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L&i néi dau

TCVN 6972 : 2001 thay thé cho TCVN 5725-91 va TCVN 5817-94.
TCVN 6972 : 2001 do Ban Ky thuat tiéu chudn TCVN/TC 91
“Chat hoat déng bé mat” bién soan, T8ng cuc Tigu chudn Do ludng

Chét fugng xeét duyét, B6 Khoa hoc, Coéng nghé va M6i trudng

ban hanh.



TIEUCHUAN VIET NAM TCVN 6972 : 2001

Nudc gdi dau

Shampoo

1 Pham vi ap dung

. Tiéu chudn nay ap dung cho nudc géi dau téng hop ding nguyén liéu 13 nhu’ng chat hoat dong bé
mat dé bi phan huy sinh hoc va céc phu gia duge b6 Y T& cho phép s dung trong my pham.

.n 2 =n =
2 Tiéu chuan vién dan

TCVN 1056 - 86 Thudc thlr. Phuong phap chudn bi cac thuéc thir dung dich va hén hop phu dung
trong phan tich trac quang va phan tich duc khuyéch tan.

TCVN 3778 - 82 Thudc thit. Phuong phap xac dinh asen.

TCVN 4851 - 89 (ISO 3696-1987) Nudc dung dé phan tich trong phoéng thi nghiém. Yéu cau ky
© thuét va phuong phéap thd. .

TCVN 5454 :1999 (ISO 607-1980) Ch4t hoat dong bé mat va chat tdy ritra — Phuong phap phan

chia mau.
TCVN 5456 - 91 Chit tdy rira t8ng hop. Phuong phap xac dinh chi s6 néng dé ion hidro (d6 pH).

TCVN 5491 - 91 (ISO 8212-1986) Ch4t hoat dong bé mat va chat tdy rira. Lay mau trong san xu4t.

3 Yéu cau ky thuat

3.1 Yéu cau ky thuat clia nudc goi ddu phai phi hop véi cac quy dinh trong bang 1 va bang 2.

+
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Bang 1 - Cac chi tiéu ngoai quan

Tén chi tiéu Yéu cau
1. Trang thai Lang sanh, ddng nhat, khéng tach 1dp, phan tang va ké’t tla khi bién
d8i nhiét dd nhd hon 10 °C va 16n hon 45 °C
2. Mau Péng nhat
3. Mui D& chiu, dac trung cho titng san phdm

Bang 2 - Cac chi tiéu chat lugng

Tén chi tiéu

Mirc chat lugng

1. Ham lugng chat hoat dong bé mat, tinh bang phan tram khdi lugng,
khéng nhd hon

2. pH cta dung dich 1%

3. Ham luong asen, tinh bang mg/kg, khéng I6n hon

4. Ham lugng kim loai ndng, qui ra chi, tinh bang mg/kg, khong 16n hon
5. Do kich (ng da

6. Vi khuan va ndm méc

6.1. Vi khudn staphylococcus aureus, candida albicans va pseudomonas
aeruginosa

6.2. Tdng s8 ndm méc sdng lai dugc, tinh bang sé lugng con trong mot
gam mau, khdng dugc 16n hon

6.3. T8ng s8 vi khuin hidu khi séng lai dugc, tinh bang s lugng con trong
mot gam mau, khéng dudc I6n hon

6.4. Téng s6 Enterobacteria va cac vi khudn Gram am khac, tinh béng s6

lugng con trong mot gam mau, khdng dude 16n hon

Khéng dang ké

Khdéng dugc phép

100

1000

10

4 Phuong phap thu

4.1 Quy dinh chung

Hoa chat dung dé phan tich |a loai TKPT hodc TKHH.
Nudc cat st dung theo TCVN 4851 - 89 (ISO 3696-1987).

~Cé&n phan tich, cé d6 chinh xac 0,001 g.
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4.2 Lay mau va chuin bi miu

L&y mau va chudn bi m3u theo TCVN 5454 : 1999 va TCVN 5491 - 91 v4i lugng mau khéng it hon
1000 g dung dé& thi nghiém va luu.

Mau thi nghiém/mau Iuu dugc cho vao binh riéng biét dam bao sach, khé, c6 nut kin, ngoai binh cé
nhan ghi:

— tén chat tdy ria;
- tén noi san xu4t;
~ ngay san xuit;

— Nngay va noi ldy mau.

- 4.3 DPanh gia ngoai quan san phim

L&y khodng 200 g miu vao cdc thuy tinh 500 mi. Quan sat mau bang mét thudng, & noi cé dt; &nh
sang, tranh anh sang chéi va khong bi anh hudng clia mau sic khac & gan va khéng cé mui la.
Quan sat cac dic tinh sau:

Trang thai: M6 ta trang thai quan sat dugc, dac biét luu y vé tinh déng nhét clia san phim.
M3u sdc: M6 ta mau sic quan sat dudc.
Mui: MG t& mui cdm nhan dugc.

Th& mau & nhiét 46 nhd hon 10 °C - L&y khodng 200 g mau vao céc thuy tinh dung tich 250 mf va
d&t & binh 8n nhiét 10 °C. Sau 24 gid mau dat & nhiét 46 nay, Iy ra quan sat.

Th&r mau & nhiét d6 16n hon 45 °C - L&y khodng 200 g miu vao cde thuy tinh dung tich 250 mi va

3

d&t 3 binh 8n nhiét 45 °C. Sau 24 gid mau dat & nhiét 4o nay, ldy ra quan sat.

Danh gia mau thr theo cac yéu ciu qui dinh & diéu 3.1 bang 1.
4.4 Xac dinh ham lugng chat hogf dong bé mit

4.4.1 Nguyén tic

Cac chét hoat dong bé mat dugc tach khéi nudc goi dau bing etanol va dugc tinh sau khi trit di
nhimg thanh phan khac cling tan trong etanol nhu clorua, glyxerin.

