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Cho nén, glycin sé di chuyén chdm hon clorid. Khuynh
hudmg d|ch chuyén nhanh hom cua clorid khoi glycmal lam
giam nong do noi uep gidp, tao nén sy giam thé nhiéu
hon & l6p tiép glép diéu nay lam cho glycmat bt kip ion
clond. Trong diéu kién néy 16p tiép giap ral hep duge duy
tri. va khi d6 n6 di chuyén qua Icrp gel mau thir va 16p gel
phén cach, cac prolem trong mau thir & 16p tiép giap sip
xep thanh Ié'p ral mong theo thir tir vé linh d9. Qua trinh
nay 1a nguon gbc cua viéc cac dia dugc phan tach.

Cic protein dugc sip xép theo trinh tr khi uep xuc vai
gel phan tach ty trong cao, ching s di chuyén cham lai
do qua trinh rdy phén tir. pH cao hon trong gel phan tach
lam cho glycinat di chuyén nhanh hon, dén mirc d6 lam
cho ldp tiép xuc cua cac dém khong lién tuc s€& vuot qua
céc protein va cudi cling s& tiép xiic voi day cua gel phan
tach. Trong chu trinh nay, cac dia protein tiép tuc phan tich
bing qua trinh dién di va qué trinh rdy phan tir trong gel
phan tach. Két thic qué trinh tach, pH ctia gel phén tdch s&
tAng tir gid tri ban dau 1a 8,9 1én khoang pH 9.,5.

Linh dp twong doi
Bromophenol xanh thudng dugc sir dung nhu 1a mgt chuan
dé tinh ton linh d¢ twong di cta cac dai phén tich va dé
quan sat cac qua trinh tach. N6 ¢ the duogce thém vao trong
hé dung mau hoic trén lan vai mau, hodc don gian dugc
thém vao dung dich dém & budng chira dém phia trén.
Linh d6 tuong dbi My dugc tinh toan nhu sau:

a

My=—
B p

Trong do:
a la khoang cach tir rnoc Xuat phat dén ving mau va b 1a
khoang céch tir méc xuat phat dén viing bromophenol xanh.

Quan sdt cdc viung phdn tich

Do polyacrylamid trong sudt, nén cac dai protein co thé
duge quan sit bing do mat dd quang voi dnh sang UV.
Cac ving c6 thé ¢6 dinh bing cach nhing vao cic dung
dich 1am tua protein nhur acid phosphotungstic hodc acid
tricloracetic 10 %. Céc thudc thir hi¢n mau duogc sir dung
bao gém naphthalen den (amido den) va Coomassie lam
sang R250. Nhimg ving dugc c6 dinh hay ¢6 mau cé thé
dugc quan sat mot cach thuan lgi va dugc chup anh vai
4nh sang truyén qua tir nguon phat tia X.

Nhimg diéu an toan cdn chii y

Thé sir dung trong dién di c6 thé gay séc chét nguoi. Nguy
co ndy s& ting do sir dyng dung dich dém nudc va diéu
ki¢n méi truong lam vige am u6t.

Bo phin cung cép ngudn cua thel bi can dugc bao lai
trong cac Iong kim loai c6 ddy nbi dét hodc cn duge che
tao bang cac vat l:¢u cach dle;n cac long kim loai nay can
¢6 chét tyr cit ngudn khi mé nap thiét bj.

Vi sy nguy hiém cua thé cao 4p, nhin vién phong thi
nghiém can lam quen véi thiét bj trude khi sir dung ching.
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5.7 PHUONG PHAP PIEN DI MAO QUAN

