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NOÄI QUI PHOØNG THÍ NGHIEÄM 
 

Moät soá vi sinh vaät ñöôïc söû duïng trong caùc baøi thí nghieäm coù theå gaây beänh cho ngöôøi vaø 
ñoäng vaät, vì theá caùc noäi qui ñöôïc ban haønh ñeå ngaên ngöøa nguy cô nhieãm beänh cho sinh vieân vaø 
caùn boä phoøng thí nghieäm. Baát kyø caù nhaân naøo khoâng tuaân thuû toát caùc noäi qui hay gaây nguy haïi 
cho ngöôøi khaùc ñeàu khoâng ñöôïc pheùp vaøo phoøng thí nghieäm. Khi coù baát kyø thaéc maéc naøo caàn 
phaûi yeâu caàu söï höôùng daãn cuûa giaùo vieân hoaëc caùn boä phoøng thí nghieäm. 

 
 

1. Caùc qui ñònh chung 
+ Sinh vieân vaøo phoøng thí nghieäm phaûi maëc trang phuïc baûo hoä (aùo khoaùc traéng) coù baûng 

teân (theû sinh vieân) 
+ Sinh vieân phaûi tham döï 100% caùc buoåi thí nghieäm 
+ Sinh vieân phaûi ñeán ñuùng giôø, neáu ñeán treã quaù 15 phuùt, sinh vieân khoâng ñöôïc pheùp vaøo 

phoøng thí nghieäm vaø ñöôïc xem nhö vaéng maët khoâng lyù do 
+ Neáu vì baát kyø lyù do baát khaû khaùng naøo sinh vieân khoâng tham döï ñöôïc buoåi thí nghieäm, 

sinh vieân phaûi baùo tröôùc (hoaëc vaøo buoåi thí nghieäm) cho caùn boä caùc traùch nhieäm (ÑT: 38505520, 
baám tieáp soá noäi boä. PTN Coâng ngheä sinh hoïc: 318 hoaëc PTN Chaát löôïng: 317) 

+ Khi laøm hö hoûng caùc trang thieát bò/duïng cuï cuûa phoøng thí nghieäm, sinh vieân coù nghóa 
vuï phaûi hoaøn traû laïi 

+ Sinh vieân phaûi ñoïc kyõ baøi tröôùc khi vaøo thí nghieäm vaø khoâng ñöôïc mang taøi lieäu thí 
nghieäm vaøo phoøng 

+ Khi laøm ñoå/traøn caùc dung dòch hoaëc laøm beå duïng cuï thuûy tinh phaûi baùo caùo cho caùn boä 
phoøng thí nghieäm vaø xin yù kieán giaûi quyeát. 

+ Sinh vieân phaûi naém vöõng caùc thao taùc voâ truøng. 
+ Giaûm thieåu söï hình thaønh khí dung khi thao taùc. 
+ Röûa tay tröôùc vaø sau khi thí nghieäm. 
+ Khoâng ñöôïc aên/uoáng/nghe nhaïc/ñoïc saùch-baùo trong phoøng thí nghieäm. 
+ Ñoïc kyõ caùc noäi qui/qui ñònh coù ôû cöûa phoøng thí nghieäm. 
+ Veä sinh baøn/gheá/keä vaø caùc duïng cuï tröôùc vaø sau khi thí nghieäm. 
+ Ñoå boû raùc thaûi ñuùng qui ñònh. 
+ Khoâng ngaäm caùc ñoà duøng (vieát, kieáng…) trong mieäng hay gaén vaøo tai. 
+ Ñoïc vaø kyù teân vaøo caùc qui ñònh/noäi qui ñeå chaéc chaén sinh vieân ñaõ ñoïc vaø hieåu. 
+ Traû ñaày ñuû duïng cuï sau khi hoaøn thaønh xong baøi thí nghieäm. Duïng cuï phaûi ñöôïc röûa 

saïch. 
+ Veä sinh phoøng thí nghieäm theo yeâu caàu cuûa ngöôøi phuï traùch 

 
2. Caùc yeâu caàu an toaøn 

+ Coät toùc, maëc caùc phuïc trang baûo hoä (aùo khoaùc traéng, gaêng tay choáng nhieät…) vaø duøng 
duïng cuï/thieát bò ñuùng luùc, ñuùng nôi. 

+ Nghieâm caám duøng mieäng huùt pipette. 
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3. Trong caùc tình huoáng khaån caáp 
+ Löu yù vò trí caùc trang bò caáp cöùu khi caàn (duïng cuï y teá, bình cöùu hoûa, voøi nöôùc, ñieän 

thoaïi vaø soá ñieän thoaïi caáp cöùu). 
+ Baùo caùo caùc tình huoáng khaån caáp ngay laäp töùc cho giaùo vieân höôùng daãn hoaëc caùn boä 

phoøng thí nghieäm. 
+ Bình tónh khi coù tình huoáng khaån caáp. 
 
