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t i ª u  c h u È n  q u è c  g i a                               Tcvn 6825 : 2001 

 

 

ChÊt l−îng n−íc −−−− §¸nh gi¸ sù ph©n hñy sinh häc  

kþ khÝ "hoµn toµn" c¸c hîp chÊt h÷u c¬ trong bïn  

ph©n huû −−−− Ph−¬ng ph¸p ®o sù sinh khÝ sinh häc 

Water quality −  Evaluation of the "ultimate" anaerobic biodegradability of organic 

compounds in digested sludge − Method by measurement of the biogas production 

 

 

C¶nh b¸o −−−− Bïn cña n−íc th¶i cã thÓ chøa sinh vËt g©y bÖnh tiÒm tµng. Do ®ã hÕt søc 

chó ý khi lµm viÖc víi chóng. Sù ph©n huû bïn cña n−íc th¶i sÏ sinh khÝ vµ cã thÓ g©y 

ch¸y vµ cã nguy c¬ g©y næ. §Æc biÖt chó ý khi vËn chuyÓn vµ b¶o qu¶n bïn ph©n huû. CÈn 

thËn khi lµm viÖc víi nh÷ng chÊt ®éc vµ nh÷ng chÊt thö khi ch−a biÕt râ b¶n chÊt cña 

chóng. Chó ý cÈn thËn khi lµm viÖc víi ®ång hå ®o ¸p suÊt vµ c¸c microxylanh ®Ó tr¸nh bÞ 

th−¬ng do kim tiªm. Lo¹i bá hÕt kim tiªm cña xylanh bÞ nhiÔm bÈn mét c¸ch an toµn. 

1   Ph¹m vi ¸p dông 

Tiªu chuÈn nµy qui ®Þnh ph−¬ng ph¸p sµng läc ®Ó ®¸nh gi¸ sù ph©n huû sinh häc c¸c hîp chÊt h÷u c¬ 

ë nång ®é ®· cho bëi vi sinh vËt kþ khÝ. Nh÷ng ®iÒu kiÖn m« t¶ trong tiªu chuÈn nµy kh«ng nhÊt thiÕt 

ph¶i t−¬ng øng víi c¸c ®iÒu kiÖn tèi −u cho møc ph©n huû sinh häc tèi ®a, v× n−íc th¶i pha lo·ng ®−îc 

sö dông víi nång ®é ho¸ chÊt thö t−¬ng ®èi cao. PhÐp thö nµy cho phÐp bïn t¸c dông víi ho¸ chÊt 

trong mét kho¶ng thêi gian ®Õn 60 ngµy, thêi gian nµy dµi h¬n thêi gian duy tr× b×nh th−êng (tõ  25 

ngµy ®Õn 30 ngµy) trong m¸y ph©n huû kþ khÝ, mÆc dï m¸y ph©n huû dïng ë c¸c khu c«ng nghiÖp cã 

thÓ cÇn ®Õn thêi gian dµi h¬n. 

Ph−¬ng ph¸p nµy ¸p dông cho c¸c hîp chÊt h÷u c¬ ®· biÕt tr−íc hµm l−îng cacbon vµ chóng:  

- hoµ tan trong n−íc; 

- Ýt tan trong n−íc, víi ®iÒu kiÖn lµ ¸p dông ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng chÝnh x¸c; 
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- kh«ng g©y øc chÕ c¸c vi sinh vËt thö ë nång ®é thö ®· chän; ¶nh h−ëng cña øc chÕ cã thÓ x¸c 

®Þnh ®−îc trong c¸c phÐp thö riªng rÏ hoÆc b»ng phÐp thö øc chÕ bæ sung. 

§èi víi c¸c chÊt bay h¬i th× cÇn kiÓm tra ®èi víi tõng chÊt mét. Mét sè chÊt cã thÓ thö nghiÖm ®−îc nÕu 

thùc hiÖn rÊt cÈn thËn, thÝ dô nh− trong qu¸ tr×nh thö kh«ng gi¶i phãng khÝ. 

2   Tiªu chuÈn trÝch dÉn 

ISO 10634:1995   ChÊt l−îng n−íc − H−íng dÉn chuÈn bÞ vµ xö lý c¸c chÊt h÷u c¬ khã tan trong n−íc 

®Ó ®¸nh gi¸ sù ph©n huû sinh häc cña chóng trong m«i tr−êng n−íc. 

TCVN 6625 : 2000 (ISO 11923)   ChÊt l−îng n−íc − X¸c ®Þnh chÊt r¾n l¬ löng b»ng läc qua c¸i läc sîi 

thuû tinh. 

3   §Þnh nghÜa 

Trong tiªu chuÈn nµy, c¸c ®Þnh nghÜa sau ®©y ®−îc sö dông: 

3.1   Sù ph©n huû sinh häc hoµn toµn : Møc ph©n huû ®¹t ®−îc khi c¸c hîp chÊt thö bÞ ph©n huû hÕt 

bëi c¸c vi sinh vËt kþ khÝ t¹o thµnh cacbon dioxit, metan, muèi kho¸ng vµ c¸c thµnh phÇn cña tÕ bµo vi 

khuÈn míi (sinh khèi). 

3.2   Sù ph©n huû sinh häc kþ khÝ ban ®Çu  

Møc ph©n huû ®¹t ®−îc khi hîp chÊt thö thay ®æi vÒ cÊu tróc, mµ kh«ng ph¶i lµ sù v« c¬ ho¸ hoµn 

toµn, lµ kÕt qu¶ ho¹t ®éng cña vi sinh vËt kþ khÝ. 

