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L&i néi dau
TCVN 10091:2013 hoan toan twong duong véi EN 1104:2005.

TCVN 10091:2013 do Ban ky thuat Tiéu chuan quéc gia TCVN/TC6 Gidy va sén
phém gidy bién soan, Téng cuc Tiéu chudn Do ludng Chét lwong dé nghi,
B& Khoa hoc va Céng nghé cong bb.



TIEUCHUANQUOC GIA TCVN 10091:2013

Gidy va cactdng tiép xtc véi thwe pham —
Xac dinh sw truyén nhiém cac chat khang khuan
Paper and board intended to come into contact with foodstuffs —

Determination of the transfer of antimicrobial constituents

1 Pham vi ap dung

Tigu chudn nay quy dinh phwong phap xac dinh sy truyén nhidm cac chat khang khuén tir cac vét ligu
gidy va cactdng va cac chi tiét tiép xuc véi thwe pham.

2  Tailiéu vién dén

CAc tai lidu vién dan sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi nam
cong bd thi 4p dung ban duoc néu. Déi voi cac tai ligu vien din khdng ghi ndm céng bé thi ap dung
phién ban m&i nhat, bao gbm ca cac slva ddi.

TCVN 3649 (ISO 186), Gidy va cacténg — LAy mau dé xéc dinh chét luong trung binh.

3  Thuat ngir va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay ap dung thuat ngr va dinh nghia sau

31

Viing ¢ ché (inhibition zone)

Vung duoc tao ra xung quanh méau thir, khi mu thr dwoc dét trong méi treong dinh dudng da duoc
cy sinh vat th& nghiém chon loc truérc, ma gidi phong ra cac chét khang khuén cé khad nang hoa tan
trong nuwéc.

4 Nguyén tic

Trén méi tredng dinh dwdng da dwgc chudn bj voi chét cy thich hop va @b vao cac dia Petri. Mau thir
dwoc dat trong mdi trudng dinh duwdng ban cing nay va sau d6 duoc U. Sau khi qué trinh két thac,
s xut hién ving (rc ché sé la dau hiéu clia sy gidi phong cac chat khang khuan.

Phép thir duoc tién hanh véi vi khuén Bacillus subtilis va nAm méc Aspergillus niger.
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CHU THICH  Két qua dya trén quan sat bang mét thuemg.

5  Thiét bj, dung cu

5.1 Khudn rap bang sat

d =10 mm dén 15 mm c6 thé tiét tring duoc.

5.2 Dungcuép

Loai phi hop d& ép mau thir dwoc dat trén dia thach (vi dy, Drygalski spatula).

5.3 Dung cu do dién tich

Dé xac dinh duong kinh clia viing (e ché.
CHU THICH  Viéc do duéng kinh clia ving (rc ché khong phai 1a bét budc.

5.4 Cac dung cy thi nghiém vi sinh thong thwéng.

6 Thubdc the

6.1 Nwoéc
Nudc méi cht hodic nwde dugrce tinh loc bing phwong phap trao @i ion va dun séi (nwéc khir ion).

6.2 Chatlam am khong ion

Vi du nhw polyoxyethylenesorbitane monooleate.

6.3 Moi trrong dinh dwirng dung cho Bacillus subtilis
Cong thirc dac trung clia méi trrdng dinh duwdng nay 1a:

-  Chétchiét thit bo: 30g

- Tryptone (peptone cla casein): 5,0g

- Natri clorua, tinh khiét: 50g
- Agar-agar 1209
- Nuwéc 1000,0 ml

CHU THICH B sung 10 mg/l MnSO4 vao méi tredng dinh dudng cho Bacillus subtilis (6.7.1) & hé tro sy
hinh thanh cac bao ti.

Chuén bi méi trvong dinh dwéng ndy nhuw sau:
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Hoa tan cac thanh phan néi trén hodc méi trwdng dinh dwdng dwec chudn bi sén, ¢6 thanh phan twong
tw vao nudc bang cach dun séi.

Méi truérng dinh duéng dugc chudn bj sdn nay co pH (7,2 = 0,2) & nhiét do 45 °C.

Diéu chinh pH méi treéng dinh dudng dén (7,2 = 0,2) nhw yéu ciu bang dung dich NaOH ¢6 ndng do
x4p xi 0,01 M hodc HCI ¢6 ndng dd x4p xi 0,01 M.