Dién di |a hién tugng di chuycn cua tiéu phan tich di¢n hoa
tan hay phan tan trong chal dién giai khi c6 dong dién di
qua. Cauon di chuyen vé phia cuc am (cathod) anion di
chuyen vé phia cuc duong (anod). Cac phan tir khdng tich
dién khong bi hut vé phia hai dién cuc.
Trong phuong phép di¢n di mao quan (CE) viéc sir dung
mao quan dé lam kénh di chuyen cho phép thuc hién qua
trinh tach dién di trén mot thiét bi c6 thé so sanh v thiét b
cua sic ky Iong hi¢u nang cao. Tuy nhién, van con nhimg
khac biét rd rét vé cach van hanh, nhimg diém thuan lgi
va khong thuén lgi so voi sﬁlc ky 16ng hiéu nang cao. Qua
trinh van hanh cua CE dién hinh v6i mao quan ma mat
trong thanh mao quan khong co 16p bao va mao quan chira
dung dich “dém lam viéc”, thi nhom silanol hién dién trén
thanh phia trong ciua mao quan thuy tinh sé giai phong ion
hydrogen vao dung dich dém va bé mat thanh mao quan
s& tich di¢n am ngay ca 6 pH rat thap. Cation hay céc chét
hoa tan tich dién dwong mot phan trong moi trudng bi hut
tinh dién vao thanh mao quan tich dién am tao nén mot
16p dién tich kép. Qua trinh dién di bat dau béng cach dat
thé trén chiéu dai cot mao quan lam cho phan dung dich
cua lop dién tich kép di chuyén vé phia dau cathod cua
mao quan kéo theo khdi dung dich. Su chuyén déng ciia
khoi dung dich dudi téc dung cua lyc dién truong duge goi
la dong dién tham (electroosmotic flow - EOF). Mirc d¢
ion hoa cua nhém silanol trén thanh mao quan phy thuoc
chi yéu vao pH cia dung dich dém lam viéc va cac chit
diéu chinh duroc thém vio chat dién giai. O pH thép, nhom
silanol néi chung c6 do ion hoa thap va dong EOF nho. (6}
pH cao hon, nhém silanol bi ion hoa nhiéu hon va dong
EOF tang. Trong mot s6 truromg hop, cac dung méi hiru co
nhu methanol hay acetonitril dugc cho thém vao dung dich
dém dé lam tang dg tan cuia cac chét hoa tan va cac chat
phu gia hay dé anh hudng dén mirc d6 ion héa cua mau.
Noi chung, viéc thém cac chit diéu chinh hiru co s& lam
giam dong EOF. Detector dugc dat vé phia dau cathod cia
mao quan. Dong EOF thuong 16n hon linh d6 dién di. Do
véy, ngay ca anion ciing bi day vé phia cathod va detector.
Khi sir dung dém phosphat pH 7,0 & mao quan khong co
16p bao, thong thuong trinh tyr xuét hién céc chét tan trong
dién di d6 la cac cation, cac chat trung tinh va céc anion.
Hién nay, c6 5 loai chu yéu cuia dién di mao quan:
Pién di mao quan vung (capillary zone electrophoresis -
CZE) con goi la dién di dung dich tu do hay dién di mao
quéan dong tu do.
Séc ky mixen dién dong, con goi la sac ky dién dong mixen
(micellar electrokinetic chromatography - MEKC).
Pién di mao quan gel (capillary gel electrophoresis - CGE).
Pién di mao quan héi ty dang dién (capillary isoelectric
focusing - CIEF)
Pién di mao quan dang toc (capillary isotachophoresis - CITP).
Trong di¢n di mao quﬁn viing, qué trinh tach dugc kiém
sot bang syr khéc nhau vé linh d¢ tuong ddi cia timg thanh
phin trong méu thir hodc dung dich thir. Linh d§ 1a ham s0
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cua dién tich chat phan tich va kich thuéc trong diéu klén
nhit dinh cua phuong phap. Chung dugce t6i wu hoa bing
cach kiém sodt c4c thanh phén ciia dém, pH va lyc ion.
Trong sic ky mixen di¢n ddng, cic chét hoat dong bé
mat duqc thém vao dung dich dém lam vigc & ndng do
16n hon ndng d¢ mixen t&i han. Céc chat phén tich c6 thé
phan bd trong pha tinh gia do mixen tao thanh. Ky thuat
nay thuong duge ing dung dé tach cac chit trung tinh va
Cac ion.

Trong di¢n di mao quin gel, tuong ty nhu loc gel, sir
dung cic mao quan chira gel dé tach céc phén tr, dya trén
o s& sir khéc nhau trong ddi vé khéi lugng phén tir hay
kich thudc phan tr. No duge dung chil yéu dé tach cac
protein, peptid va cac ollgomer Céc gel ¢6 uu diém 1a lam
glam dong EOF va déng thoi lam giam mét céch dang ké
su hép phu protein trén thanh phia trong clia mao quan, do
d6 lam giam dang ké hiéu {rng bat d6i cia pic.

Trong di¢n di mao quén héi tu ding dlen céc chét dugc
tach trén co s& su khac nhau twong dbi vé diém dﬁng dién.
N6 dugc thuc hién bing cach bién déi pH dem dé thu duge
cac viing mau thir & trang thai bén (pH thép & anod va pH
cao & cathod) Qua trinh bién ddi duge x4c Iap bang céch
dit thé vao mao quén chira hén hop thanh phén ciia cac chét
mang bao gdm cac chét ludng cuc c6 gid tri pI khac nhau.
Trong dién di mao quin dﬁng toc sur dung hai dém bao
quanh céc ving chit phén tich. Ca anion va cation c6 thé
tach thanh nhirng viing rd rét. Ngoai ra, néng do chét phan
tich nhu nhau trong mdi ving. Nhur véy, chiéu dai cia mdi
ving sé ty 1é thudn véi lugng chat phén tich.

Hai k¥ thudt di¢n di mao quan thuong dugc sir dung nhiéu
nhit 14 dién di mao quan ving va sic ky mixen dién dong.
Chung dugc dé cap mot cach tém tit trong céc phén sau.