3.3   Bïn ®R ph©n huû 

Hçn hîp n−íc th¶i cña pha l¾ng vµ bïn ho¹t ho¸, ®· ®−îc ñ trong m¸y ph©n huû kþ khÝ ë kho¶ng 35oC 

®Ó gi¶m sù sinh khèi vµ mïi vµ ®Ó t¨ng kh¶ n¨ng lµm kh« cña bïn. Bïn ®· ph©n huû bao gåm vi khuÈn 

lªn men kþ khÝ vµ vi khuÈn g©y bÖnh sinh ra cacbon dioxit vµ metan. 

3.4   Hµm l−îng chÊt r¾n tæng sè  

L−îng chÊt r¾n thu ®−îc b»ng c¸ch sÊy kh« mét thÓ tÝch biÕt tr−íc cña bïn ë 105oC ®Õn khèi l−îng 

kh«ng ®æi, trong ®iÒu kiÖn qui ®Þnh. 
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4    Nguyªn t¾c 

Bïn ph©n huû ®· ®−îc lµm s¹ch chøa mét l−îng rÊt thÊp cacbon v« c¬ (IC), ®−îc pha lo·ng ®Õn nång 

®é chÊt r¾n tæng sè tõ 1 g/l ®Õn 3 g/l vµ ®−îc ñ ë 35oC ± 2oC víi ho¸ chÊt thö cã nång ®é cacbon h÷u 

c¬ (OC) tõ 20 mg/l ®Õn 100 mg/l trong c¸c b×nh g¾n kÝn ®Õn kho¶ng 60 ngµy. 

§o ¸p suÊt t¨ng trong kho¶ng trèng ë c¸c b×nh thö do viÖc sinh khÝ cacbon dioxit (CO2) vµ khÝ metan 

(CH4). Mét l−îng cacbon dioxit ®¸ng kÓ ®−îc hoµ tan trong n−íc hoÆc t¹o thµnh hidro cacbonat hoÆc 

cacbonat d−íi c¸c ®iÒu kiÖn thö. §o l−îng cacbon v« c¬ (IC) nµy ë cuèi phÐp thö. 

L−îng cacbon sinh ra do vi sinh vËt ®−îc tÝnh tõ tæng l−îng khÝ thùc vµ cacbon v« c¬ thùc ®−îc sinh ra 

lín h¬n c¸c gi¸ trÞ thö tr¾ng. PhÇn tr¨m ph©n huû sinh häc ®−îc tÝnh tõ tæng cacbon v« c¬ ®−îc t¹o 

thµnh vµ l−îng cacbon ®−îc thªm vµo hîp chÊt thö  ®o ®−îc hoÆc tÝnh ®−îc. Qu¸ tr×nh ph©n huû sinh 

häc ®−îc theo dâi b»ng c¸ch ®o ngay sù sinh khÝ. 

Sù ph©n huû sinh häc ban ®Çu cã thÓ x¸c ®Þnh ®−îc b»ng c¸c phÐp ph©n tÝch ®Æc biÖt ë ®iÓm b¾t ®Çu 

vµ ®iÓm cuèi phÐp thö. 

5   §iÒu kiÖn m«i tr−êng thö 

TiÕn hµnh ñ trong c¸c b×nh g¾n kÝn ë nhiÖt ®é æn ®Þnh 35oC ± 2oC, ®ã lµ nhiÖt ®é b×nh th−êng ®èi víi 

m¸y ph©n huû kþ khÝ, kh«ng cã mÆt oxi, lóc ®Çu ®Ó trong m«i tr−êng nit¬ tinh khiÕt. 

6   Thuèc thö 

6.1   N−íc cÊt hoÆc n−íc ®R lo¹i ion, chøa Ýt h¬n 2 mg/l DOC. 

6.2   M«i tr−êng thö 

6.2.1 M«i tr−êng  

ChØ dïng c¸c thuèc thö tinh khiÕt ph©n tÝch. ChuÈn bÞ m«i tr−êng pha lo·ng chøa c¸c thµnh phÇn sau : 

Kali dihydrophosphat khan (KH2PO4)     0,27 g 

Dinatri hydrophosphat ngËm 12 n−íc (Na2HPO4.12H2O)  1,12 g 

Amoni clorua (NH4Cl)        0,53 g 

Canxi clorua ngËm 2 n−íc (CaCl2.2H2O)                0,075 g 

Magie clorua ngËm 6 n−íc (MgCl2.6H2O)      0,10 g 

S¾t (II) clorua ngËm 4 n−íc (FeCl2.4H2O)       0,02 g 

Rexazurin (chÊt chØ thÞ oxi)          0,001 g 
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Natri sunfua ngËm 9 n−íc (Na2S.9H2O) (xem chó thÝch 1)      0,1 g 

Dung dÞch gèc cña c¸c nguyªn tè vÕt (tuú chän)      10 ml 

Thªm n−íc ®· khö oxi (6.1)            ®Õn 1 lÝt. 

§Ó ®¹t ®−îc m«i tr−êng thiÕu oxi, ngay tr−íc khi sö dông phun nit¬ vµo m«i tr−êng kho¶ng 20 phót ®Ó 

lo¹i hÕt oxi. 

NÕu cÇn, dïng axit kho¸ng hoÆc kiÒm ®Ó chØnh pH cña m«i tr−êng ®Õn 7 ± 0,2.  

Chó thÝch 1 − Nªn sö dông natri sunfua míi ®−îc cung cÊp hoÆc nªn röa vµ lµm kh« nã tr−íc khi sö dông ®Ó ®¶m 

b¶o ®−îc kh¶ n¨ng khö tèt. 

