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  نام خدا به 

  آشنايي با موسسة استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران

مؤسسة استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران به موجب بند يك مادة قانون اصلاح قوانين و مقررات مؤسسة استاندارد و تحقيقـات صـنعتي ايـران،    

  .ايران به عهده دارد) رسمي ( استانداردهاي مال تنها مرجع رسمي كشور است كه وظيفه تعيين، تدوين و نشر  1371ماه  مصوب بهمن

نظران مراكز و مؤسسـات علمـي، پژوهشـي،     صاحب *هاي فني مركب از كارشناسان مؤسسه  هاي مختلف در كميسيون تدوين استاندارد در حوزه

يدي، فناوري و تجاري است كه از مشاركت شود و كوششي همگام با مصالح ملي و با توجه به شرايط تول توليد و اقتصادي آگاه و مرتبط انجام مي

كنندگان، صادركنندگان و واردكنندگان، مراكز علمـي و تحصصـي، نهادهـا،     آگاهانه و منصفانة صاحبان حق و نفع، شامل توليدكنندگان، مصرف

هـاي   نفع و اعضاي كميسـيون  ذينويس استانداردهاي ملي ايران براي نظرخواهي به مراجع  پيش. شود هاي دولتي و غيردولتي حاصل مي سازمان

شود و پس از دريافت نظرها و پيشنهادها در كميتة ملي مرتبط با آن رشته طرح و در صورت تصويب به عنـوان اسـتاندارد    فني مربوط ارسال مي

  . شود ايران چاپ و منتشر مي) رسمي ( ملي 

كنند در كميتة ملي طرح و  ح نيز با رعايت ضوابط تعيين شده تهيه ميصلا مند و ذي هاي علاقه نويس استانداردهايي كه مؤسسات و سازمان پيش

شود كه براساس مفـاد   ترتيب، استانداردهايي ملي تلقي مي بدين. شود عنوان استاندارد ملي ايران چاپ و منتشر مي بررسي و درصورت تصويب، به

دهد به تصـويب رسـيده    اندارد مربوط كه مؤسسة استاندارد تشكيل ميتدوين و در كميتة ملي است 5نوشته شده در استاندارد ملي ايران شمارة 

  .باشد

 IEC( المللي الكتروتكنيـك   ، كميسيون بين 1) ISO( المللي استاندارد  مؤسسة استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران از اعضاي اصلي سازمان بين

در . كند در كشور فعاليت مي CAC (5( كميسيون كدكس غذايي  4نها رابطعنوان ت است و به 3) OIML( شناسي  المللي اندازه و سازمان بين 2)

هاي علمي، فني و صـنعتي جهـان و    هاي خاص كشور، از آخرين پيشرفت ي تدوين استانداردهاي ملي ايران ضمن توجه به شرايط كلي و نيازمند

  .شود گيري مي ه المللي بهر استانداردهاي بين

كنندگان، حفظ سلامت و  بيني شده در قانون، براي حمايت از مصرف تواند با رعايت موازين پيش نعتي ايران ميمؤسسة استاندارد و تحقيقات ص

محيطي و اقتصادي، اجراي بعضي از استانداردهاي ملي ايران را  حصول اطمينان از كيفيت محصولات و ملاحظات زيست ايمني فردي و عمومي،

توانـد بـه منظـور حفـظ      مؤسسـه مـي  . عالي استاندارد، اجباري نمايد ا اقلام وارداتي، با تصويب شورايي/ براي محصولات توليدي داخل كشور و 

همچنـين بـراي اطمينـان    . بنـدي آن را اجبـاري نمايـد    المللي براي محصولات كشور، اجراي استاندارد كالاهاي صادراتي و درجـه  بازارهاي بين

هـاي   بازرسي، مميزي و صـدور گـواهي سيسـتم     آموزش،   ا و مؤسسات فعال در زمينة مشاوره،ه كنندگان از خدمات سازمان بخشيدن به استفاده

