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L&i néi dau
TCVN 6168 : 2002 thay thé cho TCVN 6168 : 1996.

TCVN 6168 : 2002 do Ti€u ban k¥ thuat tiéu chudn TCVN/TC134/SC3 Phan bdn vi sinh vat bién
soan, Téng cuc Tiéu chudn Do lwvong Chét lwgng dé nghi, B6 Khoa hoc va Céng nghé ban hanh.

Tiéu chuén nay dwoc chuyén déi nam 2008 tlr Tiéu chuén Viét Nam cung s6 hiéu thanh Tiéu
chuédn Québc gia theo quy dinh tai khoan 1 Biéu 69 clia Luat Tiéu chuin va Quy chuén k¥ thuat va
diém a khoan 1 Biéu 6 Nghi dinh s6 127/2007/ND-CP ngay 1/8/2007 ctia Chinh phti quy dinh chi
tiét thi hanh mot s6 diéu clia Luat Tiéu chuén va Quy chuén k¥ thuat.

CHE PHAM VI SINH VAT PHAN GIAI XENLULO
Microbial preparation for cellulose degradation
1 Pham vi 4p dung

Tiéu chuén nay ap dung cho céc loai ché phdm chira vi sinh vét séng, c6 kha nang phan giai
xenlulo hi€u khi hoac ki khi.

2 Thuat ngip, dinh nghia

2.1 Ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo (microbial preparation for cellulose degradation): la
san pham chira mot hay nhiéu chiing vi sinh vat séng; da dwoc tuyén chon véi mat do dat tiéu
chuan hién hanh; cé kha nang phan giai xenlulo hiéu khi hoac ki khi thanh cac chat bén vao dat,
tao diéu kién nang cao nang suét cay trong va/hoac chat lvgng néng san, tang d6 mau mé cla
dat, dong thoi khéng gay anh hwdng xau dén ngudi, dong vat, thue vat, moi trueéng sinh thai va
chét lwgng néng san.
2.2 Vi sinh vat tuyén chon (selected micro-organisms): la cac vi sinh vat phan giai xenlulo hiéu
khi hay ki khi, d& dwoc nghién clru, danh gia hoat tinh sinh hoc; an toan déi véi dat va cay trong;
dung dé san xuat ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo.
2.3 Vi sinh vat tap (contaminated micro-organisms): la vi sinh vat cé trong ché pham vi sinh vat
phan giai xenlulo nhung khéng thudc loai vi sinh vat da dwoc tuyén chon.
3 Yéu cau chung
Ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo phai an toan doi véi dat, cay trbng, con nguoi, dong vat
va mdi truong.
4 Yéu cau ky thuat
Mat d6 vi sinh vat dam bao theo Bang 1.

Bang 1 - Mat dd vi sinh vat trong ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo

DBon vi tinh bdng CFU*/gam hay mililit mau

Tén chi tidu Chat mang thanh Chat mang‘khong Dang léng
trung thanh tring
L. Vi sinh vat tuyén 1,0 x 10° 1,0 x 10° 1,0 x 10°
chon, khéng nhd hon
2,. Vi sinh vat tap, khéng 1.0 x 10° i 1.0 x 10°
I&n hon




FCFU (colony forming unit): don vi hinh thanh khuén lac

5 Lay mau
5.1 Yéu cau chung

Viéc ldy mau duoc ti€n hanh sao cho mau kiém tra phai la mau dai dién cho ca 16 hang. Nguoi
ldy mau phai dwoc dao tao va c6 kinh nghiém trong viéc lay mau;

Trong qua trinh 18y mau, van chuyén va x{ ly mau, phai bao dam tranh su tap nhiém tir bén
ngoai va phai bado dam gitr mau duoc nguyén trang nhu ban dau cho t&i khi dem phan tich trong
phong thi nghiém;

Khong duoc b6 sung thém bét cir mot tac nhan bao quan, diét khuén hodc diét ndm nao vao
mau kiém tra;

MAu phai duoc |dy tir cac don vi bao géi nguyén;

Phai tién hanh lay mau & nhitng noi khdng c6 hoi nwéc nong, héa chét doc hai, anh néng gay
gat hoac bui va sau d6 mau duoc dwa ngay vao cac dung cu chira;

Céc dung cu ldy mau va chira mau phai sach va vé tring.
5.2 Chu&n bi dung cu ldy mau va chira mau
Dung cu ldy mau phai 1a loai dwoc lam tir thép khéng gi hodc bang thiy tinh;

Céc dung cu lay va chita mau phai sach va tiét tring bang cach siy trong ti sdy & nhiét do 170
°C + 180 °C trong thoi gian khong it hon 1 gior hodc trong ndi hdp ap Iwc 1 atmotphe (nhiét do
121 °C) trong thoi gian khong it hon 15 phit va dwoc bao quan trong cac diéu kién thich hop;
dam bao vo trung.