6.2.2 Dung dÞch gèc cña c¸c nguyªn tè vÕt (tuú chän) 

Nªn cung cÊp cho m«i tr−êng thö c¸c nguyªn tè vÕt sau ®Ó c¶i thiÖn c¸c qu¸ tr×nh ph©n huû, ®Æc biÖt 

nÕu sö dông c¸c nång ®é chÊt cÊy thÊp. 

Mangan clorua ngËm 4 n−íc (MnCl2.4H2O)   0,05 g 

Axit boric (H3BO3)       0,005 g   

KÏm clorua (ZnCl2)       0,005 g 

§ång (II) clorua (CuCl2)      0,003 g 

Dinatri molibdat ngËm 2 n−íc (Na2MoO4.2H2O)   0,001 g 

Coban clorua ngËm 6 n−íc (CoCl2.6H2O)    0,1 g 

Niken clorua ngËm 6 n−íc (NiCl2.6H2O)    0,01 g 

Dinatri selenit (Na2SeO3)      0,005 g 

Thªm n−íc (6.1) cho ®Õn       1 lÝt. 

6.3   Hîp chÊt thö 

Bæ sung thªm hîp chÊt thö lµ dung dÞch gèc ë d¹ng huyÒn phï, nhò t−¬ng, hoÆc trùc tiÕp ë d¹ng r¾n 

hoÆc láng ®Ó cã ®−îc nång ®é thö lµ 100 mg/l cacbon h÷u c¬. NÕu sö dông dung dÞch gèc th× chuÈn bÞ 

dung dÞch thÝch hîp víi n−íc (6.1) cã nång ®é nh− thÕ nh−ng thÓ tÝch thªm vµo ph¶i nhá h¬n 5% tæng 

thÓ tÝch cña hçn hîp ph¶n øng. §èi víi c¸c hîp chÊt thö kh«ng tan hoµn toµn trong n−íc, xem           

ISO 10634, kh«ng sö dông dung m«i h÷u c¬ biÕt tr−íc lµ cã h¹n chÕ viÖc sinh khÝ metan, thÝ dô nh− 

clorofom hoÆc cacbon tetraclorua. 

Chó thÝch 2 − NÕu sö dông c¸c dung m«i, th× nªn kiÓm tra dung m«i. 

6.4   ChÊt ®èi chøng 

C¸c chÊt ®èi chøng nh− natri benzoat, phenol hoÆc polyetylenglycol 400 lµ cã thÓ chÊp nhËn ®−îc. 

C¸c chÊt nµy nªn cã ®é ph©n huû sinh häc lín h¬n 60%. ChuÈn bÞ dung dÞch gèc theo c¸ch t−¬ng tù 

nh− ®èi víi hîp chÊt thö. 
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6.5   KiÓm tra øc chÕ (tuú chän) 

Cho hîp chÊt thö vµ chÊt ®èi chøng cã c¸c nång ®é gièng nh− ®· ®−îc thªm vµo trong 6.3 vµ 6.4  vµo 

b×nh chøa m«i tr−êng thö (6.2). 

6.6    Bïn ®R ph©n huû 

Thu lÊy bïn ®· ph©n huû tõ m¸y ph©n huû ë tr¹m xö lý n−íc th¶i sinh ho¹t. Dïng c¸c b×nh réng cæ 

®−îc lµm tõ polyetylen cã tû träng cao hoÆc tõ vËt liÖu t−¬ng tù cã thÓ gi·n në. 

C¶nh b¸o −−−− V× lý do an toµn, kh«ng sö dông dông cô thuû tinh. 

Cho bïn ®· ph©n huû vµo c¸c b×nh ®Õn c¸ch miÖng b×nh 1 cm vµ g¾n kÝn b×nh. Sau khi chuyÓn ®Õn 

phßng thÝ nghiÖm, dïng trùc tiÕp hoÆc ®Æt vµo trong m¸y ph©n huû cña phßng thÝ nghiÖm. Gi¶i phãng 

khÝ sinh häc d−. 

C¸ch kh¸c, sö dông bïn kþ khÝ cña phßng thÝ nghiÖm lµm chÊt cÊy. 

Coi viÖc ph©n huû tr−íc cña bïn lµ lµm gi¶m sù sinh khÝ vµ gi¶m ¶nh h−ëng cña mÉu tr¾ng. Cho bïn ph©n huû ë 

nhiÖt ®é 35oC ± 2oC ®Õn 7 ngµy, kh«ng cho thªm bÊt kú mét chÊt dinh d−ìng hay chÊt  nÒn nµo. 

Chó thÝch 3 − Kinh nghiÖm cho thÊy r»ng viÖc ph©n huû tr−íc trong kho¶ng 5 ngµy lµm gi¶m sù sinh khÝ tèi −u 

trong mÉu tr¾ng mµ còng kh«ng lµm t¨ng pha trÔ hoÆc thêi gian ñ trong suèt qu¸ tr×nh thö.  

§èi víi c¸c hîp chÊt thö dù ®o¸n tr−íc lµ cã kh¶ n¨ng ph©n huû sinh häc kÐm, th×  ph¬i nhiÔm tr−íc 

bïn víi chÊt thö ®Ó thu ®−îc chÊt cÊy thÝch nghi h¬n. Trong tr−êng nµy, cho chÊt thö cã nång ®é 

cacbon h÷u c¬ tõ 5 mg/l ®Õn 20 mg/l vµo bïn ®· ph©n huû. Tr−íc khi sö dông, lµm s¹ch bïn ®· ph©n 

huû tr−íc mét c¸ch cÈn thËn. Nªu râ sù ph¬i nhiÔm tr−íc trong b¸o c¸o kÕt qu¶. 