 

PTN Chaát Löôïng Thöïc Phaåm 
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BAØI 1 
ÑÒNH LÖÔÏNG TOÅNG SOÁ VI KHUAÅN HIEÁU KHÍ 

 
1 Ñònh nghóa vaø nguyeân taéc 
 

Vi khuaån hieáu khí laø nhöõng vi khuaån taêng tröôûng vaø hình thaønh khuaån laïc trong ñieàu 
kieän coù söï hieän dieän cuûa oxi phaân töû. Toång soá vi khuaån hieáu khí hieän dieän trong maãu chæ thò 
möùc ñoä veä sinh cuûa thöïc phaåm. Chæ soá naøy ñöôïc xaùc ñònh baèng phöông phaùp ñeám khuaån laïc 
moïc treân moâi tröôøng thaïch dinh döôõng trong moät löôïng maãu xaùc ñònh treân cô sôû xem 1 
khuaån laïc laø sinh khoái phaùt trieån töø moät teá baøo hieän dieän trong maãu vaø ñöôïc bieåu dieãn döôùi 
daïng moät ñôn vò hình thaønh khuaån laïc (Colony Forming Unit, CFU), trong 1 ñôn vò khoái 
löôïng thöïc phaåm. Chæ soá naøy coù moät soá teân goïi khaùc nhau nhö sau: soá vi sinh vaät hieáu khí 
(Aerobic Plate Count, APC), toång soá ñeám treân ñóa (TotalViable Count, TPC), toång soá vi sinh 
vaät soáng (Total Viable Count, TVC), soá ñeám ñóa chuaån (Standard Plate Count, SPC) 

Qui trình phaân tích bao goàm caùc böôùc caân maãu, ñoàng nhaát maãu, pha loaõng thaønh caùc 
daõy noàng ñoä thaäp phaân, chuyeån vaø phaân phoái ñeàu moät theå tích xaùc ñònh maãu leân treân beà maët 
moâi tröôøng raén trong ñóa petri baèng phöông phaùp traõi hoäp (spread plate) hay ñoå hoäp (pour 
plate). Uû ôû ñieàu kieän nhieät ñoä vaø thôøi gian qui ñònh. 

Phöông phaùp ñoå hoäp ñöôïc söû duïng phoå bieán trong caùc phoøng kieåm nghieäm vi sinh. 
Ñieàu kieän nhieät ñoä vaø thôøi gian uû thay ñoåi tuøy theo yeâu caàu phaân tích vaø qui ñònh cuûa töøng 
quoác gia. Tieâu chuaån cuûa nhieàu quoác gia qui ñònh uû ôû 30oC trong 3 ngaøy. 

Chæ tieâu toång soá vi sinh vaät hieáu khí ñöôïc duøng ñeå ñaùnh giaù chaát löôïng cuûa maãu veà vi 
sinh vaät, nguy cô hö hoûng, thôøi haïn baûo quaûn cuûa saûn phaåm, möùc ñoä veä sinh trong quaù trình 
cheá bieán, baûo quaûn saûn phaåm. 
 
2 Moâi tröôøng vaø hoùa chaát 

Moâi tröôøng söû duïng laø Plate Count Agar (PCA) coù pH 7.0 ± 0.2. Moâi tröôøng ñöôïc pha 
cheá, phaân phoái vaøo caùc bình thuûy tinh vaø haáp tieät truøng ôû 121oC trong 15 phuùt. 

Caùc bình hoaëc oáng nghieäm chöùa moâi tröôøng chöa söû duïng phaûi ñöôïc baûo quaûn trong 
tuû laïnh 2 – 8oC. Tröôùc khi söû duïng phaûi ñöôïc ñun chaûy vaø laøm nguoäi khoaûng 45 – 50oC 
trong beå ñieàu nhieät. 

Nöôùc caát ñöôïc chöùa trong caùc bình thuûy tinh vaø haáp truøng ôû 121oC trong 15 phuùt. Sau 
ñoù phaûi ñöôïc baûo quaûn trong tuû laïnh 2 – 8oC. 
 
3 Qui trình phaân tích (maãu daïng loûng) 

3.1. Chuaån bò maãu tröôùc khi phaân tích 
Maãu ñöôïc pha loaõng theo daõy thaäp phaân baèng caùch duøng pipet voâ truøng chuyeån 1ml 

maãu vaøo oáng nghieäm chöùa 9ml nöôùc voâ truøng. Troän maãu thaät kyõ. Dung dòch naøy coù ñoä pha 
loaõng 10-1. Tieáp tuïc chuyeån 1 ml maãu töø ñoä pha loaõng 10-1

 sang oáng nghieäm chöùa 9 ml nöôùc 
voâ truøng thöù 2. Troän maãu thaät kyõ. Dung dòch naøy coù ñoä pha loaõng 10-2. Tieáp tuïc tieán haønh 
töông töï ñeå coù caùc ñoä pha loaõng 10-3, 10-4... 

 

 

*Löu yù: 
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+ Pipet coù nguy cô bò nhieãm trong quaù trình thao taùc (chaïm tay, chaïm maët 
ngoaøi oáng nghieäm, maët ngoaøi bình chöùa…), caàn phaûi thay pipet voâ truøng 
khaùc. 
+ Caùc thao taùc tieán haønh trong ñieàu kieän voâ truøng (söû duïng ñeøn coàn) 
+ Caùc duïng cuï (pipet, ñóa petri…) phaûi ñöôïc tieät truøng tröôùc khi söû duïng 
(saáy ôû 150oC/3 giôø) 

 

 
 

3.2. Ñoå hoäp (caáy maãu) 
i. Duøng buùt loâng daàu ghi chuù leân ñóa petri (teân maãu, ngaøy tieán haønh, ñoä pha 

loaõng…) 
ii. Duøng pipet voâ truøng chuyeån 1 ml dòch maãu pha loaõng vaøo giöõa ñóa petri. 

