TIEU CHUAN VIET NAM

TCVN 6969:2001

PHUONG PHAP THU PO PHAN HUY SINH HOC CUA CHAT TAY RUA TONG HOP
Testing method for biodegradability of synthetic detergent

1. Pham vi 4p dung

Tiéu chuan nay qui dinh phwong phap thir dd phan huy sinh hoc clia chat hoat dong bé mét
anion va khong ion trong chat tay rtra téng hop

Chat hoat ddng bé mét anion gdm: ankylbenzen sunfonat mach th&ng (LAS), ankylbenzen
sunfonat mach nhanh (BAS), ankylsunfat, ankylethoxysunfat , ankyl sunfonat, (ankan sunfonat,
parafin sunfonat), anken sunfonat ( alpha-olefin sunfonat).

Chét hoat dong bé mat khong ion gdm: ete polyoxyetylen ankylphenol, ete polyoxyetylen ankyl,
este glycol polyoxyetylen béo, este clia axit béo polyoxyetylen sorbitan, ester clia axit béo
polyoxyetylen glyxerin va amid clia axit béo alkanol.

2.Tiéu chuan trich dan

TCVN 4851 - 89 (ISO 3696-1987) Nwéc dung dé phan tich trong phong thi nghiém. Yéu cau ky
thuét va phuong phép thi.

TCVN 5491 - 91 (ISO 8212-1986) Chét hoat dong bé mat va chét tdy rira. LAy mau trong san
Xuat.

TCVN 5454 : 1999 (ISO 607-1980) Chat hoat dong bé mat va chat tdy rira O Phwong phap phan
chia mau.

3. Phwong phap thor

3.1 Quy dinh chung

Hoa chat duing dé phan tich la loai TKPT hoac TKHH
Nwéc cat str dung theo TCVN 4851 - 89 (ISO 3696-1987).
Can phan tich cé dé chinh xac t6i thi€éu 0,001 g .

3.2 Lay mau va chuén bi mau

L&y mau va chudn bi mau theo TCVN 5454 - 1999 va TCVN 5491 - 1991 véi lwong mau trung
binh t6i thi€u la 500 g.

MA&u thi nghiém dwoc cho vao binh sach, khé, ¢ nat kin, ngoai binh ¢é nhan ghi :
—tén chat tay rira;

— tén noi san xuat;

— ngay san xuat;

— ngay va noi l1dy mau;

—ky hiéu tiéu chuan.

3.3 Nguyén tac phwong phap thir

Chét hoat dong bé mat trong diéu kién méi treong nhat dinh dwoc phan huy sau mét khoang thoi
gian nho cay cac vi sinh vat tir ngudn bun hoat hoa trong tw nhién.

Ham lugng chat hoat déng bé mat anion triwdc va sau khi phan huy duoc xac dinh bang phwong
phap do dd hap thu cuc dai phirc cta n6 voi methylen xanh sau khi chiét bang clorofoc & budc
song [0 = 650 nm bang cuvet thuy tinh.



Ham lvgng chat hoat dong bé mat khong ion trwéc va sau khi phan huy duoc xac dinh béng\
phuong phap do dé hdp thu cuc dai phirc clia n6 voi coban amonithiocyanat sau khi chiét bang
benzen & buéc séng O = 322 nm bang cuvet thach anh.

Ham lrgng chat bé mat khéng ion nhuw amid cla axit rirou béo dwoc xac dinh bang phuong
phéap do thé tich khi.