Chu&n dé6 mudi clorua (tinh ra NaCl) bang bac nitrat vdi chi thi mau kali cromat.

Dua vao phan {mg oxy hoa khit ciia glyxerin vdi kali periodat trong méi trudng axit, luong periodat
du tac dung véi kali iodua gidi phéng iot. Binh lugng iot mdi sinh béng chudn dd v4i natri thiosunfat
va tinh ra ham lugng glyxerin.
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4.4.2 Hoa chat va thudc thir .

- etanol 99%

— bac nitrat, dung dich 0,1 N;

— kali cromat, dung dich 10 %:;

— axit nitric, dung dich 1: 4;

— methyl 48, dung dich 0,1 % pha trong etanol;
— axit clohidric, d = 1,19 va dung dich 1 + 1,

— natri thiosunfat, dung dich 0,1 N;

~ kali periodat, dung dich 0,1 N;

— kali iodua, dung dich 10 %, ’

— hé tinh bét, dung dich 1 %.

4.4.3 Thiét bi va dung cu:
— tQ sdy duy tri & nhiét G6 105 °C + 2 °C;
— bép cach thuy;
— binh tam giac dung tich 100 mi;
-~ binh tam giac cé nat nham, dung tich 250 mi;
— cd8c thuy tinh, dung tich 250 ml;
— buret 25 ml.

4.4.4 Cach tién hanh

4.4.4.1 Xéc dinh t8ng ham lugng chét tan trong etanol

Can khoang 5 g mau (chinh xac d&n 0,001 g) vao cdc thuy tinh dung tich 250 mil, th‘ém vao dé 40
mi etanol. Day cdc bang mit kinh déng hd, dun néng trén bép cach thuy va khudy cho mau phan
tan hoan toan. Loc mau qua gidy loc vao binh tam giac dung tich 100 ml da dudc sdy khé va can
trudc dén khéi luong khong ddi mg (chinh xac dén 0,001 g).

Tiép tuc qua trinh hoa tan trén hai 1an nita, méi 1an véi 20 ml etanol. Thu gop tat c& dung dich loc
vao binh tam giac trén va co nhe binh nay trén b&p cach thuy cho dén khi chi con lai can. Sdy binh
tam giac nay 8 nhiét dé 105 °C dén khéi lugng khong ddi. D& ngudi trong binh hut 4m, sau 30 phut

dem can la gia tri m, (chinh xac dén 0,001 g).
4.4.4.2 Xac dinh ham lugng mudi clorua tan trong etanol

Hoa tan phan can sau khi xac dinh chét tan trong etanol & 4.4.4.1 trong 20 mi nudc cat va thém
hai giot methyl dd, néu dung dich c6 mau vang thi trung hoa bang dung dich axit nitric 1 + 4 dén
mau héng. Cho vao 2,5 ml dung dich kali cromat 10 %. Chudn dé bang dung dich bac nitrat 0,1 N
dén khi xuat hién mau dd gach, thé tich chudn dé la V,. Déng thdi ti€n hanh thi nghiém mau trang

V@i tat ca cac thudc th& nhung khéng ¢d mau, thé tich chudn dé la V.
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4.4.4.3 Xac dinh ham lugng glyxerin tan trong etanol

Hoa tan phan can sau khi x4c dinh chat tan trong etanol & diéu 4.4.4.1 trong khoang 25 mi nuéc
va thém 5 ml dung dich HCI (1 + 1), chuyén dung dich vao binh tam giac c6 nut nham dung tich
250 ml, thém chinh xac 25 mi dung dich kali periodat, day nat, 13c day mau, dé yén 15 phat, Lay
mau ra, cho thém 20 ml dung dich axit clohidric (1+1)va20mi dung dich kali iodua. Pay nat, 13c
tron, dé yén trong béng t6i 5 phat. Sau dé chuin d6 dung dich bang dung dich natri thiosunfat dén
mau vang nhat, thém vao dé 1 mi dun‘g dich ho tinh bt va ti€p tuc chudn dd dén khi mat mau
xanh cla dung dich, thé tich dung dich chudn d6 Ia V, mi. Béng thdi ti€n-hanh thi nghiém mau
. trang véi tat ca cac thudc thir nhung khéng cé mau, thé tich dung dich chugn d3 1a V, ml.

4.4.5 Tinh két qua

4.4.5.1 Tdng ham luong chat tan trong etanol

Téng ham lugng chat tan trong etanol (X,), tinh bing phan tram khéi lugng, theo céng thitc sau:

(my - mg) x 100

X, =
m

trong dé
m, la khéi Iugng cla binh, tinh bang gam;
m, la khéi lugng cla ¢an va binh, tinh bing gam;

m & khéi lugng mau tha, tinh béng gam.

4.4.5.2 Ham lugng mudi clorua tan trong etanol

Ham lugng musi clorua tan trong etanol (X,), quy ra NaCl, bang phan tram khéi lugng (%), theo

cdng thic sau:

(Vi - V,) x 0,0058 x 100

X, =
m

trong d6
V, lathé tich bac nitrat 0,1 N dung dé€ chudn dé mau th, tinh bang mililit;
Vo 1a thé tich bac nitrat 0,1 N dung d& chudn dé mau tring, tinh bang mililit; |
m  la khéi lugng m3u thd, tinh bing gam;

0,0058 Ia lugng gam natri clorua tuong Ung 1 ml bac nitrat 0,1 N.
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4.4.5.3 Ham ludng glyxerin tan trong etanol

Ham lugng glyxerin tan trong etanol (X;), tinh bang phan tram khéi lugng (%), theo cdng thic sau:

(V3-V,)x0,0023 x 100

X; =
m

trong doé
V, la thé tich natri thiosunfat 0,1 N diing dé chuan dé mau thi, tinh bing mililit;
V, lathétich natri thiosunfat 0,4 N ding d& chudn do miu tring, tinh bang mililit;
m  la khéi lugng mau th, tinh bang gam;

0,0023 ia lugng gam glyxerin tuong (ng 1 ml natri thiosunfat 0,1 N.

