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T I ª u   c h u È n   v I Ö t   n a m                              tcvn 6662 : 2000

ChÊt l−îng n−íc  − §o th«ng sè sinh hãa − Ph−¬ng ph¸p ®o

phæ x¸c ®Þnh nång ®é clorophyl-a

Water quality − Measurement of biochemical parameters − Spectrometric determination

of the chlorophyll-a concentration

1   Ph¹m vi ¸p dông

1.1   Tiªu chuÈn nµy qui ®Þnh ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh nång ®é clorophyl-a. Ph−¬ng ph¸p nµy cã thÓ

¸p dông cho thùc vËt phï du trong n−íc mÆt tù nhiªn vµ ®Ó thö sù t¨ng tr−ëng cña t¶o trong thö

nghiÖm sinh häc. Dïng c¸ch lÊy mÉu thÝch hîp, ph−¬ng ph¸p cã thÓ ¸p dông cho c¸c thùc vËt ®¸y

(phô lôc A).

1.2    C¸c picment t¶o kh¸c nh− clorophyl-b , clorophyl-c vµ mét vµi chÊt chuyÓn ho¸ clorophyl

kh«ng ®−îc x¸c ®Þnh. C¸c picment n©u (phaeopicment) cã thÓ ®−îc x¸c ®Þnh b¸n ®Þnh l−îng ®Ó

hiÖu chØnh c¶n trë khi x¸c ®Þnh clorophyl-a vµ ®Ó chØ ra phÇn sinh khèi t¶o kh«ng ho¹t hãa.

1.3   Clorophyl nh¹y víi ¸nh s¸ng vµ oxi, nhÊt lµ khi bÞ chiÕt. §Ó tr¸nh ph©n hñy do oxi hãa vµ

quang hãa, kh«ng ®−îc ®Ó mÉu ra kh«ng khÝ hoÆc ¸nh s¸ng m¹nh. §ång nhÊt mÉu trong mét sè

tr−êng hîp cã thÓ lµm t¨ng hiÖu suÊt chiÕt.

1.4   Ph−¬ng ph¸p chiÕt b»ng etanol gåm viÖc ®un nãng 75 oC trong 5 min ®Ó øc chÕ men

clorophylaza vµ ®Ó thóc ®Èy sù ph©n gi¶i picment. B¶o qu¶n phÇn chiÕt (kh«ng läc) tr−íc khi ®o

phæ trong thêi gian ng¾n, cã thÓ ®Õn ba ngµy trong tñ l¹nh ë 4 oC. B¶o qu¶n phÇn chiÕt d−íi − 25 oC cã

thÓ ®Õn ba m−¬i ngµy.

1.5   MÆc dÇu suèt quy tr×nh cã sö dông läc hoÆc ly t©m ®Ó lµm cho phÇn chiÕt cuèi cïng trong

nh−ng nã vÉn cã thÓ bÞ ®ôc nhÑ. Sù axit hãa cã thÓ còng g©y ®ôc. Do ®ã ®é hÊp thô ®o ë 665 nm cÇn

®−îc hiÖu chØnh ®é ®ôc b»ng c¸ch trõ ®é hÊp thô ®o ë 750 nm.
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1.6   Picment cña mét vµi khuÈn −a s¸ng (thÝ dô Clorobium) c¶n trë x¸c ®Þnh nång ®é clorophyl-a

[1]. §é hÊp thô cña clorophyl-b vµ clorophyl-c ë 665 nm rÊt nhá, cã thÓ bá qua [2].

2   Tiªu chuÈn trÝch dÉn

ISO 5667-1:1980,   ChÊt l−îng n−íc − LÊy mÉu − PhÇn 1: H−íng dÉn lËp ch−¬ng tr×nh lÊy mÉu.

TCVN 5992: 1995 (ISO 5667-2:1991),   ChÊt l−îng n−íc − LÊy mÉu − H−íng dÉn kÜ thuËt lÊy mÉu.

3   Nguyªn t¾c

LÊy t¶o vµ chÊt l¬ löng trong mÉu n−íc b»ng läc. ChiÕt picment t¶o tõ phÇn cßn l¹i cña qu¸ tr×nh läc

vµo etanol nãng. §o phæ x¸c ®Þnh nång ®é clorophyl-a trong phÇn chiÕt. §¸nh gi¸ nång ®é

clorophyl-a vµ picment n©u tõ sù kh¸c nhau cña ®é hÊp thô ë 665 nm tr−íc vµ sau khi axit hãa

phÇn chiÕt [3] [4].

