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4.2. М Е Т О Д Ы  К О Н Т Р О Л Я . М И К Р О Б И О Л О Г И Ч Е С К И Е  Ф А К Т О Р Ы

Метод микробиологического измерения концентрации 
клеток микроорганизма T rich odetm a  viride  44-11-62/3 -  

продуцента комплекса целлюлолнтнческих ферментов 
в воздухе рабочей зоны

Методические указания
_____________________МУК 4,2Л784—03____________________

1. Общие положения и область применения
Настоящие методические указания устанавливаю т методику про­

ведения м икробиологического  количественного анализа концентрации 
клеток штамма -  T r ic h o d e rm a  v ir id e  44-11-62/3 продуцента комплекса 
целлю лолитических ф ерментов (целлю лаза , ксиланаза) в воздухе рабо­
чей зоны в диапазоне концентраций от 100 до 5 000 клеток в I мт воздуха.

М етодические указания разработаны в соответствии с требования­
ми I О С Т  12.1.005— 88 «С С Б Т . В оздух рабочей зоны. О бщ ие санитарно- 
гигиенические требования» и Р 8.563— 96 «М етод и к и  выполнения из­
мерений».

М етодические указания предназначены для применения в лабора­
ториях предприятий, организаций и учреж дений, аккредитованных в 
установленном  порядке на право проведения м икробиологических ис­
следований.

М етодические указания одобрены  и рекомендованы секцией «Ги­
гиенические аспекты биотехн ологи и  и микробного зшрязпенчя окру­
жающей среды » П роблем ной  комиссии «Н ауч н ы е  основы гигиены ок­
ружающей среды »*
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2. Характеристика штамма-продуцента Trichoderma viride
44-11-62/3

Н а агаризованной среде сусло-а гар  (содерж ание с о ло д о в о го  сусла  

5— 6° по Б алли н гу ) на 5 ден ь  развития микроорганизм  образует  харак­
терные колонии до  5— 5,5 см в диаметре с гладкой  подош вой, слегка  
приподнятые над поверхностью  среды , не врастаю щ ие в агар, с волни­
стым краем, пуш исты м  воздуш ны м  м ицелием , который покры т спорами 
лим онн о-ж елтого  цвета. Н а 3 день развития в среду вы деляется ярко- 
ж елты й пигмент ли м о н н о го  оттенка. Гиф ы м ицелия бесцветны е, септи- 

рованные, многократно ветвисты е.
С истематическое п олож ени е микроорганизма.

К ласс F u n g i  im p e r fe c t i

П орядок H y p h o m y с е  ta le s

Род  T r ic h o d e rm a

Вид v i r i d e

Ш тамм 44-11-62/3
Ш тамм T r ic h o d e rm a  v ir id e  44-11-62/3 п олуч ен  во В Н И И би отехн о - 

логия в лаборатории Биосинтеза ф ерментов м етодом  индуцированной 
селекции с применением  зти лен им ин а  и ни трозом егилм очевины  из ис­
ходной  культуры  T r ic h o d e r m a  v ir id e  44 -  продуцента  ц еллю лазы  и деп о­
нирован в ЦМ Г1М  В Н И И генетика .

Ш там м -продуцент син тези рует вы сокоактивны й ком плекс ц еллю - 

лоли ти ческих  ф ерментов д ля  производства ф ерм ентного  препарата цел- 
ловиридин ГЗх. М аксим альная активность ц еллю ла зы  составляет 

35 ед./мл, ксиланазы  - 4 2  ед./мл.
Ш там м -продуцент растет на ж идких и агар изованн ы х средах. 

К ультивирование гриба  пр ои сходи т 5 суток  при тем пературе 36— 38 °С , 
затем 5 суток  при ком натной  тем пературе. Д ля  размнож ения и хранения 

используется  сусло-агар  5— 6 °Б. pH  среды  -  5,0— 6,0.
П редельно допустим ая концентрация (Г1Д К ) в воздухе  рабочей зо ­

ны -  2 000 кл./м\ А .

3. Пределы измерений
М етодика обеспечивает вы полнение изм ерений Количества клеток 

ш тамма-продуцента в в оздухе  рабочей  зоны  в диапазоне концентраций 
от  100 до  5 000 клеток  в 1 м г воздуха при дов ерительн ой  вероятности 
0,95.
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4. Метод измерений
Прямой метод измерения концентрации ш тамма-продуцепта осно­

ван на аспирации из воздуха микробных клеток  (спор, фрагментов ми­
целия ) на поверхность плотной  питательной среды сусло-агар и под­
счета выросших колоний по культурально-м орф ологическим  признакам 
на день развития.