4.4.5.4 Téng ham lugng chét hoat ddng bé mat tan trong etanol

Téng ham lugng chét hoat ddng bé mat tan trong etanol (X), tinh bing phan tram khéi luong (%)

theo céng’ thirc sau:
X=Xy - (X2 +X5)
trong d6
X, latdng ham lugng chét tan trong etanol, tinh bang %;
X, la ham luong mudi natri clorua tan trong etanol, tinh bing %;

X, 1a ham lugng glyxerin, tinh bang %.
4.4.6 DO chum cla phuong phap

4.46.1 DO lap lai

Chénh léch tuyét ddi gira hai k&t qua xac dinh song song tién hanh trén cing mét mau th hodc
dugc thuc hién lién ti€p, do cing mét ngudi thao tac, sif dung cung loai thiét bi, khong vugt qua 0,3
% chat hoat ddng bé mat.

4.4.6.2 DO tailap

Chénh léch tuyét déi gita hai két qua thu dugc trén ciing mét mau thr & hai phong thi nghiém,
khéng vuct qua 0,5 % chat hoat dong bé mat.
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4.5 Xac dinh dé pH

Theo TCVN 5456 — 91.

4.6 Xac dinh ham lugng asen va kim loai ndang
4.6.1 Chu&n bi dung dich th(r

Can khoang 10 g mau (chinh xac dén 0,01 g) vao binh tam giac chiu nhiét dung tich 250 ml. Thém
10 ml axit sunfuric d&c va dun nhe trén bép dién, sau dé tdng dan nhiét d6 dé mau chay thanh
| dung dich sanh mau nau den. D& ngudi dung dich va thém dan timg giot khoang 5 ml axit nitric
dac va ti€p tuc dun séi nhe dén khi dung dich trd thanh trong suét. D& ngudi dung dich va trang
thanh binh bang khoang 20 mi nuéc cat, thém 5 ml dung dich axit axetic 30 %, dun séi lai dung
dich mét lan nita. Dung dich trong binh trong suét, khong mau Ia dat. D€ ngudi chuyén dung dich
vao binh dinh mic dung tich 100 ml, dinh mitc d&n vach va lc ky. Dung dich nay diung d€ xac
dinh asen va kim loai nang. '

4.6.2 Xac dinh ham Iugng kim loai nang, tinh theo chi.

4.6.2.1 Nguyén tic

Cac ion kim loai n&ng tao véi dung dich natri sunfua két tGa mau den hay nau trong méi trudng axit
- axetic pH= 3,5 - 4. So sanh mau cla dung dich mau véi mau cla dung dich chug’n chi.

4.6.2.2 Hoa chat va thudc thir:
— axit sunfuric, d = 1,84;
— axit clohidric, d = 1,19;
— axit nitric, d = 14,3;
— axit axetic, dung dich 30 % va (1 + 15);
— natri sunfua, dung dich 2 %:;
— amoniac, dung dich 25 % va (1 + 2);
— dung dich chi tiéu chudn A,1 mg/ml, chuin bi theo TCVN1056 - 86; -

— dung dich chi tiéu chudn B, 0,010 mg/mi, ldy 10 ml dung dich A cho vao binh dinh mic
1000 ml, dinh mdec tdi vach bang nudc va I4c ky;

- dung dich chi tiéu chudn C, 0,0001 mg/ml, l1dy 10 mi dung dich B cho vao binh dinh muc
1000 ml, dinh mdc téi vach bang nudc va Iic ky:

— Dung dich B va C chi pha trudc khi diing.
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4.6.2.3 Dungcu:

— 0ng so mau Nessler 50 mi;

— binh dinh m{c dung tich 100 ml, 1000 ml.

4.6.2.4 Cach tién hanh

Hat 10 mi dung dich m3u & 4.6.1 vao 8ng so mau Nessler. Péng thai 1dy 20 mi dung dich tiéu
chuin chi C vao 8ng so mau khac. Trung hoa dung dich mau va dung dich tiéu chuan bang dung
dich amoniac (1 + 2) theo chi thi phenolphtalein dén phdt hong. Thém vao méi &ng thd 1 ml axit
axetic va 0,5 ml dung dich natri sunfua. Day nat va lac déu. Sau 1 phit so sanh mau clia éng dung
dich thit khéng duge dam mau hon dung dich cla &ng so sanh. Khi so sanh mau phai nhin tir trén

xudng dudi, trén nén trang.

4.6.3 Xac dinh ham lugng asen
4.6.3.1 Nguyén tac

L&y 10 ml dung dich & 4.6.1 va xac dinh asen theo TCVN 3778 - 82 So sanh mau gidy clia mau vdi
mau gidy clia dung dich tiés chué® c6 0,001 mg As.

4.7 Xac dinh muc do kich ing da
Xem phu luc A.

Chu thich — Pha loang dung dich can thir 10 Ian bang nudc cét trong qua trinh chuén bi mAu thit.

4.8 Xac dinh gii han vi khuan va ndm méc

Xem phu luc B.

5 Bao cao két qua ‘
Bao cao két qua gdm cac thang tin sau:

— théng tin nhan biét ddy dt vé mau th(r;

- cac phuagng phap st dung (theo tiéu chudn nay);

— cac két qua va cach biéu thi cac két qua;

— cac chi tiét cia moi thao tac khong qui dinh trong tiéu chudn nay hoac cac tiéu chuin khac,

ho#c bat ky thao tac tuy y nao ciing nhu céc sy c8 x4y ra anh hudng dén két qua.