Töông öùng vôùi moãi ñoä pha loaõng thöïc hieän ít nhaát 2 – 3 ñóa (töùc laø 2 – 3 laàn 
laëp laïi). 

iii. Sau khi caáy, ñoå vaøo moãi ñóa 10 – 15 ml moâi tröôøng PCA ñaõ ñöôïc ñun chaûy vaø 
oån ññònh ôû 45 - 50oC. 

iv. Troän ñeàu dòch maãu vôùi moâi tröôøng baèng caùch xoay troøn ñóa petri xuoâi 
vaøngöôïc chieàu kim ñoàng hoà, moãi chieàu 3 – 5 laàn ngay sau khi ñoå moâi tröôøng. 

v. Ñaët caùc ñóa treân maët phaúng ngang vaø ñeå yeân cho moâi tröôøng ñoâng ñaëc hoaøn 
toaøn (khoaûng 15 phuùt). 

vi. 6. UÛ trong tuû aám ôû nhieät ñoä 30oC trong 48 – 72 giôø (48 giôø laáy keát quaû sô boä, 
72 giôø laáy keát quaû chính thöùc) 

� Löu yù: khi uû phaûi ñeå hoäp petri ôû traïng thaùi laät uùp (phaàn moâi tröôøng ôû treân, phaàn 
naép naèm beân döôùi) 
 
 
 
 
 

Ống nuôi cấy 
ban đầu 
(ống gốc) 

10-1 
101 

10-2 

10
2
 

10-3 

10
3
 

10
-4
 

104 

Pha loãng 
Độ pha loãng 

10
-5
 

10
5   …… 
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� Caùch tính keát quaû 
Ñeám taát caû soá khuaån laïc xuaát hieän treân caùc ñóa sau khi uû. Choïn caùc ñóa coù soá khuaån laïc ñeám 
ñöôïc töø 25 – 250 ñeå tính toaùn. Maät ñoä toång vi khuaån hieáu khí: 
 

 
 

Trong ñoù: 
A: soá teá baøo (CFU) vi khuaån trong 1ml (hay trong 1 g) maãu 
N: toång soá khuaån laïc ñeám ñöôïc treân caùc ñóa ñaõ choïn 
Ni: soá löôïng ñóa caáy taïi ñoä pha loaõng thöù i 
V: theå tích dòch maãu (ml) caáy vaøo trong moãi ñóa 
fi: ñoä pha loaõng töông öùng 

Laøm troøn keát quaû coù ñöôïc, chæ giöõ laïi 2 soá coù nghóa vaø bieåu thò keát quaû döôùi daïng 
thaäp phaân giöõa 1.0 vaø 9.9 nhaân vôùi 10n

 (n laø soá muõ) 
Tröôøng hôïp coù khuaån laïc vi sinh vaät moïc loang, moãi veát loang ñöôïc tính laø 1 khuaån laïc. Neáu 
soá khuaån laïc loang chieám hôn 1/3 ñóa thì phaûi ghi nhaän ñieàu naøy vaø ñaùnh daáu keát quaû nhaän 
ñöôïc. 
 
 
 
 
 
 

 
 
  

 
 

  
 

 

Đĩa petri vô 
trùng 

PCA 

45oC 

10 -15 ml 

Dung dịch 
mẫu đã 

pha loãng 

1 ml 

Lắc đều đĩa petri 
Để nguội Lật ngược đĩa 

Ủ 30oC/3 ngày 

Đếm số khuẩn lạc 
và tính kết quả 
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�TRÖÔØNG HÔÏP ÑAËC BIEÄT: 
� Neáu ôû ñoä pha loaõng cao nhaát trong daõy caùc oáng nghieäm noùi treân, soá khuaån laïc ñeám 

ñöôïc treân 1 ñóa > 250: ví duï ôû 10-5
 (ñoä pha loaõng cao nhaát) coù soá khuaånlaïc ñeám ñöôïc 

> 250, keát quaû ñöôïc ghi laø : > 2.5 x 107 CFU/ml 
� Neáu ôû ñoä pha loaõng thaáp nhaát trong daõy caùc oáng nghieäm noùi treân, soá khuaån laïc ñeám 

ñöôïc treân 1 ñóa < 250: ví duï noàng ñoä 10-2 (ñoä pha loaõng thaáp nhaát) coù soá khuaån laïc 
ñeám ñöôïc < 25, keát quaû ñöôïc ghi laø: < 2.5 x 103 CFU/ml 
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BAØI 2 
ÑÒNH LÖÔÏNG COLIFORMS BAÈNG MOÂI TRÖÔØNG ÑAËC TRÖNG 

 
 
1. Ñònh nghóa Coliforms, Coliforms chòu nhieät, Coliforms phaân 

Coliforms laø nhöõng tröïc khuaån gram aâm khoâng sinh baøo töû, hieáu khí hoaëc kò khí tuøy 
yù, coù khaû naêng leân men lactose sinh acid, aldehyde vaø sinh hôi ôû 37oC trong 24 – 48 giôø, ñaëc 
bieät coù khaû naêng moïc ñöôïc treân moâi tröôøng coù muoái maät (Bile Salt). Nhoùm Coliforms hieän 
dieän roäng raõi trong töï nhieân, trong ruoät ngöôøi vaø ñoäng vaät. Coliforms ñöôïc xem laø nhoùm vi 
sinh vaät chæ thò: soá löôïng hieän dieän cuûa chuùng trong thöïc phaåm, nöôùc hay coù loaïi moâi tröôøng 
ñöôïc duøng ñeå chæ thò khaû naêng hieän dieän cuûa caùc vi sinh vaät gaây beänh khaùc. Nhieàu nghieân 
cöùu cho thaáy raèng khi soá Coliforms cuûa thöïc phaåm cao thì khaû naêng hieän dieän cuûa caùc vi 
sinh vaät gaây beänh khaùc cuõng cao. Tuy nhieân, moái lieân heä giöõa vi sinh vaät gaây beänh vaø vi 
sinh vaät chæ thò naøy vaãn coøn nhieàu tranh caõi. Nhoùm Coliforms goàm 4 gioáng: Escherichia vôùi 
1 loaïi duy nhaát laø E.coli, Citrobacter, Clebsiella, Enterobacter. Tính chaát sinh hoaù ñaëc tröng 
cuûa nhoùm naøy ñöôïc theå hieän qua caùc thöû nghieäm indol (I), Methy Red (MR), Voges-
Proskauer (VP) vaø Citrate (iC) thöôøng ñöôïc goïi toùm taét chung laø IMViC. 