5.3 S8 lvgng mau

Mau dwoc 18y theo 16 hang bao gdbm céac don vi bao goi ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo
dwoc san xuat cung mot dot véi cing mét ngudn nguyén liéu;

S8 luvong don vi bao goi can |ay dé kiém tra déi véi mdi 16 hang phu thudc vao do 1én cia 16
hang dé va phu hop v&i quy dinh trong Bang 2;

Bang 2 - S6 lwong don vi bao géi can lay dé kiém tra

P4 1&n clia 16 hang (don vi bao géi) S6 lwong mau (don vi bao gé6i)
Dén 100 7
T 101 dén 1000 11
Tir 1001 dén 10000 15
Lén hon 10000 19

Céac don vi bao goi phai duoc |dy theo phuwong phap ngau nhién; doc lap voi dy kién clia nguoi
|y mau du san pham chtra trong do la t6t hay xau;

Céac mau ban dau (200 gam) phai dugc Iay tir cac don vi bao géi co khdi lvgng Ion hon 1 kg
ho#c thé tich 1 lit d& dwoc chon mdt cach ngau nhién trong 16. M6i mau ban dau phai dugc Iy tir
5 vi tri khac nhau va phan b6 déu sao cho dai dién cho toan don vi bao g6i. Néu khdi lwvong don
vi bao go6i nhé hon 1 kg hoac 1 lit thi mau ban dau duoc lay 1a don vi bao géi nguyén;

GOp tat ca cac mau ban dau trong don vi bao géi dé thu dwoc mau chung, sau dé gop tat ca cac
mau chung dé dé thu duwgc mau chung cda 16 hang;

Tién hanh trén va rat gon mau dé cé mau trung binh thi nghiém dap tng phép thir quy dinh &
didu 6. Chia mau trung binh lam hai phan bang nhau rdi bao géi phu hop véi yéu cau clia san
pham, mot phan dung dé kiém tra va mét phan dé lwu. Phan dé luvu dwgc bao quan trong diéu
kién quy dinh ma méi loai san phdm yéu cau dé dung khi can phan tich trong tai. Trén mdi phan
phai c6 nhan ghi ro:




- tén mau va déi twong sir dung;

- tén co s@ san xuat, tén khoa hoc cla cac loai vi sinh vat sir dung;
- thoi gian san xuat;

- thoi gian va dia diém |4y mau;

- tén ngudi 1dy mau va co quan ldy mau.

6 Phwong phap xac dinh mat doé vi sinh vat phan giai xenlulo
6.1 Nguyén tac:

dwa trén phuwong phap nudi cdy méi triedng thach dia;

tinh s6 lwong vi sinh vat trén mililit hodc trén gam mau tir s6 khuén lac phat trién trong cac dia
duwoc chon (xem 6.4.d).

6.2 Thiét bi, dung cu:

cac thiét bi, dung cu théng thwong trong phong thi nghiém vi sinh vat;

dung cu nubi cay ki khi (tuy thudc vao tirng phwong phap cu thé):

+ loai b oxy bang phuwong phap vat ly: ti nudi ki khi hodc binh hat &m cé voi hat chan khong;

+ loai bé oxy bang phuwong phap hoa hoc: binh nudi ki khi Gas Pak hay dung dich xanh metylen -
NaOH - glucoza.

6.3 Chuan bj thtr
a) Chuén bi dung cu

Céc dung cu ldy mau va dung cu dung dé xac dinh vi sinh vat phai tiét tring bang mét trong cac
phuwong phap duéi day:

trong t0 sdy & nhiét do tr 170 °C dén 180 °C, khéng it hon 1 gio;
trong ndi hap ap lwc 1 atmophe (121 °C), khong it hon 15 phut.
b) Chuén bi méi trwong

M®éi trieong dung dé kiém tra ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo phu thudc vao chiing loai vi
sinh vat ma nha san xuat str dung. Néu khong co6 yéu cau ctia nha san xuat, khi kiém tra str dung
madi trvdng theo Phu luc A;