Nguyén ly cua dién di mao quén ving
Dién di mao quan ving sir dung nguyén ly cia dién di va
dién thim dé tach c4c tiéu phan tich di¢n.
Linh d6 dién di cua ion (pgp), drgc biéu dién biang phuong
trinh:

= g/(6mn7)
Trong do q la dién t1ch cua ion, 1 la o nhort dung dich va
r 12 ban kinh cua ion hydrat héa. Tir mbi lién hé nay suy
ra, chit phén tich kich thudc nho, dién tich 16n c6 linh 49
16n. Chét phan tich kich thudc 1om, dién tich nho c6 linh
do thap.
Téc d6 di chuyén (vgp), tinh bing cm/s, dugc biéu thj bing
phuong trinh:

vep= pep(V/L)
Trong d6 pgp 14 linh d6 dién di, V la dién thé dat va L la

chiéu dai (cm) téng cong cua mao quén.
Téc dd cua EOF (vgo), tinh bing cm/s, dugc biéu dién

bing phuong trinh:
vio = Heo(V/L)
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Trong d6 g 12 linh 4§ cua EOF (hé s6 cua dong EOF) va
céac ky hi¢u khac duoc dinh nghla nhur trén.

Thoi gian (t), tinh bang gidy, cn thiét cho chét tan di
chuyen trén toan bd chiéu dai hiéu dung (/) cua mao quan
(tir dAu vao dén detector), ¢ dugce biéu thj bang hé thirc sau:

1=\ E(so+tso )| =1L/ Vbt +tiz0 )|

Trong d6 E 1a cuong d¢ dién trudmg va cac ky higu khac
duge dinh nghia nhu & trén.

Higu lyc cua hé thong dign dico the lién quan dén linh d9,
dong EOF va dugc biéu thi bﬁng s6 dia ly thuyet (N), dugc
tinh bang phuong trinh:

N = (ugp + pga)V/(2D)
Trong d6 D 13 hé s6 khuéch tén cia chét hoa tan va céc ky
hig¢u khac dugce dinh nghia nhu trén.
D0 phin glal (R) ctia hai chit hoa tan dugc rira giai ké tlep
nhau, ¢é thé x4c dinh bang phuong trinh:

I
R=0’18(.uEP1 —#EPZ)[V/D(JEEF + 1”50)]5

Trong d6: pgp; va pgp; 12 linh d6 cia hai chit hoa tan;
tep 12 linh @9 trung binh cta hai chét tan va cac ky hiéu
khac dugce dinh nghia nhu trén.

Nguyén Iy ciia sic ky mixen di¢én djng

Trong MEKC, méi truong chit dién giai nén c6 chira chét

hoat dong bé mat & nong d6 cao hon nong d6 mixen toi

han (CMC). Trong mdi trudng nude, cac chit hoat dong bé

mit tr ngung két va hinh thanh mixen gém nhém cé dau

than nude tao nén mot 16p 4o bén ngoai va nhom c6 dudi

khong thdn nudc tao nhdn khong phan cuc & bén trong

mixen dé cho cac chat tan cé thé phan bd. Néi chung, cac

mixen c6 nhimg anion trén bé mit ngoai, dudi tic dung

clia dién thé ap dat chang di chuyen theo hudng ngugc lai

so vdi dong EOF. Kiéu phén bé nay tuong tu véi phan b

trong chiét xuét voi dung moéi hay trong sac ky long hiéu

nang cao pha dao. Su phin b6 khac nhau cia cac phén tor

trung tinh vao pha ddng nudce va pha "tinh gia" mixen la

co s& duy nhit cho qué trinh tach. Dung dich dém va cac

mixen tao thanh hé théng hai pha, chét tan c6 thé phin b

gifta hai pha nay.

Hé thong mixen thich hop cho MEKC phai dap mg cac

tiéu chuan sau: Chit hoat dong bé mit tan tot trong dém va
dung dich mixen dong nhét va trong sudt ddi voi detector
UV. Chét hoat dong bé mit phd bién nhit cho MEKC la
natri dodecyl sulfat (chat hoat dong bé mit anion). Nhitng
chit hoat dong khac bao gom cetyltrimethylamoni bromid
(chét hoat dong bé mit cation) va cic mudi mat (chit hoat
dong bé mit chiral). Do chon loc cua hé thdng MEKC chu
yeu tuy thudc vao ban chat cua chét hoat dong bé mat.

