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SUMMARY 

 

DETERMINATION OF CHLOROPHYLL A BY HIGH-PERFORMANCE  

LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD 

 

A simple High-Performance Liquid Chromatographic (HPLC) method was developed and validated for 

the determination of Chlorophyll a in phytoplankton and water. The separation was carried out by a 

Nova-Pak C18 column (150 mm × 3.9 mm; 4 µm) with mobile phase consisted of acetone: metanol 

(70:30 v/v). The flow rate was 0.6 mL/min and DAD detection at 430 nm. The retention time of 

Chlorophyll a was found at 4.8 min. The calibration curves were linear with the regression coefficient 

(R2) of 0.9999 within the range from 0.005 to 5ppm. The detection and quantification limit were 0.002 

and 0.005 ppm, respectively. This method was used to found sensitive, specific, and capable of 

estimation of Chlorophyll a in phytoplanktons and water. This method has been applied successfully, 

sensitively and specifically in the determination of Chlorophyll a in phytoplankton and water. 

Keywords: Chlorophyll a, Chlorophyll a extraction, High-Performance Liquid Chromatography method. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Chlorophyll- a (Chl- a ) là sắc tố quang hợp 

chính của thực vật phù du, đã được sử dụng 

rộng rãi để ước tính sinh khối và hàm lượng 

thực vật phù du, từ đó đánh giá được mức độ 

phong phú của thực vật phù du trong nước [1]. 

Thực vật phù du đóng một vai trò quan trọng 

trong hệ sinh thái dưới nước, chúng cung cấp 

các hợp chất hữu cơ cho các sinh vật sống dưới 

nước để duy trì lưới thức ăn và duy trì các chức 

năng sinh thái thiết yếu. Mặt khác, thực vật 

phù du có thể liên quan đến các tác động bất 

lợi như hiện tượng tảo nở hoa làm ảnh hưởng 

đến hệ sinh thái sông, hồ, biển, …[2].   Do đó, 

việc xác định hàm lượng Chl-a có vai trò rất 

quan trọng trong quá trình theo dõi sự phát 

triển của thực vật phù du theo thời gian và hỗ 

trợ cho việc đánh giá tác động ô nhiễm môi 

trường nước [3]. 

Một số phương pháp được công bố về bảo 

quản mẫu, quy trình chiết, dung môi thích hợp 

để sử dụng cho việc định lượng Chl-a như 

dùng acetone 90% [3], metanol, acetone, 

etanol, dietyl ether [4], hoặc bằng aceton, 

metanol trong điều kiện lạnh và tối [5]. Các 

phương pháp đã được dùng để xác định Chl-a 

như phương pháp quang phổ UV-VIS [6], [7], 

phương pháp quang phổ huỳnh quang [8], 

phương pháp sắc ký lớp mỏng (TLC) [9], 

phương pháp sắc ký lớp mỏng hiệu năng cao 

(HPTLC) [10], phương pháp sắc ký lỏng- khối 

phổ (LC-MS) [11],… Tuy nhiên, có một số 

nhà nghiên cứu đã chỉ ra rằng phương pháp 

quang phổ UV-VIS và quang phổ huỳnh quang 

có độ nhạy kém, thời gian phân tích lâu. Qua 

các nghiên cứu trên cho thấy ưu điểm của 

HPLC là có độ nhạy cao, khả năng định lượng 

tốt, sử dụng ít hóa chất do đó làm giảm chi phí 

76



cho phân tích. Mặc khác, ở Việt Nam chưa có 

công trình nghiên cứu nào xác định Chl-a trong 

các mẫu nước biển và nước ngọt. Vì vậy trong 

nghiên cứu này, phương pháp sắc ký lỏng hiệu 

năng cao sử dụng detector UV được phát triển 

để xác định Chl-a trong nước mặt, nước biển 

ven bờ. Mục tiêu chính của nghiên cứu này là 

phát triển một phương pháp phân tích có độ 

nhạy cao, khoảng tuyến tính rộng, tiến hành 

nhanh và đơn giản. 