6.7   ChÊt cÊy   

Lµm s¹ch bïn (6.6) ngay tr−íc khi sö dông, ®Ó gi¶m nång ®é cacbon v« c¬ trong dung dÞch thö cuèi 

cïng nhá h¬n 10 mg/l, tr−íc hÕt cho ly t©m c¸c èng nghiÖm ®· g¾n kÝn ë tèc ®é t−¬ng ®èi chËm (thÝ dô 

ë kho¶ng 3000 g) ®Õn 5 phót. Cho c¸c viªn bïn vãn nµy vµo m«i tr−êng thö kh«ng chøa oxi (6.2), ly 

t©m vµ lo¹i bá n−íc röa. NÕu nång ®é cacbon v« c¬ vÉn cßn ch−a ®ñ thÊp th× lµm s¹ch bïn thªm hai 

lÇn n÷a. Cuèi cïng cho c¸c viªn bïn vãn nµy vµo mét thÓ tÝch m«i tr−êng thö cÇn thiÕt vµ x¸c ®Þnh hµm 

l−îng chÊt r¾n tæng sè (3.4). Hµm l−îng chÊt r¾n tæng sè cuèi cïng trong c¸c b×nh thö ph¶i n»m trong 

ph¹m vi tõ 1 g/l ®Õn 3 g/l. Thùc hiÖn c¸c thao t¸c trªn theo c¸ch sao ®Ó bïn tiÕp xóc tèi thiÓu víi oxi 

(thÝ dô nh− sö dông m«i tr−êng nit¬). 

7   ThiÕt bÞ, dông cô 

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

7.1   Tñ Êm hoÆc nåi c¸ch thuû hoÆc bÕp c¸ch c¸t, kiÓm so¸t ®−îc nhiÖt ®é ë 35oC ± 2oC. 
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7.2   B×nh thö b»ng thuû tinh chÞu lùc, dung tÝch tõ  0,1 lÝt ®Õn 1 lÝt, ®−îc g¾n víi v¸ch ng¨n lµm kÝn 

khÝ, cã thÓ chÞu ®−îc 2 bar (xem thÝ dô trong phô lôc A). ThÓ tÝch trèng trong b×nh ph¶i chiÕm tõ 10% 

®Õn 30% tæng thÓ tÝch cña b×nh. NÕu khÝ sinh häc ®−îc gi¶i phãng ®Þnh kú, th× kho¶ng 10% lµ thÝch hîp 

nh−ng nÕu sù gi¶i phãng khÝ chØ x¶y ra ë cuèi phÐp thö th× 30% lµ thÝch hîp. 

Chó thÝch 4 − Tõ thùc tÕ cho thÊy nªn sö dông c¸c b×nh huyÕt thanh ®−îc hµn kÝn b»ng n¾p huyÕt thanh cao su 

butyl vµ c¸c vßng nh«m uèn sãng.  

7.3   Dông cô ®o ¸p suÊt, thÝ dô nh− ®ång hå ®o ¸p suÊt ®−îc nèi víi mét xylanh tiªm thÝch hîp; 

mét van kÝn khÝ ba nh¸nh ®Ó gi¶i phãng ¸p suÊt v−ît qu¸. Sö dông vµ hiÖu chuÈn dông cô nµy theo 

chØ dÉn cña nhµ s¶n xuÊt. 

§iÒu nµy cÇn thiÕt ®Ó gi÷  thÓ tÝch bªn trong cña èng chuyÓn ®æi ¸p suÊt vµ van cµng thÊp cµng tèt, 

sao cho c¸c sai sè do bá qua thÓ tÝch cña thiÕt bÞ lµ kh«ng ®¸ng kÓ. 

7.4   M¸y ph©n tÝch cabon, thÝch hîp ®Ó x¸c ®Þnh trùc tiÕp cacbon v« c¬  tõ 1 mg/l ®Õn 200 mg/l. 

8   C¸ch tiÕn hµnh 

Thùc hiÖn c¸c qu¸ tr×nh ban ®Çu sau ®©y, dïng kü thuËt ®Ó duy tr× sù tiÕp xóc gi÷a bïn ph©n huû vµ oxi 

cµng thÊp cµng tèt, thÝ dô : tiÕn hµnh trong hép ë m«i tr−êng nit¬ hoÆc lµm s¹ch c¸c b×nh b»ng nit¬. 

8.1   ChuÈn bÞ thö nghiÖm vµ thÝ nghiÖm kiÓm tra 

ChuÈn bÞ c¸c b×nh thö (7.2) Ýt nhÊt lµ ba b×nh gièng nhau dïng cho hîp chÊt thö (6.3) vµ thö mÉu tr¾ng 

vµ Ýt nhÊt mét b×nh cho chÊt ®èi chøng (6.4) vµ kiÓm tra øc chÕ (6.5) (tuú chän). KiÓm tra mÉu tr¾ng cã 

thÓ ®−îc dïng cho mét sè hîp chÊt thö. ChuÈn bÞ chÊt cÊy pha lo·ng (6.7) tr−íc khi cho vµo c¸c b×nh. 

Bæ sung phÇn chÊt láng cña chÊt cÊy sao cho cã ®−îc hµm l−îng chÊt r¾n tæng sè tõ 1 g/l ®Õn 3 g/l vµ 

còng nh− thÕ trong tÊt c¶ c¸c b×nh. Bæ sung c¸c dung dÞch gèc cña hîp chÊt thö vµ chÊt ®èi chøng. 

Nång ®é thö cña cacbon ph¶i lµ 100 mg/l. Trong tr−êng hîp c¸c chÊt thö cã ®éc tÝnh, cã thÓ cÇn ph¶i 

gi¶m cacbon h÷u c¬ ®Õn 20mg/l hoÆc thËm chÝ cã thÓ thÊp h¬n nÕu chØ cã sù ph©n huû sinh häc ban 

®Çu b»ng c¸c phÐp ph©n tÝch ®Æc biÖt. 