Moi tredng duwoc pha ché theo thiy tw cac hda chat trong thanh phan da cho. Sau dé phan phdi
vao cac dung cu thy tinh da chuén bi trwedc réi khir truing & nhirng diéu kién duwgc xac dinh trong
cac tiéu chuan phwong phap thir. D& ngudi méi treong dén 45 °C + 50 °C rdi phan phdi vao cac
dia Petri v0 tring. Thao tac nay dwoc thuwe hién trong diéu kién vé tring. Kiém tra do sach cla
moi trvéng sau 2 ngay & nhiét do tlr 28 °C dén 30 °C. Chi st dung cac dia Petri chra cac moi
triedrng nudi cay vi sinh vat ma trong dé khéng phat hién thay tap nhiém.

c) Dich pha loang
Dung dich pha lodng la nwéc mudi sinh ly (NaCl 0,85 %), sau khi khir triing cé do pH la 7,0;

Phan phéi dich pha loéng vao cac 6ng nghiém, binh tam giac c6 dung tich thich hop véi mot
Iwvong sao cho sau khi khit tring, méi 6ng nghiém chira 9 ml, méi binh tam giac chira 90 ml. Lam
nat béng va khir trung & 1 atmophe (121 °C), khéng it hon 15 phut;

Ch thich - Bé tranh lam anh hwdng dén cac vi sinh vat do thay déi nhiét do dot ngdt, nén dé cho
nhiét do clia dich pha lodng dat dén nhiét do phong th(r nghiém trwée khi stv dung.

d) Thudc thtr lugbn

Can 2 g kali iotdua, hoa tan trong 300 ml nwéc. Sau do bé sung 1 g iot, IAc/hodc dun néng dén
hoa tan hét thanh dung dich dong déu;

Néu chwa st dung ngay, thuéc thr lugdn can dwoc bao quan trong binh t6i & nhiét d phong,
thoi gian bao quan khong qua 1 thang ké tir ngay chuén bi.



6.4 Cach tién hanh
a) Pha lodng mau

Da&i vai mau dang léng: dung pipet vo trang &y ra 10 ml mau dua vao 90 ml dich pha lodng da
chuén bi sén (xem 6.3.c), tranh cham pipet vao dich pha lodng. Tron k§ bang thiét bi trén co hoc
trong 5 phat dén 10 phat sao cho vi sinh vat trong dung dich phan b6 déng déu. Dung dich tao ra
dwoc goi la dung dich huyén phu ban dau (a);

Da&i véi mau dang dic: Can 10 g mau (co thé dugc nghién nho trede) chinh xac dén 0,01 g va
cho vao binh chtra 90 ml dich pha lodng da chuén bi san (xem 6.3.c). Tron k§ bang thiét bi tron
co hoc tlr 5 phit dén 10 phut sao cho vi sinh vat trong dung dich phan bé déng déu. BEé cho céac
phan t&r n&ng l&ng xudng trong thdi gian khéng qué 15 phit, gan duwoc dung dich huyén phi ban
dau (b);

Dung mot pipet da vo trung lay 1 ml dich huy&n pht ban dau (a hoac b) cho vao 6ng nghiém
chtra 9 ml dich pha lodng da chuén bi sn (xem 6.3.c), tranh cham pipet vao dich pha lodng. Tron
k§ bang cach ding mot pipet vo tring khac hat 1én xuéng 10 1an hay bang thiét bi trdn co hoc tir
5 giay dén 10 giay (nhip quay clia thiét bi nay dugc chon sao cho mau trén nhw cudn xody dang
Ién cach mép 6ng chira tir 2 cm dén 3 cm) dé c6 dich pha lodng mau c6 ndng dd pha lodng la 10-
2, Qué trinh nay dwoc |&p lai lién tuc dé co dich mau cé ndng dé pha lodng theo quy dinh sau:

+ D6i v&i ché pham vi sinh vat trén nén chat mang thanh trung, sir dung néng dé pha lodng 107,
10°%, 107;

+ D0oi v&i ché pham vi sinh vat trén nén chat mang khong thanh tring, st dung néng dé pha
lodng 103, 10, 10°.

b) Cay mau

Dung pipet vo tring riéng cho tirng dd pha lodng, 18y ra mdt lwong mau 1a 1 ml tir cac dich mau
c0 cac ndng do pha loéng & trén, cdy vao 1 dia Petri chira m6i trwong da chuan bi san (xem
6.3.b). Mai do pha lodng dwoc cay lap lai 2 dia Petri;

St dung que gat vo trung dan déu dich mau trén bé mat thach (khéng dé dich mau dinh vao
thanh dia Petri), doi bé mat thach kho, Up nguoc dia Petri, nudi cay trong diéu kién hi€u khi hoac
ki khi, nhiét do va thoi gian tly thudc yéu cau clia tirng loai vi sinh vat.