10
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6 Bao géi, ghi nhan, van chuyén va bio quan

6.1 Bao géi

Nude géi ddu duoc dong trong cac hop bang nhua, hodc chai thuy tinh hodc béng cac vat lidu khac
theo thod thuan nhung d3m bao chac chan, an toan,

~ Cac chai hodc hép nudc g9i dau dugc xép trong bao bi bing cac téng. SG lugng déng géi theo
thod thuan gitra hai ban san xuit va tiey thu, nhung saj léch khai Itong don vi bao géi theo dung
qui dinh hién hanh.

6.2 Ghi nhan

Trén méi chai hodc hép nudc g6i dau c6é nhan ghi:
= tén hang hoa:
= ténva dja chi ca sd san Xuat;
— thanh phan va ham Iugng nguyeén lisy chinh;
= dung tich thyc;
= hudng dan st dung;

— Ngay san xuit va han st dung.

Trén méi thiing cac tdng ¢é nhan ghi:
— tén hang hoa;
-~ tén va ham lugng cac nguyén liéu chinh:;
— tén va dia chi co sd san Xuéat;
- s0 lugng chai, hép;
= huéng dan bio quan (ky hiéu che mua nang);

= han st dung.

6.3 Van chuyén va bao quan

Nuc géi dau duge van chuyén béng moi phuang tién théng dung, nhung khéng dugc xép chéng
qua cao tranh gay dd va, bep bao bi san phim va phai dugc che mua nang.

Bao quan nudc g96i dau trong kho khé mat,

11
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Phu luc A
(Qui dinh)
Phuong phap thu kich (mg trén da

(Ap dung cho cac san ph&m dung trong y t€ va my phdm theo Quyét dinh
s& 3113/1999/QD-BYT ngay 11 thang 10 nam 1999 cia BO trudng BO Y té)

A.1 Nguyén tic

.~ Thit kich Ung trén da i&-mot phuong phap sinh hoc dua vao-mic d6 phan Ung cla da thd véi chat
thr so v3i phan da ké bén khong dap chat thir.

Phép thir khéng ap dung cho cac chat axit hodc ki8m manh (pH < 2 hoc pH > 11,5) va cac chéat
da bigt 1a co kich ing &rén da.

A.2 Dung cu thi nghiém
— tong do dién hodc mét thiét bi thich hap @& lam sach 1éng thd;

- kéo, panh.

A.3 Déng vat va diéu kién thi nghiém

SU dung thd tring trudng thanh, duc hoéc cai (khéng st dung tho co chira hoac dang cho con bu),
khod manh, can n&ng khéng dudi 2 kg. Thé dudc nhét riéng timg con va nudi dudng trong diéu
kién thi nghiém it nhat 5 ngay trudc khi thdr.

Thi nghiém tién hanh trong nhiét d phong 25 °C + 3 °C, d6 4m tuong d8i 30 % - 70 %, anh sang
bao dam 12 gid t6i, 12 gid sang hang ngay.

A.4 Chuin bi miu thir
Mau thet duge chudn bi tuy theo tinh chét va cach st dung trén ngudi cta timg loai san phdm.
— Chét1dng: dung truc tiép hodc pha loang véi dung méi thich hap.

— Chat ran: cé thé diing truc tiép hozc tan thanh bot dm véi dung méi thich hap dé dam bao
chat thir dugc tiép xuc tét vdi da.

_ Vi cac chat rdn khac khong thé tan thanh bét, can xi Iy hoac chiét xuat theo phuong phap
rieng trudc khi st dung.

12
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— Néu san phdm cuéi cling & dang vé tring, chat thir s& duoc tiét tring vdi cling diéu kién nhur
trong qui trinh san xuat. Cha y véi san phdm tiét tring bang etylen dioxit vi etylen dioxit va
san phdm phan huy cla né cé thé 9ay kich Ung. Can cé danh gia day du nhing phan (ng

cla loai sdn phdm nay trudc va sau khi tiat tring.

~ Dung méi ding d€ pha loang, lam 4m hoac chiét xuat 1a cac chat phan cuc (nuée, nudc
mudi sinh ly) hodc khéng phan cuc (ddu thuc vat, dau khoang) khéng gay kich ing.

A.5 Cach tién hanh

A.5.1 Chudn bi stic vt

Trudc ngay thi nghiém, lam sach I16ng thé & ving lung déu vé hai bén cot séng mét khoang du
rong dé dat cac mau thif va dsi chiing (khoang 10 cm x 15 cm). Chi nhiing thd c6 da khoé manh,
déng déu va lanh 13n mdi dugc dung vao thi nghiém.

+

A.5.2 Dat mauthd

Méi mau dugc thir trén 3 thd. Lidu chat th tran méi thd 1a 0,5 g hoc 0,5 ml. bat mau thr d3
chudn bi & trén 1&n miéng gac khéng gay kich (ng 2,5 cm x 2,5 cm c6 d6 day thich hop réi ddp l1&n
da. C6 dinh miéng gac bang bang dinh khéng gay kich (ng it nhat trong 4 gid. Sau dé bd gac va
bang dinh, chat tht con lai dugc lam sach béng dung méi thich hop khéng gay kich (ng.

Trong trudng hdp mau thir da dugc pha lodng hoac lam &m béng dung méi, tién hanh song song
dat mau d8i chimg la dung méi da ding & ché da bén canh. So d6 dat miu thit c6 thé ba tri theo
hinh A.1.

