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Thé tich tiém

Khi thé tich tiém khéng quy dinh trong chuyén ludn ncng.
nén chon mot thé tich pht hop dé ap dung. Chon thé tich
tiém phu thudc vao dap img cua phép phén tich, detector
sir dung, higu lyc cft va toan bg hi¢u ndng cia h¢ théng
sic ky. Khi khdng ¢6 chi dn, thuong dung thé tich tiém la
I pl, tuy nhién can kiém tra sy thich hop trong diéu kién
cu thé.

Pic phy (pic thir cﬁp)

Cé thé cin chat don chiéu dé xdc dinh pic phy. Pic phy la
mét pic co trén sic ky d6 nhung khéng phai 1a pic chinh
hay p1c chuan ndi hodc pic cua dung moi va cic thude thir

tao dén xuét.

Sic ky khi head-space

Sac ky khi head-space 12  phuong phap dac biét thich hop de
tach va xdc dinh cac chit bay hoi hién dién trong mau rin
hay 1ong. Phuong phap dya trén sy phan tich pha hot sau
khi dat dugr trang théi cin bing véi pha rin hodc pha long.

Thiét bi
May sdc ky khi két ndi vai bo phan nap mau tr dong co
thlet bi kiém soat nhiét do va dp suét. Trong trudng hop
cén thiét, c6 thé gin thém bd phén dudi dung moi.
Pua mau vao lo dung mau c6 nap ddy gan véi hé thong
van c6 thé cho phép khi mang di qua. Pt lo dung mau
trong budng 6 6n nhiét & nhiét d6 tiy theo ban chat ctia mdu
va duy tri nhiét d¢ nay trong thoi gian sao cho dat dugc
trang thai cin bing giira pha ran hodc long va pha hoi.
Pua khi mang vio lo dung mau va sau thoi gian quy dinh,
m¢ van tuong img dé khl khuéch tan vao cft sic ky mang
theo cac chét bay hoi cn phan tich.
Néu khéng c6 bd ' phan nap mau ty dong, c6 thé diing bom
tiém (syringe) mau khi dua mau truc tlep vao ¢ot sau khi
dat dugc trang thai cin bang trong budng 6n nhiét dat
riéng. Can luu y tranh nhimg yéu t6 lam thay déi trang thai
cin bing.

Phwong phép tién hanh

Dung céc dung dich ddi chiéu dé x4c dinh tinh thich hop
clia cai dat thiét bj dé cho dap img dat yéu cau.

Dinh lugng truc tiép

Lém lrgt cho mAu thir va mau déi chiéu vao céc lo dung
mau dong nhit nhu quy dinh trong chuyén Iuan riéng,
tranh tiép xic giira mau thir va thiét bi ldy mau. Pay kin
lo va dat trong budng 6n nhiét da dit nhiét do va ap sudt
nhu trong chuyén luén riéng. Sau khi dat dwgc trang thai
cdn bang, tién hanh sic ky theo diéu kién quy dinh trong
chuyén luén riéng.

Phwong phdp thém chuan

Lfm lugt cho cling mét thé tlch miu thir vao cac lo dung
miu dong nhét. Thém vio mm lo mét lugng thich hop
dung dich ddi chiéu cia chét cin xdc dmh ¢6 ham luong

da biét trude dé co mét day dung dich cé nong d0 ting dan
mdt cach déu din.
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Pdy kin lp va dit trong budng 6n nhiét da dat nhiét d¢
va dp suit nhu trong chuyén ludn riéng. Sau khi dat dugc
trang thai can bing, tién hanh sic ky theo diéu kién quy
dinh trong chuyén lu@n riéng,
Lip phuong trinh luyen tinh ctia do thi bang phuong phap
binh phurong t6i thiéu va tim duge tir d6 nong d¢ cua chét
cin xac dinh trong dung dich. Theo mdt cach khéc, vé dd
thi lrung binh cdc nong d¢ xac dinh duge theo lrgng dung
dich d6i chiéu thém vao. Kéo dai duong ndi cac diém trén
dd thi cho dén khi gap truc ndng do. Khoang cach giira
dlem ndy va giao diém ciia cc truc thé hién nong dé chat
cin x4c dinh trong dung dich.
Phicong phap rut ra lién tuc
Néu duge quy dinh, phuong phap rit ra lién tuc duge mo
ta ddy du trong chuyén lun riéng.

