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ChÊt l−îng n−íc − X¸c ®Þnh ¶nh h−ëng øc chÕ cña

mÉu n−íc ®Õn sù ph¸t quang cña vi khuÈn Vibrio fischeri

(PhÐp thö vi khuÈn ph¸t quang )

PhÇn 2:  Ph−¬ng ph¸p sö dông vi khuÈn kh« - láng

Water quality - Deterrmination of the inhibitory effect of water samples

on the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test)

Part 2 : Method using liquid-dried bacteria

1    Ph¹m vi ¸p dông

TCVN 6831 : 2001 (ISO 11348) qui ®Þnh ba ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh sù øc chÕ ph¸t quang cña vi khuÈn biÓn

Vibrio fischeri (NRRL B-11177). TCVN 6831-2 : 2001 (ISO 11348-2) qui ®Þnh ph−¬ng ph¸p sö dông vi khuÈn

kh« - láng.

Tiªu chuÈn nµy ¸p dông cho :

− n−íc th¶i;

− dÞch chiÕt vµ dÞch ng©m chiÕt b»ng n−íc;

− n−íc ngät (n−íc mÆt vµ n−íc ngÇm) hoÆc n−íc mÆn vµ n−íc lî, ®Æc biÖt dïng ®Ó kiÓm so¸t sù thay

®æi øc chÕ ®èi víi vi khuÈn;

− n−íc giÕng khoan.

2   Tiªu chuÈn trÝch dÉn

ISO 5667-16 : 1998   ChÊt l−îng n−íc − H−íng dÉn thö  sinh häc c¸c mÉu.

TCVN 6184 : 1996 (ISO 7027: 1990)  ChÊt l−îng n−íc  − X¸c ®Þnh ®é ®ôc.

3   Nguyªn t¾c

Sù øc chÕ ph¸t quang do cÊy vi khuÈn Vibrio fischeri ®−îc x¸c ®Þnh b»ng c¸ch thö nghiÖm theo tõng mÎ.

§iÒu ®ã ®−îc thùc hiÖn b»ng viÖc kÕt hîp c¸c thÓ tÝch qui ®Þnh cña mÉu thö hoÆc mÉu thö ®· pha lo·ng víi

huyÒn phï chøa vi khuÈn ph¸t quang ®ùng trong cuvet.
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ChuÈn cø thö lµ sù gi¶m ph¸t quang ®o ®−îc sau khi mÉu vµ vi khuÈn tiÕp xóc 15 phót vµ 30 phót hoÆc 5

phót, tuú chän, cã tÝnh ®Õn hÖ sè hiÖu chØnh (ƒkt), ®ã lµ phÐp ®o sù thay ®æi c−êng ®é cña c¸c mÉu kiÓm tra

trong suèt thêi gian tiÕp xóc. ¶nh h−ëng øc chÕ cña mÉu n−íc cã thÓ ®−îc x¸c ®Þnh b»ng  LID (xem phô lôc

B) hoÆc lµ c¸c gi¸ trÞ EC20 vµ / hoÆc EC50 th«ng qua c¸c d·y pha lo·ng.

X¸c ®Þnh møc pha lo·ng g©y ra øc chÕ ph¸t quang < 20%. Víi c¸c møc g©y øc chÕ cao h¬n, th× ¶nh h−ëng

cña nång ®é cã thÓ x¸c ®Þnh b»ng biÓu ®å hoÆc b»ng phÐp ph©n tÝch thèng kª. Sù øc chÕ do mÉu ®−îc biÓu

thÞ theo c¸c ®é pha lo·ng g©y gi¶m ph¸t quang 20% vµ 50% so víi c¸c gi¸ trÞ cña mÉu thö tr¾ng  (EC20 vµ

EC50). Nh÷ng gi¸ trÞ nµy ®−îc néi suy trong c¸c d·y pha lo·ng.

4   C¸c chÊt g©y nhiÔu

C¸c chÊt kh«ng tan, Ýt tan hoÆc dÔ bay h¬i hoÆc c¸c chÊt cã ph¶n øng víi n−íc pha lo·ng hoÆc víi huyÒn

phï thö nghiÖm, hoÆc lµm thay ®æi tr¹ng th¸i cña chóng trong qu¸ tr×nh thö, cã thÓ ¶nh h−ëng ®Õn kÕt qu¶

hoÆc lµm gi¶m ®é t¸i lËp cña kÕt qu¶ thö.

Trong  tr−êng hîp n−íc qu¸ ®ôc hoÆc ®Ëm mµu, cã thÓ xÈy ra sù dËp t¾t ph¸t quang do viÖc hÊp thô ¸nh

s¸ng hoÆc t¸n x¹ ¸nh s¸ng g©y ra. Sù g©y nhiÔu nµy ®«i khi cã thÓ kh¾c phôc ®−îc, thÝ dô : b»ng c¸ch sö

dông cuvet hiÖu chØnh hÊp thô hai ng¨n (xem phô lôc A).

V× sù ph¸t quang sinh häc cÇn ®Õn l−îng oxy > 0,5 mg/l, nªn c¸c mÉu cã nhu cÇu oxy cao (vµ / hoÆc cã hµm

l−îng oxy thÊp) cã thÓ sÏ g©y sù thiÕu hôt oxy vµ mÉu sÏ bÞ øc chÕ.

MÉu bÞ nhiÔm bÈn chÊt h÷u c¬ do c¸c chÊt dinh d−ìng dÔ ph©n huû sinh häc (thÝ dô nh−: urª, pepton, cao

men, th«ng th−êng ≥100 mg/l) cã thÓ lµm gi¶m ph¸t quang sinh häc kh«ng lÖ thuéc vµo t¸c nh©n « nhiÔm.

