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Chat lugng nudc — Xac dinh anh hudng trc ché cua

mau nuéc dén su phat quang cla vi khuan Vibrio fischeri
(Phép thir vi khuan phat quang )

Phan 3 : Phuong phap st dung vi khuan dong - kho

Water quality — Deterrmination of the inhibitory effect of water samples on

the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test)

Part 3 : Method using freeze-dried bacteria

1 Pham vi ap dung

TCVN 6831 : 2001 (ISO 11348) qui dinh ba phuong phap xac dinh su Gc ché phat quang cla vi khudn bién
Vibrio fischeri (NRRL B-11177). TCVN 6831-3 : 2001 (ISO 11348-3) nay qui dinh phugong phap st dung vi
khudn déng - khé.

Tiéu chudn nay ap dung cho :
- nu6c thai;
- dich chiét va dich ngdm chiét bang nuéc ;

-  nu8c ngot (nudc mat va nudc ngdm) hodc nuéc man va nudc 19, dic biét dung dé kiém soat su thay

déi Uc ché déi véi vi khuan;
- nudc giéng khoan.

2 Tiéu chuan trich dan

ISO 5667-16 : 1998 Chat luong nudc — Hudng dan tht sinh hoc cac mau.

TCVN 6481 : 1996 (ISO 7027: 1990) Chat luong nuéc — Xac dinh d6 duc.
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3 Nguyén tic

Su Gc ché phat quang do cay vi khudn Vibrio fischeri dudc xac dinh béng cach thr nghiém theo tiing mé.
Diéu d6 dudc thuc hién bang viéc két hop cac thé tich qui dinh clia mau thd hoic mau thlr da pha lodng Véi
huyén phu vi khudn phat quang dung trong cuvet. Chuén c( thir nghiém 1a su gidm phat quang do dugdc sau
khi mau va vi khuén tiép xtc 15 phat va 30 phat hosc 5 phat, tuy chon, cé tinh dén hé sé hiéu chinh (f,,), d6
la phép do su thay d8i cudng dd clia cac mau kiém tra trong thdi gian tiép xuc. Anh hudng Uc ché clia mau
nudc c6 thé xac dinh bang LID (xem phu luc B) ho#c 1a cac gia tri EC,, va / hodc ECs, thong qua cac day

pha loang.

Xac dinh mlc pha lodng gay ra Gc ché phat quang < 20%. VG6i cac mic gay Gc ché cao hon, thi anh hudng
clia d6 pha loang c6 thé xac dinh bang biéu dé hoic bang phép phan tich théng ké. Su Gic ché do mau dudc
biéu thi theo d6 pha loang & mc gidm phat quang 20% va 50% so véi cac gia tri ctia mau thl trdng (EC,,

va ECs;). Nhiing gié tri nay dudc ndi suy trong cac day pha loang.

4 Cac chat gay nhiéu

Céc chat khong tan, it tan hodc dé bay hoi hodc cac chat cé phan (ng véi nudc pha lodng hodc véi huyén
phu th(r nghiém, hoZc lam thay déi trang thai cla ching trong qué trinh th{r, c6 thé anh hudng dén két qua
hoac lam giam do tai 1ap cla két qua tha.

Trong trudng hop nuéc qua duc hodc dam mau, cé thé xay ra su dap tit phat quang do viéc hap thu anh
sang hoic tan xa anh sang gay ra. Su gay nhiéu nay doi khi c6 thé khic phuc dudc, thi du : bang cach sur

dung cuvet hiéu chinh h&p thu hai ngan (xem phu luc A).

Vi su phat quang sinh hoc can dén luong oxy > 0,5 mg/l, nén cac mau c6 nhu cau oxy cao (va / hodc cb
ham lugng oxy thap) c6 thé sé bi thi€u hut oxy va su phat quang sé bi (ic ché.