2. THỰC NGHIỆM 

2.1. Hóa chất và thiết bị 

Hóa chất 

Các loại hóa chất sử dụng trong nghiên cứu 

gồm dung môi metanol (MeOH), axeton, 

etanol loại tinh khiết dùng cho sắc ký của hãng 

JT. Baker, USA. Etyl axetat (CH3COOC2H5) 

loại tinh khiết dùng cho sắc ký của hãng Merck 

(Darmstadt, Đức). 

Chất chuẩn Chl- a (C55H72MgN4O5) thuộc hãng 

TRC, Canada. Chuẩn gốc Chl-a (1,00 mg/mL) 

được chuẩn bị trong aceton và được lưu giữ ở 

âm 20 oC.  

Thiết bị 

Hệ thống sắc ký HPLC (Shimadzu) bao gồm: 

bộ điều khiển (SCL-10A SP); bơm cao áp (LC-

10A SP); bộ phận tiêm mẫu (SIL-10AF), 

detecter DAD (SPD-M20A); bộ phận khử khí 

(DGU-14A); bộ gia nhiệt (HIC-10A) và cột sắc 

kí pha đảo Nova-Pak C18 (150 mm × 3,9 mm; 

4 µm).  

Một số thiết bị khác được dùng trong nghiên 

cứu như máy đo quang phổ UV-Vis (Lambda 

35 – Perkin Elmer), máy li tâm (Centrifuge 

Combi 514R – Korea, Centurion Scientific 

K2015 – UK). 

2.2. Đối tượng nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện trên mẫu nước biển 

ven bờ ở khu vực Nghi Sơn – Thanh Hóa ( 

NBVB) và mẫu nước mặt lấy tại hồ Tây – Hà 

Nội (NM). 

2.3. Quy trình phân tích 

2.3.1. Xây dựng phương pháp định lượng 

Chl-a trên HPLC 

Các điều kiện sắc ký được khảo sát bao gồm: 

các hệ dung môi metanol/acetone/ etyl axetat, 

acetone/ etyl axetat, metanol/ etyl axetat, 

acetone/metanol, với các tỷ lệ khác nhau 

(60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 10/90 (v/v)) 

và các tốc độ dòng khác nhau (0,4; 0,6; 0,8; 

1,0; 1,2 ml/phút) trên máy HPLC. Sau khi tối 

ưu hóa được quy trình phân tích Chl-a trên hệ 

thống HPLC, tiến hành xác định tính tương 

thích hệ thống, khoảng tuyến tính, độ chính 

xác, độ đúng (tỷ lệ thu hồi), giới hạn phát hiện 

(LOD) và giới hạn định lượng (LOQ) của 

phương pháp 

2.3.2. Quy trình xử lý mẫu 

Mẫu sau khi lấy sẽ được lọc ngay tại hiện 

trường bằng giấy lọc GF/F đường kính 25mm, 

kích thước lỗ 0,45µm. Lượng nước được lọc 

trong khoảng từ 0,1 – 2,0 lít trong điều kiện áp 

suất lọc không vượt quá 0,5atm. Làm khô giấy 

lọc trong chân không, khi vừa khô thì lấy khỏi 

giá đỡ và được bảo quản trong điều kiện tối và 

lạnh. Sau đó đem về và chuyển giấy lọc vào 

bình chiết thủy tinh, bổ sung 10 ml dung môi 

(metanol, acetone, etanol) với các nồng độ 

dung môi xác định (70-100%). Bình thủy tinh 

được bọc kín và được giữ trong điều kiện tối ở 

nhiệt độ 4 oC và thời gian thích hợp (1 – 24 

giờ) với từng thí nghiệm. Sau đó, mẫu được ly 

tâm 4000 rpm trong 10 phút. Dịch nổi được thu 

hồi đem lọc qua màng 0,45 µm, sau đó pha 

loãng bằng pha động và phân tích trên HPLC.   

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân tích Chl-a bằng HPLC 

3.1.1. Kết quả khảo sát các điều kiện sắc ký 

a. Bước sóng hấp thụ cực đại của Chl a 

Phổ hấp thụ cực đại của Chl-a được thể hiện ở 

hình 1. Kết quả cho thấy Chl-a có 2 đỉnh hấp 

thụ cực đại ở 430 và 663 nm. Tuy nhiên, ở 

bước sóng 430 nm cho độ hấp thụ quang cao 

hơn. Để có độ nhạy phân tích tốt nhất, bước 

sóng hấp thụ ở 430 nm được chọn cho các 

nghiên cứu tiếp theo. 