Hµm l−îng muèi trong mÉu ban ®Çu v−ît qu¸ 30 g/l NaCl, hoÆc hµm l−îng c¸c thµnh phÇn kh¸c cã ®é thÈm

thÊu t−¬ng ®−¬ng, cïng víi l−îng muèi cÇn ph¶i thªm vµo khi thö cã thÓ g©y ra ¶nh h−ëng siªu thÈm thÊu.

NÕu mÉu chøa t−¬ng ®−¬ng tõ 20 g/l ®Õn 50 g/ l NaCI th× sÏ kh«ng ph¶i cho thªm muèi. Hµm l−îng muèi

cuèi cïng cã trong mÉu thö sÏ kh«ng ®−îc v−ît qu¸ ®é thÈm thÊu cña dung dÞch NaCI 35g/l.

5   Thuèc thö vµ c¸c vËt liÖu

ChØ sö dông c¸c ho¸ chÊt ®¹t chÊt l−îng ph©n tÝch. Dïng n−íc cÊt hoÆc n−íc cã ®é tinh khiÕt t−¬ng ®−¬ng.

5.1  Vi khuÈn thö

Loµi vi khuÈn ph¸t  quang thuéc chñng Vibrio fischeri NRRL - 11177. C¸c huyÒn phï vi khuÈn ®−îc dïng ®Ó

x¸c ®Þnh ®éc tÝnh ph¶i lµ c¸c dung dÞch ®−îc chuÈn bÞ tõ c¸c thuèc thö kh« - láng cã b¸n s½n ®−îc b¶o qu¶n

trong tñ ®¸ ë nhiÖt ®é -18oC ®Õn -20oC. Vi khuÈn ph¸t triÓn ngay sau khi kh«i phôc vµ ®−îc dïng cho

thö nghiÖm.



Tcvn 6831-2 : 2001

5

5.2   Dung dÞch natri clorua, lµm chÊt pha lo·ng

Hoµ tan 20 g natri clorua (NaCI) trong n−íc vµ thªm n−íc ®Õn 1 lÝt.

5.3   Dung dÞch natri hydroxit, c(NaOH) = 1 mol/l

5.4   Axit clohydric, c(HCI) = 1 mol/l

Chó thÝch − §Ó ®iÒu chØnh pH cã thÓ cÇn sö dông c¸c axit hoÆc c¸c baz¬ nång ®é thÊp h¬n hoÆc cao h¬n.

5.5   Dung dÞch dïng cho vi khuÈn kh« - láng.

D(+)- Glucoza ngËm n−íc ( C6H12O6 .H2O) 8,0 g 

Natri clorua (NaCI) 20,0 g 

Magie clorua ngËm 6 n−íc (MgCl2.6H2O) 2,035 g

Kali clorua (KCl) 0,30 g 

N- (2- Hydroxyetyl) piperazine-N- (2- axit ethanesunfonic) (HEPES) 11,9 g

Hoµ tan c¸c thµnh phÇn trªn trong n−íc, khuÊy ®Òu trong 30 phót vµ chØnh pH ®Õn 7,0 ± 0,2 b»ng dung dÞch

natri hydroxit (5.3) hoÆc b»ng axit clohydric (5.4). Thªm n−íc ®Õn 1 lÝt.

Dung dÞch nµy cã thÓ chia thµnh c¸c phÇn vµ b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é - 20 0C.

5.6  ChÊt ®èi chøng

- KÏm sunfat ngËm 7 n−íc (ZnSO4.7H2O)

- 3,5-dichlorophenol (C6H4OCI2)

- Kali dicromat (K2Cr2O7)

6   ThiÕt bÞ, dông cô

6.1  Tñ ®¸, ®Ó l−u gi÷ c¸c vi khuÈn cÇn b¶o qu¶n.

6.2   Tñ l¹nh, ®Ó duy tr× huyÒn phï gèc ë nhiÖt ®é 3oC ± 3oC.

6.3  Hép æn nhiÖt, ®Ó duy tr× mÉu thö ë nhiÖt ®é  150C ± 10C. Trong mçi lÇn thö nghiÖm nhiÖt ®é chØ ®−îc

dao ®éng tèi ®a  ± 0,2  0C .

6.4   M¸y ®o ®é ph¸t quang, tÕ bµo ®o ®−îc duy tr× ë nhiÖt ®é  15 0C ± 1 0C, cã trang bÞ c¸c cuvet phï hîp.

6.5   èng nghiÖm (lä), lµm b»ng chÊt liÖu tr¬ vÒ ho¸ häc, thÝch hîp ®Ó sö dông víi m¸y ®o ®é ph¸t quang

®· chän vµ cã dung tÝch ®ñ lín ®Ó ®äc hÕt bÒ mÆt lín nhÊt cã thÓ.
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 6.6   pH mÐt.

6.7   §ång hå bÊm giê.

