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PHỤ LỤC A – PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

PHỤ LỤC A-1

PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH DƯ LƯỢNG THUỐC BẢO VỆ THỰC VẬT

Thực hiện theo AOAC 2007.01. Cách tiến hành:

Mẫu được xử lý bằng phương pháp QuEChERS, trích ly bằng acetonitrile

(MeCN) và tách nước trong mẫu với hỗn hợp muối MgSO4 + NaCl. Sau đó mẫu được

làm sạch bằng hấp thụ rắn phân tán (dispersive-SPE) để loại bỏ axit hữu cơ, nước dư

và các thành phần khác. Sau đó ống d-SPE mang đi ly tâm và rút dung dịch ra mang đi

thổi khô. Sau khi thổi khô mẫu sẽ được định mức lại với MeOH/H2O và mang đi siêu

lọc qua màng lọc nylon vào vial. Cuối cùng mẫu được mang đi phân tích bằng kỹ thuật

sắc ký lỏng ghép khối phổ hai lần (LC-MS/MS)(AOAC, 2007).

 Tính kết quả

Dư lượng thuốc bảo vệ thực vật được tính theo công thức sau để xác định hàm

lượng trong mẫu:

�� = ���� ×
�
�

Trong đó:

Conc: Nồng độ (��/��) có được từ diện tích peak mẫu với phương trình đường

chuẩn

f: Thể tích pha loãng (ml)

m: Khối lượng mẫu ban đầu
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PHỤ LỤC A-2

PHƯƠNG PHÁP KIỂM ESCHERICHIA COLI VA COLIFORM TRONG MẪU

NƯỚC SINH HOẠT

Thực hiện theo TCVN 6187-1:2009 (ISO 9308-1:2014): chất lượng nước – phát

hiện và đếm Escherichia coli và Coliform – phần 1: phương pháp lọc màng áp dụng

cho nước có số lượng vi khuẩn thấp

Cách tiến hành:

Phương pháp này lọc nước xuống màng lọc để tập trung vi sinh vật trong mẫu

nước lên màng lọc. Đầu tiên vệ sinh cốc phễu để hút nước bằng cách xịt một ít cồn

70oC để chắc chắn trong cốc không còn nhiễm vi sinh, sau đó hơ lửa nhíp gắp để tránh

bị nhiễm chéo cho màng lọc. Màng lọc có kích thước lỗ lọc là 0.45μm trong trạng thái

vô trùng rồi đặt màng lọc lên trên sao cho kín lỗ hút nước rồi cho cốc phễu lên. Sau đó

cho 100ml nước mẫu vào cốc phễu rồi bật máy hút nước chờ cho đến khi trong cốc và

bề mặt màng lọc không còn nước, tiếp theo hơ lửa nhíp gắp chờ nguội rồi gắp và đặt

màng lọc đã có mẫu vào đĩa petri có môi trường Chromogenic Coliform Agar (CCA)

để định lượng và phân biệt E.coli và coliform có trong mẫu nước. Sau đó cho vào tủ

37oC từ 18 - 24 tiếng rồi đọc kết quả. Nếu có khuẩn lạc màu hồng đỏ là có phát hiện

coliform. Sau đó bắt coliform qua môi trường BGBL (Brilliant Green Bile Lacotose),

đem ủ 37oC trong 24 giờ nếu sinh hơi là dương tính, còn nếu phát hiện khuẩn lạc màu

xanh có phát hiện E.coli).

Kết quả: Dựa vào số khuẩn lạc đặc trưng dương tính với lactoza trên màng lọc

PHỤ LỤC A-3

PHƯƠNG PHÁP KIỂM ESCHERICHIA COLI TRONG MẪU THỰC THẨM

Thực hiện theo TCVN 7924-2:2008 (ISO 16649-2/-3:2001):Vi sinh vật trong

thực phẩm và thức ăn chăn nuôi - Phương pháp định lượng Escherichia coli dương

tính beta-glucuronidaza - Phần 2: Kỹ thuật đếm khuẩn lạc ở 44 độ C sử dụng 5-bromo-

4-clo-3-indolyl beta-D-glucuronid.