5.3 PHUONG PHAP SAC KY LONG

Sic ky long 1a phurong phép tach sdc ky céc chat dua trén
sr phan bd khac nhau cia ching giira hai pha khéng tron
lan, trong d6 pha dong la mot chat long chay qua pha tinh
chira trong cét.

Sac ky long dtrgc tién hanh chu yeu dua trén co ché hap
phu, phan b6 khéi lugng, trao déi ion, loai trir theo kich
thude hodc trong tac héa hoc 14p thé.

Thiét bi

Thiét bj bao gom mot hé thong bom, bd phén tiém mau,
cot sic ky (bg phén diéu khién nhiét do co thé duge sir
dung néu cin thiét), detector va mot hé théng thu dir licu
(hay mdt may tich phin hoic mét may ghi do thi). Pha
déng duge cung cap tir mot hodc vai binh chira va chay
qua cit, thong thudmg vai toe do khong ddi va sau do chay
qua detector.

H¢ rhang bom

Hé théng bom trong sac ky long phai giir cho pha dong
luén chdy véi mot luu luong khong dbi. Nhirng bién ddi
ap suit s& duoc giam thiéu, vi du cho dung méi chay qua
mot thiét bi gidm xung. Ong dan va hé thong ndi phai 1a
loai chiu dugc ap suét sinh ra do hé théng bom. Cac bom
c6 thé duge lﬁp vai thiét bi loai bo bot khi.

Hé thdng diéu khién bing bd vi xir ly cé kha ning cung cap
pha dong hodc hé'mg dinh (rtra giai ding dong) hoic thay
dbi ty 1& thanh phan (rira giai gradlent) theo mét chuong
trinh xdc dinh. Trong truémg hop rira giai gradient, hé thng
bom lay cac dung méi tir mot vai binh chira va cac dung
moi c6 thé dugc tron 1An & ap sudt thip hoic ap sudt cao.

B§ phin tiém méu

Dung dich mau thir duge dua vao dong pha dong hodc vao
vi tri ghn d4u hodic dau cot nhd mdt by phan tiém mau cd
kha néng hoat dong & ap sudt cao. C6 thé ding vong chira
méu thir, ¢ thé tich c¢d dinh hoic thiét bi c6 thé tich thay
ddi, co thé van hanh bang tay hodc tr dong. Khi tiém mau
bang tay c6 thé gy ra sai sb do thé tich tiém vao vong
chira mau khong du.
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Pha tinh

C6 nhiéu logi pha tinh c6 thé dugc sir dung trong séc ky
long, bao gdm:

- Silica (silic dioxyd), nhém oxyd hodc than graphit xép
thuémg duge dung trong sic ky pha thudn ma qua trinh
phéan tach dua trén su khac nhau vé kha nang hap phu hodc
(va) phan bd khéi lugng;

— Nhya hofic polymer ¢6 chira cic nhém chire acid hoc
base, sir dung trong sic ky trao d6i ion ma trong d6 sy chia
téch dugc thuc hién dya trén sy canh tranh gilra cac ion
can tach va céac ion trong pha dong;

~ Silica x6p hoic polymer, sir dung trong sic ky ray phén
tr, & d6 sy chia tach dua trén sy khac nhau vé kich thude
phan tur, tuong tng vdi sy loai trir khong gian;

— Rét nhiéu chét mang bién dbi hoa hr,)c duge ché tao tir
polymer silica gel hodc than graphit xop duqc dung trong
sac ky long pha dao ma & d6 sy chia tach vé nguyén tic co
ban duya trén sy phan bd phan tir cac chét gifra pha déng
va pha tinh;

— Pha tinh loai bién d6i hoa hoc dic biét, vi du din xuét ciia
celulose hodc amylose, protein hodc peptid, cyclodextrin
v.v... ding dé tich cac dong phan déi quang (sic ky déi
quang).

Phén 16n s chia tach dua trén co ché phén bb, sir dung
silica bién d6i héa hoc 1am pha tinh va céc dung méi phén
cyc lam pha dong. Bé mat cua chit mang, vi du nhu céc
nhém silanol cua silica duge phan tng véi cac thude thir
silan khac nhau tao thanh cic din xuit silyl c6 lién két
cong hoa tri, che phi mot s6 luong khac nhau céc vi tri
hoat dong trén bé mit chit mang. Ban chét cia cac pha
lién két 1a tham sé quan trong dé xac dinh céc tinh chit
tach cia hé sic ky.