6.8   Pipet pit«ng víi èng hót nhùa, dung tÝch danh ®Þnh 10 µl, 500 µl vµ 1000 µl.

6.9   Pipet pit«ng dung tÝch thay ®æi, tõ 10 ml ®Õn 200 ml vµ 200 µl ®Õn 5000 µl.

6.10   M¸y li t©m l¹nh.

6.11   Nåi c¸ch thuû cã thÓ duy tr× nhiÖt ®é ë 20 0C ± 2 0C.

6.12   M¸y ®o ®é dÉn.

7   LÊy mÉu vµ xö lý mÉu s¬ bé

7.1   LÊy mÉu

MÉu ph¶i ®−îc ®ùng trong c¸c b×nh s¹ch, tr¬ vÒ ho¸ häc phï hîp víi ISO 5667-16. Cho mÉu vµo ®Çy c¸c

b×nh vµ g¾n kÝn. Thö nghiÖm mÉu cµng sím cµng tèt sau khi lÊy mÉu. NÕu cÇn, b¶o qu¶n mÉu ë nhiÖt ®é tõ

2 0C ®Õn 5 0C trong b×nh thuû tinh, n¬i tèi kh«ng qu¸ 48 h. NÕu ph¶i b¶o qu¶n mÉu ®Õn 2 tuÇn th× ®Ó mÉu ë

nhiÖt ®é - 20 0C. Kh«ng ®−îc sö dông ho¸ chÊt ®Ó b¶o qu¶n mÉu. CÇn chØnh pH vµ thªm muèi tr−íc khi thö.

7.2   ChuÈn bÞ mÉu

§o pH cña tÊt c¶ c¸c mÉu. NÕu pH n»m trong kho¶ng 6 - 8,5 th× kh«ng cÇn ph¶i chØnh. Tuy nhiªn, viÖc chØnh

pH cã thÓ lµm biÕn ®æi b¶n chÊt cña mÉu. MÆt kh¸c, pH cña mÉu vµ pH cña mÎ thö cã thÓ kh¸c nhau do kh¶

n¨ng ®Öm cña m«i tr−êng thö kh¸c nhau. Cã thÓ cÇn ph¶i thùc hiÖn thö nghiÖm trªn c¶ 2 mÉu: mÉu ®· chØnh

pH vµ mÉu kh«ng chØnh pH.

NÕu cÇn, chØnh pH cña mÉu ®Õn 7,0 ± 0,2 b»ng c¸ch thªm axit clohydric  (5.4) hoÆc natri hydroxit (5.3); chän

nång ®é cña axit clohydric hoÆc natri hydroxyt sao cho thÓ tÝch thªm vµo kh«ng lín h¬n 5% tæng thÓ tÝch.

Cho thªm 20 g natri clorua trªn lÝt vµo mÉu n−íc hoÆc vµo mÉu n−íc ®· trung hoµ. §èi víi n−íc lî vµ n−íc

mÆn, cÇn ®o ®é mÆn vµ tÝnh l−îng NaCl (nÕu cã) cÇn thiÕt ®Ó ®iÒu chØnh ®é thÈm thÊu (xem ®iÒu 4).

C¸c mÉu qu¸ ®ôc cÇn ®−îc ®Ó l¾ng trong 1 h hoÆc cho ly t©m, thÝ dô trong 10 phót ë 5000 g hoÆc läc.

8   C¸ch tiÕn hµnh

ChuÈn bÞ mÉu theo 7.2.
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ChuÈn bÞ c¸c d·y pha lo·ng cÇn thiÕt (xem phô lôc B).

§èi víi c¸c mÉu kiÓm tra, duy tr× dung dÞch NaCl (5.2) ë nhiÖt ®é 15 0C ± 1 0C.

B¶o qu¶n vi khuÈn kh« - láng  ë - 20oC (5.1).

Lµm tan b¨ng vi khuÈn kh« - láng trong nåi c¸ch thuû ë nhiÖt ®é 200C ±  2 0C. C¸c huyÒn phï gèc ®· lµm

l¹nh cã thÓ chØ sö dông cho thö nghiÖm ban ®Çu.

Thªm 0,5 ml dung dÞch (5.5) (cho tõng 100 µl huyÒn phï gèc), gi÷ ë nhiÖt ®é 15 0C ±  1 0C vµ lµm ®ång nhÊt

b»ng c¸ch l¾c nhÑ lä. Chê kho¶ng 15 phót.

Dïng pipet cho vµo mçi èng nghiÖm 500 µl huyÒn phï cÇn thö, duy tr× ë nhiÖt ®é 15 0C ±  10C trong hép æn

nhiÖt ë c¸c kho¶ng thêi gian gièng nhau nh−  ®èi víi c¸c phÐp ®o c−êng ®é sau nµy.

NÕu cã thÓ, thùc hiÖn phÐp ®o kÐp cho mçi møc pha lo·ng ë nhiÖt ®é thö 15 0C ±  1 0C.

Sau thêi gian æn ®Þnh Ýt nhÊt 15 phót, dïng m¸y ®o ®é ph¸t quang ®Ó x¸c ®Þnh vµ ghi l¹i c−êng ®é ph¸t

quang  l0 cña c¸c huyÒn phï thö.

§iÒu chØnh dông cô cña m¸y ®o huúnh quang sao cho gÇn víi møc cùc ®¹i.

Chó thÝch − Nªn ®o tÊt c¶ c¸c mÉu thö, bëi v× sù ph¸t quang cã thÓ kh¸c nhau do huyÒn phï thö kh«ng ®−îc ®ång nhÊt.

V× thêi gian tiÕp xóc ®èi víi tÊt c¶ c¸c mÉu ph¶i b»ng nhau, nªn sö dông ®ång hå bÊm giê ®Ó cè ®Þnh thêi

gian ®o c−êng ®é ph¸t quang ë c¸c kho¶ng thêi gian ®o. Kho¶ng thêi gian ®o thÝch hîp lµ 20 gi©y.

Ngay sau khi ®o ®é ph¸t quang cña huyÒn phï thö, cÇn cho thªm mÉu (7.2), mÉu pha lo·ng (phô lôc B),

hoÆc dung dÞch natri clorua (5.2) ®Ó dung dÞch nµy cã ®ñ 1 ml . Dïng tay trén ®Òu, bËt ®ång hå bÊm giê vµ

®Æt cuvet trë l¹i hép æn nhiÖt ë 15 0C ±  1 0C. LÆp l¹i nh− vËy víi tÊt c¶ c¸c cuvet kh¸c, chó ý ®Ó kho¶ng thêi

gian gi÷a c¸c lÇn cho thªm liªn tiÕp lµ nh− nhau.