4   Thuèc thö

ChØ dïng c¸c thuèc thö tinh khiÕt ph©n tÝch vµ n−íc ®· lo¹i ion hoÆc n−íc tinh khiÕt t−¬ng ®−¬ng.

4.1   Axit clohydric, c(HCl) = 3 mol/l.

4.2   Etanol, (C2H5OH), dung dÞch n−íc 90 % (V/V).

Chó thÝch 1 − PhÇn bÞ biÕn chÊt trong etanol kh«ng c¶n trë phÐp x¸c ®Þnh. Tuy nhiªn, nªn x¸c ®Þnh so

s¸nh b»ng etanol tinh khiÕt (90 %) lµm nÒn víi mçi l« mÉu míi [4].

5   ThiÕt bÞ, dông cô

C¸c thiÕt bÞ, dông cô th«ng th−êng trong phßng thÝ nghiÖm  vµ:

5.1   M¸y ®o phæ, dïng ë vïng kh¶ kiÕn ®Õn 750 nm, víi ®é ph©n gi¶i 1 nm, chiÒu réng d¶i nhá

h¬n 2 nm, ®é nh¹y nhá h¬n hoÆc b»ng 0,001 ®¬n vÞ ®é hÊp thô, cã c¸c cuvet n»m trong kho¶ng

1 cm ®Õn 5 cm.

5.2   ThiÕt bÞ läc ch©n kh«ng, cã gi¸ vµ kÑp.

5.3   C¸i läc b»ng sîi thñy tinh kh«ng cã chÊt h÷u c¬, ®Ó läc mÉu n−íc vµ gi÷ l¹i h¬n 99 %

c¸c h¹t lín h¬n 1 µm. D¶i ®−êng kÝnh c¸i läc thÝch hîp tõ 25 mm ®Õn 50 mm.
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5.4   C¸i läc phÇn chiÕt, m« t¶ nh− 5.3 nh−ng ®−êng kÝnh nhá h¬n, thÝ dô 25 mm.

C¸ch kh¸c: ly t©m, gia tèc 6 000 g vµ m©m quay phï hîp cho c¸c èng nghiÖm chiÕt.

5.5   Nåi c¸ch thñy, ®iÒu chØnh ®−îc ë 75 oC + 1 oC cã chç võa cho b×nh chiÕt.

5.6   B×nh chiÕt, thÝ dô c¸c lä nhá mµu n©u, miÖng réng, cã nót vÆn b»ng polytetrafloetylen

(PTFE), dung tÝch tõ 30 ml ®Õn 50 ml, thÝch hîp cho viÖc ly t©m ë 6000 g.

6   LÊy mÉu vµ b¶o qu¶n mÉu

LÊy mÉu theo ISO 5667-1 vµ TCVN 5992: 1995 (ISO 5667-2). Cã thÓ b¶o qu¶n mÉu trong tñ l¹nh,

kh«ng qu¸ 8 h, nh−ng nªn tr¸nh. NÕu cã thÓ, thùc hiÖn 7.1 ®Õn 7.3 ngay sau khi lÊy mÉu. NÕu cÇn,

gi÷ phÇn chiÕt th« trong b×nh chiÕt thuû tinh mµu n©u kÝn khÝ (5.6) ë d−íi − 25 oC th× ®−îc ba m−¬i

ngµy. Kh«ng gi÷ l¹i mÉu n−íc ®«ng l¹nh hoÆc c¸i läc cã chÊt r¾n.

7   C¸ch tiÕn hµnh

7.1   Läc

L¾c ®Ó trén kü mÉu. Läc mét thÓ tÝch mÉu Vs (th−êng kho¶ng 0,1 ®Õn 2 lit, phô thuéc vµo chiÕt t¶o)

qua c¸i läc b»ng sîi thñy tinh (5.3) g¾n trªn gi¸. Lµm kh« c¸i läc trong ch©n kh«ng, vµ khi võa kh«

th× lÊy khái gi¸ ®ì vµ ®Æt vµo b×nh chiÕt. NÕu c¸i läc kh«ng võa b×nh chiÕt th× c¾t c¸i läc thµnh tõng

m¶nh nhá.

Tr¸nh ch¹m ngãn tay vµo mÉu.

7.2 Ph−¬ng ¸n chiÕt A

§un nãng mét thÓ tÝch etanol (4.2) ®Õn 75 oC.