Coliforms chòu nhieät laø nhöõng Coliforms coù khaû naêng leân men lactose sinh hôi trong 
khoaûng 24 giôø khi uû ôû 44oC trong moâi tröôøng loûng EC. Coliforms phaân (faecal coliforms hay 
E.coli giaû ñònh)laø Coliforms chòu nhieät coù khaû naêng sinh indole khi ñöôïc uû khoaûng 24 giôø ôû 
44.5oC trong moâi tröôøng loûng Trypton. Coliforms phaân laø moät thaønh phaàn cuûa heä vi sinh 
ñöôøng ruoät ôû ngöôøi vaø ñoäng vaät maùu noùng khaùc vaø ñöôïc söû duïng ñeå chæ thò möùc ñoä veä sinh 
trong quaù trình cheá bieán, baûo quaûn, vaän chuyeån, thöïc phaåm, nöôùc uoáng cuõng nhö ñeå chæ thò 
söï oâ nhieãm phaân trong maãu moâi tröôøng. E.coli laø Coliforms phaân cho keát quaû thöû nghieäm 
IMViC laø ++-- (Indol + , Methyl Red + , Voges-Proskauer -, Citrate -) 

Caùch xaùc ñònh döïa vaøo nguyeân taéc sau: caáy moät löôïng quy ñònh maãu thöû (ñaõ ñöôïc 
pha thaønh daõy thaäp phaân lieân tieáp) vaøo moâi tröôøng ñaëc tröng VRBL uû ôû 35-37oC trong 24-
48h. Ñeám soá khuaån laïc ñaëc tröng vaø bieåu thò thaønh soá coliform trong 1g hoaëc 1ml maãu. 

 
2. Caùch tieán haønh: 
 2.1 Nuoâi caáy 
 Chaån bò moâi tröôøng VRBL ôû 45oC. 
 Pha laõng maãu thaønh daõy thaäp phaân vaø tieán haønh phöông phaùp ñoå ñóa nhö baøi 1 vôùi 
moâi tröôøng VRBL 
 Ñoå 1 ñóa moâi tröôøng VRBL nhöng khoâng chöùa maãu ñeå kieåm tra ñoä voâ truøng cuûa moâi 
tröôøng 
 Sau khi taát caû caùc ñóa ñaõ ñoâng ñaëc, ñoå theâm 4-5 ml moâi tröôøng VRBL ôû 45oC traùng 
phuû kín beà maët ñóa vaø ñeå ñoâng ñaëc  
 UÛ trong tuû caáy vôùi nhieät ñoä 35 hoaëc 37oC trong 24-48h 
 
 2.2 Ñoïc keát quaû: 
  Sau 24 giôø caùc khuaån laïc ñaëc tröng coù maøu ñoû tía, ñöôøng kính 0,5 mm hoaëc 
hôn, ñoâi khi bò bao quanh bôûi moät vuøng maät keát tuûa hôi ñoû. 
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1ml

Mt VRBL
45oC

10-15ml

Mt VRBL
45oC

Lắc đều

Ủ 37oC trong 24-48h

5ml

 
 

2.3 Tính keát quaû: 
 * Tröôøng hôïp chung: 
 Giöõ laïi caùc ñóa chöùa töø 15-150 khuaån laïc ñaëc tröng giöõa hai ñoä pha loaõng lieân tieáp 
(coù moät ñóa chöùa ít nhaát 15 khuaån laïc ñaëc tröng). Soá coliform trong 1g (hoaëc 1ml) maãu ñöôïc 
tính nhö sau: 

dnn

C
X

)1.0( 21 +
=

∑
 

 

 ∑C: Toång caùc khuaån laïc ñaëc tröng treân caùc dóa ñöôïc giöõ laïi 
 n1: soá ñóa ñöôïc giöõ laïi vôùi ñoä pha loaõng ñaàu 
 n2: soá ñóa ñöôïc giöõ laïi vôùi ñoä pha loaõng tieáp theo 
 d: heä soá pha loaõng cuûa ñoä pha loaõng ñaàu 

* Tröôøng hôïp moãi ñóa chöùa ít hôn 15 khuaån laïc ñaëc tröng: 
Soá coliform vaãn ñöôïc tính theo coâng thöùc treân 

* Tröôøng hôïp soáâ nhoû 
Neáu 2 ñóa öùng vôùi daïng huyeàn phuø ban ñaàu ñeàu chöùa ít hôn 15 khuaån laïc ñaëc 

tröng thì keát quaû coù theå xem nhö sau: 
 X: ít hôn 15 coliform/ml (caùc saûn phaåm ôû theå loûng) 
 X: ít hôn 150 coliform/g (caùc saûn phaåm khoâng ôû theå loûng) 
* Tröôøng hôïp khoâng coù khuaån laïc ñaëc tröng: 

Neáu 2 ñóa öùng vôùi daïng huyeàn phuø ban ñaàu ñeàu khoâng chöùa khuaån laïc ñaëc 
tröng naøo thì keát quaû coù theå xem nhö sau: 

X: ít hôn 1 coliform/ml (saûn phaåm loûng) 
X: ít hôn 10 coliform/g (saûn phaåm daïng raén) 
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BAØI 3 
ÑÒNH LÖÔÏNG TOÅNG SOÁ NAÁM MEN VAØ NAÁM MOÁC 