Косвенный м етод  измерения концентрации штамма-продуцента 
основан на аспирации из воздуха микробны х клеток на поверхность 
плотной питательной селективной среды  и подсчета выросших колоний 
по зонам просветления, образую щ ихся вокруг каждой колонии штамма 
как результат продукции целлю лазы  на среде с окрашенной целлю лозой .

5. Средства измерений, вспомогательные устройства, 
реактивы и материалы

При выполнении измерений применяю т следую щ ие средства изме­
рений, вспомогательны е устройства и материалы.

5.7. Средства измерений, вспомогат ельные устройства, материалы

П рибор  для бактериологического  анализа воз­
духа, модель 818 (щ елевой  прибор К ротова ) Т У  64-12791— 77 
Термостаты  электрические суховоздуш ны е 
или водяные
Автоклав электрический Г О С Т  9586— 75
Бокс, оборудованный бактерицидными лампами
Х олодильник  бы товой
Весы  лабораторные, аналитические типа
В Л А -2 0 0
М икроскоп биологический с иммерсионной 
системой типа «Б и о л а м » Л -2 1 1
Л уп а  с увеличением  х 10 Г О С Т  25706— 83
Чашки Петри бактериологические 
плоскодонные, стеклянны е, диаметром  100 мм 
Пробирки биологические, вместимостью 20 и 35 мл Г О С Т  10515—  75 
Пипезки мерные на 1, 5 и 10 мл Г О С Т  10515— 75
Пипетки мерные на 1, 5, и 10 мл Г О С Т  1770— 74
К олбы  конические, вм естим остью  250 и 500 м л Г О С ! ' 1770— 74 
Секундомер Г О С Т  9586— 75
Барометр Г О С Т  24696— 79
М арля медицинская Г О С Т  9412— 11
Вата медицинская гигроскопическая Г О С Т  25556— 81
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5.2* Реактивы, раст воры

Агаризованное пивное сусло  5— 6 °Б для штам- 
ма-продуцента (агар -  1,8 % , pH 5,0— 6,0, 
режим стерилизации 1,1— 1,2 ати в течение 
30 мин)

М олочная кислота, синоним-альф а-оксипроли-
новая кислота (и з расчета 0,4 мл на 100 мл
среды сусло-агар для подавления посторонней
бактериальной микроф лоры ) Г О С Т  490— 79
Бенгальский розовый
Диметил сульф оксид
Спирт этиловый ректификат Г О С Т  5962— 67
Селективная среда для штамма-продуцента.
Состав среды: К Н 2Р 0 4 -  1 г; M g S 0 4 7Н 20  -  
0,5 г; (N H 4)2S 0 4 -  0,7 г; ц еллю лоза  порошковая 
в  пересчете на с у х о е  вещ ест во -  0,9 г; лактоза -  
0,3 г; дрожжевой экстракт -  0,5 г; агар -  18 г; 
вода дистиллированная -  до  1 000 мл

6. Требования безопасности
При выполнении измерений концентрации клеток  ш тамма-проду­

цента в воздухе рабочей зоны  соблю даю т следую щ и е требования:
6.1. Правила техники безопасности при работе с химическими ре­

активами по Г О С Т  12.1.005— 88.
6.2. Электробезопасность при работе с электроустановками по 

ГО С Т  12.1.019— 79 и инструкции по эксплуатации прибора.
6.3. Руководство «П олож ен и е  об  организации работы по технике 

безопасности в микробиологической пр ом ы ш ленности » (1980), «И н с т ­
рукции по устройству, требованиям безопасности и личной  гигиены при 
работе в м икробиологических лабораториях предприятий микробиоло­
гической промы ш ленности» (1977).

6.4. Все виды работ с реактивами проводят тольк о  в вытяжном 
шкафу при работающей вентиляции, работа с  биологическим  материа­
лом  осущ ествляется в боксе, оборудованным бактерицидными лампами.

7* Требования к квалификации операторов
К выполнению  измерений и обработке их результатов допускаю т 

лиц с высшим или средним специальным образованием , прошедших 
соответствую щ ую  подготовку и имеющ их навыки работы в области 
микробиологических исследований.
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8. Условия измерений
П роц ессы  приготовления растворов  и подготовки  проб к анализу  

проводят в норм альны х услов и я х  при тем пературе воздуха  (20  ±  5 °С ), 

атм осф ерном  давлении 630— 800 мм рт. ст. и влаж ности воздуха не б о ­

лее  80 % .