 
Hình 1. Phổ hấp thụ của Chl a 

b. Thành phần pha động 

Pha động không chỉ ảnh hưởng đến khả năng 

tách, thời gian lưu mà còn xác định dạng tồn 
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tại của chất phân tích. Trong nghiên cứu này sử 

dụng dung dịch Chl-a 0,5ppm để khảo sát các 

hệ pha động khác nhau gồm: acetone/ etyl 

axetat, meoh/ etyl axetat, metanol/acetone/ etyl 

axetat, acetone/metanol ở cùng một điều kiện 

sắc ký. Kết quả sắc ký đồ của các hệ pha động 

khác nhau được trình bày trong hình 2. Kết quả 

chỉ ra rằng hệ pha động gồm aceton và metanol 

cho pic cân đối (hệ số bất đối là Asys  1) và 

thời gian lưu phù hợp. Do đó, pha động gồm 

metanol và acetone được chọn để phục vụ cho 

các nghiên cứu sau.  Tỉ lệ thành phần giữa 

metanol và acetone có thể ảnh hưởng đáng kể 

đến độ hòa tan của chất phân tích.  Kết quả 

thay đổi tỷ lệ thành phần pha động được trình 

bày ở hình 3 cho thấy, chiều cao pic đạt cực 

đại với tỉ lệ metanol/aceton là 30/70. Do đó, 

pha động metanol/aceton (30/70) được sử dụng 

cho các thí nghiệm tiếp theo. 

c. Tốc độ dòng 

Tốc độ dòng của pha động được khảo sát với 

các mức là 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 và 1,2 ml/phút với 

thời gian lưu tương ứng lần lượt là 7,20; 4,81; 

3,42; 2,72; 2,32 phút. Kết quả cho thấy, khi tốc 

độ dòng tăng, thời gian lưu và chiều cao pic 

giảm. Thời gian lưu ngắn trong trường hợp 

mẫu có nền phức tạp dễ bị ảnh hưởng bởi tạp 

chất, thời gian duy trì lâu sẽ làm tốn nhiều pha 

động và thời gian phân tích. Vì vậy, tốc độ 

dòng được chọn trong nghiên cứu này là 0,6 

ml/phút.  

 

Hình 2. Sắc kí đồ của Chl-a với các hệ pha 

động khác nhau 

(a) Acetone/ Etyl axetat=7/3; 

(b) Metanol/ Etyl axetat =8/2; 

(c) Metanol/ Acetone/ Etyl axetat = 6/3/1; 

(d) Metanol/Acetone = 3/7 

 

Hình 3. Sự phụ thuộc của chiều cao pic vào 

thành phần pha động (n=5) 

Bảng 1. Điều kiện phân tích trên hệ thống 

HPLC 

Cột sắc ký Nova-Pak C18, Water 

(150mm×3,9 mm; 4 

µm)  

Bước sóng hấp thụ 430 nm 

Pha động  MeOH/acetone (30/70) 

Chế độ rửa giải Đẳng dòng 

Tốc độ dòng 0,6 ml/phút 

Thể tích bơm mẫu 20 µl 

3.1.2. Đánh giá phương pháp xác định Chl a 

a. Độ đặc hiệu  

Tiến hành phân tích mẫu trắng (pha động) và 

mẫu có chứa 0,5 ppm Chl-a theo điều kiện sắc 

ký đã lựa chọn (bảng 1). Các sắc đồ được thể 

hiện ở hình 4 cho thấy, tín hiệu pic của mẫu 

chứa Chl-a xuất hiện tại thời gian lưu là 

tR=4,81 phút. Trong khi đó trên sắc đồ mẫu 

blank, không thấy xuất hiện tín hiệu pic tại thời 

gian lưu này. Điều này chứng tỏ, phương pháp 

có tính chọn lọc phù hợp cho phân tích Chl-a.  