Chó thÝch 5 − Nång ®é thö cµng thÊp th× sai lÖch vÒ kÕt qu¶ thö cã thÓ cµng cao. 

Trong tr−êng hîp c¸c b×nh thö tr¾ng, cho thªm c¸c l−îng n−íc ®· lo¹i oxi (6.1) t−¬ng ®−¬ng. ChuÈn bÞ 

thªm mét b×nh gièng hÖt víi hîp chÊt thö vµ ®o gi¸ trÞ pH. NÕu cÇn, chØnh pH vÒ 7 ± 0,2 b»ng c¸c 

l−îng nhá axit kho¸ng lo·ng hoÆc kiÒm. Cho cïng mét l−îng nh− nhau chÊt trung hoµ vµo tÊt c¶ c¸c 

b×nh thö (7.2). NÕu ph¶i ®o sù ph©n huû sinh häc ban ®Çu, lÊy mét l−îng mÉu thÝch hîp tõ b×nh kiÓm 

tra pH hoÆc tõ  hçn hîp thö bæ sung vµ dïng c¸c phÐp ph©n tÝch ®Æc biÖt ®Ó ®o nång ®é hîp chÊt thö. 

Cho que khuÊy tõ vµo c¸c b×nh nÕu cÇn ph¶i khuÊy hçn hîp ph¶n øng (tuú chän). §¶m b¶o r»ng tæng 

thÓ tÝch chÊt láng V1 vµ thÓ tÝch kho¶ng trèng Vh trong b×nh cña tÊt c¶ c¸c b×nh ph¶i gièng nhau. Ghi l¹i 

V1 vµ Vh (xem ®iÒu 9). NÕu cÇn, bæ sung m«i tr−êng thö  thiÕu oxi (6.2). Hµn kÝn tÊt c¶ c¸c b×nh b»ng 

mµng ng¨n khÝ vµ ®Æt chóng vµo tñ Êm (7.1). 
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Cho c¸c chÊt Ýt tan trong n−íc trùc tiÕp vµo c¸c b×nh ®· chuÈn bÞ sau khi ®· c©n hoÆc ®Þnh l−îng chóng 

b»ng dung m«i vµo trong c¸c b×nh trèng. Cho bay h¬i dung m«i b»ng c¸ch cho khi nit¬ ®i qua c¸c b×nh 

vµ sau ®ã cho thªm c¸c thµnh phÇn kh¸c. C¸c chÊt thö d¹ng láng cã thÓ ®Þnh l−îng b»ng xylanh trong 

c¸c b×nh g¾n kÝn ®· chuÈn bÞ xong. NÕu ch¾c ch¾n r»ng pH kh«ng v−ît qu¸ 7 ± 1, th× lÊy l−îng kh¸c 

nh− m« t¶ ë trªn. 

8.2   ñ vµ ®o khÝ  

 ñ c¸c b×nh ®· chuÈn bÞ ë 35oC ± 2oC trong kho¶ng 1 h ®Ó cho c©n b»ng vµ gi¶i phãng khÝ d− vµo 

kh«ng khÝ, thÝ dô : b»ng c¸ch l¾c ®i l¾c l¹i b×nh, cho kim cña ®ång hå ®o ¸p suÊt (7.3) ®i qua mµng 

ng¨n kÝn vµ më van cho ®Õn khi ®ång hå ®o ¸p suÊt vÒ vÞ trÝ zero. NÕu ë giai ®o¹n nµy hoÆc khi thùc 

hiÖn c¸c  phÐp ®o trung gian, ¸p suÊt cña kho¶ng trèng trong b×nh nhá h¬n ¸p suÊt khÝ quyÓn, ®−a khÝ 

nit¬ vµo ®Ó t¸i lËp ¸p suÊt khÝ quyÓn. §ãng van (xem 7.3) vµ ñ tiÕp ë n¬i tèi, ®¶m b¶o r»ng tÊt c¶ c¸c 

phÇn cña c¸c b×nh ®−îc duy tr× ë nhiÖt ®é ph©n huû. 

Quan s¸t c¸c b×nh sau khi ñ tõ 24 h ®Õn 48 h. Lo¹i bá c¸c b×nh nÕu phÇn chÊt láng chøa trong b×nh cho thÊy râ 

mµu hång, nghÜa lµ nÕu diazoresorxin (xem 6.2.1) ®æi mµu cho thÊy cã mÆt oxi. Khi cã mÆt c¸c l−îng nhá oxi 

do hÖ thèng, th× c¸c nång ®é cao h¬n cã thÓ c¶n trë m¹nh ®Õn qu¸ tr×nh ph©n huû sinh häc kþ khÝ. 

KhuÊy hoÆc l¾c tõ hai ®Õn ba lÇn trong mçi tuÇn, mçi lÇn vµi phót ®Ó trén kü c¸c l−îng chøa trong tõng 

b×nh tr−íc mçi lÇn ®o ¸p suÊt. §o ¸p suÊt khÝ, thÝ dô : b»ng c¸ch lång kim tiªm (xem 7.3) qua mµng 

ng¨n ®−îc nèi víi ®ång hå ®o kiÓm tra ¸p suÊt. Ghi l¹i ¸p suÊt, tÝnh b»ng milibar (xem 9.1). 