Chia méi truéng dinh dwdng thanh hai phén.

Pha ché tirng phdn 300,0 ml vao trong cac binh chira méi trwdng dinh duwdng hodc cac binh dung tich
600,0 ml, vi du nhuw binh Roux va ddy céc binh béng nat, vi du nat Kapsenberg.

St dung phan con lai dé chuén bi cac mai truwong chiing lam viéc vao trong cac éng nghiém.

Pha ché cac phan 10,0 ml vao trong 15 dén 20 éng nghiém va day kin lai bing nut, vi du nut bang
xenluylo.

Tiét tring cac binh va cac dng nghiém trong 15 min & nhiét do (121 = 1) °C. Sau khi tiét trang, ngay lap
tlrc &t cac éng nghiém & vj tri sao cho méi trwdng dinh dwdng khi dong lai c6 bé mat nghiéng.

Bdo quan céc binh va éng nghiém & nhiét dé tir 4 °C dén 8 °C trong thoi gian khéng qua 14 ngay.

Lam ngudi cac binh chira méi trwong dinh dudng dén nhiét dd xép xi 45 °C dé chuén bi huyén phu ciy
cho vi khuén Bacillus subtilis (6.7) hodc d& cho déng lai.

Lam ngudi cac binh dén khi dong lai.

6.4 Mbi trwdng dinh dwéng ndm méc Sabouraud cai bién dung cho Aspergillus niger

Cong thirc dac treng clia méi tredng dinh dwdng ndm méc Sabouraud cai bién 1a :

- tryptone (peptone cua casein) 50g

- Peptone (peptone cua thit) 50g

- D (+) glucose CgH1206.H,0 1009

- maltose Cy2Hz,041.H,0 10,0g

- agar - agar tr 10,09 dén 150 g
- nuwéc 1000,0 mi

Chuén bi méi truong dinh dwdng ndm méc Sabouraud cai bién nhw sau:

Hoa tan cac thanh phan ndi trén hodic méi trwdng dinh dwdng chudn bi sin, ¢ thanh phan twong tw
vao nuwéc béng cach dun séi.

Méi trwdng dinh dudng dugc chudn bj s8n nay c6 pH (5,4 = 0,1) & nhiét 46 45 °C.
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Biéu chinh pH mai tredng dinh dwdng dén (5,4 = 0,1) nhw yéu cu bing dung dich NaOH c6 néng do
x8p xi 0,01 M hodc HCI c6 néng dd x4p xi 0,01 M.

Tiép tyc tién hanh pha ché méi tredng dinh dwéng vao cac binh mai tredng dinh dwdng hodc cac binh
nhu binh Roux va cac éng nghiém, sau dé tiét tring va lam ngudi nhi mé ta trong 6.3.

6.5 Moitreéng dinh dwéng cho thir nghiém (rc ché véi Bacillus subtilis

Thanh phén clia méi trwéng dinh dwéng cho thie nghiém (rc ché véi Bacillus subtilis nhw sau:

- Tryptone (peptone cla casein): 3,45 ¢;

- Peptone (peptone cla thit): 3,45g;

- Natri clorua tinh khiét: 51g¢;

~  agar-agar: 13.0g;

- Nwéc: 1000,0 mi

Chuén bj méi treéng dinh dwéng nay nhuw sau:

Hoa tan céac thanh phan néi trén ho&c méi trwéng dinh dwdng dwoc chuén bj san, ¢6 thanh phén tuong
t vao nwédc bang cach dun soi.

Méi treéng dinh dwdng dwoce chudn bj sin nay cé pH (6,0 = 0,1) & nhiét d 45 °C. Biéu chinh pH mai
trréng dinh dwéng dén (6,0 + 0,1) nhw yéu ciu bang dung dich NaOH cé ndng d6 xap xi 0,01 M hodc
HCI ¢6 ndng dd xap xi 0,01 M.

Pha ché cac phan vao cac binh méi truéng dinh dudng hodc cac 6ng nghiém va day nat, vi dy nat
Kapsenberg va tiét trung trong 15 min & (121 + 1) °C.

Lam ngudi cac binh xudng dwéi 60 °C @é chuan bj méi truong cdy (8.2.2) hodc dé cho déng lai.

6.6 Dung dich mubi peptone

Thanh phén ctia dung dich mudi peptone nhu sau:

- Peptone (peptone cua thit) 1,0 g;
- Natri clorua tinh khiét 85g
- Nwéc 1000,0 ml.