Mau bi nhiém ban chét hitu co do cac chat dinh dudng dé& phan huy sinh hoc (thi du nhu: uré, pepton, cao
men, théng thudng >100 mg/l) c6 thé lam gidm phat quang sinh hoc khéng & thudc vao tac nhan 6 nhiém.
Ham lugng mudi trong mau ban d4u vugt qua 30 g/l NaCl, hodc ham lugng cac thanh phan khac c6 d tham
thau tuong duong, cung véi lugng mudi can phai thém vao khi thr c6 thé gay ra &nh hudng siéu tham thau.
N&u mau chita tuong duong tir 20 g/l d&n 50 g/ | NaCl thi sé khéng phai cho thém mudi. Ham luong mudi
cudi cling c6 trong mau thir sé khong dudc vudt qua dd tham thau clia dung dich NaCl 35 g/l.

5 Thudc thir va cac vat liéu

Chi sr dung cac hoa chat dat chét lugng phan tich. Dung nudc cat hodc nudc ¢ do tinh khiét tuong duong.
5.1 Vi khuan thir

Loai vi khuan phat quang thudc chiing Vibrio fischeri NRRL - 11177. Cac huyén phu vi khudn dung dé xac

dinh ddc tinh dudc chudn bi tif cac thudc thir dong - kho cé ban sdn dudc bao quan trong ti déng lanh &
nhiét d6 -18°C dén - 20°C.Vi khuan phat trién ngay sau khi khéi phuc va dugdc dung cho thir nghiém.
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5.2 Dung dich natri clorua, 1am chat pha loang
Hoa tan 20 g natri clorua (NaCl) trong nu6c va thém nuéc dén 1 lit.
5.3 Dung dich natri hydroxit, c(NaOH) = 1 mol/l.
5.4 Axit clohydric, c(HCI) = 1 mol/l.
Chu thich — Bé diéu chinh pH c6 thé can sl dung cac axit hodc cac bazo ndng dd thap hon hoac cao hon.

5.5 Dung dich dung cho vi khuan déng - khd

Natri clorua (NaCl) 20,0g
Magie clorua ngadm 6 nuéc (MgCl,.6H,0) 2,035¢g
Kali clorua (KCI) 0,30 g

Hoa tan cac thanh phan trén trong nu6c va thém nudc dén 1 lit. Dung dich nay cb bdo quan trong tl da

3 -20°C.
5.6 Chat ddi chimg
- Kém sunfat ngam 7 nuéc (ZnS0O,.7H,0)
- 3,5-dichlorophenol (C¢H,OCI,)
- Kali dicromat (K,Cr,0O,)
6 Thiét bi, dung cu
6.1 T4 da, dé luu gilr cac vi khuén can bdo quan.
6.2 Tu lanh, dé duy tri huyén pht géc & nhiét d6 3°C + 3°C.

6.3 Hop 6n nhiét, d& duy tri mau thr & nhiét dd 15°C + 1°C. Trong mdi 1&n thir nghiém nhiét d6 chi dugc
dao dong toida +0,2 °C.

6.4 May do dd phat quang, t€ bao do dudc duy tri & nhiét dd 15 °C + 1 °C, c6 trang bi cac cuvet thich hop.

6.5 Ong nghiém (lo), lam b&ng chat lidu tro vé& hoa hoc, thich hop dé sir dung v6i may do do phat quang

da chon va c6 dung tich dd 16n dé doc hét bé mat 16n nhat c6 thé.
6.6 pH mét.

6.7 Ddng hd bam gid.
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6.8 Pipet pitdong véi dng hit bing nhua, dung tich danh dinh 10 ul, 500 pl va 1000 pl.
6.9 Pipet pitdng cé dung tich thay déi, tir 10 ml d&n 200 ml va 200 ul dén 5000 pl.
6.10 May li tam lanh.

6.11 May do dd dan.

7 Lay mau va x{r ly mau so bo

7.1 Lay mau

Mau phai dudc dung trong binh sach, tro vé hoa hoc phl hop v6i ISO 5667-16. Cho mau vao day binh va
gan kin. Th&r nghiém mau cang sém cang t6t sau khi 1dy mau. N&u can, bdo quan mau & nhiét do tir 2 °C
dén 5 °C trong binh thuy tinh, noi t6i khéng qua 48 h. Néu phai bado quan mau dén 2 tuan thi @& mau & nhiét
d6 - 20 °C. Khéng dudc st dung hoa chat dé bao quan mau. Can chinh pH va thém mudi truéc khi thi.