Dung moi hitu co thudng thém vao trong dém MEKC dé
dleu chinh hé sb dung lrong, twong tw nhu trong tach bing
séc ky long pha dao. MEKC c6 thé sir dung dé tach céac
dong phén doi quang. Dé tach cac dong phén, trong dung
dich dém dugc thém vao cac chat phu gia chiral hogc chit
hoat dong bé mit chiral nhu mudi mat.
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Kién thirc chung vé siic ky cot cd dién s& hd trg cho sy hiéu
biét nguyén Iy MEKC. Tuy vy, trong MEKC, cdc mixen
khong thuan tay l1a pha tinh. Boi vay, ly thuyét sic ky col
can thiét phai duge diéu chinh. Sir diéu chinh co ban d01

véi nguyén li cia MEKC la ban chat xac dinh cua cira s6
tich d6i voi céc phan tir trung tinh.
Thoi gian lwu (ty) doi véi cac chat trung tinh duge biéu
dién bing phuong trinh sau:

tp = (1 + &Y/ [T+ (t/tpe)]
Trong d6, t, 12 thi gian yéu ciu ddi véi chit khong lwu giir
di qua chiéu dai hiéu dung cua cft mao quan, tyc la thoi
gian cAn dé mixen di qua mao quan, k' 1a hé s6 dung lugng
va ty ludn ludn & gitra gia tri ty va ty.
Hé s6 dung lugng (k) d6i véi céc chat trung tinh duge tinh
theo phuong trinh:
k'= (tp/to— 1)1 — tg /tpse)
Trong do6 cac ky hiéu dugc dinh nghia nhu trén.
Pé 4p dung cho muc dich thyc tién, k' dugc tinh bang
phuong trinh:
k'=ipty— 1

Trong d6 ty 1a thoi gian dugce do tir thoi diém dat thé (hodc
dlém bat dau tiém mﬁu) dén thoi diém img véi dinh pic
(i da, ty dugc do tir diém dat thé (hodc diém bt déu tiém
méu) dén diém bién phia trude cia pic dung méi hay dén
tin hiéu cua chét khong luu giir. k’ trong MEKC c6 y nghia
nhét dinh va la dic trung ciia mot chét tan nhét dinh trong
hé MEKC. Nhitng ban luan khac cua k" dugc trinh bay
trong phan tinh pht hop hé thdng trong muc cic thong so
lam viéc. ) ]
Do phan giai (R;) doi véi céc chat trung tinh dugc tinh
bang phuong trinh:

R, -[ /4] a—] !a][k'q f1+k; ][ = 10/1Mc))/(l+(lohmc)k')]

Trong d6 a la d¢ chon loc, bi’mg ty sb ctia k', dbi vai k',
trong diéu kién cy thé cho viéc tach hai chét tan. Néu hai
chét tan rira giai gan nhau (a <1,1), 6 the dung mot trong
hai trj gid k'. Phuong trinh ching to ring, ciing nhu vdi
sic ky kinh dién, d¢ phan giai trong MEKC c6 thé dugc
cai thién qua viéc kiém soat h{qeu luc cua hé lhong, do
chon loc sur luu giir va ban chit hoa hoc cua cac chit hoat
dong bé mat. Hang tir cudi clng cta phuong trinh chinh
la khoang rira giai gioi han. Mac ddu MEKC dic biét hitu
hiéu trong tach céc chét trung tinh, k¥ thuat ndy ciing co
thé dugce ap dung cho vigc tach céc chét tan tich dién. Quy
trinh sau day lién quan dén sy phdi hop co ché tach giira
sic ky va dién di. Twong tac giira chat tan tich dién va
mixen cé thé dugc sir dung dé t6i vu hoa sy tach. Cap ion
c6 thé hinh thanh néu nhur dién tich trén chit hoat dong bé
mat va chat tan 1a trai déu nhau. Trong truwdéng hep ngugc
lai, chdt hoat dong bé mat va chét tan day nhau. Sy khac
biét nay c6 thé anh huong c6 y nghia dén sy tich cia cac
phén tir tich dién.
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Ciic didu chi y dbi véi thiét bj

Dién thé cung cip

— = May vi tinh — r——
I— o] Detector
éiiﬂ

Lo dém rira Mao quan
1

2 Lo dém

3 . Lo méu

Hinh 5.7 - Cau hinh thiét bi CE dién hinh

Hé lhong CE dién hinh (Hinh 5.7) bao gbm mot mao quan
bing silica nung chay c6 duong kinh trong tir 50 pm dén
IOO pm va chleu dal m 20 cm den 100 cm. Cac dau mao
cung cap dién mét chiéu co kha nang tao dién ap cao tir
0kV dén 30 kV. Thém vao d6 mét detector, bo phan tiém
mau tr dong va thlel bi ghi dir liéu 1a du mét hé thiét bj
CE. H¢ thong cung cap dung dich dém tir dong va hé thong
kiém soat bang may vi tinh, ghi nhan dir liéu hay kiém sodt
nhiét dé cho ca mao quan va bo phan tiém mau tu dong c6
thé thiy & cac thiét bi c6 mat trén thi trudmg.

Nhirng diéu cin quan tdm dau tién dbi véi thiét b 1a kiéu
mao quén, ciu hinh, cach tiém mau, ngudn cung cip dién
v kiéu detector.