ها  گونه سازمان وسايل سنجش، مؤسسة استاندارد اين) واسنجي ( ها و مراكز كاليبراسيون  آزمايشگاه  مديريت كيفيت و مديريت زيست محيطي،

ها اعطا  گواهينامة تأييد صلاحيت به آن  كند و در صورت احراز شرايط لازم، رزيابي ميو مؤسسات را براساس ظوابط نظام تأييد صلاحيت ايران ا

وسايل سنجش، تعيين عيار فلزات گرانبها و ) واسنجي ( المللي يكاها، كاليبراسيون  بين ترويج دستگاه. كند ها نظارت مي و بر عملكرد آن

 ملي ايران از ديگر وظايف اين مؤسسه استانجام تحقيقات كاربردي براي ارتقاي سطح استانداردهاي 

  

  

  

  

  

  

 
                                                

   مؤسسة استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران  *

1- International Organization for Standardization -   
2- International Electrotechnical Commission   
3- International Organization for Legal Metrology (Organization International de Metrologie Legal) 

4 - Contact point  
5 - Codex Alimentarius Commission   
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  فني تدوين كميسيون

  ويژگي ها و روش هاي آزمون  – عسل ميكروبيولوژي
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  پيش گفتار

  

 .تـدوين شـد   1380ويژگي هاو روش هاي آزمون نخستين بار در سـال    -ميكروبيولوزي عسل  استاندارد        

اين استاندارد براساس پيشنهادهاي رسيده و بررسي توسط موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايـران و تأييـد   

اجـلاس كميتـه   ودريكصدو چهل و هفتمـين   مربوط براي اولين  بار مورد تجديدنظر قرار گرفتكميسيون هاي 

ماده  1اينك اين استاندارد به استناد بند . تصويب شد   4/12/86ملي استاندارد بيولوژي و ميكروبيولوژي مورخ  

بـه عنـوان    1371اه قانون اصلاح و مقررات مؤسسه اسـتاندارد و تحقيقـات صـنعتي ايـران، مصـوب بهمـن م ـ       3

  .استاندارد ملي ايران منتشر مي شود 

مگامي و هماهنگي با تحولات و پيشـرفتهاي ملـي و جهـاني در زمينـه صـنايع ، علـوم و خـدمات        براي حفظ ه

تكميل اين يا استانداردهاي ملي ايران در مواقع لزوم تجديدنظر خواهد شد و هرگونه پيشنهادي كه براي اصلاح 

بنـابراين  . خواهد گرفت مربوط مورد توجه قرار , در كميسيون فني تجديدنظر هنگام در , ائه شود ار هااستاندارد

  .آنها استفاده كرد  همواره از آخرين تجديدنظر ايران بايدملي براي مراجعه به استانداردهاي 

معـه ، در حـد   اين استاندارد سعي شده است كه ضمن توجه به شـرايط موجـود و نيازهـاي جا    تدويندر تهيه و 

  . امكان بين اين استاندارد و استاندارد ملي كشورهاي صنعتي و پيشرفته هماهنگي ايجاد شود 

  .مي شود  1380سال :  7610اين استاندارد جايگزين استاندارد ملي ايران شمارة 

Ĥخذي كه براي تهيه اين استاندارد بكار رفته به شرح زير است منابع و م:  

  

 1378، چاپ اول ، انتشارات دستان، ميكروب شناسي كاربردي و مواد غذايي. دكتر ابوالفتح شجاعي آراني ،  -1

   204تا 201، صفحات

  

  2 -APHA. Technical committee on microbiological methods, for foods 

compendium of  methods for the microbiological Examination of foods third 

Edition. 1992 Pp207-210, 985- 991 
 

 3 - Published by Blacked Academic and Professional, an imprint of Thomson                                   

Science, 2-6 Boundary Row, London SE18HN, uk 

  International Commission on microbiological Specifications for food 1998 

     Pp189-194 
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  مقدمه 

 80تـا    70عسل ماده اي است كه از گل هاي مختلف يا از شيرة ساير اندام هاي گياهان تهيه مي شود و داراي 