3.4 Hoa chat va thubc thur:
— amoni clorua;

— dikali hidrophotphat;

— magie sunfat;

— kali clorua;

— st (I1) sunfat;

— cao men;

— natri dodecylbenzen sunfonat mach thang, kha nang phan huy sinh hoc 99%, khéi long phan
tlr 348,5, do sach > 95 %;

— chat chuén cho chéat hoat dong bé mat khéng ion: Polyoxyethylen-n-dodecyl ether, kha néng
phan huy sinh hoc 99 %, khéi lwgng phan tlr 494,6, do sach > 98 %;

— chat chuén cho chéat hoat dong bé mat anion: Natri lauryl sunfat, khéi lwgng phan ti trung binh
288,6 [1 2, dd sach > 98 %;

— bun hoat hoé: giéng vi sinh vat dé thir nghiém lay tir nguon tw nhién nhw nwdc séng ho hoac tr
nwéc cong rdnh dan dung. Bun hoat hoa c6é ham lwgng ran lo Iteng 10 - 20 g/l va chi dwoc dung
trong vong nam gi® sau khi lay (s lwgng con vi khuan phai dat 106 - 107).

3.5 Thiét bi va dung cu

— may lac ngang c6 bién do 5 - 10 cm, tAn s6 lac 100 - 130 lan trong moét phat hodc may I1&c tron
230 - 200 vong/phdat;

— binh nuéi cdy dé Iac dung tich 1000 ml ¢ nat day bang bong da dwoc khir tring triede trong
vong 1 -2 gio & 170 OC.

3.6 Giai doan chuén bij

3.6.1 Mbi trvong co ban

Thanh phan méi trwdng co ban nhu sau:
NH4CI 3,0 g

K2HPO4 1,0 g

MgS0O4. 7TH20 0,25 g

KCl0,25¢g

FeS0O4.7H20 0,002 g

caomen 0,30 g

nuéece 1 lit

Cach pha mbi trwd'ng co ban str dung ngay: Hoa tan lan lwgt NH4CI, K2HPO4 , KCl,
FeS04.7H20, trong khodng 800 ml nwédc va diéu chinh dénpH =7,2 0,2 bang dung dich HCI
hay NaOH lodng.Cao men va MgS0O4 duwgc hoa tan trong 200 ml nwéce, sau dé dé vao dung dich
trén va khudy. Cao men chi dugc thém vao & dang kho ngay truée khi dung. Biéu quan trong la
phai s&r dung m6i trrong co’ ban ngay sau khi chuén bi dé tranh nhiém khuén.



Cach pha mbi trwd'ng co ban str dung sau 8 gi¢: Hoa tan lan lvgt NHACI, K2HPO4 , KCl,
FeS04.7H20, MgS04 trong khoang 800 ml nuéc va diéu chinh dén pH=7,2 0,2 bang dung
dich HCI hay NaOH llodng. Khr triing dung dich & nhiét dé 122-1250C, ap xuat 110-130 KPa
khoang 20 phut va dé ngudi . Cao men dwoc hoa tan trong 200 ml nwée cling da duoc khir triing
va dé ngudi, sau do6 do vao dung dich trén va khuay.

3.6.2 Giai doan cay truyén

3.6.2.1 Chuan bj ba binh cay truyén, dung tich 1000 ml, cé cac thanh phan nhw sau:

Binh mau trdng  [Binh mAu d6i chirng  [Binh mau thiy

M@i trwong co ban, mi 500 500 500
Chét hoat dong bé mat, dung dich

tiéu chuan, mgl/l 0 30 0
Chét hoat dong bé mat, dung dich

mau thtr lay tir muc 3.7, mg/l 0 0 30
Bun hoat hoa, ml 5 5 5

biéu chinh dén dén pH = 6 - 8 trong cac binh, dat ca ba binh da dwoc nit bang bong Ién mot
may lac c6 kha nang théng khi va khudy tron tao diéu kién méi tredng tot cho nudi cdy chuyén.

Duy tri nhiét d6 & 25  30C. Thoi gian cdy chuyén trong 72 gio.