7.2 Chuan bi mau

Do pH cla tat c& cac mau. N&u pH nam trong khoang 6 - 8,5 thi khéng can phai chinh. Tuy nhién, viéc chinh
pH c6 thé 1am bién d6i ban chat clia mau. M4t khac, pH cia mau va pH clia mé thir c6 thé khac nhau do kha
nang dém clia moi trudng thr khac nhau. C6 thé can phai thuc hién thi nghiém trén ca 2 mau: mau da chinh

pH va mau khéng chinh pH.

N&u can, chinh pH clia mau dén 7,0 + 0,2 bang cach cho thém axit clohydric (5.4) hodc natri hydroxit (5.3);
chon néng dd cla axit clohydric hodc natri hydroxyt sao cho thé tich thém vao khéng 16n hon 5% téng
thé tich.

Cho thém 20 g natri clorua trén lit vao mau nuéc hoc vao mau nuéc da trung hoa. Bai véi nudc Ig va nudc

man, can do dd man va tinh lugng NaCl (néu c6) can thiét dé diéu chinh d6 thdm thau (xem diéu 4).

Cac mau qua duc can dugdc dé 1ang trong 1 h hoac cho ly tam, thi du trong 10 phut 5000 g ho&c phai loc.

8 Cach tién hanh

8.1 Chuan bi huyén phu géc
8.1.1 Cac budc chuan bi ban dau
Chu&n bi mau theo 7.2.

Chuén bi cac day pha loang can thiét (xem phu luc B).
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Déi v6i cac mau kiém tra, duy tri dung dich NaCl (5.2) & nhiét @6 15 °C + 1 °C.

Duy tri cac 6ng nghiém dung mau kiém tra, mau cla cac day pha loang va chat pha loang (5.2) § nhiét do
15°C + 1 °C.

L&y lo chat cay dong - kho ra khoi ti da - 20°C ngay trudc khi hoan nguyén vao nuéc. D& hoan nguyén, lam

mat 1 ml nudc cat trong dng nghiém thuy tinh dén 3°C + 3°C.

R6t hét mot luc luong nudc da lam mat nay vao lo dung vi khudn ua dung méi, béng cach d6 sé giam dén

mdc t6i da hu hong té€ bao trong sudt qua trinh loai nudc.

Vi mét ly do quan trong nita 1a nudc phai dugc thém nhanh dé cho khuén lac tiép xdc dét ngét véi nudc, nén

khéng dung pipet. LAy mét thé tich chinh xac clia nuéc 1a khéng kho.

Huyén phu vi khudn phéat quang da hoan nguyén nay dudc dung lam huyén phu géc; bao quan huyén phu
gdc nay & 3°C + 3 °C. St dung huyén phu géc nay cho cac muc dich tht nghiém khi chuén c( vé tinh ding
dan trong diéu 11 dudc thoa man. Cé thé dung vi khuén da loai nudc, tan bang chi di véi phép thlr so bo.

Chd it nhat 1a sau 5 phat méi chuén bi cac huyén phu thir tir huyén phd géc nay.
8.1.2 CachA
Chuén bi cac huyén phu thif truc tiép trong cac dng nghiém.

Cho cac phan 10 pl huyén phu géc vao 500 ul dung dich (5.5), dung trong cac cuvet duy tri 6 15°C +1°C, &
céac khoang thai gian giéng nhu d6i véi cac phép do cuding dd sau nay. L&c cac hén hop bang tay.

8.1.3 CachB
Chuan bi cac huyén phu tht trong binh nén (thi du : dung tich 250 ml) ngoai 6ng nghiém.

Cho 1 thé tich huyén phu géc vao thé tich dung dich (5.5) 16n gap 50 Ian, duy tri 6 3°C + 3 °C va tron ky
huyén phu thu dugc.

Dung pipet lay 500 pl huyén phu thé cho vao cac 6ng nghiém, duy tri trong hdp 8n nhiét 6 15°C + 1 °C, & cac
khoang thai gian giéng nhu déi véi cac phép do cudng do sau nay.

8.2 Cach tién hanh
Né&u c6 thé, thuc hién phép do kép d6i véi mdi mot miic pha lodng & nhiét do thir 15 °C + 1 °C.

Chu thich — Phai do tat ca cac mau thlr, vi su phat quang cé thé khac nhau do huyén phu thi khéng dudc déng nhat.