§o vµ ghi l¹i c−êng ®é ph¸t quang trong tÊt c¶ c¸c cuvet, kÓ c¶ mÉu kiÓm tra, cø sau 15 phót vµ sau 30 phót

(l15 , l30), cã thÓ ®o sau 5 phót ( l5 ), tuú chän.

Ghi l¹i sù ®iÒu chØnh dông cô.

9   §¸nh gi¸

9.1   ¶nh h−ëng øc chÕ lªn vi khuÈn ph¸t quang

Sö dông c«ng thøc (1) ®Ó tÝnh hÖ sè hiÖu chØnh (gi¸ trÞ fkt) tõ c−êng ®é ph¸t quang ®o ®−îc. HÖ sè nµy dïng

®Ó hiÖu chØnh c¸c gi¸ trÞ ban ®Çu l0 cña tÊt c¶ c¸c mÉu thö tr−íc khi chóng ®−îc dïng lµm gi¸ trÞ ®èi chøng

®Ó x¸c ®Þnh ®é gi¶m ph¸t quang do n−íc.

fkt = lkt/ l0   (t = 5 phót, 15 phót, 30 phót) .....  (1)
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trong ®ã

fkt    lµ hÖ sè hiÖu chØnh ®èi víi thêi gian tiÕp xóc 5 phót, 15 phót, 30 phót;

lkt     lµ c−êng ®é ph¸t quang trong mÉu kiÓm tra sau thêi gian tiÕp xóc 15 phót hoÆc 30 phót, tÝnh b»ng

®¬n vÞ ph¸t quang t−¬ng øng;

l0     lµ c−êng ®é ph¸t quang cña huyÒn phï thö kiÓm tra, ngay tr−íc khi cho thªm chÊt pha lo·ng (5.2),

tÝnh b»ng ®¬n vÞ ph¸t quang t−¬ng øng;

LÊy gi¸ trÞ fkt trung b×nh cña c¸c mÉu kiÓm tra.

Dïng c«ng thøc (2) ®Ó tÝnh lct:

ktct fIoI .= .....(2)

trong ®ã

ktf lµ gi¸ trÞ trung b×nh cña fkt;

l0 [xem ë c«ng thøc (1)];

lct        lµ gi¸ trÞ ®· hiÖu chØnh cña l0 ®èi víi c¸c cuvet ®ùng mÉu thö ngay tr−íc khi cho thªm mÉu thö.

Dïng c«ng thøc (3) ®Ó tÝnh ¶nh h−ëng øc chÕ cña mÉu thö:

100×
−

=
ct

Ttct
t

I
IIH ..... (3)

trong ®ã

Ht  lµ ¶nh h−ëng øc chÕ cña mÉu thö sau thêi gian tiÕp xóc 15 phót hoÆc 30 phót, tÝnh b»ng

phÇn tr¨m;

lct [xem c«ng thøc (2)];

lTt     lµ c−êng ®é ph¸t quang cña mÉu thö sau thêi gian tiÕp xóc 15 phót hoÆc 30 phót, tÝnh b»ng

®¬n vÞ ph¸t quang t−¬ng øng;

 TÝnh gi¸ trÞ trung b×nh cña ¶nh h−ëng øc chÕ Hl cho mçi møc pha lo·ng, tÝnh b»ng phÇn tr¨m;

TÝnh ®é lÖch cña phÐp x¸c ®Þnh song song cña Hl tõ trung b×nh t−¬ng øng cña c¸c lÇn thö kÐp vµ lµ phÇn

tr¨m gi¸ trÞ trung b×nh ®èi víi c¸c mÉu kiÓm tra.

§Ó ®¸nh gi¸ ¶nh h−ëng cña nång ®é, dïng c«ng thøc (4) ®Ó tÝnh gi¸ trÞ gamma cho tõng møc pha lo·ng:

Ht
Htt
−

=Γ
100

..... (4)
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trong ®ã

Γt lµ gi¸ trÞ gamma cña mÉu thö sau thêi gian tiÕp xóc 15 phót hoÆc 30 phót;

tH lµ gi¸ trÞ trung b×nh cña Ht [xem c«ng thøc (3)].

Chó thÝch − Khi mét nång ®é thö nhÊt ®Þnh cho øc chÕ ph¸t quang sinh häc 0 % hoÆc 100 % , th× kh«ng thÓ tÝnh ®−îc gi¸

trÞ gamma. Do ®ã, chØ cã nh÷ng gi¸ trÞ Ht n»m trong kho¶ng 10% vµ 90% ®−îc dïng ®Ó tÝnh ¶nh h−ëng cña nång ®é.

9.2   X¸c ®Þnh c¸c gi¸ trÞ EC

TÝnh ¶nh h−ëng cña nång ®é ®èi víi tõng kho¶ng thêi gian tiÕp xóc, sö dông phÐp ph©n tÝch håi qui tuyÕn

tÝnh chuÈn. ¶nh h−ëng cña nång ®é ë mét kho¶ng thêi gian tiÕp xóc cô thÓ th−êng ®−îc biÓu thÞ b»ng c«ng

thøc tuyÕn tÝnh (5):

lg ct = b lg Γt  + lg a ..... (5)

trong ®ã

ct  lµ phÇn mÉu n−íc cã trong mÉu thö, tÝnh b»ng phÇn tr¨m;

Γt  [xem c«ng thøc (4)];

b   lµ gi¸ trÞ cña ®é nghiªng cña ®−êng vÏ ®−îc ;

lg a lµ gi¸ trÞ cña phÇn bÞ c¾t cña ®−êng vÏ ®−îc.