L¾c chÊt cÊy d¹ng huyÒn phï vµ ®¶m b¶o sù  c©n b»ng khÝ. Duy tr× khÝ trong kho¶ng trèng ë nhiÖt ®é 

ph©n huû trong khi ®o ¸p suÊt. Chó ý kh«ng ®Ó n−íc lÉn vµo kim tiªm. NÕu bÞ lÉn n−íc th× lµm kh« 

phÇn bÞ −ít vµ l¾p kim míi. 

§èi víi c¸c sè ®äc cña ¸p suÊt khÝ, hµng tuÇn ®o ¸p suÊt trong c¸c b×nh, gi¶i phãng khÝ d− vµo kh«ng 

khÝ, hoÆc b»ng c¸ch kh¸c, chØ ®o ¸p suÊt ë cuèi thö nghiÖm ®Ó ph¸t hiÖn sù  khÝ sinh häc.  

Chó thÝch 6 − KhuyÕn c¸o r»ng nªn thùc hiÖn c¸c phÐp ®o trung gian vÒ ¸p suÊt khÝ, v× ¸p suÊt t¨ng sÏ cho biÕt 

phÐp thö cã thÓ ®· kÕt thóc vµ ®Ó cho qu¸ tr×nh ®éng häc ®−îc ®¶m b¶o. 

KÕt thóc phÐp thö sau khi ñ 60 ngµy trõ khi ®−êng cong ph©n huû sinh häc tõ viÖc ®o ¸p suÊt ch¹m 

®Õn pha tíi h¹n, ®ã lµ pha cã sù ph©n huû tèi ®a, vµ cho thÊy ®é ph©n huû sinh häc thÝch ®¸ng  (> 

50%) ®èi víi phÐp thö  ph¶i kÕt thóc sím. NÕu ë cuèi chu kú ñ b×nh th−êng mµ vÉn ch−a ®¹t ®−îc pha 

tíi h¹n râ rµng th× nªn kÐo dµi thêi gian thö cho ®Õn khi ®¹t ®−îc pha tíi h¹n. 

8.3   §o cacbon v« c¬ 

Sau khi thùc hiÖn lÇn cuèi phÐp ®o ¸p suÊt khÝ ë cuèi phÐp thö, ®Ó bïn (6.6) l¾ng, råi më tõng b×nh 

(7.2) vµ x¸c ®Þnh ngay nång ®é cacbon v« c¬ (IC) trong phÇn næi phÝa trªn, tÝnh b»ng miligam trªn lÝt. ë 

giai ®o¹n nµy (xem chó thÝch 7) kh«ng ®−îc ly t©m hoÆc läc theo TCVN 6625 : 2000 (ISO 11923). Sau 
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khi ®o nång ®é cacbon v« c¬, ghi l¹i pH. Thùc hiÖn c¸c sè ®äc t−¬ng tù ®èi víi c¸c b×nh thö tr¾ng, chÊt 

®èi chøng (6.4) vµ kiÓm tra øc chÕ (6.5) t−¬ng øng .   

Chó thÝch 7 − Ly t©m hoÆc läc cã thÓ lµm thÊt tho¸t cacbon dioxit hoµ tan mµ kh«ng thÓ chÊp nhËn ®−îc. NÕu 

mÉu cña phÇn næi phÝa trªn kh«ng ®−îc ph©n tÝch ngay sau khi lÊy xong th× cã thÓ b¶o qu¶n trong lä ®Çy g¾n kÝn 

thÝch hîp vµ ®−îc lµm l¹nh ë 4oC cho ®Õn 2 ngµy. 

Trong mét sè tr−êng hîp, ®Æc biÖt nÕu sö dông c¸c b×nh kiÓm tra gièng nhau cho vµi hîp chÊt thö, cÇn 

l−u ý ®Õn viÖc ®o c¸c nång ®é cacbon v« c¬ trung gian trong phÐp thö vµ trong c¸c b×nh kiÓm tra. 

Trong tr−êng hîp nµy sö dông qui tr×nh sau. 

Sau khi ®o ¸p suÊt khÝ khi kh«ng gi¶i phãng khÝ d−, dïng xylanh (xem 7.3) hót lÊy mét l−îng biÕt tr−íc 

cµng nhá cµng tèt cña chÊt næi phÝa trªn qua mµng ng¨n mµ kh«ng më b×nh vµ x¸c ®Þnh cacbon v« c¬ 

trong mÉu. Sau khi lÊy mÉu xong, l−îng khÝ d− cã thÓ ®−îc gi¶i phãng hoÆc kh«ng gi¶i phãng khái c¸c 

tñ Êm (xem 8.2). 

CÇn ph¶i tÝnh r»ng cho dï viÖc gi¶m nhÑ thÓ tÝch cña chÊt næi phÝa trªn (thÝ dô : 1%) còng lµm t¨ng 

®¸ng kÓ thÓ tÝch khÝ trong kho¶ng trèng. NÕu cÇn, hiÖu chØnh l¹i c¸c c«ng thøc trong 9.1 b»ng c¸ch 

t¨ng Vh trong c«ng thøc (3). 

8.4   C¸c phÐp ph©n tÝch ®Æc biÖt  

 NÕu cÇn ph¶i x¸c ®Þnh sù ph©n huû kþ khÝ ban ®Çu (3.2), th× lÊy tõ c¸c b×nh chøa hîp chÊt thö c¸c mÉu 

cho c¸c phÐp ph©n tÝch ®Æc biÖt ngay tõ khi b¾t ®Çu (xem 8.1) vµ ë cuèi phÐp thö. NÕu thùc hiÖn ®iÒu 

nµy th× l−u ý r»ng thÓ tÝch cña kho¶ng trèng (Vh) vµ cña chÊt láng  (Vl) sÏ bÞ thay ®æi vµ ph¶i tÝnh ®Õn 

®iÒu nµy trong khi tÝnh kÕt qu¶. 