 
 
1. Ñònh nghóa vaø nguyeân taéc 

Naám men vaø naám moác laø nhoùm vi sinh vaät raát ña daïng, cho ñeán nay coù hôn 4 traêm 
ngaøn loaøi naám men vaø naám moác ñaõ ñöôïc moâ taû. Chuùng thuoäc nhoùm Eukaryote, coù vaùch teá 
baøo laø lôùp voû chitin. Naám men vaø naám moác laø caùc vi sinh vaät dò döôõng, chuùng tieâu thuï 
nguoàn carbon höõu cô ñöôïc cung caáp töø moâi tröôøng beân ngoaøi teá baøo. 
 Haàu heát naám moác vaø naám men thuoäc nhoùm mesophiles, moät soá ít thuoäc nhoùm 
psychrophiles, hoaëc thermophiles. Haàu heát naám men vaø naám moác phaùt trieån trong moâi 
tröôøng coù hoaït ñoä nöôùc töø 85% trôû leân, moät soá ít loaøi coù theå taêng tröôûng trong moâi tröôøng coù 
hoaït ñoä nöôùc 60 – 70%. Naám moác vaø naám men taêng tröôûng ñöôïc trong khoaûng pH töø 2.0 – 
9.0, trong ñoù pH thích hôïp nhaát laø 4.0 – 6.5. Ña soá naám men vaø naám moác ñeàu thuoäc nhoùm 
hieáu khí baét buoäc, moät soá coù theå phaùt trieån trong ñieàu kieän vi hieáu khí. Moät soá loaøi coù theå 
tieáp nhaän oxi nguyeân töû töø cô chaát, nhöng duø ôû daïng naøo, oxi vaãn laø nguyeân toá caàn thieát cho 
quaù trình phaùt trieån cuûa naám moác vaø naám men. 
 Trong thöïc phaåm, söï hieän dieän vaø sinh tröôûng cuûa chuùng coù theå laøm thay ñoåi caùc tính 
chaát cuûa thöïc phaåm (maøu saéc, muøi vò…), gaây hö hoûng vaø coù theå taïo thaønh moät soá ñoäc toá gaây 
ngoä ñoäc thöïc phaåm. 
 Maät ñoä naám moác vaø naám men trong maãu ñöôïc xaùc ñònh chung döôùi daïng toång soá 
naám men vaø naám moác baèng caùc kyõ thuaät pha loaõng, traûi ñóa vaø ñeám khuaån laïc treân moâi 
tröôøng Dichloran Glycerol Agar, hay Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC). 
Moâi tröôøng Dichloran Glycerol Agar ñöôïc söû duïng cho caùc loaïi thöïc phaåm coù haøm löôïng 
nöôùc thaáp (thöïc phaåm khoâ, nguõ coác, tieâu…, caùc loaïi thöïc phaåm coù daàu, coù haøm löôïng 
ñöôøng/muoái cao). Moâi tröôøng DRBC ñöôïc söû duïng cho caùc maãu coù haøm löôïng nöôùc cao 
(söõa, caùc saûn phaåm töø söõa, ñoà hoäp, caùc loaïi rau quaû…). Ñoái vôùi caùc maãu coù maät ñoä naám moác 
thaáp, caùc moâi tröôøng thöôøng ñöôïc söû duïng laø Malt Extract Agar (MEA), Potato Dextrose 
Agar (PDA) chöùa 40ppm chloramphenicol hay chlotetraciline. 
 
2. Caùch tieán haønh 

a. Tieán haønh pha loaõng thaäp phaân maãu ban ñaàu 
b. Söû duïng kyõ thuaät traûi ñóa ñeå tieán haønh xaùc ñònh chæ tieâu toång soá naám men, naám 

moác trong maãu 
� Ghi nhaõn leân ñóa petri (teân maãu, teân kyõ thuaät vieân, ngaøy…) 
� Ñoå moâi tröôøng vaøo trong ñóa petri (khoaûng 15ml). Chôø cho moâi tröôøng ñoâng 

ñaëc hoaøn toaøn (khoaûng 15 phuùt) 
� Duøng pipette cho 0.1 ml maãu vaøo chính giöõa ñóa thaïch 
� Nhuùng que thuûy tinh hình L vaøo moät coác chöùa ethanol. Sau ñoù goõ nheï que 

thuûy tinh vaøo thaønh coác ñeå loaïi bôùt ethanol thöøa 
� Kheõ ñöa que thuûy tinh gaàn ngoïn löûa ñeøn ethanol ñeå laøm boác chaùy que thuûy 

tinh. Laøm nguoäi baèng caùch chaïm que thuûy tinh vaøo phaàn naép beân trong ñóa 
thaïch. 



12 

� Traûi maãu vi sinh vaät sao cho maãu daøn ñeàu khaép beà maët moâi tröôøng thaïch. 
� Nhuùng que thuûy tinh vaøo ethanol, goõ nheï vaøo coác vaø ñoát chaùy que thuûy tinh. 
� Laëp laïi thao taùc vôùi ñóa thaïch keá tieáp. Töông öùng vôùi moãi ñoä pha loaõng thöïc 

hieän ít nhaát 2 – 3 ñóa (töùc laø 2 – 3 laàn laëp laïi). 
� Tieán haønh nuoâi caáy trong tuû uû vi sinh ôû 30oC trong 5 – 7 ngaøy 
� Tieán haønh quan saùt hình thaùi ñaïi theå cuûa khuaån laïc, ñeám soá khuaån laïc naám 

men/naám moác vaø ghi nhaän laïi keát quaû. 
 