Rãt mét thÓ tÝch nhá etanol nãng (30 ml ®Õn 40 ml) vµo b×nh chøa c¸i läc hoÆc m¶nh cña nã. §Ó

nguéi vµi phót, nghiÒn c¸i läc ®Ó dÔ chiÕt, nªn dïng m¸y lµm ®ång nhÊt cã con khuÊy d¹ng que.

Röa que khuÊy b»ng mét Ýt etanol (4.2) ®Ó lo¹i m¶nh vôn b¸m vµo ®ã. ChiÕt phÇn huyÒn phï trong

Ýt nhÊt 3 min.

Chó thÝch 2 − ViÖc chiÕt th−êng ®−îc thùc hiÖn ë nhiÖt ®é phßng nhiÒu giê hoÆc qua ®ªm. NÕu chiÕt kÐo

dµi hoÆc phÇn chiÕt ®−îc l−u gi÷ nhiÒu ngµy (thÝ dô qua cuèi tuÇn) th× b×nh chiÕt cÇn ®Ó trong tñ l¹nh.

Läc dung dÞch qua c¸i läc dµy (5.4) vµo b×nh ®Þnh møc (dung tÝch 50 ml hoÆc 100 ml) cã nót. Röa

b×nh chiÕt b»ng etanol (4.2) vµ chuyÓn ®Þnh l−îng vµo b×nh ®Þnh møc. §Þnh møc ®Õn v¹ch, ®Ëy kÝn

vµ l¾c ®Òu. §ã lµ thÓ tÝch phÇn chiÕt Ve.
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Lµm tiÕp víi b−íc 7.4.

7.3 Ph−¬ng ¸n chiÕt B

LÊy chÝnh x¸c mét thÓ tÝch VE (20 ml hoÆc 25 ml) etanol (4.2) vµo b×nh chiÕt (5.6) ®Ó ngËp hÕt c¸i

läc. §ãng n¾p chÆt ®Ó tr¸nh phÇn chiÕt bay h¬i. L¾c nhÑ ®Ó æn ®Þnh phÇn cÆn. §Æt vµo nåi c¸ch

thñy ®Ó phÇn chiÕt trong b×nh ngang møc víi n−íc trong nåi. §un 5 min, l¾c nhÑ nÕu cÇn. LÊy b×nh

chiÕt ra khái nåi vµ ®Ó nguéi ®Õn nhiÖt ®é phßng trong 15 min.

Thêi gian gi÷a chiÕt vµ ®o ph¶i lµ tèi thiÓu.

Chó thÝch 3 − PhÇn chiÕt ë giai ®o¹n nµy cã thÓ gi÷ trong tñ l¹nh qua ®ªm tr−íc khi ®o (xem 7.4). Kh«ng

l−u gi÷ qu¸ ba ngµy.

Läc phÇn trong cña phÇn chiÕt qua c¸i läc (5.4), høng vµo b×nh ph¶n øng s¹ch (5.6), b×nh nµy

kh«ng ®−îc tr¸ng b»ng dung m«i (xem chó thÝch 4).

Cã thÓ ly t©m b×nh ph¶n øng ®Ó thu ®−îc phÇn trong.

Dïng phÇn chiÕt trong ®Ó ®o quang.

Chó thÝch 4 − Khi dïng ph−¬ng ph¸p nµy, chØ cÇn thu lÊy mét phÇn thÓ tÝch chiÕt v× thÓ tÝch Ve ®· biÕt

chÝnh x¸c vµ kh«ng mÊt do bay h¬i do ®· nót kÝn. Ngoµi ra, n−íc ë trong c¸i läc cã thÓ bá qua (xem 7.1) v×

nã chØ nhá h¬n 5 % thÓ tÝch chiÕt.

7.4   §o quang

7.4.1   Dïng pipÐt chuyÓn mét phÇn chiÕt trong vµo cuvet cña m¸y ®o phæ, ®Ó l¹i mét Ýt ®ñ cho

b−íc axit hãa (xem 7.4.2).

§o ®é hÊp thô ë 665 nm (A665) vµ 750 nm (A750) so víi etanol (4.2).

Chó thÝch 5 − §é hÊp thô ë 665 nm ph¶i n»m trong kho¶ng 0,01 ®Õn 0,8 ®¬n vÞ. §iÒu ®ã cã thÓ ®¹t

®−îc nhê lÊy phÇn thÓ tÝch ®· läc, thÓ tÝch chiÕt, pha lo·ng, cu vet ... phï hîp. §Ó b¾t ®Çu, lÊy     0,5

lit mÉu, c¸i läc ®−êng kÝnh 50 mm, 20 ml etanol vµ cuvet 5 cm.