 

Hình 4. Sắc ký đồ của mẫu trắng (a) và mẫu có 

chứa chlorophyll a (b). 
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b. Tính thích hợp của hệ thống sắc ký 

Để đánh giá tính thích hợp của hệ thống sắc ký, 

tiến hành pha 01 mẫu đối chiếu có nồng độ 

0,5ppm, sau đó đo lặp lại 5 lần với điều kiện đã 

lựa chọn (bảng 1) và cho kết quả ở bảng 2. Độ 

lệch chuẩn tương đối của thời gian và chiều cao 

pic lần lượt là 0,19 và 1,33% (đều <2%). Kết quả 

cho thấy các điều kiện sắc ký đã lựa chọn trên hệ 

thống HPLC sử dụng là phù hợp và đảm bảo sự 

ổn định của phép phân tích định lượng Chl-a. 

c. Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng 

(LOQ), khoảng tuyến tính của phương pháp 

Mối tương quan giữa nồng độ Chl-a (x, ug/l) 

và chiều cao pic (y, mAU) được xác định trong 

khoảng tuyến tính từ 5ppb-5ppm, với phương 

trình đường tuyến tính thu được là y= (19,6368 

± 0,02856)x+ (194,6485 ± 51,5541),  hệ số 

tương quan R2 = 0,9999. LOD và LOQ của 

phương pháp tương ứng là 0,001và 0,005ppm 

với tỉ lệ S/N (tín hiệu chất phân tích/ tín hiệu 

đường nền) tương ứng lần lượt là 3 và 10.  

d. Độ chính xác 

Kết quả phân tích 5 lần tại các nồng độ 0,015; 

0,5 và 3 ppm trong cùng ngày và trong các 

ngày khác nhau (bảng 3) của các phép phân 

tích cho độ lặp lại tốt tương ứng với RSDR 

(1,10 -3,58%) và RSDr (1,33 -4,11%), độ thu 

hồi của phép phân tích đạt từ 97,33 - 102,06 %. 

Như vậy phương pháp phân tích có độ chính 

xác cao theo qui định của AOAC [12]. 

Bảng 2.  Kết quả khảo sát tính thích hợp của 

hệ thống sắc ký 

 

Lần 

1 

Lần 

2 

Lần 

3 

Lần 

4 

Lần 

5 

Trung 

bình 

RSD 

(%) 

tR 4,82 4,82 4,81 4,82 4,80 4,81 0,19 

H 11711 11900 11883 11539 11637 11734 1,33 
 

Bảng 3. Kết quả độ chính xác của chất chuẩn 

Chl-a (n=5) 

Nồng 

độ chất 

chuẩn 

(mg/l) 

Kết quả  

phân tích 

( mg/l) 

RSDR 

(%) 

RSDr 

(%) 

Độ thu hồi 

(%) 

0,015 0,015±0,001 3,58 4,11 97,33 

0,5 0,495±0,008 1,21 1,56 99,02 

3 3,062±0,041 1,10 1,33 102,06 

3.2. Khảo sát điều điện chiết mẫu 

3.2.1. Khảo sát dung môi chiết  

Chl-a có khả năng tan tốt trong các dung 

môi hữu cơ như etanol, metanol, acetone, 

hỗn hợp metanol/nước hoặc etanol/nước. 

Chính vì vậy, các loại dung môi chiết Chl-a 

trình bày trong bảng 4 được khảo sát nhằm 

tìm được dung môi chiết thích hợp cho các 

mẫu khác nhau (nước mặt, nước biển ven 

bờ). Kết quả cho thấy nồng độ Chl-a thay 

đổi theo loại dung môi và nồng độ dung 

môi sử dụng để chiết mẫu. Khi giảm nồng 

độ dung môi metanol thì nồng độ Chl-a thu 

được giảm dần và đạt giá trị cao nhất ở 

metanol 100 % ở tất cả các mẫu. Đối với 

dung môi acetone và etanol cho giá trị cực 

đại tại nồng độ 80 và 90%. Etanol 90% là 

dung môi cho hàm lượng Chl-a thu nhận 

được cao nhất đối với tất cả các mẫu. Vì 

vậy trong nghiên cứu dung môi etanol 90% 

được sử dụng để chiết mẫu. 