3.6.2.2 Sau 72 gio lac trén, 1&p lai nhw qua trinh 3.6.2.1 trong ba binh dung tich 1000 ml khac, c6
cac thanh phan nhv sau:

Binh mau tring  [Binh m&u d6i chirng  [Binh mau thir

M@i trwong co ban, mi 500 500 500
Chét hoat dong bé mat, dung dich

tiéu chudn, mg/l 0 30 0
Chét hoat déng bé mat, dung dich

mau thtr lay tir muc 3.7, mg/l 0 0 30
Dung dich lay ttr muc 3.6.2.1, ml 5 5 5

Diéu chinh dén pH = 6 - 8 trong cac binh, d&t ca ba binh da dwoc nat bang bong 1én mot may lac
c6 kha nang thong khi va khudy tron tao diéu kién moi trwdng tét cho nudi cay chuyén. Duy tri
nhiét do & 25 3 0C. Thoi gian cdy chuyén trong 72 gi¢. Dung dich 3.6.2.2 nay dung dé phan
huy mau thtr.

3.7 Tach chéat hoat dong bé mat tlr sdn pham chét tay rira téng hop

Can khoang 50 g mau (chinh xac dén 0,1 g) vao cdc thuy tinh dung tich 500 ml, thém vao do6 40
ml etanol. C6 mau trén bé&p cach thuy dén kho sau hoa tan mau bang 300 ml etanol, day cdc
b&ng mat kinh ddng hd, dun nong trén bép cach thuy va khudy cho mau phan tan hoan toan. Loc
mau qua gidy loc vao cdc dung tich 250 ml da dwoc sy khé va can trede dén khéi lwong khdng
déi mO (chinh xac dén 0,1 g). C6 nhe coc trén bép cach thuy dén con khoang 50 ml.

Tiép tuc qué trinh hoa tan trén hai Ian nira, méi lan v&i 200 ml etanol. Thu gdp tat ca dung dich
loc vao coc dang co trén va cd nhe ti€p coc nay trén bép cach thuy cho dén khi chi con lai can.
Say coc nay @ nhiét dé 105 0C dén khoi lwgng khong doi. D& ngudi coc trong binh hat am, sau
30 phat dem can la gia tri m1 (chinh xac dén 0,1 g).

Hoa tan 1,00 g chat hoat dong bé mét & phan cén trong binh dinh mdc dung tich 1000 ml. Dung
dich nay dung dé xac dinh do phan huy sinh hoc chat hoat dong bé mat trong mau thir.



3.8 Qua trinh phéan huy sinh hoc clia chat hoat déng bé mat

Chuan bi ba binh nudi cdy, dung tich 1000 ml, c6 cac thanh phan nhuw sau:

Binh mau trdng  [Binh mAu d6i chibng  [Binh mau thir

Méi trdng co ban, mi 500 500 500
Chét hoat dong bé mat, dung

dich tiéu chuan, mg/l 0 30 0
Chat hoat dong bé mat, dung

dich mau thr l1ay tir muc 3.7, 0 0 30
mg/l

Dung dich |y t&r muc 3.6.2.2, 5 5
mil

Diéu chinh dén pH = 6 - 8 trong cac binh, dit ca ba binh da dwoc nat bang bdng 1én mot may lac
¢06 kha nang théng khi va khudy tron tao diéu kién méi trwdng tot cho nudi cay chuyén. Duy tri
nhiét dé & 25 0 30C. Thoi gian nudi va phan huy chat hoat ddng bé mat trong vong 8 ngay.

3.9 Phuwong phép xac dinh

Dé thu duoc két qua phan huy sinh hoc, I1dy mot phan mau chat hoat dong bé méit & phan 3.8 tir
ba binh trudc khi phan huy sinh hoc va sau 8 ngay phan huy sinh hoc dem xac dinh. Thé tich
mau xac dinh, mau déi chirng va mau trang phai giéng nhau.

3.9.1 Mau chtra chét hoat dong bé mat anion

3.9.1.1 Nguyén tic: Phurong phap dwa trén do do hap thu mau clia phirc chat hoat dong bé mét
anion v&i methylen xanh trong pha clorofoc & buéc séng 1 = 650 nm .