Diéu chinh dung cu clia may do huynh quang sao cho gan véi mlc cuc dai.
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Sau thdi gian 6n dinh it nhat 15 phat, dung may do dé phat quang xac dinh va ghi cudng dé quang |, ctia cac
huyén phu thir & cac khoang thai gian 20 giay.

Vi thoi gian ti€p xdc ddi véi tat cd cac mau phai béng nhau, nén st dung déng hd bam gid dé cé dinh thdi

gian do cudng do phat quang & cac khoang thai gian do. Khoang thai gian do thich hap 1a 20 giay.

Ngay sau khi do dd phat quang cla huyén phu can thlr, can cho thém mau (7.2), mau pha loang (phu luc B),
ho&c dung dich natri clorua (5.2) dé dung dich nay c6 téng thé tich 1 ml . Dung tay tron, khdi dong déng hd
bam gid va dat cuvet lai vao hop 6n nhiét 15 °C + 1 °C. L&p lai nhu vay vdi tat ca cac cuvet, cha y dé thai

gian gilta cac Ian thém lién ti€p bang nhau.

Do va ghi cudng d6 phat quang trong tat c& cac cuvet, ké cad mau kiém tra, l8p lai sau 15 phuat va sau 30

phat (145, l3) , ¢6 thé do sau 5 phut ( I5), tuy chon, & cac khoang thai gian 20 gidy.
Ghi lai su diéu chinh dung cu.

9 Dbanh gia

9.1 Anh hudng trc ché& 1&n vi khuan phat quang

SU dung cong thiic (1) dé tinh hé s6 hiéu chinh (gia tri f,) ti cudng do phat quang do dudc. Hé s6 nay ding
dé hiéu chinh cac gia tri ban dau |, cla tat c& cac mau thlr trudc khi chung dudc dung lam gia tri d6i chiing

dé xac dinh d6 gidm phat quang do nuéc.
fe=1/1, (t=5phat, 15phat,30phaty ... (1)
trong d6
f. 14 hé sd hiéu chinh dsi véi thai gian ti€p xdc 5 phut, 15 phat, 30 phut;

le 1a cudng dd phat quang trong mau kiém tra sau thdi gian ti€p xdc 15 phat hoac 30 phut, tinh bang
don vi phat quang tuong Ung;

l, 14 cudng d6 phat quang ctia huyén phu thir kiém tra, ngay trudc khi cho thém chét pha loang (5.2),
tinh bang don vi phat quang tuong (ng;

L&y gia tri f,, trung binh cGa cac mau kiém tra.
Dung céng thic (2) dé tinh I,
Lu=Iofu L 2)

trong dé

ﬁ la gia tri trung binh cla f;
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lo,  [xem & cong thic (1)];

I« lagia tri da hiéu chinh cla |, d6i v6i cac cuvet dung mau thir ngay trudc khi cho thém mau tha.

Duling céng thic (3) dé tinh anh hudng Gc ché cla mau thi:

== 00 (3)
ot
trong d6
H, la anh hudng (c ché clia mau thir sau thdi gian ti€p xtc 15 phat hodc 30 phut, tinh bang
phan tram;
Iy [xem cong thic (2)];
It la cudng dd phat quang clia mau thi sau thai gian tiép xic 15 phat hodc 30 phat, tinh bang

don vi phat quang tuong Ung;
Tinh gia tri trung binh clia anh hudng (ic ché& H, cho méi miic pha loang, tinh bang phan tram;

Tinh d6 Iéch cla phép xac dinh song song clia H, tir trung binh tuong (ing clia cac 1an thr kép va la phan

tram gia tri trung binh ddi v6i cac mau kiém tra.

D& danh gia anh hudng clia néng do, diing cong thiic (4) dé udc tinh gia tri gamma cho tiing miic pha loang:

Ht
r==——- .. (4)
100 — Ht
trong doé
I la gia tri gamma ctia mau thir sau thdi gian ti€p xtc 15 phat hoc 30 phat;

H: la gia tri trung binh cla H, [xem cong thic (3)].