Céc pha lién két ding pho bién la:

Octyl = Si—CH;);—CH; Cq
Octadecyl = S]—(CH2)|7—CH3 C|3
Phenyl = Si—«CH,),—~(CsHs) CeH;
Cyanopropyl = Si«CH,);-CN CN
Aminopropyl = Si~«CH,);-NH, NH,
Diol = Si-(CH,);-OCH(OH)-CH,-OH

Trir khi ¢6 tiéu chuén riéng cua nha san Xuét, thong thudng
céc cot sic ky pha ddo dya trén silica dugc coi 1a 6n dinh d01
vGi pha dong c6 pH tir 2,0 toi 8,0. Cot chira than graphit xp
hodc céc hat vt liu polymer nhu styren - divinylbenzen
copolymer 4n dinh & mot khoang pH rong hon.

Phan tich sir dung sic ky pha thuén véi pha tinh 1a silica
khong bi bién doi, than graphit x0p hoic silica bién ddi
héa hoc lam cho phin cyc (vi du cyanopropy! hodc diol)
va pha déng khong phan cyc duge sir dung trong mdt s6
trudng hop.

Pbi voi sy tach nhim myc dich phan tich, kich thuéc hat
cua pha tinh pho bién nhat tir 3 um dén 10 pm. Cic hat
cb thé hinh ciu hoac khong c6 hinh dang nhit dinh, c6 do
x0p khac nhau va dlen tich be mat dic hiéu, Nhirng tham
sO nay chu thanh biéu hién sic ky cua timg pha tinh cy thé.
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Trong trudmg hop pha dao, céc yeu t6 bd sung nhu ban
chat ciia pha tinh, mirc 49 lién két, vi du nhu d§ dai mach
carbon lién két, hodc céc nhém hoat dong bé mat cua pha
tinh c6 dugc che phu hét hay khong. Su kéo dudi pic, dic
biét cila céc chit base, c thé xay ra khi c6 mit cac nhom
silanol bé mt cua silica.

Cot drge 1am bing thép khong gi trir khi c6 chi din khac
trong chuyén luan riéng, c6 chiéu dai va duong kinh trong
() khac nhau dugc sir dung cho phan tich sic ky Cot van
dudmg kinh trong nho hon 2 mm thudng duge coi 1a vi cit.

Nhiét 46 ciia pha dong va ct phai dugc giir 6n dinh trong
sudt thoi gian phén tich. Phan 16n qué trinh tach dugc thyc
hién & nhiét do phong, nhung cgt c6 thé duge lam néng
nham thu duoc hiéu qua cao hon. Tuy nhién, nhiét d§ cét
ciing khong dugc phép vugt qua 60 °C vi kha nang phan
hity ctia pha tinh hodc sir thay ddi thanh phan cua pha dong
c6 thé xdy ra.

Pha djng

Péi véi sic ky pha thuan, thuong sir dung dung moi it

phan cuc. Su cd mdt cua nudc trong pha dong phai dugc

han ché va kiém tra chiit ch& nhim thu durge két qua tai ldp

lai. D6i véi sic ky long pha dao, sir dung pha dong chira

nudre, cé hodc khéng c6 dung méi hitu co.

Céc thanh phan ciia pha dong thuong dugc loc nhim loai

b6 cac tiéu phan 16n hon 0,45 pm. Pha dong chira nhiéu

thanh phin dugc chudn bj bing cach dong cac thé tich quy

dinh (trir khi c6 chi dinh vé khéi luong) ciia cc thanh phén

riéng 1é rdi sau d6 tron 1an véi nhau. Ngoai ra, dung moi

ciing 6 thé duge cip qua cic bom riéng 1é, didu khién

bing céc van chia ty 18, dé c6 thé tron 1in theo cac ty 18

mong mudn. Dung moi thuéng dwgc loai khi trude khi

bom bang cach suc khi heli, lic siéu 4m hodc sir dung hé

théng loc mang loc/chin khéng truc tuyén nhiam tranh su

tao bot khi trong cdc do cua detector.