3.9.1.2 Hoa chét va thuéc thir:

— dung dich dém borac pH = 10: trén 0,05 M natri tetraborac véi 0,1 M NaOH theo ti 1é (1 : 1);
— axit sunfuric, 0,5 M;

— methylen xanh, dung dich 0,25 % pha trong nuéc;

— dung dich tiéu chuan chat hoat dong bé mat anion:

+ dung dich A (1 mg/ml): Hoa tan 1,00 g natri lauryl sunphat vao binh dinh mtrc dung tich 1000
ml bang nwéc, dinh mire téi vach va lac ky.

+ dung dich B (0,01 mg/ml) Hat 10,0 ml dung dich A vao binh dinh m&rc dung tich 1000 ml, dinh
mrc t¢i vach bang nwéc va lac ky.

3.9.1.3 Thiét bi va dung cu:

— may so mau, bwéc séng O = 650 nm;
—cuvet 10 mm, 50 mm,;

— phéu chiét, dung tich 250 ml, 2000 ml;
— binh dinh mrc, dung tich 50 ml.
3.9.1.4 Lam sach cac dung dich

Cho 500 ml nwéc, 100 ml dém borax va 50 ml dung dich methylen xanh vao phéu chiét A dung
tich 2000 ml.



Cho 1000 ml nwéc, 100 ml dém borax va 50 ml dung dich methylen xanh vao phéu chiét B dung
tich 2000 ml.

DPong thoi ca hai phéu déu dugc chiét vai 100 ml clorofoc trong vong mot phat dé rira pha nuéc,
sau do loai bo pha clorofoc. Lap lai qua trinh rira pha nwéc nay bang cach chiét ti€p hai lan nira,
moi lan v&i 30 ml clorofoc va loai bd pha clorofoc.

Cho vao phéu chiét B 30 ml axit sunfuric 0,5 M.

Céc dung dich & phéu chiét A va B dugc chuyén dan vao cac phéu chiét nho a, b dung tich
250ml.

3.9.1.5 Dwng duong chuan

Cho lan lwvot 0; 0,010; 0,020; 0,040; 0,060; 0,080; 0,10; 0,12; 0,15 mg chéat hoat déng bé mat
natri lauryl sunfat vao phéu chiét a da cé sn 50 ml dung dich 8y tr phéu A va thém vao do 15
ml clorofoc. Lac phéu trong vong mat phat véi tée do hai lan l1ac trong mot giay, dé yén phéu cho
dén khi phan I&p, chuyén pha clorofoc sang phéu b d& cé s&n 100 ml dung dich 18y tir phéu B rdi
l&c trong vong mot pht, sau khi phan I&ép chuyén pha clorofoc qua phéu loc cé Iép bong da tdm
truéc bang clorofoc vao binh dinh muc dung tich 50 ml.

Cho thém vao phéu a 15 ml clorofoc va tiép tuc chiét nhw trén va chuyén pha clorofoc gdp vao
binh dinh muc trén. Dinh muc tGi vach bang clorofoc, 1ac k§. Do mau cla dung dich trong vong
ba gi®r, & bwdc séng 1 = 650 nm, bang cuvet 10 mm, dung dich so sanh la clorofoc. Dung duéng
chuan.

3.9.1.6 Bo mau

L&y mdt phan mau thir trong tirng binh & didu 3.8 trwde va sau 8 ngay phan huy sinh hoc, sao
cho méu cé khoang tir 0,02 - 0,1 mg chat hoat ddng bé mat anion vao phéu chiét a da c6 san 50
ml dung dich Iay tir phéu A va thém vao dé 15 ml clorofoc. LAc phéu trong vong mét phit véi téc
dd hai 1an lac trong mot giay, dé yén phéu cho dén khi phan I&p, chuyén pha clorofoc sang phéu
b da c6 san 100 ml dung dich |4y tlr ph&u B rdi lac trong vong mot phut, sau khi phan 16p chuyén
pha clorofoc qua phéu loc ¢6 I&p bdng da tAm trede bang clorofoc vao binh dinh mde dung tich
50 ml.