Chu thich — Khi mét néng dé thir nhat dinh cho d6 Gc ché phat quang sinh hoc 0 % hodc 100 % , thi khéng thé tinh dudc

gia tri gamma. Do d6, chi ¢é nhiing gia tri H, ndm trong khodng 10% va 90% dudc duing dé tinh anh hudng clia néng do.
9.2 Xac dinh cac gia tri EC

Tinh anh hudng cla nong do doi véi tiing khodng thoi gian ti€p xuc, st dung phép phan tich hoi qui tuyén
tinh chudn. Anh hudng ciia néng d6 & mét khoang thdi gian tiép xtc cu thé thudng dudc bidu thi bing cong
thiic tuyén tinh (5):

lge=blgry +ilga . (5)

trong d6
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C, la phan mau nudc cb trong mau thl, tinh béng phan tram;
I [xem cbng thac (4)];
b la gia tri cla d6 nghiéng clia duong vé dugdc ;

lga  la gia tri cha phan bi cat clia dudng vé dudc.

Bang cac phuong phap théng ké& binh phuong téi thiéu, tinh cac gia tri EC,, va ECs, v6i cac gidi han tin cay
tuong Ung, trong dé6 :

¢, = ECy, 6T, =0,25;
Ct = Esoyta Ft = 1,00
N&u pham vi cac cap gia tri khong thé khép véi dudng cong, thi cac gia tri EC c6 thé dudc udc tinh bang do

thi, st dung hé toa do logarit kép.

10 Biéu thi két qua

Béo céo két qua theo mau trong bang 1.
Né&u xac dinh dudc, bao cao gia tri LID (xem phu luc B).
Né&u xac dinh dudc, bao cao gia tri EC,,va Es, .

Béo céo cach chuén bi vi khuan da st dung.

10
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Bang 1 — Thidu vé danh gia thir nghiém — Mau : nuéc thai sau xtt ly cda tram x{ ly nudc thai

Thir kiém tra

Thi nghiém tinh ding dan
. o D6 léch so véi gia tri trung binh
Thu nghiém Gia tri do dugc Lol — o leen o V,I glab i ung bin
k30 /lo Sk3o Sfk3o, tinh bang % ¥
IO |k30 2
80% 297 242 0,8148 0,8115 £0,4
292 236 0,8082
50% 295 253 0.8576 0,8501 £0,9
305 257 0,8426
Thir nghiém
Thu Mttc pha Gia tri do Thir nghiém ding dan T3
loang D dugc | H — Do léch so véi gia tri trung
| 2 030 % H o binh, tinh bang % ¥
0 T30 % %
80% "
1 300 81 243,5 66,7
1 65,7 +1,0 1,919
2 297 85 241,0 64,7
50% "
3 280 141 238,0 40,8
2 42,2 +1,4 0,731
4 292 140 248,2 43,6
5 292 193 248,2 22,3
3 22,95 + 0,65 0,298
6 285 185 2423 23,6
7 303 229 257,6 11,1
4 11,75 + 0,65 0,133
8 302 225 256,7 12,4

1) Thé tich cGia huyén phu th{ : tuong (ing 0,2 mlva 0,5 ml .
2) Thé tich cudi cling trong cuvet: 1 ml.

3) D6 léch clia gia tri fis , tinh bang phan tram cla cac lan xéc dinh song song so vdi gia tri trung binh clia
chung la s& do su phan tan clia cac mau kiém tra.

4) B0 léch clia gia tri Hy , tinh bang phan tram clia cac Ian xac dinh song song so véi gia tri trung binh cila
chiing 1a s6 do su phan tan ctia cac mau thi.

Gia tri LID trong thi du nay = 4.
Gia tri EC,, trong thi du nay = 31,9 %, Gia tri EC5, = 58,7 %.