Hudng dau thd

Diém dat mau tha Diém dat miu thir

Diém d&t mau d6i ching Diém dat mau d6i chimg

Hinh A.1 - So d6 dit miu th(

13
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A.6 Quan sat va ghi diém

Quan sat va ghi diém phan (ng trén ché da dat chat thir so voi da ké bén khong dat chit thlr & cac
thoi diém 1 gio, 24 gid, 48 gid va 72 gid sau khi lam sach mau thd. C6 thé kéo dat hon thdi gian

quan sat khi c6 t8n thuong sau dé cé thé danh gia ddy dd hon vé khad nang hoi phuc hodc khéng

héi phuc ctia vét thuong nhung khdng nén qua 14 ngay.

Panh gia phan {ng trén da d cac mirc do gay ban dd, phli né theo qui dinh & bang A.1.

Bang A.1 - Mirc do phan ng trén da tho

Phan ng

Diém danh gia

Su tao vdy va ben dé

—~ Khéng ban do 0
- Ban dd rat nhe (vira di nhan thay) ‘ 1
- Ban d4 nhan thay rd 2
— Ban dd vira phai dén nang 3
_ Ban d& nghiém trong (dd tdy) d&n tao thanh vdy dé ngan ngifa 4
su tién trién clia ban dd
Gay phu né
- Khong phu né 0
— Phu né rat nhe (vira @4 nhan thay) 1
— Phu né nhan thay rd (vién pht né phong én rd) 2
~ Phu né vira phal (da phong lén khoang 1 mm) 3
— Phu né nghiém trong (da phdng lén trén 1 mm va cé lan réng 4
ra vung xung quanh)
T8ng s6 diém kich (mg t&i da c6 thé 8

Nhimg thay d8i khac trén da can theo ddi va ghi chép day du.

A.7 Panh gia két qua

Trén méi thd, diém phan ng duoc tinh bang t3ng s& diém & hai mic 36 ban dé va pht né chia cho sé

l4n quan sat. Diém kich (ng cla mau thif dudc 14y trung binh diém phan (mg clia cac thd da thi.
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Trong trudng hop c6 dung miu ddi ching, diém phan (mg cla mau thif dugc trir di s6 diém cla

" mau déi ching. ,

Chi sl dung cac diém & nhimg thdi gian quan sat & 24 gid, 48 gid va 72 gio dé tinh két qua.

Déi chidu diém kich Umg véi cac mic do qui dinh trén bang A.2 dé xac dinh kha nang gay kich Ung

trén da thd clia mau thit.

Bang A.2 - Phan loai cac phan g thir trén da tho

Loai phan img Piém trung binh
Kich (g khdng dang ké Tu 0 dén0,5
Kich ng nhe | | I6n hon 0,5 @én 2
Kich L'mg‘vira phai Ién hon 2,0 dén 5,0
Kich ing nghiém trong I6n hon 5,0 dén 8,0

A.8 Bao cao két qua

Bao cao két qua can ghi ddy da cac thong tin vé mau thd, sdc vat thi (loai, s8 lugng). Ghi chi tiét
cach chun bi mau thlr va cach dat mau trén da, dlém cla céc lan quan sat, nhimg nhan xet thém
néu cb va danh gia két qua.

Chd thich:

- Danh gia mirc do kich (ng trén da khong nén chi dua vao s8 diém kich img ma con can clr vao
nhitng mo ta su thay ddi tinh trang da da quan sat dugc.

- Viéc két luan miu thr dat chét lugng vé chi tiéu kich ing da hay khong phai phu thuéc vao yéu
cau riéng clia timg san phdm.

15



TCVN 6972 : 2001

Phu luc B
(Qui dinh)

Tigu chuin gidi han vi khudn, ndm mé&c trong my pham

(Ap dung cho céc sdn phdm ding trong y t& va my pham theo Quyét dinh
s& 3113/ 1999/ QP-BYT ngay 11 thang 10 nam 1999 ciia B¢ trudng BS Y té)

Tiéu chudn gidi han vi khugn, ndm méc trong my pham la van ban qui dinh vé s& lugng tSi da vi
khudn, ndm mdc khéng dudc vuct qua trong my phdm va phuong phap thlr dé xac dinh vi khuin,

nam méc trong my pham.

B.1 Gidi han vi khuan va nim méc

B.1.1 Trong my pham, khéng dugc cé cac vi khudn sau:
— Staphylococcus aureus;
- Candida albicans;

- Pseudomonas aeruginosa.

B.1.2 Tdng s6 vi khudn hiéu khi sdng lai dudc khéng dudc 16n hon 1000/1 g hodc 1 mi san
pham.

B.1.3 Tdng s ndm mdc sdng lai dugc khéng dudc Ién hon 100/1 g hodc 1 mi san phim.

B.1.4 S& lugng Enterobacteria va cac vi khudn Gram am khac khong dudc 16n hon 10/1 g hoac

1 ml san pham.

B.2 Phuong phap thir
B.2.1 L&y mau va chudn bi mau thi nghiém

B.2.1.1 Lay mau

Theo tiéu chudn 1dy mau kiém nghiém, mét mau dem thd phal Iam it nhat trén 3 don vi déng goi

nhd nhat.
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B.2.1.2 Pha ché mau thif nghiém

Tuy theo ting san phdm, 1&y mét lugng san phdm dai dién ti cac don vi dong goi (khoang tu
10 - 50 g hoac 10 - 50 mi san phdm) vao binh nén, thém dung méi pha lo@ng thich hgp dé pha
loang san phdm thanh cac néng d6 dem thr nghiém thich hop nhu: 10""; 10°% 10 hoac 1/2; 1/5;
1/20: 1/40 v. v... sao cho khi dém khudn lac trén dia Petri c6 dudng kinh 90 - 100 mm, sG lugng
khun lac khong vugt qua 300 trong mét dia.