درصد اسيد  2/0تا  1/0درصد تركيبات ازت ،  3/0درصد ساكاروز ،  5درصد آب ،  20تا  18درصد شكر اينورت ، 

عسل معمولاٌ به دليل تركيـب  . مي باشد  9/4تا  3/3بين    pHدرصد مواد كاني است وداراي   10/0هاي آلي ، 

شيميايي آن ، به خصوص مقدار زياد شكر و مقدار كم آب در مدت زمان طولاني قابل نگهداري مي باشد و فقط 

اين پديده را جوانه زدن عسل ناميده و . مخمر هاي اسموفيلك مي توانند آن را آلوده و در آن ايجاد كف نمايند 

آلودگي معمولاٌ از سطح عسل پـر شـده   . دار و هم در محصولات تصفيه شده مشاهده مي شود  هم در عسل موم

اين آلودگي بعد از گذشت مدتي مي تواند در قسمت . يا ساير ظروف شروع و سپس افزايش مي يابد/در شيشه و

  .هاي داخلي هم رشد نمايد 

د ، ولي تغييرات قابـل اثبـات از طريـق آنـاليز     طعم و بوي عسل كف آلود كاملاٌ با عسل معمولي متفاوت مي باش

  .شيميايي بسيارمشكل است 

تخمير كف مانند عسل يك تخمير الكلي و با جريان بسيار كند است كه عامل آن مخمر هـاي اسـموفيلك مـي    

در اين فرآيند، دكربوكسيلاسيون اسيد . كف حاصل به دليل تشكيل دي اكسيد كربن در اثر تخمير است . باشند

عمـده  . ميك نقش زيادي ندارد و الكل به دليل تصاعد در ظروف غير قابل نفوذ به مقدار كم يافت مـي شـود   فر

  .است  1ترين مولد تخمير كفي مخمر اسموفيلك ساكاروميسس روكسي

درصد است كه با قابليت جذب رطوبت در سطح، منطقة رقيق  20تا  18حداكثر آب در عسل بر حسب نوع بين 

همچنين در . مي شود كه مي تواند محيط مناسبي براي رشد مخمر هاي اسموفيلك فراهم كند  شده اي تشكيل

كه مي تواند باعث تغيير يك بخش از گلوكز از حالت . اثر جريان تنفسي سلول هاي مخمر آب تشكيل مي شود 

دات ذره بينـي  كريستالي شود در نتيجه فعاليت آبي  عسل افزايش يافته و در نتيجه محـيط بـراي رشـد موجـو    

  .مناسب تر مي گردد 

تـا   8انبار كردن سرد و خشك در حرارت بين : براي پيشگيري از تخمير كفي عسل مي توان از روشهايي مانند 

درجـه   82الـي   77درجه سلسيوس ، بسته بندي در خلا يا پاستوريزه كردن از طريق حرارت كوتاه مدت در 10

  . ستفاده نمود  سيلسيوس و سپس بلافاصله سرد كردن ، ا

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                
1 - Saccharomyces rouxii 
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  ويژگي هاو روش هاي آزمون  –عسل  ميكروبيولوژي

  

  هدف و دامنة كاربرد         1

هدف از تدوين اين استاندارد تعيين ويژگي هاي ميكروبيولوژي انواع عسل مي باشد كه براي انواع عسل داراي موم    

  .و بدون موم كاربرد دارد

  

  مراجع الزامي     2

زير حاوي مقرراتي است كه در متن اين استاندارد به آنها ارجاع داده شده است بدين ترتيب آن مدارك الزامي 

در مورد مراجع الزامي داراي تاريخ چاپ و تجديد نظر اصـلاحيه  . مقررات جزيي از اين استاندارد محسوب مي شود