Cic logi mao qudn va ciu hinh thiét bj

Mao quan dung trong CZE thuong dugc lam bing silica
nung chay va khong c6 16p bao mét trong mao quan. Mot
vai thiét bj c6 céu hinh véi ¢t mao quan dé tw do, nghia
la mao quan khéng dua vao bén trong hop chira. Trong
hau hét cac thiét bi trén thi trudng, mao quan dugc dat vao
trong mgt hop chira. Ca hai cdu hinh déu c6 nhimg wu va
nhuge diém riéng. Diéu quan trong 14 kha niing cua thiét bj
c6 thé trong thich dugc cc loai mao quéan khac nhau véi
chiéu dai va dudng kinh mao quan khac nhau. Mao quan
vi chat bao mit trong khac nhau hién nay ciing c6 mat
trén thi trudng. Boi vay, kha nang tuong thich voi cac loai
cot khac nhau rat quan trong. Cac chat bao mat trong mao
quan c6 thé dugc sir dung dé thay déi cuong do hay hudng
ctia dong EOF hay lam giam syr hip phu ciia mau. Néu sir
dung mao quan c6 chit bao mét trong, phai c6 ghi cac chi
tiét vé chét bao va nha cung cép trong phuong phap. Mao
quan tir nha cung cép khac ciing cé thé duoc sir dung néu
chung thich hep.
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Ky thugt dwa méu va tiém méu

Céch dwa méu vao trong mao quan bao gdm tiém kiéu di
chuyén dién (kiéu di¢n ddng) va tiém 4p suit am va tiém
ap suat duong (kiéu thay tinh).

De tiém kiéu di chuyén di¢n, dung dich méu duoc dwa
vdo mao quan bang cich nhing mao quén va dién cyc vao
trong o méu va dat 1&én d6 mot dién thé cao trong thoi gian
ngin. Mau di vao mao quan bing sy phéi hop cua dién di
va dong EOF. Bdi vy, cac chét phén tich ¢6 linh d6 khac
nhau di vio trong mao quan & muc d6 khac nhau. D¢ din
cta mau thir va chit chuin ciing dnh huéng dén dong EOF
va thé tich tiém.

Tiém 4p suat am 1a dat ap suat im & diu mao quan cé
detector va hut dung dich mAu vao dau tiém ciia mao quan.
Tiém 4p suat duong 1a tao 4p suit Ién lo chira miu, ddy
mau vao trong mao quan. Tiém &p suét cé thé dua tit ca
cac thanh phan ciia miu véo trong mao quan & cung mot
mirc d9, néi chung 1a cho d6 tai lap tét nhat va 1a cach tiém
thudng duge 4p dung nhét. Thé tich miu phy thude vao
chiéu dai va duong kinh trong ciia mao quan va dién thé
hay 4p suat 4p dt. Thé tich mAu dic trung dugc tiém vao
trong mao quéan khoang tir 1 nl dén 20 nl.

MGi mét phuong phap tiém méu c6 nhimg wu va nhuge
diém riéng, ty thudc vao thanh phén cia miu, kiéu tach
va ap dung phuong phap. Khong c6 kiéu tiém mau nao néi
trén c6 d¢ tai Iap nhu b tiém mau cia may sic ky Iong hiéu
nang cao hién dang c¢6 mat trén thi trudmg. Tly theo hoan
canh cu thé, can thiét phai sir dung chit chuén ndi cho céc
phuong phap cu thé khi cin sy tiém miu chinh xc.

Cung cdp nguén dién

Hau hét cac thiét bi CE c6 mit trén thi trudng c6 ngudn
dién mot chiéu, n6 c6 kha ning tao ngudn dién thay dbi tir
tir hay timg nic dam bao duy tri dwoc dién thé mong muén
mdét cach 6n dinh. Diéu ndy s& dam bao co dugc dudng nén
tuong dbi phing.

Mot dic diém thiét yéu khac cia ngudn dién 13 kha ning
sir dung ngudn nay dé dua miu vio dau cathod hay anod
ctia mao quan. Bdi vi trén thuc té khong thé thay dbi vi tri
detector tir diu nay dén dAu kia cta thiét bi, ma chi c6 thé
4n dinh dau tiém mau & phia cathod hay anod.

Cic kiéu detector

N6i chung hé théng CE thudmg ghép véi cac detector
UV-VIS va detector huynh quang cam irng laser. Detector
quét phd UV hay detector ddy diod co thé thdy & nhieu
thiét bi CE hién c6 mit trén thj trudng.

Su ghép ndi CE véi phd khdi cho phép thu duge thong tin
vé cdu tric két hop cac dir ligu dién di.