 

Bảng 4. Ảnh hưởng của dung môi và nồng độ dung môi lên lượng Chlorophyll a  

thu nhận sau khi tách chiết 

 

Dung môi 
Nồng độ dung môi (%) 

Nồng độ Chl-a (ug/l)  (n=5) 

NM NBVB 

Etanol 100 49,64±1,69 5,05±0,37 

90 57,89±1,98 5,17±0,35 

80 53,96±1,84 4,95±0,36 

70 50,48±1,72 4,07±0,3 

Metanol 100 50,21±1,71 4,70±0,34 

90 49,44±1,69 4,60±0,34 

80 47,76±1,63 4,57±0,33 

70 43,22±1,47 4,50±0,33 

Acetone 100 39,96±1,36 4,20±0,31 

90 41,27±1,41 4,26±0,31 

80 42,36±1,45 4,32±0,32 

70 32,56±1,11 4,16±0,30 
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3.2.2. Khảo sát thời gian chiết 

Thay đổi thời gian chiết từ 1 đến 24 giờ, kết 

quả thu được trình bày ở bảng 5 cho thấy có sự 

khác biệt về lượng Chl-a ở các thời gian chiết 

Chl-a khác nhau trong dung môi; tuy nhiên, sự 

khác biệt là không quá lớn. Kết quả thực 

nghiệm cho thấy, với thời gian chiết 6 giờ, hàm 

lượng Chl-a trong dung dịch là cao nhất trong 

tất vả các mẫu. Vì vậy lựa chọn thời gian chiết 

mẫu là 6 giờ để làm điều kiện chiết mẫu tối ưu. 

3.3. Phân tích hàm lượng Chl-a trong mẫu 

Kết quả phân tích lặp 5 lần mẫu và mẫu thêm 

chuẩn của các mẫu nước mặt, nước biển ven 

bờ được thể hiện trong bảng 5. Kết quả cho 

thấy, các mẫu phân tích đều có độ lặp lại tốt 

với RSD < 6,77 %, độ thu hồi cao H  97,33 

99,02%. 

 

Bảng 5. Ảnh hưởng của thời gian chiết lên lượng Chlorophyll a thu nhận sau khi tách chiết (n=5) 

Thời gian (giờ) 
Nồng độ Chl-a (ug/l)  

NM  NBVB 

1 46,31±1,78 4,29±0,34 

3 55,57±1,81 4,98±0,34 

6 57,89±1,98 5,17±0,35 

12 57,83±1,96 5,16±0,35 

18 57,31±1,94 5,12±0,35 

24 57,31±1,94 5,12±0,35 

Bảng 6. Kết quả phân tích Chl-a trong mẫu mặt và nước biển ven bờ (n=5) 

Loại mẫu Nồng độ Chla (ug/l) RSD (%) Độ thu hồi (%) 

NM 57,89±1,98 2,59 97,33 

NBVB 5,17±0,35 6,77 99,02 

 

4. KẾT LUẬN 

Đã xây dựng được quy trình chiết Chl a bằng 

dung dịch Etanol 90% trong 6 giờ ở điều kiện 

lạnh 4 oC và trong bóng tối. Quy trình định 

lượng Chl a trong dịch chiết được thực hiện 

bằng HPLC trên cột C18, pha động 

metanol/acetone (30/70), tốc độ dòng 0,6 

ml/phút, thể tích tiêm 20μl, λmax= 430 nm. 

Phương pháp phân tích cho tính tương thích hệ 

thống cao (RSD < 2%) và được đánh giá thẩm 

định tốt, tính đặc hiệu, khoảng tuyến tính rộng 

(5ppb – 5 ppm), độ chính xác và độ đúng đạt 

yêu cầu với LOD và LOQ của phương pháp 

lần lượt là 0,002 và 0,005 ppm. Phương pháp 

phân tích đề xuất đã được áp dụng xác định 

hàm lượng Chl-a cho một số mẫu nước mặt, 

nước biển ven bờ cho độ chính xác cao (RSD < 

6,77 %, H  97,33 99,02%). 
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