3. Ñoïc keát quaû 
a. Töông töï baøi “Ñònh löôïng toång soá vi khuaån hieáu khí” 
b. Ñoïc keát quaû töø ngaøy 5 – 7 
 

���� Löu yù: trong thôøi gian uû, naám moác coù theå taïo trong thôøi gian uû, naám moác coù theå taïo trong thôøi gian uû, naám moác coù theå taïo trong thôøi gian uû, naám moác coù theå taïo baøo töû vaø phaùt taùn vaøo trong moâi baøo töû vaø phaùt taùn vaøo trong moâi baøo töû vaø phaùt taùn vaøo trong moâi baøo töû vaø phaùt taùn vaøo trong moâi 
tröôøng nuoâi caáy, taïo thaønh khuaån laïc môùi. Ñeå haïn cheá hieän töôïng naøy, trong suoát thôøi tröôøng nuoâi caáy, taïo thaønh khuaån laïc môùi. Ñeå haïn cheá hieän töôïng naøy, trong suoát thôøi tröôøng nuoâi caáy, taïo thaønh khuaån laïc môùi. Ñeå haïn cheá hieän töôïng naøy, trong suoát thôøi tröôøng nuoâi caáy, taïo thaønh khuaån laïc môùi. Ñeå haïn cheá hieän töôïng naøy, trong suoát thôøi 
gian uû, khoâng ñöôïc chaïm tay hoaëc di chuyeån caùc ñóa cho ñeán khi ñeám keát quaû. Maët gian uû, khoâng ñöôïc chaïm tay hoaëc di chuyeån caùc ñóa cho ñeán khi ñeám keát quaû. Maët gian uû, khoâng ñöôïc chaïm tay hoaëc di chuyeån caùc ñóa cho ñeán khi ñeám keát quaû. Maët gian uû, khoâng ñöôïc chaïm tay hoaëc di chuyeån caùc ñóa cho ñeán khi ñeám keát quaû. Maët 
khaùc, khi tieán haønh khaùc, khi tieán haønh khaùc, khi tieán haønh khaùc, khi tieán haønh ñeám khuaån laïc caàn haïn cheá vieäc môû ñóa ñeå traùnh söï phaùt taùn cuûa ñeám khuaån laïc caàn haïn cheá vieäc môû ñóa ñeå traùnh söï phaùt taùn cuûa ñeám khuaån laïc caàn haïn cheá vieäc môû ñóa ñeå traùnh söï phaùt taùn cuûa ñeám khuaån laïc caàn haïn cheá vieäc môû ñóa ñeå traùnh söï phaùt taùn cuûa 
baøo töû vaøo khoâng khí, gaây nhieãm vaøo maãu hay moâi tröôøng nuoâi caáy khaùc. Caùc ñóa khi baøo töû vaøo khoâng khí, gaây nhieãm vaøo maãu hay moâi tröôøng nuoâi caáy khaùc. Caùc ñóa khi baøo töû vaøo khoâng khí, gaây nhieãm vaøo maãu hay moâi tröôøng nuoâi caáy khaùc. Caùc ñóa khi baøo töû vaøo khoâng khí, gaây nhieãm vaøo maãu hay moâi tröôøng nuoâi caáy khaùc. Caùc ñóa khi 
ñem uû phaûi ñeå maët thaïch naèm phía döôùi, naém hoäp petri naèm treân.ñem uû phaûi ñeå maët thaïch naèm phía döôùi, naém hoäp petri naèm treân.ñem uû phaûi ñeå maët thaïch naèm phía döôùi, naém hoäp petri naèm treân.ñem uû phaûi ñeå maët thaïch naèm phía döôùi, naém hoäp petri naèm treân.    
 
 

 
 

Kyõ thuaät traõi ñóa 
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BAØI 4 
XAÂY DÖÏNG ÑÖÔØNG TÖÔNG QUAN TUYEÁN TÍNH GIÖÕA ÑOÄ ÑUÏC 

VAØ MAÄT ÑOÄ TEÁ BAØO 
 
1. Ñònh löôïng tröïc tieáp teá baøo baèng buoàng ñeám 

Coù theå söû duïng buoàng ñeám ñeå ñònh löôïng vi sinh vaät coù kích thöôùc teá baøo lôùn nhö 
naám men, baøo töû naám moác…vôùi ñoä phoùng ñaïi x100 ñeán x400. Vôùi teá baøo vi khuaån, do kích 
thöôùc nhoû, neân phaûi söû duïng buoàng ñeám Petroff-Hasser. Phöông phaùp ñeám tröïc tieáp coøn 
giuùp quan saùt ñöôïc hình thaùi teá baøo… Keát quaû ñeám ñöôïc laø toång soá teá baøo coù trong maãu, 
khoâng phaân bieät ñöôïc teá baøo coøn soáng hay teá baøo cheát (chæ phaân bieät teá baøo naám men cheát 
khi tieán haønh nhuoäm vôùi dung dòch methylen blue ) 

 
Caáu taïo buoàng ñeám hoàng caàu 
− Buoàng ñeám hoàng caàu laø moät phieán kính daøy hình chöõ nhaät, giöõa laø phaàn loõm phaúng, taïi 
ñaây coù keû moät löôùi goàm 400 oâ vuoâng nhoû coù dieän tích toång coäng laø 1mm2. Bao goàm 25 oâ 
vuoâng lôùn; moãi oâ vuoâng lôùn naøy goàm coù 16 oâ vuoâng nhoû. Vì theá, dieän tích moät hình vuoâng 
nhoû laø 1/400 mm2

 vaø moät hình vuoâng lôùn laø 1/25mm2. 
 