Phat hién bing detector huynh quang s& lam ting do nhay
phét hién déi voi miu chira mot luong rat nhé chat can
phan tich c6 kha nang hép thy UV. Viéc ghép mét nhém
huynh quang véi nhimg chét khéng hap thu UV c6 thé la
¢6 ich. Céc chét khong hép thy UV hoic khéng phéat quang

PHU LUC 5

¢6 thé dugce phat hién bing céch thém tryc tiép vdo dung
dich dém céc chat mang mau hay chét c6 huynh quang:
Céc chat khéng hip thy dugc phat hién nho sy mat tin
hiéu so v6i chat nén hdp thy hay huynh quang. Detector
do do dén va do amper c6 thé dugc sir dung, nhung néi
chung chiing khéng théng dung & céc thiét bj c6 mit trén
thi trudng.

Nhirng diém cin chi y khi phén tich méu

M6t vai thong s6 nhu kich thuéc mao quan, dién thé, luc
ion va pH dugc tdi wu hoa dé dat do phan giai va sy tich
phtt hgp. Cén tranh sy thay dbi nhiét o vi s& anh huong
dén d6 nhét cia dung dich dém va anh huong ca dén dong
EOF va linh ¢ cia chit tan.

Kich thiroc mao quéan

Nhirng thay d6i v'é dudmg kinh va chiéu dai mao quan c6
thé anh huéng dén do phén giai dién di. Chidu dai mao
quan ting s& kéo dai thdi gian di chuyén, thong thuong s&
tang d6 phén giai va lam giam dong dién. Pudng kinh mao
quan ting thudng lam ting dong dién va tao ra gradient
nhi¢t d bén trong cot, din dén 1am giam dé phan giai.
Nguoc lai, gidm duong kinh trong ciia mao quan s& lim
giam sinh nhiét va cho d6 phén giai t6t hon. Tuy nhién, &
mao quan c6 dudng kinh 16n hon s& cé thuan loi 14 tiém
duoc lwgng mu nhiéu hon va cai thién dugc ty 1€ tin higu
trén nhiéu.

Anh hiing dién thé

Khi dit mét dién thé cao hon, xdy ra su ting sinh nhiét cia
dung dich dém lam viéc bén trong mao quan vi c6 dong
dién di qua dung dich dém. Hiéu {rng nhiét nay con goi la
nhiét Jun cin phai duoc kiém soat vi tro khang, hing sé
dign méi va d¢ nhdt phu thudc vao nhiét dd va lam thay
ddi toc do dong EOF va linh d6 cua chét tan.

N6i chung, sur ting dién thé s& lam tang hiu luc tach va do
phén giai dén diém ma nhiét Jun khong phat tan duoc. Do
& dué6i mirc xay ra sy phat nhiét Jun va su khuéch tan trg
thanh yéu t6 gioi han.

Anh hwong ciia lyc ion

Kiém soat lic ion cho phép diéu chinh d6 phan giai, hiéu
lre tach va dd nhay. Tang luc ion ndi chung sé cai thién dq}
phén giai, hiéu luc tach va hinh dang pic. P nhay co thé
dugec cai thién do c6 sy tu hop t6t hon. Tuy nhién, béi vi
dong dién sinh ra ty 1¢ thudn véi néng d dém, nhiét sinh
ra nhiéu hon khi Iyc ion ciia dém ting, do d6 can han ché
ting luc ion.

Anh huwong ciia pH '
D6 phén giai, d6 nhay va hinh dang pic c6 thé thay doi
mot céch rd rét khi c6 sur thay dbi pH vi thong sO nay anh
huéng dén mirc ion héa cua chat tan va dong EOF. Dong
EOF cao & pH cao va thip ¢ pH thap ddi vi ¢t mao quan
bing silica nung chay khéng c6 16p bao mit trong.
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Cic thong sb vén hanh

Cac budc co ban trong qua trinh van hanh hé théng CE la
th:et lap hé lhong quy trinh nra c§t mao quan chuén bj
mau, thir tinh phu hgp hé thong, phan tich mau, xu ly dir
liéu va tat hé thong.

Thiét lap hé thong

Cin quan tam dén kha nang tach, d¢ phan giai, luc ion cua
dung dich dém va anh huong pH dé chon c6t c6 kich thudce
va 16p bao bé mat cho phu hop. Diéu ché dung dich dém c6
thanh phan, luc ion va pH thich hop, loai khi néu can thiét
va loc qua loc thich hop.

Tét ca dung moi, bao gdbm ca nude can ding loai tinh khiét
dung cho sac ky long hay CE.