B»ng c¸c ph−¬ng ph¸p thèng kª b×nh ph−¬ng tèi thiÓu, tÝnh c¸c gi¸ trÞ EC20 vµ EC50 víi c¸c giíi h¹n tin cËy

t−¬ng øng, trong ®ã :

ct = EC20,t  ë Γt = 0,25;

ct = E50,t ë Γt = 1,00.

NÕu ph¹m vi c¸c cÆp gi¸ trÞ kh«ng thÓ khíp víi ®−êng cong, th× c¸c gi¸ trÞ EC cã thÓ ®−îc −íc tÝnh b»ng ®å

thÞ, sö dông hÖ to¹ ®é logarit kÐp.

10   BiÓu thÞ kÕt qu¶

B¸o c¸o kÕt qu¶ theo mÉu trong b¶ng 1.

NÕu x¸c ®Þnh ®−îc, b¸o c¸o gi¸ trÞ LID (xem phô lôc B).

NÕu x¸c ®Þnh ®−îc, b¸o c¸o gi¸ trÞ EC20 vµ E50 .

B¸o c¸o c¸ch chuÈn bÞ vi khuÈn ®· sö dông.



Tcvn 6831-2 : 2001

10

B¶ng 1 – ThÝ dô vÒ ®¸nh gi¸ thö nghiÖm − MÉu : n−íc th¶i sau xö lý cña tr¹m xö lý n−íc th¶i

ThÝ nghiÖm kiÓm tra

Thö

nghiÖm

Gi¸ trÞ ®o ®−îc

l0                  lk30 2)
lk30 /l0 30fk

Thö nghiÖm tÝnh ®óng ®¾n

§é lÖch so víi gi¸ trÞ trung b×nh

30fk ,  tÝnh b»ng % 3)

80% 1) 297

292

242

236

0,8148

0,8082

0,8115 ± 0,4

50% 1) 295

305

253

257

0,8576

0,8426

0,8501 ± 0,9

ThÝ nghiÖm thö

Thö Møc pha
lo·ng D

Gi¸ trÞ ®o
®−îc

l0          lT30 2)
lc30 H30

%
30H

%

Thö nghiÖm tÝnh ®óng ®¾n
§é lÖch so víi gi¸ trÞ trung

b×nh, tÝnh b»ng
% 4)

Γ30

80% 1)

1

2
1

300

297

81

85

243,5

241,0

66,7

64,7
65,7 ± 1,0 1,919

50% 1)

3

4
5

6
7

8

2

3

4

280

292
292

285
303

302

141

140
193

185
229

225

238,0

248,2
248,2

242,3
257,6

256,7

40,8

43,6
22,3

23,6
11,1

12,4

42,2

22,95

11,75

± 1,4

± 0,65

± 0,65

0,731

0,298

0,113

1) ThÓ tÝch cña huyÒn phï thö : t−¬ng øng 0,2 ml vµ 0,5 ml .

2) ThÓ tÝch cuèi cïng trong cuvet: 1 ml.

3) §é lÖch cña gi¸ trÞ fk30 , tÝnh b»ng phÇn tr¨m cña c¸c lÇn x¸c ®Þnh song song so víi gi¸ trÞ trung b×nh cña
chóng lµ sè ®o sù  ph©n t¸n cña c¸c mÉu kiÓm tra.

4) §é lÖch cña gi¸ trÞ H30 , tÝnh b»ng phÇn tr¨m cña c¸c lÇn x¸c ®Þnh song song so víi gi¸ trÞ trung b×nh cña
chóng lµ sè ®o sù  ph©n t¸n cña c¸c mÉu thö.

Gi¸ trÞ LID trong thÝ dô nµy = 4.

Gi¸ trÞ EC20 trong thÝ dô nµy = 31,9 %, Gi¸ trÞ EC50 = 58,7 %.



Tcvn 6831-2 : 2001

11

11   ChuÈn cø cña tÝnh ®óng ®¾n

PhÐp thö ®−îc coi lµ ®óng nÕu :

−  gi¸ trÞ  fkt khi ñ trong 30 phót n»m trong ph¹m vi tõ 0,6 ®Õn 1,8;

−  kÕt qu¶ x¸c ®Þnh song song kh«ng chªnh lÖch qu¸ 3% so víi trung b×nh cña chóng. §iÒu nµy ®óng cho

mÉu kiÓm tra, còng nh− mÉu thö khi x¸c ®Þnh gi¸ trÞ LID hoÆc c¸c gi¸ trÞ  EC20 vµ EC50 t−¬ng øng;

−  C¶ ba chÊt ®èi chøng (5.6) g©y øc chÕ tõ  20% ®Õn 80% sau thêi gian tiÕp xóc 30 phót ë c¸c nång ®é sau

(c¸c dung dÞch kh«ng ®−îc trung hoµ, kiÓm tra riªng rÏ):

3,5-diclorophenol 6 mg/l

Zn2+ (lµ kÏm sunfat ngËm 7 n−íc) 25 mg/l

Cr6+ (lµ kali dicromat) 4 mg/l

12   §é chÝnh x¸c

Trong mét thö nghiÖm liªn phßng thÝ nghiÖm quèc gia ®−îc tiÕn hµnh trong suèt mïa hÌ n¨m 1991 do 22

phßng thÝ nghiÖm tham gia ®· x¸c ®Þnh c¸c sè liÖu vÒ ®é chÝnh x¸c. C¸c kÕt qu¶ ®−îc nªu trong phô lôc C.