   
 

Buồng đếm hồng cầu 
 
Caùch tieán haønh 

1. Pha loaõng huyeàn phuø teá baøo vi sinh vaät thaønh 5 ñoä pha loaõng lieân tieáp (sao cho trong 
moãi oâ lôùn coù töø 10 – 50 teá baøo). 

2. Laéc maïnh dòch huyeàn phuø teá baøo (ñaõ pha loaõng), duøng pippet Pasteur ñeå huùt dòch 
huyeàn phuø naøy. 

3. Ñaäy buoàng ñeám baèng moät phieán kính moûng 
4. Nheï nhaøng duøng ñaàu pippet (coù moät gioït huyeàn phuø vi sinh vaät), ñaët vaøo caïnh buoàng 

ñeám (nôi tieáp giaùp vôùi phieán kính moûng). Dòch huyeàn phuø seõ ñi vaøo buoàng ñeám nhôø 
cô cheá mao daãn. Buoàng ñeám ñöôïc chuaån bò ñuùng khi chæ coù vuøng khoâng gian naèm 
giöõa laù kính vaø buoàng ñeám ñöôïc ñieàn bôûi dòch huyeàn phuø teá baøo, coøn caùc raõnh chung 
quanh thì khoâng bò dính öôùt. 
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5. Di chuyeån nheï nhaøng khung ñeám ñeå dòch huyeàn phuø traøn ñaày caùc khoang. Khi ñoù, 
dòch naèm trong khoang coù ñoä daøy khoaûng 0.1mm 

6. Ñaët buoàng ñeám leân kính hieån vi, söû duïng vaät kính x4 ñeå tìm buoàng ñeám. Sau ñoù, laàn 
löôït chuyeån sang caùc vaät kính x10 vaø x40 ñeå quan saùt.  

7. Ñieàu chænh cöôøng ñoä aùnh saùng baèng cöûa saäp ñeå coù theå quan saùt roõ raøng caû teá baøo laãn 
caùc ñöôøng keû. Tuyø vaøo soá löôïng teá baøo maø coù theå choïn caùch ñeám taát caû caùc teá baøo 
coù trong oâ trung taâm hay chæ ñeám caùc teá baøo coù trong moät soá oâ vuoâng lôùn ñaïi dieän. 
Thoâng thöôøng ta choïn 1 oâ trung taâm vaø 4 oâ naèm ngoaøi bìa hoaëc 5 oâ theo ñöôøng cheùo 
(caùc oâ ñaùnh daáu X) 

8. Baét ñaàu ñeám teá baøo sau khi nhoû gioït dòch töø 3 – 5 phuùt; phaûi ñeám caùc teá baøo naèm 
treân 2 ñöôøng keû keà nhau ñöôïc choïn cuûa töøng oâ. 

 
2. Ñònh löôïng baèng phöông phaùp ño ñoä ñuïc 

Maät ñoä vi sinh vaät coù theå ñöôïc xaùc ñònh moät caùch giaùn tieáp thoâng qua ño ñoä ñuïc. Khi 
moät pha loûng coù chöùa nhieàu phaàn töû khoâng tan thì seõ hình thaønh moät heä huyeàn phuø vaø coù ñoä 
ñuïc bôûi caùc phaàn töû hieän dieän trong moâi tröôøng loûng caûn aùnh saùng, laøm phaân taùn chuøm aùnh 
saùng tôùi. Teá baøo vi sinh vaät cuõng laø moät thöïc theå neân khi hieän dieän trong moâi tröôøng cuõng 
laøm moâi tröôøng trôû neân ñuïc. Ñoä ñuïc cuûa huyeàn phuø tæ leä vôùi maät ñoä teá baøo. Trong moät giôùi 
haïn nhaát ñònh cuûa ñoä ñuïc vaø maät ñoä teá baøo, coù theå xaùc laäp ñöôïc quan heä tæ leä tuyeán tính giöõa 
maät ñoä teá baøo vaø ñoä ñuïc. Do vaäy, coù theå ñònh löôïng maät ñoä teá baøo moät caùch giaùn tieáp thoâng 
qua ño ñoä ñuïc baèng maùy quang phoå keá ôû caùc böôùc soùng töø 550 – 610nm. Trong tröôøng hôïp 
naøy, tröôùc tieân caàn phaûi thieát laäp ñöôïc ñöôøng quan heä tuyeán tính giöõa ñoä ñuïc vaø maät ñoä teá 
baøo baèng caùch söû duïng moät soá huyeàn phuø teá baøo coù ñoä ñuïc xaùc ñònh vaø maät ñoä teá baøo cuûa 
moãi huyeàn phuø ñöôïc xaùc ñònh baèng moät phöông phaùp tröïc tieáp khaùc, ví duï nhö phöông phaùp 
ñeám khuaån laïc, phöông phaùp ñeám tröïc tieáp baèng buoàng ñeám… 

 
Caùch tieán haønh 

1. Söû duïng 5 ñoä pha loaõng ôû treân. Vôùi moãi ñoä pha loaõng ta ñem ñi ño ôû ñoä haáp thu 
A600nm 

2. Ghi nhaän keát quaû 
 
3. Xaây döïng ñöôøng chuaån 

Vôùi 5 ñoä pha loaõng töø huyeàn phuø teá baøo vi sinh vaät ban ñaàu, ta thu ñöôïc 5 keát quaû soá 
löôïng teá baøo vi sinh vaät baèng buoàng ñeám hoàng caàu vaø 5 giaù trò A600nm. Söû duïng caùc keát quaû 
naøy ñeå veõ ñoà thò xy vôùi truïc tung laø giaù trò A600nm vaø truïc hoaønh laø soá löôïng teá baøo vsv ñeám 
ñöôïc. 
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Ñoà thò moái quan heä giöõa ñoä ñuïc vaø maät ñoä teá baøo 
 