Cách tiến hành:
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Phương pháp này định lượng Escherichia coli trong đồ ăn chăn nuôi hoặc thực

phẩm. Đầu tiên ghi mã mẫu lên túi PE vô trùng, tiến hành cho 10g mẫu vào túi PE vô

trùng. Sau đó cho 90ml môi trường MRD (Maximum recovery diluent) vào ống đong

(trước vào sau khi cho MRD vào đều hơ lửa lên miệng bình và miệng ống đong để

không bị nhiễm chéo vi sinh) rồi đồng nhất mẫu. Sau khi mẫu đã được đồng nhất dùng

micropipet đã gắn đầu típ vô trùng hút 1ml mẫu vào đĩa vô trùng (tùy loại thực phẩm

thì sẽ có độ pha loãng khác nhau), đổ thêm môi trường TBX (tryptone bile X-

glucuronide) cho đến khi đầy bề mặt đĩa rồi lắc nhẹ theo chiều kim đồng hồ và ngược

lại (mỗi chiều 5 lần) chờ thạch đông lại và lật ngược đĩa cho vào tủ 44oC khoảng từ 18

- 24 giờ và đọc kết quả (nếu có khuẩn lạc màu xanh là có phát hiện E.coli).

Cách tính kết quả :

Tính toán kết quả vi sinh theo công thức sau:

� =
��

� �1 + 0,1 × �2 �

Trong đó:

N là số lượng CFU của E.Coli dương tính �-glucuronidaza hiện diện trong

1ml hay 1g mẫu thử

∑C là tổng số khuẩn lạc đếm được trên các đĩa được giữ từ 2 độ pha loãng

tiếp

n1 là số đĩa được giữ lại ở độ pha loãng thứ nhất

n2 là số đĩa được giữ lại ở độ pha loãng thứ hai

V là thể tích dung dịch cấy vào đĩa tương ứng độ pha loãng được liên tiếp

d là hệ số pha loãng tương ứng với độ pha loãng khi nẫu thử được cấy trực

tiếp

(d=1 trong trường hợp các mẫu ở dạng lỏng khi mẫu thử được cấy trực tiếp)

Nếu không có khuẩn lạc mọc tất cả các độ pha loãng, kể cả mẫu thứ ban đầu 100

(sản phẩm lỏng) hoặc ở huyền phù ban đầu 10-1 (sản phẩm khác), thì biểu thị kết quả

như sau:
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Đối với sản phẩm lỏng (CFU/ml)

< 1
�×�

V: Thể tích dung dịch cấy của mẫu thử

d: hệ số pha loãng = 100

Đối với sản phẩm khác (CFU/g)

< 1
�×�

V: Thể tích dung dịch cấy của huyền phù ban đầu mẫu thử

d: hệ số pha loãng ban đầu = 10-1

PHỤ LỤC A-4

PHƯƠNG PHÁP KIỂM SALMONELLA TRONG MẪU THỰC THẨM

Thực hiện theo TCVN 10780-1:2017(ISO 6579-1:2017): Vi sinh vật trong chuỗi

thực phẩm - phương pháp phát hiện, định lượng và xác định typ huyết thanh của

salmonella - phần 1: phương pháp phát hiện salmonella spp.

Cách tiến hành:

Quy trình phân tích định tính salmonella trong thực phẩm đối với các loại mẫu

thông thường. Đầu tiên viết mã mẫu lên túi PE vô trùng sau đó tiến hành cân 25g mẫu

cho vào trong túi PE vô trùng rồi cho thêm 225ml môi trường BPW (Buffered Peptone

Water) và đồng nhất mẫu. Sau đó ủ ở nhiệt độ 37ºC trong 18 đến 24 giờ. Lắc để trộn

đều dịch sinh trưởng, dùng micropipet hút 0.1ml sang 10ml môi trường RV

(Rappaport Vassiliadis) để cung cấp dinh dưỡng cho salmonella sinh trưởng. Đem

mẫu vừa hút qua môi trường RV ủ ở 42ºC trong 18-24 giờ. Sau khi ủ cấy mẫu lên đĩa

petri có môi trường XLD (Xylose Lysine Desoxycholate)Agar, đem đi ủ 37ºC trong 24

tiếng và đọc kết quả (nếu có phát hiện khuẩn lạc Salmonella màu đen tiến hành chạy

sinh hóa).

 Thử nghiệm TSI (Triple Sugar Iron): đâm que cấy vào trong môi trường và không

được để đụng đáy ống nghiệm, sau đó ủ ở 37℃ trong 24 giờ.
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 Thạch URÊ: cấy ria trên bề mặt nghiêng của thạch, ủ ở 37ºC trong 24h ± 3h.

 Thử nghiệm Lysin: Dùng que cấy 1 ít dung dịch Salmonella trong ống NA đã ủ

qua đêm và cho vào ống nghiệm chứa môi trường Lysin, lắc nhẹ và ủ ở 37℃ trong

24 giờ.