B.2.2 Thiét bi, dung cu

Thit nghiém dugc tién hanh trong cac dléu kién vé tring, ddm bao khéng c6 sy lay nhiém cac vi
- khudn tif ngoal vao mAu thlt. Cac phuong tién va dung cu can ding gom: ‘
— hop Petri thuy tinh c6 duong kinh 90 - 100 mm;

— pipet chia vach cé thé tich 1; 5 va 10 ml;

— binh nén dung tich 100; 250 va 500 ml;

— 8ng nghiém cac loai 16 - 160 mm, 18 - 200 mm;

— ndi cach thuy 8n dinh dudc nhiét dd trong khodng 35 - 45 °C;

— t( 4m diéu chinh nhiét d6 32°C+1°C;

- th say;

— ndi hdp tiét trung;

- may do pH.

B.2.3 Hoa chét, thudc thir:
— thach dung cho vi sinh vat;
-~ pepton dung cho vi sinh vat;
— natri clorid tinh khiét (NaCl);
- glucose tinh khiét;
— dinatri hydrophotsphat tinh khiét;
— natri dihydrophotsphat ;
— kali Dihydrophotsphat tinh khiét;
— dikali hydrophotsphat tinh khiét ;
- acid lactic: dung dich 20 % hoac 30 %; '
—  acid citric : dung dich 20 %;
— natri hydroxit tinh khiét (NaOH);
- dung dich natri hydroxit 0,1 N;
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- magnesi clorid;

n-dimethyl-phenylen diamin dihydroclorid;

- cetrimid (Cetyl trimethyl amoni bromid);

- magnesi sulfat ngadm nudc;
— glycerin;

- tween 80;

— d6 trung tinh;

— tim tinh thé;

— xanh Brilliant.

B.2.4 M0i trudng

B.2.4.1 Cac mdi trudng diing d& pha loang, d&m cac vi khudn, ndm méc

B.2.4.1.1 Nudc Pepton

Pepton
Natri clorid

Nuéc cat

B.2.4.1.2 Nudc mudi sinh ly

Natri clorid

Nudc cat

1g
85¢
1000 mi

8,59
1000 ml

B.2.4.1.3 Méi truong thach Saboruaud

Pepton
Glucose
Thach
Nudc cat

pH sau khi tiét trung:

10g
40 g
15-20g
1000 mi
5660,2

‘

Cach pha: Hoa tan cac chat trong nuéc, dun nhd Iira, khudy déu cho tan hoan toan. Déng vao

cac binh dung tich 250 ml, méi binh 150 ml. Hap tiét trung trong néi hdp 110° C trong thai gian

15 - 20 phut. Méi trudng cé thé bao quan & 4° C va st dung trong vong 30 ngay.
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Pepton
Natri clorid
Thach
Nudc cat

pH sau khi hdp tiét trung

TCVN 6972 : 2001

10g
5g
156-20 g
1000 ml

7,4-76

B.2.4.2 Cac méi trudng diing dé phan lap vi khudn, ndm méc

B.2.4.2.1 Mai trudng thach Cetrimid

Gelatin pancreatic
Magnegi clorid
Glycerin

Cetrimid

Thach

Nudc cat

20,0 ¢
1449
10,0 mi
0,3¢g
13,6 g

1000 mi

Cach pha: Hoa tan t&t ca cac chéat ran trong nudc, thém glycerin. Bun néng, khudy déu; dun sol

1 phat cho tan hoan toan. pH sau khi tiét trung 7,2 + 0,2.

B.2.4.2.2 Mai trudng thach dé phat hién Fluorescin ctia Pseudomonas

Casein pancreatic

Pepton

Dikali hydrophotsphat khan
Magnesi sulfat ngam nudc
Thach

Glycerin

Nudc cat

10,0 g

10,0 g

. 15g

1.5¢
15,0 g
10,0g

1000 mi

Cach pha: Hoa tan tat c& cac chat ran trong nudc, thém glycerin. Bun néng, khudy déu; dun sol 1

phut cho tan hoan toan. pH sau khi tiét trung 7,2 £ 0,2.
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B.2.4.2.3 M@i trudng thach dé phat hién Pyocyanin clla Pseudomonas

Gelatin pancreatic 20049

Magnesi clorid khan 1449

Kali sunfat khan 10,0 g

Thach 15,0 g

Glycerin 10,0 ml .
Nudc cat ' 1000 mi.

Cach pha: Hoa tan tat ca cac chat rén trong nudc, thém glycerin. Bun néng, khudy déu, dun sél

1 phtt cho tan hoan toan. pH sau khi tiét trung 1a 7,2 + 0,2.

B.2.4.2.4 Mai trudng RAT

Bot gao 150¢g

Tween 80 10mil

Thach 13,5¢

Nudc cat | 1000 ml ‘
pH sau khi tiét trung 45-55

B.2.4.2.5 M0l trudng thach mudi mat co lactose va glucose, chi thj tim tinh thé&, dd trung tinh

Cao men bia 39¢g

Gelatin pancreatic 7049

Mudi mat 159

Lactose 10,0 g

Natri clorid 50¢g

D-glucose monohydrat 100g .
Thach 150 ¢g

P4 trung tinh 30 mg

Tim tinh thé 2 mg

Nudc cat - 1000 mi

Didu chinh pH sao cho sau khi dun 1a 7,4 + 0,2. Bun t8i s6i nhung khéng dun trong néi hap.
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B.2.4.2.6 Canh thang lam gidu Enterobacteriacease - Mossel

Gelatin pancreatic 10 g

D-glucose monohydrat 50¢

Mat bo khé 20,09

Kali dihydrophosphat 2049 .
Di natri hydrophosphat 80g¢g

Xanh Briliant 15,0 mg

Nudc cat 1000 mi

Piéu chinh pH sao cho sau khidun la 7,2 £ 0,2. Bun 3100°C trong 30 phat va :am lanh ngay.