11
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11 Chuan ct cua tinh dung dan
Phép th(r dugdc coi la dang néu
— giatri f, khitrong 30 phat nam trong pham vi tir 0,6 dén 1,8;

— két qué xac dinh song song khéng chénh léch qua 3% so vdi trung binh cla ching. Diéu nay dung cho

mau kiém tra, cling nhu mau thi khi xac dinh gia tri LID hodc xac dinh riéng tiing gia tri EC,, va ECsy;

— Ca ba chat déi chiing (5.6) gay Uc ché tir 20% dén 80% sau thdi gian ti€p xdc 30 phut & cac nong dé sau

(cac dung dich khéng dudc trung hoa, kiém tra riéng ré):

3,5-diclorophenol 3,4 mgl/l
Zn?* (theo kém sunfat ngam 7 nudc) 2,2 mg/l
Cr%* (theo kali dicromat) 18,7 mgl/l

12 P chinh xac

Trong mot thdr nghiém lién phong thi nghiém quéc gia dudc tién hanh trong suét mla thu nam 1993 do 16

phong thi nghiém tham gia da xac dinh cac sé liéu vé dd chinh xac. Cac két qua dudc néu trong phu luc C.

13 Ba&o cao thir nghiém

Bao cao thr nghiém phai néu trich dan cla tiéu chudn va phan da s dung [TCVN 6831-1 : 2001
(1ISO 11348-1); TCVN 6831-2 : 2001 (ISO 11348-2) hay TCVN 6831-3 : 2001 (ISO 11348-3)] va gébm céac

théng tin sau:
a) nhan biét mau nuéc, ké ca viéc 1dy mau, thdi gian va diéu kién bao quan;
b) pH clia mau nuéc géc;
c) ngay thr nghiém;
d) xU ly so bd mau, néu co;
e) ngudn géc vi khuan, s6 mé;
f) ngay chuén bi vi khuan;
g) nhiét d6 bao quan vi khudn, néu bao quan déng lanh;
h)  bidu thi két qua theo didu 10 va bang 1;

i) nhimg sai léch so v6i phuong phap nay va théng tin vé cac tinh huéng c6 thé anh hudng dén  két

qué;
i) két qua th{r véi cac chat déi chiing.

12
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Phu luc A
(tham khao)

Phuong phap chinh mau

A.1 Pham vi ap dung

Viéc gidm d6 phat quang do hap thu anh sang cé thé x4y ra khi mau trong cac day pha lodng quan sat thay
rd mau, dac biét nhiing mau tir & dén nau. Néu quan sat thdy mau & néng dé EC,,, thi nén thuc hién qui
trinh sau day dé kiém tra néu can phai hiéu chinh mau. Trong moi trudng hop, khi néng d6 clia mau thir gan

véi gia tri ECg, thi nén hiéu chinh mau.

A.2 Dungcu bé sung

A.2.1 Cuvet hiéu chinh mau: cuvet c6 hai I6p, c6 gan bd phan do do phat quang.
A.2.2 Pipet Pasteur.

A.3 Cach tién hanh

Thuc hién toan bo qui trinh hiéu chinh mau & nhiét @6 15 °C + 0,5 °C trong tG am kiém soat duodc én dinh

nhiét do.

Pha lodng mét dung dich mau thr c6 néng dé gan gia tri EC,o, (C,). Khi cac gia tri EC,o, chénh l&ch 16n thi
C, phai gan vai gia tri EC, thap nhat.

Chu thich — Khoéng can phai chon C, khac nhau cho méi khoang thdi gian ti€p xuc (5 phat, 15 phat, 30 phat).
Cho 2,0 ml dung dich natri clorua 2% vao khoang ngoai clia cuvet hiéu chinh mau.
Chuén bi huyén phu vi khuan d4c biét.

Chu thich — Véi vi khuan Microtox : 1,0 ml nuéc pha lodng véi 50 pl huyén phu vi khudn géc. Véi vi khudn Lumistox :

1,0ml huyén phu vi khuén géc.

Tron ky huyén phu trudc khi dung pipet Paster d& chuyén vao khoang trong clia cuvet hiéu chinh mau.
Thém huyén phu cho bang v6i mic dung dich c6 trong khoang ngoai clia cuvet hiéu chinh mau. Do mic anh

sang (B,) sau it nhat 15 phat, va khéi ddng dong hé bam gid.

Chu thich — Ti thdi diém nay trd di, vi tri cGa cuvet hiéu chinh mau trong khoang do phai dudc gili nguyén cho

tat ca cac sé doc.
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Dung pipet |4y hét dung dich natri clorua tir khoang ngoai va thay vao d6 bang 2,0 ml mau thir da pha loéng
(phu luc B) va lam lanh s bo dén 15°C + 1 °C.