Quy trinh rica mao qudn

Su én dinh vé thoi gian di chuyén va do phan giai co thé
thu duoc néu tudn theo quy trinh rira cot mao quan nhat
dinh. Quy trinh nra va cin bang mao quan phai phu hop voi
cac chat phan tich, cic nén miu (matrix) va phuong phap
phan tich. Béi vay, nhimg quy trinh ndy duoc xay dung
nhur 14 mét phan clia phuong phéap va duge quy dinh trong
tirng chuyén luan riéng. Rira ¢t ¢6 thé ding dung dich acid
phosphoric 0,1 M, nudc va dung dich natri hydroxyd 0,1 M.
Trude khi bit diu qua trinh phan tich mau, cdt mao quan
¢6 thé dugc rira voi nam lan thé tich ¢dt bang dung dich
dém lam viéc dung cho qué trinh phan tich. Khi thay doi
thanh phén dém, nén rira c6t mao quan vdi nam l4n thé tich
c6t bang dung dich dém lam viéc mai dé 1am sach dém cua
lan phin tich truée. Khi sir dung c6t mao quan mdi bang
silica nung chay khéng c6 16p bao, thong thuong yéu cau
phai hoat hda cac nhom silanol trén bé mat mao quan. Qua
trinh nay bao gdm viéc trang rira ky véi dung dich natri
hydroxyd. Dbi véi cac loai mao quan ¢ 16p bao bén trong,
quy trinh rira cot cén theo su hudng din cia nha san xuét
vi rira cot khong dung céch co thé lam pha hiy 16p bao
bén trong cot. Cot c6 thé dugc chi dinh chuyén dung cho
nhimg loai dém hay cho nhimg phuong phap phén tich cu
thé dé dé phong nhiém chéo.

Tién hanh phan tich miu

Dé c6 dugc do phan giai, do nhay va sur tich tot voi pic co
hinh dang dep can phai lua chon cdt mao quan cht dién
gidi va quy trinh tiém mau pht hop. Khi can th: sir dung
néi chuan dé cé duge do chinh xac khi tiém mau. Khi lra
chon ngi chudn can quan tam dén kha nang tach khoi chat
cén phan tich. Sy hoan héo ciia hé thong c6 thé duge cai
thién bing céch rira mao quan giira cc lin tiém va cung
cdp dém méi cho hai lo dém ding 4p dat thé trong qua
trinh tach (lp 2 va 4 trong Hinh 5.7). C6 thé tiém lap lai tir
cung lo miu thir mién 12 tranh duge sy nhim chéo. Néu
c6 sy nhiém chéo xy ra, nén rira dau mao quan noi tiém
mau bang cach nhiing nhanh né vao trong mot lo c6 chira
dcm trurée khi nhing vao trong lo chira mau hay lo chira
chét dién giai.
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Céc théng s6 van hanh duge quy dinh cy thé trong timg
chuyén luan nhiam lam giam anh huong cua dign the Iyc
ion va pH. Thiét bi dugc lip dat de phan tich mau véi
cOt mao quan va diéu kién tiém mau phi hgp nim trong
khoang tuyén tinh dong hoc cua detector. Sy chinh xac
vé do di chuyén c6 thé dat dugc bing cach chon chét pha
loang mau, chat dién giai va diéu kién xir ly cot mao quan
phtt hgp. Khi tién hanh phan tich chd y tranh hién tugng
dua lugng miu qua tai vao ct vi diéu nay s& lam giam
hiéu hrc va do tai lap.

Tinh phit hgp ciia hé thong
Cac thong sb duge do dac c6 thé bao gom do l3p cia bj
phin tiém mau, dd chon loc va hiéu lyc cua hé théng, va
su déi xtmg cua pic. Do phan giai giita cac chat phn tich
va cac 'chét khac co thé dugc xac dinh bing céch sir dung
cac chat chuin hon hop.
Céc thong so tiéu biéu ding dé xac dinh tinh phu hop hé
théng bao gdm do 1éch chuin trong déi (RSD), hé s6 dung
luong (k"), s6 dia Iy thuyet (N), d6 nhay (gidi han phat hién
va gioi han dinh luong), s6 dia ly thuyét tinh trén 1 mét
(n), hé 56 dbi ximg (T) va d6 phan giai (R).
Hinh dang pic dugc kiém tra chat chg, pic ly tuong phai
dé‘i xirng, khong c6 vai va khong kéo dudi. Néu nhimg
diéu kién nay khong dat, can phai tién hanh diéu chinh
trude khi tién hanh phén tich. Viéc tich phén pic ciing phai
duoc kiém tra chat ché dé dam bao tin hiéu dép tmg cua
pic dugc dinh lugng chinh xac.
Tiém lap lai dung dich chuédn véi nong do biét trude dé xac
dinh do tai lap cua hé théng CE. Dir liéu tiém lap lai tir 5
lin hodc nhiéu hon dugce sir dung dé tinh todn RSD. Trir
khi c6 quy dinh trong chuyén lun riéng, do léch chuén
twong d6i cho su tiém I3p lai khong dugc qua 3, 0 %. Gia
tri cia do chinh xac nho nhét co thé dugc quy dinh riéng
trong phuong phap CE, dac biét khi xac dmh cac thanh
phan dang vét. Viéc tinh toan cac thong s6 dién di trong
MEKC cling nhu cac phuong phap khac cia CE c6 thé
can dén su ket hop cac moi quan hé gitra sic ky va dién di.
Vi véy, hé sé dung lugng (k) cho su di chuyen clia chat
trung tinh trong MEKC c6 thé tinh bang phuong trinh:
pr= =t
tyx (-
tme

Trong d0 tg, to, VA tyc ldn luot la thoi gian di chuyén cla
chét can phén tich, cta dung dich (EOF) va cia mixen.