B.2.4.2.7 Mbi trudng thach Manitol-mudi

Casein pancreatic ‘ 50g

Pepton 50g

Cao thit ' | 1,09 ‘
Natri clorid 75,049

D-manitol 10,0 g

D4 phenol 25 mg

Thach 15,0 g

Cach pha: Trén, dun néng, khudy déu, sau d6 dun séi 1 phut dé hoa tan hoan toan. pH sau khi tiét
trung: 7,4 £ 0,2.
C.2.4.2.8 Mai trudng long Casein dau tuong

Casein pancreatic 0,5¢

Bé6t dau tuong (thuy phan bdi papain) 30g

Natri clorua : 509
Dikali hydrophosphat 259
Glucosa 2,54
Nudc cat 1000 ml

Cach pha: Hoa tan cac chét ran vao nudc, dun néng nhe cho tan hoan toan. P& ngudi dung dich &
nhiét do phong, phan chia vao cac binh thich hgp, dem tiét triing, pH sau khi tiét tring 7,3 £ 0,2.
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B.2.5 Tién hanh nudl cdy, xac dinh va phan lap
B.2.5.1 Dé&m t8ng sé vi khudn hi&u khi, nAm méc séng lai dudc
B.2.5.1.1 Pha lodng san pham: ti€n hanh theo diéu 2.1.2. ’

B.2.5.1.2 Cay truyén
Trudc tién cdy kiém tra pipet trén mot dia méi trusng phat hién vi khudn va mét dia méi trudng ndm
mac. '

Dung pipet v6 tring cdy vao méi hop Petri 1 ml san phdm d3 pha loang, méi dé pha Ioang cdy vao
2 hép dé xac dinh sé Iugng vi khudn higu khi séng lai dudc va 2 hép d8 xac dinh s6 lugng nam

méc séng lai dudc.

C.2.5.1.3 P3 dia

Bun néng chay hoan toan cac loai méi trudng ding d& dém vi khudn, ndm méc,,dé€ ngusi dén
45°C, rét vao cac hop Petri (da cdy san trong méi hép 1 ml cia mét dé pha lodng clia san pham)
méi hdp 15 - 20 ml mdi trudng; tron déu san phdm di pha lodng véi méi trudng bing cach xoay
hép Petri qua phai va qua trai méi chidu 2 - 3 lan. D& dia thach déng tu nhién trén mat phing

ngang.
Thuong dung méi trudng thach thudng d€ dém vi khudn hiéu khi.

Thudng ding méi trudng Sabouraud dé dém nim méc.

B.2.5.1.4 U 3m

Sau khi cac dia thach da déng tu nhién & nhiét dé phong, lat ngugc dia thach va dem 0.

Nhimg dfa thach diing d& d&m vi khugn dugc G d 32 - 35 °C, dém khuan lac moc trén dia sau khi i
48 - 72 gig.

Nhing dia thach ding d€ dém nidm mdc & 256 2°C, dém khudn lac moc trén dia sau khi G tir
3 - 5 ngay.

B.2.5.1.5 Tinh két qua

S6 lugng vi khudn hiéu khi, nAm mdc séng lai dugc ¢6 trong 1 g hodc 1 ml san phdm dugc tinh

theo cdng thic sau:
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- trong dé: ‘

M 1a sé lugng vi khudn, ndm mdc séng lai dugc cé trong 1 g hodc 1 ml sin phim:;

C la tdng s6 khudn lac d6m dugc g céc dia Petri ciing mét d6 pha loang;

n la sd dia trong mét dd pha loang;

d la do pha loang;

N la s6 d6 pha loang (thi du d€m hai d6 pha loang 10' va 10% : N =2; dm & nhiing d6 pha
lodng 2,5 va 10 thi N = 3 v.v...). |

B.2.5.2 Phan lap vi khudn

B.2.5.2.1 Tim Staphylococcus aureus

Cho ché phdm vao 100 ml méi trudng I6ng casein dau tuong, i 4m 35°C trong khoang 24 - 48 gid.
Quan sat mdl trudng, néu thdy vi khudn moc, ding que cdy I&y mét quai cay, cdy lén mét dia
thach Mannitol- mudi. Day dia, lat ngugc hép Petri, dem G 4m & 35°C trong 24 gid. Sau khi G 4m,

kiém tra néu thay:

Trén dia thach Mannitol- mudi c6 thdy nhimg khudn lac mau vang cing véi mét viing mau vang
xung quanh, diing que cdy 1dy khudn lac dlén hinh, dem nhudém Gram, soi kinh thdy tu ciu khudn
hinh chiim nho, bat mau gram duong, dudng kinh khoang 0,8 - 1um; tiép tuc.lém cac phan (ng
sinh vat hoa hoc clia Staphylococcus aureus. Chuy&n mét lac khudn nghi ngd dic trung vao 8ng
nghiém nhd, sach v6 triing, thém vao dng 0,5 ml huyét tuong thd. Bem G 4m cach thuy 37°C; sau
3 gi¢ G &m, ki€m tra cac dng thi, ti€p tuc G 4m thém 24 gid. N&u thdy c6 hién tuong dong huyét
tuong & bat ky mirc d6 nao- san phdm cé Staphylococcus aureus.