 Thử nghiệm Indol: Dùng que cấy 1 ít dung dịch Salmonella trong ống NA đã ủ

qua đêm và cho vào ống nghiệm chứa môi trường Indol, lắc nhẹ và ấp ủ 37℃

trong 24 giờ

 Thử nghiệm ONPG (O-nitrophenyl-beta-D-galactopyranoside): Thêm một giọt

dung dịch Salmonella vào ống nghiệm chứa dung dịch ONPG, lắc nhẹ và để

nguyên trong vòng hai giờ

 Thực hiện thử nghiệm ngưng kết kháng huyết thanh với kháng thể Poly: O để xác

định typ huyết thanh của Salmonella.
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PHỤ LỤC B – KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

PHỤ LỤC B-1

PHIẾU KHẢO SÁT CÁC NHÀ HÀNG ĂN UỐNG

(Ảnh đại diện - Xem 18 phiếu đánh giá chấm điểm trong file mềm đính kèm khóa

luận).

PHIẾU KHẢO SÁT
AN TOÀN VỆ SINH THỰC PHẨM CÁC CƠ SỞ KINH DOANH

THỰC PHẨM (CÁC NHÀ HÀNG ĂN UỐNG)

Xin chào, tôi tên là Nguyễn Quốc Đạt, là sinh viên ngành công nghệ thực phẩm tại

trường đại học Nguyễn Tất thành. Hiện tôi đang thực hiện đề tài khóa luận tốt nghiệp

về thực trạng an toàn vệ sinh thực phẩm tại các hộ kinh doanh thực phẩm với mục

đích nghiên cứu thực trạng và thống kê, đánh giá mức độ an toàn vệ sinh thực phẩm

tại các cơ sở kinh doanh thực phẩm (các nhà hàng ăn uống) trong khu vực Phường

Chánh Nghĩa-Thành Phố Thủ Dầu Một, tỉnh Bình Dương. Mong các anh/chị hợp tác

và giúp đỡ thực hiện trả lời các câu hỏi trong phiếu khảo sát dưới đây. Mọi thông tin

anh/chị cung cấp sẽ được bảo mật tuyệt đối và chỉ dung vào mục đích nghiên cứu.

Xin chân thành cám ơn!
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PHỤ LỤC B-2

KẾT QUẢ PHÂN TÍCH DƯ LƯỢNG THUỐC BẢO VỆ THỰC VẬT

(Hình ảnh sắc ký đồ đại diện - Xem đầy đủ sắc ký đồ trong file mềm đính kèm khóa luận)



52

Không phát hiện thuốc bảo vệ thực vật được thể hiện ở bảng như sau

STT Loại mẫu Ký hiệu Hệ số pha
loãng Đơn vị Chỉ tiêu kiểm

nghiệm
Hàm lượng
trong mẫu

method
detection
limit-
(MDL)

Kết luận

1 Rau sống NH 16 2 lần mg/kg

Aldicarb

sulfoxide
0,71

0,003
Không

phát hiện
Aldicarb_NH4 0,275
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aldicarb-

sulfone
0,43

carbaryl 0,92

carbofuran 1,53

Carbofuran-3-

hydroxy+NH4
0,14

Fenobucarb 0,87

Methiocarb 0,225

Methomyl 0,53

oxamyl 0,93

propoxur 6,99

2 Rau sống NH 17 2 lần mg/kg

Aldicarb

sulfoxide
0,715

0,003
Không

phát hiện
Aldicarb_NH4 0,275
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aldicarb-

sulfone
0,49

carbaryl 0,925

carbofuran 1,53

Carbofuran-3-

hydroxy+NH4
0,13

Fenobucarb 0,44

Methiocarb 0,235

Methomyl 0,565

oxamyl 0,98

propoxur 0,46
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PHỤ LỤC B-3

HÌNH KẾT QUẢ KIỂM VI SINH VẬT

 Escherichia coli trong mẫu thức ăn đã chế biến

Không phát hiện khuẩn lạc E.coli (màu xanh) trong đĩa sau khi ủ 44oC ở môi

trường TBX

 Escherichia coli và Coliform trong mẫu nước sinh hoạt

Có phát hiện khuẩn lạc coliform (màu hồng đỏ) trên màng lọc trong đĩa sau khi

ủ 37oC ở môi trường CCA
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 Salmonella trong mẫu thức ăn đã chế biến

Không phát hiện khuẩn lạc màu đen trong đĩa sau khi ủ 37oC ở môi trường

XLD
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PHỤ LỤC B-4

PHIẾU KẾT QUẢ KIỂM NGHIỆM VI SINH

CỦA TRUNG TÂM DỊCH VỤ PHÂN TÍCH THÍ NGHIỆM TP.HCM (CASE)
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