 4,45 31 9,58
15 4,75 32 9,88
16 5,07 33 10,10
17 5,39 34 10,30
18 5,72 35 10,70
19 5,99 36 10,90
20 6,31 37 11,20
21 6,61 38 11,50
22 6,91 39 11,80
23 7,38 40 12,20
24 7,52 41 12,40
25 7,81 42 12,70
26 8,09 43 13,00

3.5.3. Tién hanh thi:

_ Cho vao binh non dung tich 250ml, 2 hogc 5ml dich qua loc (da chuan bi
& phan 3.4.3) tuy theo luong duong nhiéu hay it. Thém nudc cho vira du 20ml
va 0,5ml Axit clohidric dam dac.

Thuay phan xir6 dé chuyén sang saccaroza vé glucoza bang céch cho hang
binh nén vao bép cach thuy soi trong 30 phit. LAy ra lam nguoi nhanh dudi voi
nudc. Dung dung dich Natri hidroxyt 10% trung hoa trudce, sau d6 dung dung
dich Natri hidroxit 1% véi chi thi phenolphthalein.

Cho vao binh non.

— 10 ml dung dich Feling A

— 10 ml dung dich Feling B

Tién hanh 1am nhu phan duong khu.

Xéc dinh hai phép song song dé lay két qua trung binh. Két qua cua hai
phép xac dinh nay khong dugc chénh nhau qua 0,5%.

3.5.4. Tinh két qua:

Ham luong dudng toan phan tinh ra glucoza bang % khdi lugng xird, theo
cong thuc:

w = M.200 o
mV 1000

Trong do:
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ml — Khéi lugng glucoza, tinh bang mg twong ang véi s6 ml KM, 0,4, doc
trong bang.

m — Khéi lugng mau thir tinh bang g.

V — Thé tich xird da pha lodng (dich qua loc) lay dé két tua oxit dong (1).

1000 — chuyén tir mg ra gam.

200 — o pha lodng cua mau thir.

3.6. Xac dinh ham Iuwgng Saccardza:

Ham luong saccardza tinh bang % khéi lugng xird, theo cong thic:
X = (A—B) x 0,95

Trong do:

A — Ham lugng duong toan phan trong 100g Xiro.

B — Ham lugng duong khir trong 100g xird.

0,95 — Hé s6 chuyén tir glucoza sang saccardza.

3.7. Pinh tinh saccaroza.

3.7.1. Noi dung:

Dung ete etylic dé chiét Saccarin, chuyén Saccarin vé axit Salisilic va
dung dung dich clorua sat III pha loang dé dinh tinh axit Salisilic.

3.7.2. Thuéc thtr va dung cu:

— AXit axetic dung dich 1%.

— Chi axetét, trung tinh dung dich 30%.
— Ete etylic.

— Natri hidroxit dung dich 30%

— AXxit sunfudric dung dich 10%
— Axit Clohidric dam dacd = 1,18
— Peclorua sat 111 dung dich 0,5N
— Chén dé két tinh 200ml

— Binh lang gan

— Chén str day tron

— Bép cach thay, 16 nung.

3.7.3. Tién hanh thi:

Cho vao chén két tinh 50ml xird, 1am bay hoi trén bép cach thuy soi dé
loai cac chat bay hoi. Axit hoa nhe bang vai giot axit axétic 1%. Thém khoang
10ml chi axétat 30% dé loai tap chat. Sau d6 dung axit sunfuric 10% dé loai chi
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axettat thira. Khudy déu va loc qua glay loc gap Dung dich nay dugc trich 3 lan,
mdi lan 25ml éte étylic trong binh ling gan. Ete sau mdi lan trich phai gilr trong
chén c6 day tron bang st. Lam bay hoi éte cho can. Ném cin con lai, néu c6 vi
ngot thuc hién tiép phan dinh tinh saccarin.

Hoa tan cin trong chén véi 2ml nuée cat va 2 giot Natri hidrixit 30% lam
bay hoi cho can trén bép cach thuy soi. Sau d6 nung chén & nhiét d6 170 —
200°C trong 20 phut. Pé ngudi, hoa tan lai trong 2 ml nuéc cat, trung hoa véi
axit clohidric ddm dic cho dén khi d6i mau gidy qui tim. Cho vai giot peclorua
sat (111), 0,5N. Néu c6 Saccarin dung dich s& c6 mau tim.

Cha thich: C6 thé dung phuong phap sic ky gidy, sic ky ban mong dé
dinh tinh saccarin.
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