ع ايـن اسـتاندارد امكـان كـاربرد     معهذا بهتر است كاربران ذينف ـ. ها و تجديد نظرهاي اين مدرك مورد نظر نيست 

در مورد مراجع بدون تاريخ چاپ .آخرين اصلاحيه ها و تجديد نظرهاي مدارك الزامي زير را مورد بررسي قرار دهند 

  .يا تجديد نظر آخرين چاپ و يا تجديد نظر آن مدرك الزامي ارجاع داده شده مورد نظر است /و 

  :ستاندارد الزامي است استفاده از مراجع زير براي كاربرد اين ا

تهيه سوسپانسـيون اوليـه و رقـت هـاي اعشـاري  بـراي        –، ميكروبيولوژي 356استاندارد ملي ايران شمارة     2-1

  آزمايشهاي  ميكرو بيولوژي

ــمارة           2-2 ــران ش ــي اي ــتاندارد مل ــوژي  2325اس ــهاي    -، ميكروبيول ــومي آزمايش ــهاي عم ــاربرد روش ــين ك   آي

  ميكروبيولوژي

  آيين كار در آزمايشگاه هاي  ميكروبيولوژي –، ميكروبيولوژي  2747ستاندارد ملي ايران شمارة  ا        3- 2

  راهنماي آماده سازي و توليد –، ميكروبيولوژي خوراك انسان و دام  8663-2استاندارد ملي ايران شمارة   2-4

                                                                                                                             راهنماي عملي براي آزمون محيط هاي كشت      –محيط هاي كشت   قسمت دوم  

  به شمارش پرگنه در) كپكها و مخمر ها ( وش جستجو و شمارش قارچها ، ر997استاندارد ملي ايران شمارة  2-5

  درجه سلسيوس 25 

  ، روش شمارش مخمر هاي اسموفيليك 3196استاندارد ملي ايران شمارة   2-6

        شمارش    روش جامع براي  –ميكرو بيولوژي مواد غذايي و خوراك دام ،   9432استاندارد ملي ايران شمارة   2-7   

        در شرايط بي هوازي          احياء كننده سولفيت باكتريهاي
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     اصطلاحات و  تعاريف      3  

  :در اين استاندارد ، اصطلاح و تعريف زير به كار مي رود 

  

  3 -1   

  عسل    

ن يا عسل مادة طبيعي شيريني است كه زنبور عسل آن را ، از شهد گلها يا شكوفه ها ، يا از تراوش بخش زنده گياها

ترشحاتي كه حشرات مكنده عامل ايجاد آن بر روي قسمت هاي زنده گياهان هستند ، توليد مي كند ، زنبـور عسـل   

آن ها را جمع آوري ، و پس از اضافه كردن آنزيمهاي مختلف و فرآوري و تبخيـر رطوبـت اضـافي و رسـاندن آن در     

  .كندو ذخيره مي سازند 

    

        ويژگي ها     4

  : مطابقت داشته باشد  1بيولوژي عسل بايد با جدول ويژگي هاي ميكرو

  ويژگي هاي ميكروبيولوژي انواع عسل -1جدول                                

  حداكثر مجاز  ويژگي ها  رديف

  منفي  شمارش اسپوركلستريديوم  احياء كننده سولفيت  1

  10  مخمر هاي اسموفيليك  2

  كپك  3
102

  

 

           

  نمونه برداري   5    

نمونه هايي كه به آزمايشگاه تحويل داده مي شود بايد نمايندة واقعي كل نمونه  بوده ودر طي حمل ، جابجايي و 

همچنين نمونه ها بايد در ظروف تميـز ، خشـك،   . نگهداري  صدمه نديده و يا تغييري در آن ايجاد نشده باشد 

شوند كه امكان رشد كپك وجـود نداشـته    سترون ودر شرايط ستروني جمع آوري شده و در شرايطي نگه داري

براي . باشد  نمونه ها ي جمع آوري شده بايد حتي الامكان در همان روز نمونه برداري ، مورد آزمون قرار گيرند 