13   B¸o c¸o thö nghiÖm

B¸o c¸o thö nghiÖm ph¶i nªu trÝch dÉn cña tiªu chuÈn vµ phÇn ®· sö dông [TCVN 6831-1 : 2001

(ISO 11348-1); TCVN 6831-2 : 2001 (ISO 11348-2) hay TCVN 6831-3 : 2001 (ISO 11348-3)] vµ gåm c¸c

th«ng tin sau:

a)  nhËn biÕt mÉu n−íc, kÓ c¶ viÖc lÊy mÉu, thêi gian vµ ®iÒu kiÖn b¶o qu¶n;

b)   pH cña mÉu n−íc gèc;

c)   ngµy thö nghiÖm;

d)   xö lý s¬ bé mÉu, nÕu cã;

e)   nguån gèc vi khuÈn, sè mÎ;

f)   ngµy chuÈn bÞ vi khuÈn;

g)   nhiÖt ®é b¶o qu¶n vi khuÈn, nÕu b¶o qu¶n ®«ng l¹nh;

h)    biÓu thÞ kÕt qu¶ theo ®iÒu 10 vµ b¶ng 1;

i)   nh÷ng sai lÖch so víi ph−¬ng ph¸p nµy vµ th«ng tin vÒ c¸c t×nh huèng cã thÓ ¶nh h−ëng ®Õn

kÕt qu¶;

j)   kÕt qu¶ thö víi c¸c chÊt ®èi chøng.
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Phô lôc A

(tham kh¶o)

Ph−¬ng ph¸p chØnh mµu

A.1   Ph¹m vi ¸p dông

ViÖc gi¶m ®é ph¸t quang do hÊp thô ¸nh s¸ng cã thÓ xÈy ra khi mÉu trong c¸c d·y pha lo·ng thÊy râ mµu,

®Æc biÖt nh÷ng mµu tõ ®á ®Õn n©u. NÕu quan s¸t thÊy mµu ë nång ®é EC20, th× nªn thùc hiÖn qui tr×nh sau

®©y ®Ó kiÓm tra nÕu thÊy cÇn thiÕt ph¶i hiÖu chØnh mµu. Trong mäi tr−êng hîp, khi nång ®é cña mÉu thö gÇn

víi gi¸ trÞ EC50 th× nªn hiÖu chØnh mµu.

A.2   Dông cô bæ sung

A.2.1   Cuvet hiÖu chØnh mµu: cuvet cã hai líp, cã g¾n bé phËn ®o ®é ph¸t quang.

A.2.2   Pipet Pasteur.

A.3    C¸ch tiÕn hµnh

Thùc hiÖn toµn bé qui tr×nh hiÖu chØnh mµu ë nhiÖt ®é 15 0C ±  0,5 0C trong tñ Êm kiÓm so¸t ®−îc nhiÖt ®é.

ChuÈn bÞ mét dung dÞch mÉu thö cã nång ®é gÇn gi¸ trÞ EC20,t (Ck). Khi c¸c gi¸ trÞ EC20,t chªnh lÖch lín th× Ck

ph¶i gÇn víi gi¸ trÞ EC20,t thÊp nhÊt.

Chó thÝch − Kh«ng cÇn ph¶i chän Ck kh¸c nhau cho mçi kho¶ng thêi gian tiÕp xóc (5 phót, 15 phót, 30 phót).

Cho 2,0 ml dung dÞch natri clorua 2% vµo khoang ngoµi cña cuvet hiÖu chØnh mµu.

ChuÈn bÞ huyÒn phï vi khuÈn ®Æc biÖt.

Trén kü huyÒn phï tr−íc khi dïng pipet Paster ®Ó chuyÓn vµo khoang trong cña cuvet hiÖu chØnh mµu.

Thªm huyÒn phï cho b»ng víi møc dung dÞch cã trong khoang ngoµi cña cuvet hiÖu chØnh mµu. §o møc ¸nh

s¸ng (B0) sau Ýt nhÊt 15 phót, vµ khëi ®éng ®ång hå bÊm giê.

Tõ thêi ®iÓm nµy trë ®i, vÞ trÝ cña cuvet hiÖu chØnh mµu trong khoang ®o ph¶i ®−îc gi÷ nguyªn cho tÊt c¶ c¸c

sè ®äc.

Dïng pipet lÊy hÕt dung dÞch natri clorua tõ khoang ngoµi vµ thay vµo ®ã b»ng 2,0 ml mÉu thö ®· pha lo·ng

(phô lôc B) vµ lµm l¹nh s¬ bé ®Õn 15 0C ±  1 0C.
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Sau lÇn ®o ®Çu 5 phót, ®o møc ¸nh s¸ng (l5).

Dïng pipet lÊy hÕt mÉu thö ®· pha lo·ng tõ khoang ngoµi vµ thay vµo ®ã b»ng 2,0 ml dung dÞch natri clorua.

Sau lÇn ®o ®Çu 10 phót, ®o møc ¸nh s¸ng (B10).

Chó thÝch − Qui tr×nh nµy cã thÓ ®¬n gi¶n ho¸ b»ng c¸ch dïng 2 cuvet hiÖu chØnh mµu gièng hÖt nhau. Khoang ngoµi cña

cuvet thø nhÊt chøa ®Çy n−íc pha lo·ng, khoang ngoµi cña cuvet thø hai chøa ®Çy mÉu ®· pha lo·ng. Sau  15 phót, cã thÓ

®o møc ¸nh s¸ng B0 vµ l0. Nh÷ng gi¸ trÞ nµy cã thÓ thay cho c¸c gi¸ trÞ B5 vµ l5 khi tÝnh to¸n trong  A.4.