Cac phuwong phap tao diéu kién ki khi:

Loai bé oxy bang phwong phap vat ly: Bat cac dia vao ti nudi ki khi hodc binh hit &m c6 voi hat
chan khong, han kin bang vazolin, khéng khi trong binh dwoc hit ra va thay bang hén hop khi
CO,, N, H,. D€ loai bo oxy mot cach triét dé, trwdc dé nén dat vao trong binh dwng mot trong
cac chat hap thu oxy nhu dithionit, clorua dong, iot v.v... C6 thé lam giam tac dung cla oxy bang
cach thém vao mdi trirong dinh dwdng cac chat khir oxy nhuw axit thioglycolic (0,3 ml/l) va cystein
(0,75 gll);

Loai bd oxy trong khéng khi bang phwong phap hoa hoc theo 2 cach:
+ Pat cac dia vao binh nubi ki khi Gas Pak;

+ S dung dung dich xanh metylen - NaOH - glucoza: 6 ml NaOH 10 N pha trong 100 ml nuéc
cat, 3,0 ml xanh metylen 5 % pha trong 100 nwéc cat, 6 g glucoza trong 100 ml nwéc cat cd bd
sung mot lwgng nho thymol két tinh. Tron déu ba dung dich trén véi mot lwgng bang nhau. Cho
vao 6ng nghiém va dun cach thiy dén mat mau. Bat 6ng chi thi nay vao thiét bi nudi cay, ngay
lap tirc tao ra tinh trang yém khi trong thiét bi. Néu thiét bi duwgc khir oxy hoan toan thi mau xanh
clia dung dich chi thi sé khong tai hién ntra. Néu thiét bi khéng dwoc loai bdé oxy mét cach hoan
toan thi mau xanh xuat hién tré lai.

Nuéi cdy trong mdi tredng lam ngap kép: Dich pha lodng mau hoac dich da l1am giau té bao dwoc
trén v@i thach dinh dwdng vo khuan trudec khi dong (ngudi dén 45 °C + 50 °C) va dé vao dia Petri.
Sau khi thach déng d6 thém moét I6p thach-nuwéc vo tring (ngudi dén 45 °C + 50 °C). U céac dia
thach & nhiét do thich hop.

c¢) Phat hién vong phan gidi



Sau khi khuan lac vi sinh vat da phat trién trén dia Petri chtra méi trwong ki€m tra, dé dia Petri
vao td lanh trong 12 gi¢r. Sau d6 cho vao td &m 40 °C trong 6 gi¢. L4y ra, cho vao mdi dia Petri 5
ml thuéc thir lugdn (xem 6.3.d), dan déu kh&p mat thach; dé trong 15 phut rdi gan bé hét thudc
thr lugdn. BEm s6 khuan lac trong dia Petri tao vong phan giai xenlulo (vong trong su6t) bao
guanh khuén lac.

d) Tinh két qua

Vi sinh vat phan giai xenlulo dwgc tinh la s6 khuén lac tao vong phan giai xenlulo trén dia Petri
chira méi tried'ng nudi cly da chon.

Vi sinh vat tap la tat ca cac khuan lac khong tao vong phan giai xenluld trén dia Petri chira moi
trirong nubi cay.

Mat dd vi sinh vat trong mot don vi kiém tra dwoc tinh bang gam hay mililit, theo céng thirc:

Ne—C
" dn, 0iny)
trong do:
N la s6 vi sinh vat trong mét don vi kiém tra (dwoc tinh bang CFU trén gam hay mililit);

C  latdng s6 khuan lac dém duwoc trén tat ca cac dia Petri dwoc gilr lai;

Ny la s6 dia dwoc gilr lai & d6 pha lodng th& nhét;

N2 la s6 dia duwoc gilr lai 6 do pha lodng thir hai;

d la hé sb pha lodng twong &ng véi dd pha lodng th& nhat.
Cha thich:

1) Gilr lai cac dia cé chiva khong qua 300 khuan lac & hai dé pha loang ké ti€p nhau va diéu can
thiét la mot trong cac dia nay ¢ chira it nhat 15 khuan lac;

2) Lam tron két qua dén hai ch* s6 c6 nghia;

3) Bi€u thi mat dé vi sinh vat trén mét don vi kiém tra bang cach 14y mét trong cac gia tri tir 1,00
dén 9,99 nhan v6i 10%, trong dé x la s6 mii cda 10.