Sau lan do dau 5 phat, do miic anh sang (Is).

Dung pipet a8y hét mau th(t da pha lodng tir khoang ngoai va thay vao dé bang 2,0 ml dung dich natri clorua.

Sau lan do dau 10 phut, do mic anh sang (B,).
Chu thich — Qui trinh nay c6 thé don gian hoa béng cach dung hai cuvet hiéu chinh mau giéng hét nhau. Khoang ngoai
clia cuvet th( nhat chira ddy nudc, khoang ngoai clia cuvet th(r hai chita ddy mau da pha loang. Sau 15 phut, c6 thé do
mic anh sang B, va |,. Nhiing gia tri nay khi d6 c6 thé thay cho nhiing gié tri B va |, dé tinh toan sau nay.

A.4 Tinh toan két qua

Viéc tinh nay thira nhan réng mau mau phi hop véi dinh luat Lambert - Beer, d6 |a trudng hop théng thudng.

Tinh Bg theo cong thic:

_ Bo—Bo
2

Bs= Bo

Tinh do hap thu (A, clia ndng do EC,,, chua hiéu chinh véi thai gian ti€p xdc (t) theo cong thic:

4= B
Ci Is
trong dé
Cy la néng dd clia mau hoic clia hoa chat c6 trong néng dd thi (mau);
k la hdng s6 thuc nghiém;

B - 2 “n ”? N
Inl—5 la d6 hap thu clia dung dich th{r da pha loang trong cuvet hiéu chinh mau.
5

Tinh d6 truyén qua tuong (ng (T,) theo cong thic:

1 _ e—At

At

Ti=

Tinh nhig gia tri gamma da hiéu chinh (I'c) theo céng thic:

cl;=(5T,) -4

va

14
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Ic=cl;.I,
trong d6
cl; lahé s6 hiéu chinh cho gia tri gamma & thai gian ti€p xtuc da dinh (t);
I, la gia tri gamma gac.
Tién hanh tinh lai két qua thit véi gia tri gamma da dugc hiéu chinh.

Chu thich - & thai gian tiép xuc da dinh, d6 hap thu (A) va do truyén qua (T,) d6i véi mdi ndng d6 thir déu c6 thé tinh

dugc, va tir dé tinh dugc gia tri gamma chua hiéu chinh theo ¢éng thitc:
re=T,(1+1,) - 1

Hé sé hiéu chinh |a giéng nhau ddi véi tiing gia tri gamma, khi thira nhan d6 déc cla dé thi géc 1a dung. Do
d6, diéu nay di dé tinh hé s6 hiéu chinh chi d6i véi 1 gia tri gamma. Trong phép tinh nay, ap dung gia tri
gamma tuong (ng v6i ndng do EC,,, chua hiéu chinh (I = 0,25). Cong thic tinh hé s6 hiéu chinh dudc rat

gon nhu sau:

o Fe_ Te(1+To)—1 _ Te(1+0,25)-1 _ (571)-4
To T 0,25
trong d6
C la néng d6 clia mau:;
Iy la gia tri phat quang sinh hoc do dudc 4 thai gian ti€p xtc da dinh (t);
cl, la hé sé hiéu chinh cho céac gia tri gamma & thdi gian ti€p xuc da dinh (t);
T la gia tri gamma gaoc;
Ic la gia tri gamma da duoc hiéu chinh.
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A5 Thidu

S6 liéu hiéu chinh mau

C, = 10,0% phan B, = 81 ;=78 k=31
thé tich
Tinh toan hiéu chinh mau
C, = % phan thé tich 5 phut 15 phut 30 phut
cls = 0,708 cl'ys = 0,670 Clyo = 0,657
lo I5 Ty TI; 45 Ty TI; l30 I T