. B.2.5.2.2 Tim Pseudomonas aeruginosa

Cho ché phdm vao 100 ml mél trudng 16ng casein dau tuong, & 4m & 35°C trong 24 - 48 gid. Quan
sat moi trudng, néu thdy vi khdn moc, dung dung que cdy I&y mét quai cdy, cdy [én mét dia thach
Cetrimid. day dia, lat ngugc hop Petri va dem 0 dm & 35°C trong 24 gid. sau khi 0 am, kiém tra néu

thay:

Trén mdi trudng thach Cetrimid c6 khudn lac mau lyc nhat, c6 anh huynh quang mau luc, thi 1y
khudn lac, nhuém gram va soi kinh. Néu thdy truc khudn Gram am va phan {ng oxydaza dudng
tinh thi ti€p tuc cdy truyén trén mat méi trudng thach Pseudomonas dé phat hién fluorescin va mal
trudng thach Pseudomonas dé phat hién pyocyamin trong hop Petri. Day va 1at ngugc hdp méi
truong da cdy truyén, dem G dm 3 35 + 2°C trong it nhat 3 ngay, dem kiém tra cac dia thach dudi

anh dén tl ngoai, néy thay:
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Trén dia thach Pseudomonas dé phat hién fluorescin cé khusn lac khéng mau dén mau vang, cé

huynh quang hai vang.

Trén dia thach Pseudomonas dé phat hién pyocyamin cé khudn lac mau vang nhat, ¢ huynh

quang mau xanh nudc bién.

Tiép tuc nhuém gram, soi kinh va lam phan Ung oxydaza thay truc khudn gram am, phan ing
oxydaza duang tinh, cé thé két luan cé Pseudomonas aeruginosa.Néu chua chic chén cé thé tiép
tuc ki€m tra béing cac phép thir sinh hoa khac.

Thit phan (ng oxydaza: Chuyén khun lac vao miu gidy da tdm trudc N-dimethyl phenylen diamin
dihydroclorid, néu thdy hién mau dd héng, chuyén sang mau tim: phan ing oxydaza duong tinh.

B.2.5.2.3 Enterobacteriaceae va cac vi khuin gam am khac

Lam déng nhét ch& phdm dem kiém tra béng cach xt ly mét lugng thich hgp nhu d3 mé t3 & trén
va (i dm & 35 - 37 ° C trong mét thdi gian thich hop dé& phuc héi lai vi khugn, nhung khéng phal lam
tang vi khudn (thudng tir 2 - 5 h). Lic binh chlia va chuyén mét lugng ché phdm d3 déng nhat
tuong duong vdi khodng 1 g hodc 1 mi ché phdm vao 100 ml méi trudng canh thang lam gidu
Enterobacteriaceae - Mosel va G 4m & 35 - 37 °C trong 18 - 24 h.C3y lén dia thach mugi mat cé
lactose, glucose, chi thi tim tinh th& va dé trung tinh, G 4m & 35 - 37°C trong 18 - 48 h. Ché ph3m
khéng c6 Enterobacteriaceae néu khong thdy moc nhitng khuin lac vi khudn gram am trén thach
dia.

Banh gia s6 lugng: U 4m mét lugng thich hgp méi trudng canh thang lam gidu Enterobacteriaceae
- Mosel véi nhitnglugng ché phdm dem kiém tra da dugc lam gidu déng nhat chita 1,0 g; 0,1 g; va
0,01 g hodc 1,0 mi; 0,1 mi va 0,01 m. Ché& phdm cé thé dugc pha loang khi can. ¢ dn a 35°-37°C
trong 24 dén 48 gig. Su moc clia cac khudn lac da phat trién t6t thusng dé hosc dia dd, vi khusn
gram am chdng té két qua duong tinh. Ghi lugng nhé nhat cta ché phdm ma & d6 cho kat qua
duong tinh va lugng 16n nhat clia ché phdm ma & d6 cho két qua am tinh. Xac dinh theo bang sau
s6 lugng Bacteria.

Bang B.1- Tinh lugng Bacteria trong ch& phim

Két qua dai véi méi lugng san phim S8 bacteria c6 trong
1.0 g hogc 1,0ml | 0,1 ghoac 0,1 ml | 0,01 g hoac 0,01 mi 19 sédn pham
+ + + Lén hon 102
+ + - it hon 10 2 nhung 16n hon 10
+ - - it han 10 nhung 16n hon 1
- - , - it hon 1
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B.2.5.2.4 Tim Candida albicans

Tién hanh trén mél trudng thach Sabouraud.

Vao cudi giai doan i 4m, kiém tra bang kinh hién vi xem c¢6 ndm moc hay khéng. Kiém tra sy c6
khudn lac nghi ngd Candida albicans. L&y khudn lac .dl&n hinh dem nhudm gram, soi kinh:

- Candida albicans c6 hinh tron, bau duc dudng kinh 6 - 9 pm, bat mau gram duong.
Thi nghiém mam gia dau:

L&y mét giot huyén dich ndm da nudl cdy sau 24 h vao 8ng nghiém nhd cé chifta 1 ml huyét thanh
thd, 0 am & 37° C trong 3 h, sau dé 13y ra soi gilfa ban va 1a kinh. N&u la ndm Candida albicans thi

gan nhu toan bd s& t& bao sé ndy mam giéng nhu hinh - gia dau.

Tim t€ bao vach day: Cho mél trudng RAT 1én ban kinh vé khudn, nhd vao mét giot huyén dich
nam, day la kinh, doc két qua sau 24 - 48 gid G am d 30 °C.



TCVN 6972 : 2001

(1

(2]

26

Tai liéu tham khao

Tiéu chudn gidi han vi khudn, ndm mdc va phuong phap thf clia bo Y T& quy dinh cho my
phé’m sd 3113/1999/QD-BYT ngay 11/10/1999. '

Tiéu chudn dd kich (mg da va phuong phap thr clia bé Y T& quy dinh cho my phdm sé
3113/1999/QD-BYT ngay 11/10/1999.