9. Проведение измерения 
9 .L  Условия от бора  п роб  воздуха

Д ля определени я  концентрации к леток  ш тамма-продуцента воздух  

аспирирую т при помощ и аппарата К р отов а  с о  скоростью  10 л/мин на 

поверхность плотной  питательной  среды . В рем я аспирации воздуха (1 —  

10 мин) зависит от  предполагаем ой  концентрации клеток продуцента  

(прям ой м етод  позволяет учиты вать на чаш ке до 200 колоний п р одуц ен ­

та, косвенны й -  д о  30— 50 колоний  на чаш ке).
А п парат К ротова перед каж дым о тбор ом  пробы  воздуха тщ ательн о  

протираю т спиртом . О собен н о  тщ а тельн о  обрабаты ваю т поверхность 
подвиж ного диска и внутренню ю  стен ку  прибора, наруж ную  и внутрен­
ню ю  стенку крышки.

На подвиж ной диск устан авливаю т п од готов лен н ую  чашку П етри 

со средой, одноврем енно снимая с нее кры ш ку. П рибор  закрывают. С о ­
прикосновение крышки прибора со  средой  недопустим о.

П о сле  отбора  пробы  воздуха  и остановки  диска, прибор откры ва­
ют, бы стро  снимаю т чаш ку П етри  и закрывают крыш кой от данной 
чашки. Н а дне чашки П етри стеклограф ом  отм ечаю т точку контроля, 
время аспирации и дату отбора  пробы .

9.2. Вы полнение анализа

При вы полнении анализа воздуха  прямым методом  среду с у сло - 

агар расплавляю т, остуж аю т до  5 0 — 60 °С , д обавляю т м олочной  к и сло ­
ты из расчета 0,4 мл на 100 м л среды  (д ля  подавления посторонней 
бактериальной м икроф лоры ), тщ ательн о  перем еш иваю т и разливаю т в 
чашки П етри.

При вы полнении анализа воздуха  рабочей  зоны  косвенным м ето ­

дом селекти вную  среду расплавляю т, остуж аю т до 60 °С , добавляю т 

50 мг/л бен га льск ого  розового , растворенн ого  в 1 мл дим етилсульф ок - 
сида, тщ ательн о  перемеш иваю т и разливаю т по 10 мл в стеклянны е 

чашки П етри  на горизонтальной  поверхности . Бенгальский розовы й 
предназначен для  специф ического окраш ивания ц еллю лозы  и для огра ­
ничения разрастания колоний на чаш ках.
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Чашки с застывш ей средой помещ аю т в термостат на сутки при 

температуре 37 °С , после  чего проросш ие чашки бракую т, стерильные 
чашки использую т для контроля воздуха.

П осле отбора проб воздуха чашки П етри  пом ещ аю т в термостат на 

42 °С  (для  интенсификации развития). Через 3 суток  производят подсчет 
выросших колоний по культурально-м орф ологическим  признакам и 
характерной пигментации среды (прямой м етод ) или зон просветления 
вокруг выросших колоний продуцента (косвенны й м етод) как результат 
продукции целлю лолитических ферментов на среде с окрашенной цел­
лю лозой.

10. Вычисление результатов измерения
Расчет концентрации клеток продуцента в пересчете на I м3 возду­

ха производят по ф ормуле:

v  N-mo ,  з
X  s ------------ , кл./м , где

А "-  концентрация клеток продуцента в воздухе;

N — количество колоний продуцента, вы росш их на чашке;
I 000 -  коэффициент пересчета на 1 м3 воздуха;

V ~  объем  воздуха, л  (произведение скорости на время аспирации).

11. Оформление результатов измерений
Результаты  измерений оф ормляю т протоколом  по форме.

П р о то к о л  №
к о ли ч ест в ен н о го  м и к р о б и о ло ги ч еск о го  ан а ли за  ш там м а- 

продуцента Trichoderm a viride 44-11-62/3 в  возд ухе  рабочей  зоны

1. Дата проведения ан а ли за___________________________________________ _________
2. М есто отбора п р о б ы ______________________ _________________________________
3. Название ла б о р а то р и и ________________________________________________ _
4. Ю ридический адрес организации__________________________________________

Результаты микробиологического анализа

Шифр или 
JV« пробы

Определяемый
микроорганизм

Концсш рация, 
кл./м ̂

Ответственный исполнитель 
Научный руководитель
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