9   TÝnh to¸n vµ biÓu thÞ kÕt qu¶  

V× nh÷ng lý do thùc tiÔn, ¸p suÊt khÝ ®−îc ®o b»ng milibar (1 mbar = 1 hPa = 102Pa, 1 Pa = 1 N/m2), 

thÓ tÝch ®−îc ®o b»ng lÝt vµ nhiÖt ®é ®−îc ®o b»ng ®é C. 

9.1   Cacbon trong kho¶ng trèng   

Mét mol metan vµ mét mol cacbon dioxit chøa 12 gam cacbon. TÝnh khèi l−îng cacbon trong thÓ tÝch 

®· biÕt cña khÝ tho¸t ra theo c«ng thøc (1) : 

 m = 12 x 103 x n    .... (1) 

trong ®ã : 

m   lµ khèi l−îng cacbon trong thÓ tÝch ®· biÕt cña khÝ tho¸t ra, tÝnh b»ng miligam; 

12   lµ nguyªn tö l−îng cña cacbon; 

n   lµ sè l−îng mol cña khÝ. 
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TÝnh n tõ  ®Þnh luËt khÝ sö dông c«ng thøc (2) : 

  
RT

pV
n =     (2) 

trong ®ã : 

n   lµ sè l−îng mol cña khÝ; 

p   lµ ¸p suÊt cña khÝ, tÝnh b»ng pascal; 

V   lµ thÓ tÝch khÝ, tÝnh b»ng mÐt khèi; 

R   lµ h»ng sè ph©n tö gam khÝ [8,314 J/(mol.K)]; 

T   lµ nhiÖt ®é ñ, tÝnh b»ng kelvin. 

L−îng khÝ trong kho¶ng trèng lµ khèi l−îng tÞnh cña cacbon (®· trõ gi¸ trÞ mÉu tr¾ng t−¬ng øng) ®−îc 

t¹o ra tõ hîp chÊt thö, ®−îc tÝnh theo c«ng thøc (3) : 

    
( )

RT

Vp
m h

h

.1,012000 ∆×
=   (3) 

trong ®ã : 

mh   lµ khèi l−îng cña cacbon thùc ®· ®−îc t¹o thµnh khÝ trong kho¶ng trèng; 

∆p   lµ gi¸ trÞ trung b×nh cña chªnh lÖch ¸p suÊt ban ®Çu vµ cuèi cïng trong c¸c b×nh thö  trõ ®i 

gi¸ trÞ nµy trong b×nh thö tr¾ng, tÝnh b»ng milibar; 

Vh   lµ thÓ tÝch kho¶ng trèng trong b×nh, tÝnh b»ng lÝt; 

0,1   lµ hÖ sè chuyÓn ®æi tõ niuton trªn mÐt vu«ng sang milibar vµ mÐt khèi sang lÝt. 

Khi ñ b×nh th−êng ë 35oC (308 K) th× sö dông c«ng thøc (4): 

    ( )
hh
Vpm .468,0 ∆=    (4) 

Qu¸ tr×nh ph©n huû cã thÓ ®−îc theo dâi b»ng c¸ch vÏ ®å thÞ cña sù t¨ng ¸p suÊt ∆p, tÝnh b»ng milibar 

víi thêi gian, nÕu thÝch hîp. Tõ ®−êng cong nµy ph©n biÖt vµ ghi l¹i pha trÔ, tÝnh b»ng ngµy. Pha trÔ lµ 

thêi gian tÝnh tõ  khi b¾t ®Çu phÐp thö cho ®Õn khi b¾t ®Çu ph©n huû ®¸ng kÓ (thÝ dô : xem phô lôc B). 

9.2   Cacbon trong chÊt láng 

Dïng c«ng thøc (5) ®Ó tÝnh khèi l−îng cacbon trong chÊt láng cña c¸c b×nh thö : 

    
lnetICl
Vm ×=

,
ρ    (5) 

trong ®ã : 

ml   lµ khèi l−îng cacbon cã trong chÊt láng, tÝnh b»ng miligam; 
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ρIC,net   lµ nång ®é cña cacbon v« c¬ trong c¸c b×nh thö trõ ®i nång ®é cacbon v« c¬ trong c¸c 

b×nh kiÓm tra ë cuèi phÐp thö, tÝnh b»ng miligam trªn lÝt; 

Vl   lµ thÓ tÝch cña chÊt láng trong b×nh, tÝnh b»ng lÝt. 

9.3   Cacbon tæng sè ®R ho¸ khÝ 

Dïng c«ng thøc (6) ®Ó tÝnh khèi l−îng cacbon tæng sè ®· ho¸ khÝ trong b×nh : 

   
lht
mmm +=    (6) 

trong ®ã : 

mt   lµ khèi l−îng cacbon tæng sè ®· ho¸ khÝ, tÝnh b»ng miligam; 

mh vµ ml   lµ c¸c gi¸ trÞ ®−îc x¸c ®Þnh trong 9.1 vµ 9.2. 

9.4   Cacbon cña chÊt thö 

TÝnh khèi l−îng cacbon trong c¸c b×nh thö tõ nång ®é thö cña cacbon ®−îc thªm vµo theo c«ng thøc 

(7):  

    
lvcv
Vm ×=

,
ρ    (7) 

trong ®ã : 

mv   lµ khèi l−îng cacbon cña hîp chÊt thö, tÝnh b»ng miligam; 

ρc,v   lµ nång ®é cacbon cña hîp chÊt thö, tÝnh b»ng miligam trªn lÝt; 

Vl   lµ thÓ tÝch cña chÊt láng trong b×nh, tÝnh b»ng lÝt.  