A.4   TÝnh to¸n kÕt qu¶

ViÖc tÝnh nµy thõa nhËn r»ng mÉu mµu phï hîp víi ®Þnh luËt Beer-Lambert, ®ã lµ tr−êng hîp th«ng th−êng.

TÝnh B5 theo c«ng thøc:

2
100

05
BBBB −

==

TÝnh ®é hÊp thô (At) cña nång ®é EC20,t ch−a hiÖu chØnh víi thêi gian tiÕp xóc (t) theo c«ng thøc:

5

5,20 ..
I
BInk

C
ECA

k

t
t =

trong ®ã

Ck lµ nång ®é cña mÉu hoÆc cña ho¸ chÊt cã trong nång ®é thö (mµu);

k lµ h»ng sè hÖ thèng thùc nghiÖm;

5

5

I
BIn   lµ ®é hÊp thô cña dung dÞch pha lo·ng cÇn thö trong cuvet hiÖu chØnh mµu.

TÝnh ®é truyÒn qua t−¬ng øng (Tt) theo c«ng thøc:

At
eT

At

t

−−
=
1

TÝnh nh÷ng gi¸ trÞ gamma ®· hiÖu chØnh (Γc) theo c«ng thøc:

cΓt = (5T1) - 4

vµ

Γc = cΓt .Γ0

trong ®ã
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cΓt lµ hÖ sè hiÖu chØnh cho gi¸ trÞ gamma ë thêi gian tiÕp xóc ®· ®Þnh (t);

Γ0 lµ gi¸ trÞ gamma gèc.

TiÕn hµnh tÝnh l¹i kÕt qu¶ thö víi gi¸ trÞ gamma ®· ®−îc hiÖu chØnh.

Chó thÝch − ë thêi gian tiÕp xóc ®· ®Þnh, ®é hÊp thô (At) vµ ®é truyÒn qua (Tt) ®èi víi mçi nång ®é thö ®Òu cã thÓ tÝnh

®−îc, vµ tõ ®ã tÝnh ®−îc gi¸ trÞ gamma ch−a hiÖu chØnh theo c«ng thøc:

Γc = T1(1+Γ0) - 1

HÖ sè hiÖu chØnh lµ gièng nhau ®èi víi tõng gi¸ trÞ gamma, khi thõa nhËn ®é dèc cña ®å thÞ gèc lµ ®óng. Do

®ã, ®iÒu nµy ®ñ ®Ó tÝnh hÖ sè hiÖu chØnh chØ ®èi víi 1 gi¸ trÞ gamma. Trong phÐp tÝnh nµy, ¸p dông gi¸ trÞ

gamma t−¬ng øng víi nång ®é EC20,t ch−a hiÖu chØnh (Γ = 0,25). C«ng thøc tÝnh hÖ sè hiÖu chØnh ®−îc rót

gän nh− sau:

( ) ( ) ( ) 45
25,0

125,0111
0

0

0
−=

−+
=

Γ
−Γ+

=
Γ
Γ

=Γ TtTtTtctc

trong ®ã

C lµ nång ®é cña mÉu;

lt lµ gi¸ trÞ ph¸t quang sinh häc ®o ®−îc ë thêi gian tiÕp xóc ®· ®Þnh (t);

cΓt lµ hÖ sè hiÖu chØnh cho c¸c gi¸ trÞ gamma ë thêi gian tiÕp xóc ®· ®Þnh (t);

Γ0 lµ gi¸ trÞ gamma gèc;

Γc lµ gi¸ trÞ gamma ®· ®−îc hiÖu chØnh.
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A.5   ThÝ dô

Sè liÖu chØnh mµu

Ck = 10,0% phÇn

thÓ tÝch

B5 = 81 l5 = 78 k = 3,1

TÝnh to¸n hiÖu chØnh mµu

Ck = % phÇn thÓ tÝch 5 phót 15 phót 30 phót

                                                   cΓ5 = 0,708                       cΓ15 = 0,670                     cΓ30 = 0,657

l0 l5 Γ0 Γc l15 Γ0 Γc l30 Γ0 Γc

mÉu tr¾ng 100 90 80 70

5,625 98 82 0,076 0,054 74 0,059 0,040 65 0,055 0,036

11,250 94 63 0,343 0,243 60 0,253 0,170 53 0,242 0,159

22,500 96 45 0,920 0,651 42 0,829 0,556 38 0,768 0,505

45,000 97 15 4,820 3,412 17 3,565 2,389 17 2,994 1,967

C«ng thøc gèc

C«ng thøc ®· chØnh

lnΓ= 1,96 x ln C - 5,96

lnΓ= 1,96 x ln C - 6,30

lnΓ= 1,95 x ln C - 6,16

lnΓ= 1,95 x ln C - 6,56

nΓ= 1,90 x ln C - 6,12

nΓ= 1,90 x ln C - 6,53

EC30,t gèc

EC30,t ®· hiÖu chØnh

10,3

12,3

11,6

14,3

12,1

15,1
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Phô lôc B

(tham kh¶o)

Møc pha lo·ng D - ChuÈn bÞ c¸c d·y pha lo·ng

Khi thö n−íc th¶i b»ng c¸ch pha lo·ng dÇn (D) mÎ thö cã nång ®é ®Ëm ®Æc nhÊt mµ ë nång ®é nµy kh«ng

g©y øc chÕ, hoÆc chØ cã ¶nh h−ëng nhá øc chÕ mµ kh«ng v−ît qu¸ kh¶ n¨ng biÕn ®æi ®Æc tr−ng thö nghiÖm,

®−îc gäi lµ “§é pha lo·ng thÊp nhÊt kh«ng ¶nh h−ëng” (LID). §é pha lo·ng nµy ®−îc biÓu thÞ b»ng gi¸ trÞ

nghÞch ®¶o cña phÇn thÓ tÝch n−íc th¶i trong mÎ thö [ thÝ dô, nÕu hµm l−îng n−íc th¶i lµ 1 trong 4 (25%

phÇn thÓ tÝch) th× møc pha lo·ng lµ D = 4].