Chuén bj dung dich mubi peptone nay nhw sau:

Hoéa tan cac thanh phan néi trén vao nwéc cb pH tir 6 dén 7. Pha ché cac thé tich dung dich bang nhau
vao ba binh, day nit, vi dy nit Kaspensberg va tiét tring trong 15 min & nhiét @ (121 + 1) °C.

Dung dich nay phai dwoc st dung trong vong 8 ngay néu dwoc bao quan tai nhiét dd phong va trong
véng 14 ngay néu duoc bao quan & nhiét dd tir 4 °C dén 8 °C.
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6.7 Cac visinh vat thie nghiém
6.7.1 Quy dinh chung
Cac vi sinh véat sau dugc st dyng:

Bacillus subtilis DSM 347 (ATCC 6633) va Aspergillus niger DSM 1957 (ATCC 6275) va cac chung
twong rng khéc.

Vi céc chling khac nhau cé thé cé dd nhay khac nhau, nén phai ¢ sy kiém tra so sanh khi str dung cac
chling khac véi chling ATCC 6633 va ATCC 6275 néu trén.

Cac chling lam viéc Bacillus subtilis thu dwgc bang cach cdy vao trong cac éng nghiém (6.3) va G
7 ngay & nhiét do 30 °C. Sau qua trinh G cac éng nghiém dwgc bdo quan & nhiét 4o tir 4 °C dén 8 °C.

Céc chling lam viéc Aspergillus niger thu duwgc bang cach cdy vao trong cac éng nghiém (6.4) va G
5 ngay & nhiét o 25 °C. Sau qua trinh U cac éng nghiém duwoc bao quan & nhiét do tir 4 °C dén 8 °C.
6.7.2 Chuén bj huyén phu bao tir cdy cua Bacillus subtilis

Cho céac phén khoang 15,0 ml méi trwdng dinh duwdng da hoéa 1dng (6.3) va dwoc 1am ngudi dén nhiét
@0 x4p xi 45 °C vao 10 dia Petri (d = 90 mm) d4 tiét tring va dé& cho ddng lai.

Mbi trwérng dinh dwdng trong cac binh (6.3) da sdn sang cho qua trinh cy.

Rira cac khuén lac khéi mudi dng nghiém cé chira chiing lam viéc Bacillus subtilis (6.7.1) bang 2,0 ml
dén 3,0 ml dung dich mubi peptone dé tiét tring (6.6). Ria cdy dich rira déu Ién bé mat clia mudi dia
petri (mdi Gia duoc cay tir mdt dng nghiém riéng) hoac toan bo dich rira trén bé mét clia binh Roux.

U 7 ngay & nhiét 6 30 °C. Rira c4c khudn lac khoi cac dfa petri bang 3,0 ml dung dich mudi peptone
(6.6) va khoi binh bang 30,0 ml dung dich mubi peptone (6.6). Cho dung dich huy&n phit nay vao mét
binh @ tiét trung béing phéu da tiét triing va d4y binh bing nép d4 tiét trung.

Lam néng dung dich, thinh thodng I&c trén bép cach thiy & nhiét d6 85 °C trong 30 min d& lam chét cac
té bao sinh dudng. Sau khi lam néng, chuyén huyén phl bao tir nay vao cac binh ly tdm tiét tring,
dung tich 40,0 ml va ly tam trong 10 min tai 10000 g. Loai bd phan chét Idng. Rira phan can con lai
bang 30,0 ml dung dich mubdi peptone (6.6) va ly tdm lai. Rixa lai 3 1an. Tao huyén phi bao t& trong
20,0 ml dung dich muédi peptone (6.6).

Huyén phu bao t&r ndy c6 thé bao quan duoc khdng qua 4 tudn & nhiét do tir 4 °C dén 8 °C.
CHU THICH Huyén phil bao t nay ciing c6 sdn & dang thong pham.

6.7.3 Chudn bi huyén phu bao tiv cdy clia Aspergillus niger

Cho cac phén khoang 15,0 ml mdi trwdng Sabouraud cai bién da héa 16ng (6.4) va dwoc lam ngudi dén
nhiét o xap xi 45 °C vao it nhat 5 dia Petri (d= 90 mm), tiét tring va dé cho déng lai.