6.5 BAo cao két qua

Trong béo céo két qua phai mo ta lai tinh trang mau trude khi ki€ém tra (tit ca cac chi tiét can va

da dé xac dinh mau), phuong phap kiém tra va két qua dat dwoc. Bao céo ciing phai néu tit ca

cac diéu kién thao tac khong quy dinh trong tiéu chuan nay hodc dwoc coi la thy y lwa chon ciing
nhw bat ky tinh huéng nao co6 thé anh hwdng dén két qua.

7 Bao g6i, ghi nhin, bao quan, van chuyén
7.1 Bao géi, ghi nhan

Ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo phai dwoc bao géi bang cac chat liéu khdng gay doc hai
ddi v&i vi sinh vat, nguoi, dong vat, thuc vat va moi trieong sinh thai; dong thdi dam bao chét
lvong ctia ché pham trudc cac anh hwdng bat Igi bén ngoai. Nhan hiéu trén bao bi ché pham vi
sinh véat phan giai xenlulo phai cé day di cac thong tin ddm bao cac ndi dung sau, dong thoi theo
quy dinh phéap ly hién hanh vé ghi nhdn hang héa:

tén san pham;

tén khoa hoc va mat do clia cac loai vi sinh vat st dung;
tén co s& san xuat;

thanh phan;

cbng dung;

hwdng dan st dung;



ngay san xuéat va thoi han st dung;
guy cach bao quan va van chuyén;
khéi lvgng tinh.

7.2 Bdo quan

7.2.1 Ché phﬁm vi sinh vat phan giai xenlulo phai dugc bao quan & noi khd, sach, ram, mat,
tranh anh nang truec ti€p tlr mat troi.

7.2.2 Thoi han str dung khong it hon 6 thang ké tir ngay san xuat.
7.3 Van chuyén

Ché pham vi sinh vat phan giai xenlulo phai dwoc chuyén ché béng cac phuong tién phu hop dé
dam bao chét lvgng clia ché pham trwdc cac anh hudng bat loi tlr bén ngoai.

Phu luc A
(quy dinh)
MOoi trwo'ng nudi cay vi sinh vat phan giai xenlulo
A.1 Mdi trwong nudi cdy dé kiém tra nam phan giai xenlulo

(mé6i trworng Asparagine)

(NH,).S0, 05g
L-Asparagine 0,59
K:HPO, 109
KCl 059
MgS0O..7H.0 0,29
CacCl, 01lg
Cao ndm men 05¢g
Xenlulo tw nhién (b6t xenlulo, bot gidy v.v...) 10,0g
Thach bot 1509
Nuéc cét vira du 1000 ml
pH: 6,2
A.2 M6i trwrdrng nudi ciy dé kiém tra vi khuan phan giai xenlulo (M6i trwo'ng Hans)
K:HPO, 05g
KH.PO, 05g
(NH.)2S0. 109
MgSO0..7H,0 01lg
CaCl, 01g
NacCl 6,09
Cao ndm men 0,1g
Xenlulo tw nhién (b6t xenlulo, bot gidy v.v...) 10,0g
Thach bot 1509
Nuéc cét vira du 1000 ml

pH: 7,0



A.3 MGi trwo'ng nuoi cdy dé kiém tra xa khuan phan giai xenlulo
A.3.1 M6i triwo'ng Ken Knight

K.HPO, 10g
NaNOs; 0lg
KCl 01lg
MgS0..7H,0 01lg
Xenlulo tw nhién (b6t xenlulo, bot gidy v.v...) 10,0¢g
Thach bot 15,09
Nwéc cat vira du 1000 ml
pH:7,0-7,2
A.3.2 MoGi trvd'rng Gauze
KH.PO, 059
KNO; 109
NacCl 0,59
MgS0..7H,0 059
FeSO, 0,01g
Xenlulo tw nhién (b6t xenlulo, bot gidy v.v...) 10,0 g
Thach b6t 15,09
Nwéc céat vira da 1000 ml
pH: 7,0

A.4 M6i trworng ki€m tra vi sinh vat phan giai xenlulo ki khi

A.4.1 MOi tredng Imsenietxki A

NaNH;HPO, 159
KH.PO, 0,59
NacCl 01g
K:HPO, 059
MgS0..7H,0 049
Pepton 5009
CaCoO; 2049
Dung dich MnS04.5H,0 1 % 1 giot
Dung dich FeS04.7H,0 1 % 1 giot
Xenlulo twr nhién (b6t xenlulo, b6t gidy v.v...) 10,0 g
Thach bot 15,09
Nwéc may vira di 1000 ml
pH: 7,0-7,4

A.4.2 M6i trw'ng imsenietxki B
Cao thit - pepton 5049
CaCOs 2049