   مراجعه كنيد 2325آگاهي بيشتر از شرايط كلي نمونه برداري و نگهداري نمونه به استاندارد ملي ايران شمارة 

  

   زمونروش اجراي آ    6

   وسايل لازم   6-1

ذكـر شـده اسـتفاده     2747از وسايل معمول در آزمايشگاه ميكروبيولوژي كه در استاندارد ملي ايران بـه شـمارة   

 . كنيد
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  مواد لازم  6-2

  محيط هاي كشت  و محلول هاي رقيق كننده 2-1 -6

  كليات   6-2-1-1

  بازار ، آماده سازي آن رامطابق با دستورالعمل از س در صورت استفاده از محيط هاي كشت قابل دستر  -الف  

  .سازنده انجام دهيد 

  .عمل كنيد  8663-2براي كنترل عملكرد محيط هاي كشت طبق استاندارد ملي ايران شمارة   

بـراي   .باشـد   كم مـورد نيـاز  مـي   )  aw( آبي  رقيق كننده هايي با فعاليتبراي فرآورده هايي مانند عسل   -ب

قند هاي شش كربنـه ماننـد   ) وزني / وزني ( درصد  50تا  40اليت آبي محلول رقيق كننده عموماًٌ از كاهش فع

  . يا قند اينورت بايد استفاده كرد / گلوكز و 

  

  1 محلول رقيق كننده فسفات بافري 6-2-1-2

     قدارم                                                                   مواد تشكيل دهنده 

  گرم 5/42                              (KH2po4 )فسفات دي هيدروژن پتاسيم 

  ميلي ليتر 1000                             آب مقطر

  

  روش تهيه 

  در دماي  2/7 ±2/0را به گونه اي تنظيم كنيد تا پس از سترون سازي برابر  pH .مواد فوق را در آب حل كنيد 

c ˚ 25 را در ظروف با حجم هاي مناسب تقسيم كرده در دماي سپس آنها. باشدc ˚121 دقيقه 15به مدت زمان  

  .در اتوكلاو سترون كنيد 

  

  محيط كشت سولفيت آهن آگار دار  6-2-1-3

  

           مقدار                                                                                                                                                                             مواد تشكيل دهنده    

  هضم شده آنزيمي كازئين
2

  گرم 0/15             

  گرم  5/ 0             3  آنزيمي سويا هضم شده

  گرم  5/ 0                 4عصاره مخمر

  گرم  1/ 0               5دي سديم دي سولفيت

  گرم   0/1           6)ظرفيتي  3(سيترات آمونيوم آهن 

  گرم   7 18تا  9                  آگار

                                                                                                                    ميلي ليتر  1000               آب مقطر

                                                
1- Phosphate- buffered  

2 - Enzymatic digest of casein 

3 - Pancreatic digest  of  Soya 

4 - Yeast extract   

5  - Disodium disulfide (Na2S2O5) 

6  - Iron(111) ammonium citrate 
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  :       روش تهيه        

ميلي ليتـري   500ميلي ليتري در ارلن هاي  250فوق را با حرارت دادن در آب حل كرده و در حجم هاي  مواد

ميلي ليتري در لولـه هـاي    25تا 20يا چنانچه شمارش در لوله هاي آزمايش انجام مي گيرد ، در حجم هاي / و

نهـايي پـس از    pH. دقيقه سـترون كنيـد    15دت به م c ˚ 121آزمايش توزيع و آن ها را در اتوكلاو با دماي  

  .باشد c ˚ 25در دماي  6/7 ± 2/0سترون سازي بايد برابر 

 10در صورتي كه بلافاصله بعد از تهيه از محيط كشت استفاده نشود ، لازم است هنگام استفاده ، آن را به مدت  

  . دقيقه در بخار آب جوش قرار دهيد تا هواگيري شود  15تا 

      