Sé dia ly thuyet (N), la thude do hiéu lyc cua hé thong va
dugce tinh bang phuong trinh:

= ]6([RI{W)2 hay N=5 54(tR/Wlﬂ)2

Trong do W la do rong pic cua chét cén phan tlch do dugc
& dudmg nén, W, la do rong pic cua chét cén phan tich
do dugc ¢ phan nira chiéu cao cua pic va ty 1a thoi gian di
chuyén cua chit phén tich.



https://nhathuocngocanh.com/
DUGC PIEN VIET NAM VI

S6 dia 1y thuyét tinh trén mét (n) 1 thuéc do hiéu lyc cta
cQt mao quan dugc xem nhu 4 ham s6 vé d¢ rong pic &
dudng nén va cé thé tinh todn bing cong thirc:

n = 1600(tz/W)*/L

Trong d6 L tinh bing cm la chiéu dai tdng cong cia mao
qQuan, cdc ky kiéu khac duqc dinh nghia nhu trén. Hé sb
déi ximg pic (T) clia chat can phan tich 14 thude do sy ddi
Xing cia pic, né the hi¢n d¢ léch ctia pic so v&i pic dbi
ximg ly twéng. H sb ndy dugc tinh bing phwong trinh:

T = Woos/2f

Trong do Wo.os la chiéu rong pic do & 5 % chiéu cao cua pic
tinh tir ﬁuong nén, f1a chidu rong mira bén trél clia plC do
& 5 % chiéu cao pic tinh tir duong nén. Hé s6 1,0 chi ring
pic 1a déi xung Néu céc hiéu tmg phén tan di¢n di xay ra,
thi chiing c6 thé tao ra pic khong dbi ximg. Diu nay cé thé
xdy ra khi dung néng d6 miu thir cao nhu trong phén tich
tap chat. Truong hop pic béat ddi xtmg ciing c6 thé chip
nhén dquc mien la dat dLroc do6 lap va ching khéng anh
huo*ng dén dd chon loc vé tach.

Hé s6 phan giai (R) do kha nang cua hé théng CE tach cac
chét cin phan tich di chuyén ké hep nhau. B§ phan giai
dugc xéc dinh cho tit ca cac chat can phan tich, véi pH
cua dém duoc diéu chinh néu cin thiét dé - dap (mg cac yéu
ciu vé tinh phi hop hé théng. N6 c6 thé dwoc tinh bing
phuong trinh:

R=2(t - t))[(W, + W)

Trong d6 t, va t, 1an luot 12 thoi gian di chuyén (do dugc &
cuc dai cua pic) cua pic di sau va pic trirge. W, va W, 1an
lugt 14 chiéu rong cuia hai pic do dugc & dudng nén.

Phin tich méu

Sau khi xac dinh tinh phi hgp hé théng, c6 thé tiém
dung dich miu thir va mau chudn. Mau chuén cé thé
tiém trudc hay sau mau thir va tiém xen k& trong sudt
qué trinh phén tich.

Xir ly dir liéu

Dién tich pic dugc chuén héa theo thdi gian thudng dugce
sir dung trong dinh lugng. Cac dif liéu dugc xdc dinh bing
cach chia dién tich pic da tich phan dugc cho thoi glan di
chuyén cua chit phén tich. Diéu nay lam giam sai sb do
trong CE, khéng giong nhu trong sic ky long, mdi chat cin
phén tich di chuyen qua detector véi mot tc d6 khac nhau.
Trir khi si chuén héa nay duge thyuc hién, nhirng chét di
chuyén chdm hon s& c6 dién tich 1én I?at thuomg so vadi
dién tich cua nhimg thanh phan di chuyén nhanh.

Tat h¢ thong

Sau khi phan tich, cft mao quan dugc rira theo sy huéng
dan dugc quy dinh riéng trong timg chuyén ludn hay theo
khuyén céo cia nha san xuat. Vi dy: Cot mao quan c6 thé
duogc rira bang nudc cht dé loai cac thanh phan dém va sau
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dé dugc nap khong khi hodc khi nitrogen lay tir lo rong.

Théng thudmg, lo dich va lo ngudn (lp 4 va lo 2 trong Hinh
5.7) 1a cac lo duge bo dung dich dém di va duogc tréng ky
bing nude khir khoang.
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