mau trang 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

Cong thiic géc

Coéng thic da hiéu

Inl= 1,96 x In C - 5,96

Inl=1,96 xIn C - 6,30

InT=1,95xIn C-6,16

InT=1,95xIn C - 6,56

nr=1,90xInC-6,12

n'=1,90xIn C -6,53

chinh
ECyo, 96C 10,3 11,6 12,1
ECy, da hiéu chinh 12,3 14,3 15,1

16




TCVN 6831-3 : 2001

Phu luc B

(tham khao)
Muc pha loang D - Chuin bi cac day pha loang

Khi thir nudc thai bang cach pha loang dan (D) mé tht c6 néng dd dam dic nhat ma 6 ndéng dd nay khong
gay Uc ché&, hoic chi c6 anh hudng nhd (ic ché ma khong vugt qua do bién ddi d&c trung thé nghiém, dudc
goi 1a “Dd pha loang thap nhat khéng anh hudng” (LID). D6 pha loang nay dudc biéu thi bang gia tri nghich
dao cla phan thé tich nu6c thai trong mé thir [ thi du, néu ham lugng nuéc thai 1a 1 trong 4 (25% phan thé
tich) thi mdc pha loang la D = 4].

Trong phép thit vi khuén phat quang, thudng tron cac thé tich huyén phu thr ding bang véi thé tich cia mau
nudc hoac thé tich clla mau da pha loang. Do d6, cac muc pha lodng trong cac loat pha loang theo théng 1&
la D > 2. Néu can thr mau nudc gan nhu khong pha loang, thi c6 thé thém 800 pl mau nudc vao 200 ul
huyén phu thir. D6 pha long khi d6 1a 1:1,25. Gia tri D tuong (ing c6 thé dudc coi la D =1. D6i v6i gia tri D
nay, c6 thé can dén cac mé kiém tra dic biét ma co thé tién hanh bang cach thém 800 pl dung dich natri

clorua vao 200 ul huyén phu thi.
D& chuan bi cac day pha loang nén tién hanh theo bang B.1.

Bang B.1 — Chuan bj diy pha lodng — Thanh phan cGia mé thif va mé kiém tra

Pha lodng Mirc pha lodng D | Mau nuéc Nuéc pha loang Huyén phu géc
pl pl pl
(5.2) (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
Mé kiém tra
v6i D =1 - 800 200
v6i D > 2 - 500 500

Gia tri D thap nhat ma khi d6 &nh hudng Gc ché H, < 20% dudc goi la LID.
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Phuluc C
(tham khao)

Sé liéu vé dd chinh xac

Cac dung dich 3,5-diclorophenol, k8m sunfat ngam 7 nuéc, kali dicromat chua trung hoa, dudc chuén bi

bang nudc cat hodc nudc c6 do tinh khiét tuong duong dudc dung cho th nghiém lién phong thi nghiém.

Nhiing gia tri EC dudc xac dinh theo mo ta trong 9.2, va cac két qua dudc dua ra trong cac bang C.1.

Cac chir viét tat trong cac bang C.1 biéu thi:

L: S6 lugng phong thi nghiém tham gia
N: S6 luogng cac bo dir liéu
NAP: S6 lugng ngoai I&, tinh bang phan tram

sg: DO léch chuan cla db tai lap

x: Gia tri trung binh
CVk: Hé s6 bién thién cla do tai 1ap, tinh bang phan tram
EC,, ECs,: NOng d6 hitu ich gay ra ic ché€ phat quang 20% hoac 50 % tuong Gng.

Chu thich — Do mét s phong thi nghiém cho két quéa Gc ché 16n hon 20% ddi v6i ndng do thir thap nhat hodc két quéa e

ché& nhé hon 50 % ddi v6i néng dé thit cao nhat nén cac gia tri L ddi khi cé su khac nhau déi véi EC,, va ECy,.

Bang C.1 - S& liéu vé do chinh xac déi véi vi khuan dong — khd

L =N NAP S Sk CVe
% mg/l mg/I %

1. 3,5-diclorophenol
EC, 14 0 2,32 0,43 18,6
ECs 13 7,14 3,36 0,32 9,6
2. Kém sunfat ngam 7 nuéc
ECy 15 0 1,08 0,47 43,6
ECs 14 0 2,17 0,73 33,6
3. Kali dicromat "
ECy 15 0 3,60 1,89 52,4
ECs 14 6,67 18,71 6,17 32,9
1) Nong dd Zn?* hoac Cr* tuong (ng.
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