 

 
 

Minh hoïa phöông phaùp ño ñoä ñuïc huyeàn phuø vi sinh vaät 
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MOÄT SOÁ MOÂI TRÖÔØNG THOÂNG DUÏNG 
 
� M1 (moâi tröôøng giaù ñaäu ñöôøng) 

Caân 100g giaù ñaäu (ñaõ röûa saïch), theâm 1000ml nöôùc. Ñun soâi 30 phuùt. Laáy phaàn dòch 
trong. Theâm nöôùc cho ñuû 1000ml. boå sung theâm glucose vôùi haøm löôïng 5% (w/v) 

 
�  M2 (moâi tröôøng khoai taây ñöôøng caùm): 1000ml 

Khoai taây caét nhoû, röûa saïch, caân laáy 300g. Theâm 500ml nöôùc, ñun soâi 30 phuùt. Loïc 
laáty nöôùc trong. Caân 100g caùm, theâm 500ml nöôùc, ñun soâi 30 phuùt. Loïc laáy nöôùc trong. Troän 
2 loaïi dòch loïc treân vaø theâm sucrose 5% (w/v). Boå sung nöôùc cho ñuû 1000ml. 

Khoai taây 30%  Caùm 10% 
Sucrose 5%   Nöôùc ñuû 1000ml 

 
�  M3 (moâi tröôøng Sabouraud): 1000ml 

Pepton 1%   Glucose 4% 
Agar 2%   Nöôùc ñuû 1000ml 
pH 5.6 – 6.0 

 
�  M4 (moâi tröôøng Hansen) 

Glucose 5%   Pepton 1% 
K2HPO4 0.3%   MgSO4.7H2O 0.2% 
Agar 2%   Nöôùc ñuû 1000ml 

 
� M5 (moâi tröôøng Potato Dextrose Agar) 

Ñeå chuaån bò chaát chieát khoai taây, ñun soâi 200g khoai taây xaét laùt, khoâng goït voû vôùi 
1000ml nöôùc trong 30 phuùt. Loïc qua vaûi thöa, giöõ laïi phaàn dòch, ñoù laø chaát chieát khoai taây. 
Troän vôùi caùc thaønh phaàn khaùc roài ñun soâi ñeå hoaø tan (ñoái vôùi moâi tröôøng Potato dextrose 
salt: chuaån bò nhö moâi tröôøng M5 roài theâm: 7.5% NaCl)  

Chaát chieát khoai taây 20% (v/v)  Dextrose 2% 
Agar 2%     Nöôùc ñuû 1000ml 

 
� M6 (moâi tröôøng thaïch malt) 

Laáy 250g malt, nghieàn nhoû, hoaø vaøo 1000ml nöôùc caát. Duøng ñuõa thuûy tinh khuaáy ñeàu 
vaø gia nhieät töø töø, ñeán 45 – 50oC, giöõ ôû nhieät ñoä naøy trong 30 phuùt. Sau ñoù naâng nhieät ñoä leân 
65 – 68oC, coù khuaáy, cho ñeán khi quaù trình ñöôøng hoùa xaûy ra hoaøn toaøn (khoâng thaáy maøu 
xanh xuaát hieän khi thöû dòch chaùo vôùi dung dòch Lugol). Loïc taùch baõ qua vaûi thoâ (hay boâng 
goøn thaám nöôùc), ñem haáp phaàn dòch 121oC / 30 phuùt, laáy ra ñeå laéng. Loïc boû keát tuûa, pha 
loaõng ñeå ñaït 6 – 8o Brix, theâm 2% agar, ñun vaø khuaáy ñeàu cho ñeán khi thaïch tan heát. Cho 
moâi tröôøng thaïch vaøo caùc duïng cuï chöùa, haáp tieät truøng 121oC / 15 phuùt. 
 
� M7 (moâi tröôøng BGBL 2% Broth – daïng pha saün) 

Peptic digest of animal tissue 1%  
Lactose 1% 
Oxygall 2%  
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Brilliant green 0.0133g/L 
Duøng 40g hoãn hôïp pha saün ñeå pha thaønh 1000ml moâi tröôøng. 
 

� M8 (moâi tröôøng Plate Count Agar – ATCC medium 1048): 1000ml 
Agar 150 g    
Yeast extract 2.5 
Pancreatic digest of casein 5 g  
Glucose 1.0g 
 

� M9 (moâi tröôøng LST - Lauryl Sufate Broth/Lauryl Tryptose Broth): 1000ml 
Pancreatic digest of casein 20 g  
Lactose 5 g 
NaCl 5 g  
K2HPO4 2.75 g 
KH2PO4 2.75 g  
Sodium lauryl sufate 0.1 g 
pH 6.8 ± 0.2 Nöôùc Ñuû 1000ml  
 

� M10 (Moâi tröôøng VRBL- Crystal Violet  neutral Red Bile Lactose agar): 
Pepton  7g 
Yeast Extract 3g 
Lactose 10g 
NaCl  5g 
Muoái maät 1,5g 
Neutral Red 0,03g 
Crystal Violet 0,002g 
Agar  15g 
Nöôùc  ñeán 1000 ml 
 
Hoøa tan caùc thaønh phaàn treân trong nöôùc, ñeå yeân vaøi phuùt, ñaët leân beáp ñun soâi vaø 

khuaáy ñeàu, ñeå soâi 2-5 phuùt. Laøm nguoäi ñeán 45oC ñeå söû duïng. 
Chú ý: 
- Không để sôi quá lâu 
- Không được tiệt trùng môi trường 
- Môi trường phải được sư dụng trong vòng 3 giờ sau khi pha chế xong 
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