  آماده سازي آزمايه ، آزمونه و تهيه رقت ها   3- 6

  . انجام شود 356آماده سازي نمونه و تهية رقت هاي لازم بايد مطابق استاندارد ملي ايران به شمارة 

با توجه به اين كه جستجوي اسپور كلستريديوم احياء كننده سولفيت مد نظر مي باشد لازم است بعد از انجام 

ويژگي هاي شمارش كپك و مخمر هاي اسموفيليك، براي شمارش اسپور كلستريديوم آزمون هاي مربوط به 

  . دقيقه حرارت دهيد 15به مدت  c ˚5 ± c ˚75احياء كننده سولفيت سوسپانسيون اوليه را در دماي

  

  آزمون نمونه    6-4

  آزمون مخمرهاي اسموفيليك   4-1- 6

  .  ، انجام شود 3196د ملي ايران شماره شمارش مخمرهاي اسموفيليك بايد مطابق با استاندار

  

  آزمون كپك  4-2- 6

  . ، انجام پذيرد 997شمارش كپك بايد مطابق با استاندارد ملي ايران شماره 

  

  جستجوي اسپور كلستريديوم احياء كننده سولفيت  6-4-3

ايه و يـا يـك ميلـي    با استفاده از يك پي پت سترون يك ميلي ليتر از آزم 3-6پس از شوك حرارتي طبق بند  

 15به هر يك از دو پليت حدود . ليتر از سوسپانسيون اوليه را بطور جداگانه به هر يك از دو پليت منتقل كنيد 

افـزوده و   c˚ 47تـا   c ˚ 44با دمـاي  )  3-1-2-6مطابف بند ( ميلي ليتر از محيط كشت سولفيت آهن آگاردار 

بعـد از جامـد   . دقيقه بيشتر باشد  15افزودن محيط كشت نبايد از  زمان لازم بين تلقيح و. كاملاٌ مخلوط كنيد 

پليت ها را . ميلي ليتر از همان محيط كشت را به عنوان لايه رويي داخل پليت ها بريزيد  10تا  5شدن محيط ، 

  .ساعت گرمخانه گذاري كنيد  48تا  24به مدت  c ˚ 37داخل جار بي هوازي قرار دهيد و در دماي
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حاوي كلني هاي سياه كه احتمالاٌ داراي هالة سياه در محيط كشت هستند از نظر وجود كلستريديوم پليت هاي 

كلني مشخص از هر كدام از پليت ها انتخـاب و   5احياء كننده سولفيت مثبت مي باشند و براي تائيد بايد تعداد 

  . را انجام دهيد ) ل اسپور براي مثال آزمون تنفسي ، آزمون تشكي( آزمون هاي تاييدي جنس كلستريديوم 

    

 

  بيـان نتايج      7

         9432 استاندارد ملي ايران به شمارة 9براي شناسايي اسپور كلستريديوم احياء كننده سولفيت مطابق بند   7-1

  .            عمل كنيد 

 3196يران به شمارة استاندارد ملي ا 10براي شمارش و محاسبه تعداد مخمرهاي اسموفيليك مطابق بند  7-2

  .عمل كنيد

  .عمل كنيد  997براي شمارش و محاسبه تعداد كپك ها  مطابق استاندارد ملي ايران به شمارة   7-3

  

  گزارش آزمون     8

  :گزارش آزمون بايد داراي آگاهي هاي زير باشد     

  مشخصات كامل نمونه مانند نوع ومقدار نمونه  8-1

  رداريتاريخ و محل نمونه ب   8-2

  تاريخ ارسال نمونه به آزمايشگاه  8-3

  تاريخ انجام آزمون  8-4

  1387سال  7610روش آزمون مطابق با استاندارد ملي ايران   8-5

  اين استاندارد 7بيان نتايج آزمون طبق بند   8-6

  ساير اطلاعات مربوط به روش آزمون  8-7

  نام ، نام خانوادگي و امضاي آزمايش كننده    8-8
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  5:  صفحه  

 
 