7.4.2   Axit hãa phÇn chiÕt (th−êng lµ 5 ml ®Õn 10 ml) b»ng 0,01 ml axit clohydric (4.1) cho 10 ml

phÇn chiÕt, l¾c vµ ®o ®é hÊp thô ë 665 nm vµ 750 nm sau 5 min ®Õn 30 min.

8   TÝnh to¸n vµ biÓu thÞ kÕt qu¶

8.1   Nång ®é ρc cña clorophyl-a, ®−îc tÝnh b»ng microgam trªn lit, theo c«ng thøc:
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trong ®ã

A = A665 − A750 lµ ®é hÊp thô cña phÇn chiÕt tr−íc khi axit hãa (xem 7.4.1);

Aa = A665 − A750 lµ ®é hÊp thô cña phÇn chiÕt sau khi axit hãa;

Ve lµ thÓ tÝch phÇn chiÕt, tÝnh b»ng mililit;

Vs lµ thÓ tÝch mÉu ®· läc, tÝnh b»ng lit;

Kc = 82 l/µg⋅cm lµ hÖ sè hÊp thô phæ ®Æc tr−ng cho clorophyl-a, gi¸ trÞ nµy ®−îc lÊy tõ [2];

R = 1,7 lµ tû sè A/Aa cho dung dÞch clorophyl-a tinh khiÕt bÞ chuyÓn thµnh

phaeophytin do axit hãa (xem 7.4.2) (gi¸ trÞ nµy ®−îc lÊy tõ [2]);

d lµ chiÒu dµi quang cña cuvet, tÝnh b»ng centimet;

103 lµ hÖ thËp ph©n sè cña Ve.

8.2   Nång ®é ρp cña phaeopicment, tÝnh b»ng microgam trªn lit , ®−îc tÝnh theo c«ng thøc:

8.3   Khi gi¸ trÞ 82 ®−îc lÊy cho hÖ sè hÊp thô phæ ®Æc tr−ng cña clorophyl-a trong etanol 90 %, vµ

1,7 ®−îc lÊy cho hÖ sè axit cùc ®¹i (R) cña clorophyl-a tinh khiÕt th× nång ®é clorophyl-a trong mÉu

n−íc ®−îc ®¬n gi¶n hãa thµnh

vµ nång ®é phaeopicment tõ c«ng thøc (2) ®−îc ®¬n gi¶n hãa thµnh c«ng thøc (4):

Chó thÝch

6   Gi¸ trÞ tÝnh to¸n cña phaeopigment kh«ng æn ®Þnh nh− nång ®é clorophyl-a. Mét phÐp thö liªn phßng thÝ

nghiÖm ®· chØ râ ®é lÖch 5 % ®Õn 11 % ®èi víi clorophyl-a vµ 6 % ®Õn 46 % ®èi víi phaeopigment.

7   Tû sè A/Aa lµ 1,7 nÕu chØ cã clorophyl-a tån t¹i trong mÉu, vµ lµ 1 nÕu s¶n phÈm ph©n hñy cña

clorophyl-a tån t¹i trong mÉu.
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HÖ sè hÊp thô (82) cho clorophyl-a trong etanol (4.2) ®−îc lÊy ë [5] ë 665 nm. Gi¸ trÞ (84) cho ë ®©y lµ cho

clorophyl-b vµ clorophyl-c. §é hÊp thô cña clorophyl-a ë cïng nång ®é trong axeton cao h¬n 2 % ®Õn 3 %

trong etanol ë 665 nm [2] [4].

8.4   Ghi kÕt qu¶ b»ng microgam trªn lit (hoÆc miligam trªn mÐt khèi) víi hai sè cã nghÜa hoÆc mét

sè sau dÊu phÈy, thÝ dô:

Nång ®é clorophyl-a 5,5 µg/l

Nång ®é phaeopigment < 0,1 µg/l

9   §é chÝnh x¸c

Mét phÐp thö liªn phßng thÝ nghiÖm thùc hiÖn 1983 cho kÕt qu¶ [6] ghi trong b¶ng 1.