Cho thém vao phéu a 15 ml clorofoc va ti€p tuc chiét nhw trén va chuyén pha clorofoc gop vao
binh dinh mtrc trén. Binh mire toi vach bang clorofoc, lac k§. Do mau ctia dung dich trong vong
ba gi&, & budc séng 1 = 650 nm, bang cuvet 10 mm, dung dich so sanh la clorofoc.

3.9.1.5 So sanh mau véi dwdng chuén

T duwérng chudn va s6 do do hap thu cla mau tinh dwoc ham lwong chat hoat ddng bé mét
anion co truéc va sau 8 ngay phan huy sinh hoc.

3.9.1.6 Trong trrdng hop chét hoat dong bé mat anion khong do ngay co6 thé thém 1 ml formalin
trong 100 ml dung dich mau.

3.9.2 MAu chira chat hoat dong bé mat khong ion

3.9.2.1 Nguyén tic: Phuong phap dwa trén do do hap thu cha phirc chat hoat dong bé mat
khdng ion v&i coban amonithiocyanat trong pha benzen & buéc séng 1 = 322 nm.

3.9.2.2 Hoa chat va thuoc thtr:
— natri clorua, tinh thé;

— coban amonithiocyanat: Hoa tan 620 g amonithiocyanat va 280 g coban nitrat ngam sau phéan
t&r nwée trong 1000 ml nuérc;

— benzen;

— dung dich tiéu chuén chat hoat dong bé mat khéng ion:



+ dung dich A 1 mg/ml: Hoa tan 1,00 g polyetylenoxit-n-dodecyl ete (t6t nhat mau st dung chét
hoat dong bé mat khong ion loai nao thi pha dung dich tiéu chuan theo khong ion loai do) trong
binh dinh m&rc dung tich 1000 ml bang nwéc, dinh mirc tGi vach va lac kY.

+ dung dich B 0,01 mg/ml: Hat 10,0 ml dung dich A vao binh dinh mic dung tich 1000 ml, dinh
mirc t&i vach bang nuéc va lac ky.

3.9.2.3 Thiét bi va dung cu:

— may S0 mau;

— cuvet thach anh 10 mm, 50 mm;
— phéu chiét, dung tich 300 ml;

— binh dinh mtrc, dung tich 25 ml.
3.9.2.4 Dung duong chuan

Lan lwgt cho vao phéu chiét 0; 0,25; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50; 3,00; 4,00 mg chét hoat dong
b& mat khong ion, thém nuéc dén thé tich 200 ml. Cho vao phéu 15 ml dung dich coban
amonithiocyanat, 35 g natri clorua va lac trong mot phat, dé phéu dirng yén khoang 15 phut roi
hat chinh xac 25 ml benzen va tiép tuc lac trong moét phat niva. Sau khi phan I&p, loai bd pha
nwéc va chuyén pha benzen vao binh dinh mirc qua I&p bong thuy tinh. Chi y khéng thém
benzen t&i vach binh dinh mirc. Bo d6 hap thu ctia dung dich nay & buéc séng hap thu cuc dai
0 = 322 nm trong cuvet thach anh 10 mm , dung dich so sanh la benzen. Dung duwdng chuan.

3.9.2.5 bo mau:

L&y mdt phan mau thir tir ba binh & diéu 3.8 trwdc va sau 8 ngay phan huy sinh hoc, sao cho
mau c6 khoang tir 0,5 - 3 mg chat hoat ddng bé mat khéng ion vao phéu chiét, thém nwdc dén
thé tich 100 ml. Cho vao phéu 15 ml dung dich coban amonithiocyanat, 35 g natri clorua va lac
trong mot phat, dé phéu dirng yén khoang 15 phut rdi hat chinh xac 25 ml benzen va tiép tuc lac
trong mot phit nika. Sau khi phan I6p, loai bd pha nwéc va chuyén pha benzen vao binh dinh
murc qua I&p bdng thuy tinh. Chl y khong thém benzen t&i vach binh dinh mirc. Do dd hap thu
clia dung dich nay & buwéc séng hap thu cwe dai 1 = 322 nm trong cuvet thach anh 10 mm ,dung
dich so sanh la benzen.