Trong phÐp thö vi khuÈn ph¸t quang, th−êng trén c¸c thÓ tÝch huyÒn phï thö ®óng b»ng víi thÓ tÝch cña mÉu

n−íc hoÆc thÓ tÝch cña mÉu ®· pha lo·ng. Do ®ã, c¸c møc pha lo·ng trong c¸c d·y pha lo·ng th−êng D ≥ 2.

NÕu cÇn thö mÉu n−íc gÇn nh− kh«ng pha lo·ng, th× cã thÓ thªm 800 µl mÉu n−íc vµo 200 µl huyÒn phï

thö. §é pha lo·ng khi ®ã lµ 1:1,25. Gi¸ trÞ D t−¬ng øng cã thÓ ®−îc coi lµ D =1. §èi víi gi¸ trÞ D nµy, cÇn cã

thªm mét mÎ kiÓm tra ®−îc tiÕn hµnh b»ng c¸ch thªm 800 µl dung dÞch natri clorua vµo 200 µl huyÒn

phï thö.

§Ó chuÈn bÞ c¸c d·y pha lo·ng nªn tiÕn hµnh theo b¶ng B.1.

B¶ng B.1 − ChuÈn bÞ d·y pha lo·ng  − Thµnh phÇn cña mÎ thö vµ mÎ kiÓm tra

Pha lo·ng Møc pha lo·ng D MÉu n−íc
µl

N−íc pha lo·ng
µl

(5.2)

HuyÒn phï gèc
µl

(8.4)

1 trong 1,25 1 800 - 200

1 trong 2 2 500 - 500

1 trong 3 3 333,3 166,7 500

1 trong 4 4 250 250 500

1 trong 6 6 166,7 333,3 500

1 trong 8 8 125 375 500

1 trong 12 12 83,3 416,7 500

1 trong 16 16 62,5 437,5 500

1 trong 24 24 41,7 458,3 500

1 trong 32 32 31,3 468,7 500

MÎ kiÓm tra

víi D = 1

víi D ≥ 2

-

-

800

500

200

500

Gi¸ trÞ D thÊp nhÊt mµ khi ®ã ¶nh h−ëng øc chÕ H1 <  20% ®−îc gäi lµ LID.
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Phô lôc  C

(tham kh¶o)

Sè liÖu vÒ ®é chÝnh x¸c

C¸c dung dÞch 3,5-diclorophenol, kÏm sunfat ngËm 7 n−íc, kali dicromat vµ xetyl-trimethyl-ammonium

bromua ch−a trung hoµ, ®−îc chuÈn bÞ b»ng n−íc cÊt hoÆc n−íc cã ®é tinh khiÕt t−¬ng ®−¬ng ®−îc dïng

cho thö nghiÖm liªn phßng thÝ nghiÖm. Nh÷ng gi¸ trÞ EC ®−îc x¸c ®Þnh theo m« t¶ trong 9.2.

C¸c ch÷ viÕt t¾t trong c¸c b¶ng C.1 biÓu thÞ:

L: Sè l−îng phßng thÝ nghiÖm tham gia

N: Sè l−îng c¸c bé d÷ liÖu

NAP:  Sè l−îng ngo¹i lÖ, tÝnh b»ng phÇn tr¨m

sR: §é lÖch chuÈn cña ®é t¸i lËp

x : Gi¸ trÞ trung b×nh

CVR: HÖ sè biÕn thiªn cña ®é t¸i lËp, tÝnh b»ng phÇn tr¨m

EC20, EC50:  Nång ®é h÷u hiÖu g©y ra øc chÕ ph¸t quang 20% hoÆc 50 % t−¬ng øng.

Chó thÝch − Do mét sè phßng thÝ nghiÖm cho kÕt qu¶ øc chÕ lín h¬n 20% ®èi víi nång ®é thö thÊp nhÊt hoÆc kÕt qu¶ øc

chÕ nhá h¬n 50 % ®èi víi nång ®é thö cao nhÊt nªn c¸c gi¸ trÞ L ®«i khi cã sù kh¸c nhau ®èi víi EC20 vµ EC50.
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B¶ng C.1 − Sè liÖu vÒ ®é chÝnh x¸c ®èi víi vi khuÈn kh« - láng

L =N NAP
%

x
mg/l

sR

mg/l
CVR      
%

1. 3,5-diclorophenol

EC20

EC50

20

20

4,8

4,8

4,69

7,61

1,03

1,31

22,0

17,2

2. KÏm sunfat ngËm 7 n−íc

EC20

EC50

19

20

5,0

0,0

15,0

26,3

3,6

6,1

23,8

23,2

3. Kali dicromat 1)

EC20

EC50

18

19

0,0

0,5

1,22

3,50

0,5

1,15

46,2

32,8

4.xetyl-trimetyl-ammoni

bromua

EC20

EC50

14

16

0,0

5,9

0,745

1,199

0,416

0,346

55,9

28,9

1) Nång ®é Zn2+  hoÆc Cr6+ t−¬ng øng.

__________________________