Mai trréng dinh dwdng trong binh (6.4) da sdn sang cho qua trinh cdy.
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Céy ching Aspergillus niger tr chiing lam viéc (6.7.1) bing mot vong cdy vao dia Petri. M3i dTa Petri
dugc céy t mdt dng nghiém riéng. Binh nay duoc cdy it nhat tir nam éng nghiém.

U tir 8 @én 10 ngay & nhigt do 25 °C. Chuyén cac bao t& bing mot vong cdy tron da duoc lam &m
bang dung dich mudi peptone (6.6) vao mét dng nghiém da tiét tring c6 chira 10,0 mi dung dich muéi
peptone (6.6) trgn v6i 0,01 ml chét 1am &m khong ion (6.2) va day kin biing nut d tiét tring.

Léc ky huyén phi treée khi st dung. Huyén phu cdy nay 6 thé bdo quan duoc khdng qua 4 tudn &
nhiét do tir 4 °C Gén 8°C.

6.7.4 Mat do bao tir cho phép thir irc ché

Pha lodng huyén phu bao ttr sao cho méat @ clia bao tlr trong mdi trwdng agar la:
- Bacillus subtilis: 10° bao t& trén mot mililit agar thiv;

~  Aspergillus niger: 10° bao tl trén mét mililit agar this.

Xac dinh mét dd bao t&r cia huyén phu cdy cho Bacillus subtilis (6.7.2) bing phwong phap dém trén
dia thong thwong trén méi treéng dinh dudng (6.3). X4c dinh mat dd bao t&r ctia huyén phiu cdy cho
Aspergillus niger (6.7.3) bing phuong phap dém trén dfa thong thwong trén mai tredng dinh dudng
(6.4).

6.8 Maiu déi chirng dwong

6.8.1 Penicillin, G 0,03 don vij

C6 sén dang thwong phdm

6.8.2 Dung djch isothiazolinon
Hén hop clia 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-on va 2-methyl-4-isothiazolin-3-on v&i ndéng d6 cla
chét hoat dong 1a 2,5 % (pha lodng theo ty 1& 1:100).

CHU THICH  Dung dich nay d4 c6 sén & dang thiong phdm.

7 LAy méu va chuén bj miu thir

Méu dugc Iy theo TCVN 3649 (ISO 186). Chi dwgc cdm vao canh cla miu. Mau sau khi ldy phai
duoc cho ngay vao binh dyng da tiét truing hodc boc méu trong mang nhém.

L4y it nhét 14 muwéi mau cho mot don vi sén phdm. Tir m&i mau dap it nhé&t 20 mAu thir hinh tron bing
khuén dap da tiét trung (5.1) v&i méi loai vi sinh vét thlr nghiém. Chuyén cac mau thir ngay vao binh da
tiét trtung. Phai diing kep hodc cap da tiét trung dé l4y mau thir.

10
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8 Céch tién hanh

8.1 Tiéttrung

Tiét trang kep hodc cap, khudn dap béng sét, cac binh ly tdm (dwoc gdi trong mang nhém), cac binh
tam giac, cac ng nghiém cliing nat xenluylo va cac binh trong ndi hdp & nhiét @6 (121 +1) °C trong
15 min. Tiét tring cac pipet thiy tinh trong cac hdp pipet béng thiét bi tiét tring khi néng trong 2 h &
nhiét 6 (180 + 1) °C.

8.2 Chuan bj cac dia phing

8.2 1 Quy dinh chung

Chuén bi it nhat ba dia Petri cho méi phép thir.

8.2.2 Bacillus subtilis

Héa 1dng méi trveng agar thir da tiét trung (6.5). Lam ngudi dén nhiét dd thap hon 60 °C. Bd sung mét
lwgng huyén phu bao tir cdy (6.7.2) sao cho dat dwoc mat d6 10* bao t&r trén mdt mililit méi trwdng
agar. Phan bé déu huyén phu bang cach I&c nhe nhang. Cho déu vao mdi dia Petri (d = 90 mm) d4 tiét
tring mét lwgng chinh xac 15,0 ml mai trwdng. St dung kep da tiét trung trai ba mau thir 1én méi
trwdng dinh dudng van con ban rn. Ep nhe mau thir xubng bang dung cu d4 tiét triing thich hep (5.2),
bédo dam khdng tao thanh I&p dém khi.

Mt tiép xtc véi thue phdm phai dwoc dit quay xudng dwéi. Hodc phai thir ca hai mét.