9.5   Møc ph©n huû 

TÝnh sù ph©n huû tõ khÝ ë kho¶ng trèng theo c«ng thøc (8) vµ sù ph©n huû tæng sè theo c«ng thøc (9) : 

    
v

h

h
m

m
D

100×
=    (8) 

    
v

t

t
m

m
D

100×
=     (9) 

trong ®ã : 

Dh   lµ sù ph©n huû tõ khÝ ë trong kho¶ng trèng, ®−îc biÓu thÞ b»ng phÇn tr¨m; 

Dt   lµ sù ph©n huû tæng sè, ®−îc biÓu thÞ b»ng phÇn tr¨m; 

mh , mv vµ mt   lµ  c¸c gi¸ trÞ ®· ®−îc x¸c ®Þnh t−¬ng øng trong 9.1, 9.4 vµ 9.3.  
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10   TÝnh ®óng ®¾n cña c¸c kÕt qu¶  

10.1   Duy tr× c¸c ®iÒu kiÖn kþ khÝ 

Dïng c¸c sè ®äc ¸p suÊt tõ c¸c b×nh kh«ng chøa oxi, tøc lµ kh«ng cßn mµu hång. Dïng kü thuËt xö lý 

kþ khÝ thÝch ®¸ng ®Ó tèi thiÓu ho¸ sù  nhiÔm oxi. 

10.2   Sù øc chÕ ph©n huû 

Sù sinh khÝ trong c¸c b×nh chøa c¶ chÊt thö lÉn chÊt ®èi chøng Ýt nhÊt ph¶i b»ng sù sinh khÝ trong b×nh 

chØ chøa chÊt ®èi chøng;nÕu kh«ng nh− thÕ th× cã nghÜa lµ cã sù øc chÕ sinh khÝ.Trong tr−êng hîp thø 

hai nµy,nªn lÆp l¹i phÐp thö sö dông nång ®é ho¸ chÊt thö thÊp h¬n nh−ng kh«ng nhá h¬n 20 mg/l(xem 

8.1) 

10.3   TÝnh ®óng ®¾n cña phÐp thö 

PhÐp thö ®−îc coi lµ ®óng nÕu chÊt ®èi chøng cã pha tíi h¹n cho > 60% ph©n huû sinh häc. NÕu pH ë 

®iÓm cuèi phÐp thö v−ît qu¸ 7 ± 1 vµ sù ph©n huû sinh häc x¶y ra kh«ng hoµn toµn, th× nªn lÆp l¹i 

phÐp thö dïng m«i tr−êng thö (6.2) cã kh¶ n¨ng ®Öm cao h¬n. 

11    B¸o c¸o thö nghiÖm  

B¸o c¸o thö nghiÖm cÇn Ýt nhÊt nh÷ng th«ng tin sau: 

a)   trÝch dÉn tiªu chuÈn nµy; 

b) nhËn d¹ng hîp chÊt thö vµ chÊt ®èi chøng; 

c) nång ®é hîp chÊt thö vµ ph−¬ng ph¸p bæ sung; 

d) c¸c ®Æc tr−ng c¬ b¶n cña viÖc ®o khÝ sinh häc (thÝ dô : chñng lo¹i ®ång hå ®o ¸p suÊt) vµ m¸y 

ph©n tÝch cacbon v« c¬; 

e) tÊt c¶ c¸c sè liÖu ®o ®−îc trong c¸c b×nh thö, b×nh mÉu tr¾ng, b×nh kiÓm tra vµ kÕt qu¶ øc chÕ, 

nÕu x¸c ®Þnh ®−îc, (thÝ dô : ¸p suÊt tÝnh b»ng milibar, nång ®é cacbon v« c¬ tÝnh b»ng miligam 

trªn lÝt theo d¹ng b¶ng; mét thÝ dô vÒ c¸c b¶ng sè liÖu ®−îc ®−a ra trong phô lôc C), xö lý thèng 

kª c¸c sè liÖu vµ thêi gian thö; 

f) nguån gèc, nång ®é vµ mäi th«ng tin vÒ xö lý tr−íc chÊt cÊy ®· dïng (thÝ dô ph©n huû tr−íc, 

ph¬i nhiÔm tr−íc); 

g) nhiÖt ®é ñ; 

h) thÓ tÝch phÇn n−íc cña m¸y ph©n huû (V1) vµ thÓ tÝch cña kho¶ng trèng trong b×nh (Vh); 

i) c¸c gi¸ trÞ pH vµ cacbon v« c¬ ë cuèi phÐp thö; 

j) nång ®é cña hîp chÊt thö ë ®iÓm b¾t ®Çu vµ ®iÓm cuèi phÐp thö nÕu thùc hiÖn phÐp ®o ®Æc biÖt 
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k) ®−êng cong ph©n huû thu ®−îc tõ viÖc sinh khÝ thùc trong kho¶ng trèng nh− ®· chØ ra trong phô 

lôc B; 

l) phÇn tr¨m ph©n huû cña hîp chÊt thö vµ chÊt ®èi chøng, kÕt qu¶ thö cuèi cïng nªn n»m trong 

ph¹m vi 10% (thÝ dô 20% ®Õn 30%). 
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Phô lôc A 

(tham kh¶o) 

ThÝ dô vÒ mét thiÕt bÞ ®o sù sinh khÝ sinh häc b»ng ¸p suÊt khÝ 
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Phô lôc B 

(Tham kh¶o) 

ThÝ dô vÒ ®−êng cong ph©n huû (t¨ng ¸p suÊt thùc ®−îc tÝch luü) 
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Phô lôc D 

(tham kh¶o) 

Tµi liÖu tham kh¶o 
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