B¶ng 1 − §é chÝnh x¸c

MÉu l n na

%

x
−

µg/l

σr

µg/l

VCr

%

σR

µg/l

VCR

%

A 18 71 0 126,5 5,46 4,3 6,36 5,0

B 18 70 2,8 20,3 3,67 18,1 2,90 11,3

C 17 67 5,6 24,6 2,21 9,0 2,8 11,4

l lµ sè phßng thÝ nghiÖm σr lµ ®é lÖch chuÈn lÆp l¹i

n lµ sè gi¸ trÞ VCr lµ hÖ sè ®é lÖch lÆp l¹i

na lµ phÇn tr¨m lo¹i bá σR lµ ®é lÖch chuÈn t¸i lËp

x
−

lµ trung b×nh tæng VCR lµ hÖ sè ®é lÖch t¸i lËp.

10   B¸o c¸o kÕt qu¶

B¸o c¸o kÕt qu¶ cÇn gåm nh÷ng th«ng tin sau:

a)   viÖn dÉn tiªu chuÈn nµy;

b)   nhËn biÕt mÉu n−íc;

c)   biÓu diÔn kÕt qu¶, theo ®iÒu 8;

d)   xö lý mÉu tr−íc, nÕu cã;

e)   nh÷ng sai kh¸c so víi ph−¬ng ph¸p nµy hoÆc mäi t×nh huèng cã thÓ ¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶.
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Phô lôc A

(tham kh¶o)

X¸c ®Þnh hµm l−îng thùc vËt ®¸y

A.1   X¸c ®Þnh thùc vËt ®¸y

LÊy mÉu thùc vËt phï du theo ISO 5667-1 vµ TCVN 5992: 1995 (ISO 5667-2).

LÊy mÉu thùc vËt ®¸y (t¶o b¸m vµo) phô thuéc vµo chÊt nÒn. Mét vïng diÖn tÝch bÒ mÆt x¸c ®Þnh

trªn ®¸ hoÆc trªn vËt liÖu kh¸c ch×m trong n−íc cã thÓ ®−îc n¹o ra b»ng dao hoÆc l−ìi dao c¹o r©u.

Sái vµ ®¸ nhá lÊy trùc tiÕp vµo dung m«i. VËt liÖu nh©n t¹o ®Æt xuèng n−íc nh− mét miÕng thñy tinh

lµm cho viÖc lÊy mÉu trë nªn dÔ dµng. C¶ miÕng thñy tinh hoÆc t¶o ®−îc lÊy ra vµ vËn chuyÓn tõ

n¬i lÊy mÉu cïng víi n−íc. T¶o ®¸y hoÆc chÊt nÒn víi khèi l−îng ®· biÕt sÏ ®−îc xö lý t−¬ng tù nh−

víi thùc vËt phï du theo ph−¬ng ph¸p m« t¶ ë tiªu chuÈn nµy.

A.2   Dung m«i chiÕt

Axeton ®−îc dïng nhiÒu v× nã ®−îc UNESCO-SCOR ®Ò nghÞ vµo n¨m 1966 ®Ó chiÕt t¶o. Tuy nhiªn,

trong mét sè tr−êng hîp axeton tá ra kh«ng ®−îc tèt nªn ®−îc thay b»ng cån. Thùc nghiÖm ®· chØ

ra r»ng etanol vµ metanol nãng lµ t−¬ng tù nhau vµ chiÕt tèt h¬n axeton l¹nh [4]. Nh−ng nÕu axit

hãa phÇn chiÕt ®Ó hiÖu chØnh ¶nh h−ëng cña phaeopicment th× sinh ra vÊn ®Ò. Sù lÖch cña ®é hÊp

thô cùc ®¹i vÒ phÝa c¸c sãng ng¾n h¬n cã thÓ dÉn ®Õn sù thay ®æi tû sè axit, thÝ dô nång ®é axit,

hµm l−îng n−íc trong dung m«i vµ c¸i läc, thêi gian tõ lóc axit hãa ®Õn lóc ®o. Nh÷ng vÊn ®Ò nµy

chØ cã thÓ kh¾c phôc b»ng c¸ch thªm c¸c b−íc trong ph−¬ng ph¸p, thÝ dô trung hßa b»ng baz¬ h÷u

c¬ (dimetyl anilin hoÆc diphenyl anilin). Ngoµi ra, mªtanol rÊt ®éc. V× thÕ, khuyÕn nghÞ dïng etanol

lµm chÊt chiÕt ®Ó x¸c ®Þnh clophyl-a trong mÉu n−íc ngät vµ n−íc biÓn.
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Phô lôc B

(tham kh¶o)
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