V&i mdi phép phan tich, chuén bi mét dia agar méi trwéng @bi ching 4m (mau tring) khong c6 méu
thir.

Chuén bi mdt mau déi chirng dwong. Penicilin G 0,03 don vj (6.8.1) dwgc thdm vao mét mau gidy nhd
(c6 sén & dang thwong phdm).

8.2.3 Aspergilus niger

Chuén bj cac dia nh mé ta trong 8.2.2, nhung trong tredng hop nay 13 véi méi trwdng dinh dudng
Sabouraud cai bién (6.4). Huyén phu nay dwoc st dung 1a agar thi» va huyén phi cdy cho Aspergillus
niger (6.7.3). Mat do clia bao t& Ia 10 °cho mdi mililit agar thir.

Véi méi phép phan tich, chudn bj mét dia agar méi trwéng dbi chirng am (mau tring) khong cé mau
thir.

Chudn bi mét mau d@di chirng dwong. Dung dich isothiazolinon (hén hgp clia 5-chloro-2-methyl-4-
isothiazolin-3-on va 2-methyl-4-isothiazolin-3-on) (6.8.2) véi ndéng dd clia chat hoat dong 2,5 %. Dung
dich nay dwoc pha lodng véi ty 1& 1:100. Tir dung dich pha loang nay dung pilet ldy 50 pl cho vao
miéng gidy loc nhd (d = 1,2 cm), ma sé dwoc st dung la miu déi chirng.

1
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8.3 Quatrinhu

Céc dia Petri da dwoc chuan bj theo 8.2.2 va 8.2.3 duwoc bao quan 2 h trong tii lanh & nhiét dd tir 4 °C
Gén 8 °C dé tao thuan loi cho qua trinh khuéch tan so bd.

U céc dra Petri d& duoc chudn bj theo 8.2.2 va 8.2.3 & nhiét dd 30 °C va 25 °C twong ng.

Dt cac dia vao trong ti lanh hodc thiét bi U sao véi ndp day cac dia Petri & bén dudi dé tranh hoi
nwéc ngung ty nhé giot Ién mau thir.

9  Danh gia

Danh gia két qua thir nghiém véi vi sinh vat va ndm sau 3 ngay va 5 ngay U tuong (ng. Dbng thoi
cling danh gia miu Géi chirng dwong.

CHUTHICH1  Danh gia so bd cac dia Petri sau 1 ngdy va 2 ngay |a can thiét,

M&u thir khdng c6 déu higu cla dién tich ving (rc ché dwgc cho 1a khéng chira cac chét khang khuén
hoda tan trong nuwédc. C6 ddu higu clia ving (e ché Ia khi khdng thay sy phat trién clia cac vi sinh vét
hodc c6 ddu hiéu gidm phat trién (nhd hon khoang 20 %) so véi cac dién tich xung quanh. Mau thir c6
ving trc ché (déi chirng duong) cling sé duoc danh gia. Budng kinh cltia hinh tron miu thir phai dugc
dwa ra.

CHUTHICH2  Ma&u thi co sy phat trién manh cla céc vi sinh vat dwgc danh gia la khéng c6 ving e ché.

CHUTHICH3  Trong trwéng hop quan tam, khuyén cao phai do ving (e ché bén ngoai miu thir bing kinh
IGp va thude do, két qua do 1a dudng kinh cia miu thir.

CHU THICH4  Néu mau déi chizng 4m clia mdi trrng dinh dudng agar thé hign khdng cé sy phat trién cla
vi sinh vat thi 13p lai phép thi véi huyén phi cdy méi. Néu mau déi chirng duong cho thdy c6 sy phét trién cla vi
sinh vat thi cling phai I&p lai phép thir.

10 Bao cao thir nghiém

B4o cao th» nghiém phai bao gém cac théng tin sau:

a)  Vién dan tiéu chuén nay;

b)  Ngay va dia diém thir nghiém;

¢)  Nhan dang vé vat liéu thr nghiém bao gdm ca duwéng kinh clia miu thir;

d)  C6 sy truyén cac chat khang khudn hodc khang cb sy truyén cac chét khang khudn;

e)  Bétky sai khac nao so véi tiéu chuén nay;

f) Tt ca céc sai khac so véi quy dinh clia tiéu chudn ndy ma c6 thé anh hudng dén két qua.
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