Khi do dd hap thu ctia mau néu nhé hon 0,1 thi sir dung cuvet thach anh 50 mm.
3.9.2.6 So sanh mau v&i dwdng chuén

Tir dworng chudn va sé do do hép thu clia mau tinh dugc ham lwong chat hoat dong bé mat
khdng ion c6 trwéc khi phan phan huy sinh hoc va sau 8 ngay phan huy sinh hoc.

3.9.3 Phuong phéap do thé tich bot bong khi
Dung cho chéat hoat déng bé mat khong ion la amid clia axit regu béo.
3.9.3.1 Nguyeén téc

MA&u chat hoat dong bé mat amid cta axit rvgu béo trong 6ng thtr dwoc l&c trong mot didu kién
nhat dinh, va dwgc xac dinh bang cach do thé tich bong béng sinh ra.

3.9.3.2 Thiét bi va dung cu:

— 6ng thir hinh tru bang thuy tinh, c6 nat day, dwéng kinh trong 2,5 cm, dwoc chia vach tir 0 ml
dén 100 ml,

— dung dich & binh m4u trdng & diéu 3.6.2.2.
3.9.3.3 Dung duwdng chuan

Lan lvgt cho vao 6ng thtr 0; 0,25; 0,50; 1,0; 1,5;2,0; 25; 3,0; 3,5; 4,0 mg chat hoat (jéng bé mat
khoéng ion, lan Ivot thém dung dich & binh mau trang dén thé tich 50 ml, day nut va lac dirng



khoang 50 Ian v&i toc do 2 1an trong mot gidy, dé dirng yén trong 30 gidy, do thé tich bong bong
sinh ra (ml). Do hai lan dé tinh két qua trung binh. Dung duwong chuan.

3.9.3.4 Céach tién hanh

L&y 50 ml dung dich m&u thr , mau déi chirng va mau trdng & diéu 3.8 trdc va sau khi phan
huy

8 ngay vao 6ng thir, day nat va lac dieng khoang 50 lan véi tbe do 2 1an trong mot giay, dé dirng
yén trong 30 giay, do thé tich bong bdng sinh ra (ml). Do hai lan dé tinh két qua trung binh, so
sanh véi dwong chuan.

3.10 Tinh két qua

Do phan huy sinh hoc tinh sau 8 ngay (D) duoc thé hién bang phan tram khéi lwvong (%) va dwoc
tinh theo cdng thirc sau:

(SO-TO)-(S8-T8)
(S0-TO)

.100

trong do,
S0 |4 gia tri trung binh clia cac s6 liéu phan tich binh mau thir hodc binh mau déi chirng bat
dau thir phan huy sinh hoc, tinh bang mg/l chat hoat dong bé mat;

TO la gi tri trung binh cla céc s6 liéu phan tich & binh mau trang bét dau phan huy sinh hoc,
tinh bang mg/l chat hoat dong bé mat.

S8 la gia tri trung binh cla cac s6 liéu phan tich binh mau thtr, binh mau déi chitng sau 8 ngay
phan huy sinh hoc, tinh bang mg/l chat hoat dong bé mat.

T8 la gia tri trung binh cta cac s6 liéu phan tich & binh mau trédng sau 8 ngay phan huy sinh hoc,
tinh bang mg/l chat hoat dong bé mat.

Cac phép do lay tir dung dich & 3.8, theo cac phép do & 3.9
3.11 Khang dinh két qua thcr

Trong trudrng hop dd phan huy sinh hoc clia cac chat hoat dong bé mét trong binh mau déi
chirng nhé hon 95% , thi két qua phan huy trén sé khéng c6 gia tri.