Dung méi dung dé chuan bi pha dong thuong khéng dugce

chira cac chat lam 6n dinh va phai trong suot (khong hap

thu quang) & viing budc séng phat hién, néu nhwr sir dung
detector tir ngoai. Dung méi va nhitng thanh phan khéc
dugc ding phai cé chét lugng phi hop. Khi can diéu chinh
pH chi thyc hién véi thanh phan nuéc cia pha dong ma
khéng diéu chinh véi hén hop. Néu sir dung dung dich
dém, can phai rira hé théng bang hdn hop nudce va dung
moi hitu co (5 % tt/tt) nhdm ngin chin sy két tinh mudi
sau khi két thuc qua trinh sic ky.

Pha dong co thé chira nhirng thanh phan khac, vi dy mét
ion trai déu trong sic ky tao cép lOl‘] hodic mot chét chon
loc dbi quang trong trudng hop sic ky sir dung pha tinh
khong chon loc d6i quang.

Detector

Detector hdp thy tir ngoalfkha kién gém ca detector chudi
diod 1a dugc sir dung phé bién nhét. Detector huynh quang,
detector khiic xa vi sai, detector dién héa, detector khéi ph,
detector tan xa anh sang bay hoi, detector phdng xa hofic céc
loai detector dic bigt khéc ciing c6 thé duge sir dyng,
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Cic dai hrgng diic trung cho qua trinh siic ky
Xem phéan chung Phy lyc 5. Céc k¥ thuat tich sic ky.

Phwong phép tién hanh
Lam cdn bing cft véi pha dong va tbc 4o dong theo quy

dinh, & nhi¢tdd phbng hodic nhiét do quy dinh trong chuyén
lufin riéng, cho dén khi duomg nén én dinh. Chuén bi céc
dung djch chudn va dung dich thir theo yéu céiu. Cac dung
dich phai khong duge c6 cic tiéu phan rin.

Hi¢u niing

Quy dinh vé tinh pht hgp cia hé théng duge mé ta trong
Phu luc 5. Cac k§ thudt tach si’ic ky. Xéc dinh va diéu chinh
céc thong s6 cua h¢ lhon[, sac ky c6 thé duge thyue hién
nhim dap (g céc yéu cau vé tinh phi hop ctia hé théng
ciing dugc trinh bay trong Phy luc nay.

Thanh phéan va t6c d¢ dong cua pha dgng duge quy dinh
trong chuyén ludin riéng. Pha dng la hén hop dung méi
duge dudi khi bing bom chin khong hogic bing mot thiét
bi dudi khi khac phu hgp nhung khong anh huong dén
thanh phan ciia hon hop.

Trong qua trinh dinh lugng, khi trong chuyén luan riéng
khong quy dinh dung chudn noi, nén str dung b phan tiém
méu c6 thé tich ¢6 dinh. Trong mot 50 trwrong hop ngoai 1€,
khi trong chuyén luan chi dan tinh theo chiéu cao pic thi
khéng cin quan tim dén hé sé d6i ximg.

Cot sic ky thuomg duge lam bing thép khong gi ¢6 kich
thude (chiéu dai x duomg kinh trong) dugc quy dinh trong
chuyén ludn riéng. Trong chuyén luan riéng, khi pha tinh
dugc ky hi¢u béng mot chir céi thi tra ciru ¢ phan Nguyén
viit liéu néu & dudi day. Puong kinh danh nghia cua hat
pha tinh dugc dé trong ngoic don ngay sau ky hiéu chir
cai cy thé. Néu khong c6 chi dan khéc trong chuyén luan
riéng, qua trinh sdc ky dugc tién hanh & diéu kién nhiét
dd khong di trong méi trudmg phong thi nghiém. Khi sir
dung céc pha dong c6 pH cao v6i cOt cé ban chit 14 silica
nén sir dung mét tién cot @ trude cot phan tich.

Trir khi c6 céc chi dan khac trong chuyén luan riéng, hé
thong detector gom mdt detector do quang gan vai mot
cde do ¢6 thé tich nho (khoang 10 pl 1a phu hgp). Phai dat
budc séng theo chi dan trong chuyén ludn riéng.

Khi dung mét may sic ky co thiét ké riéng biét co thé phai
thay déi cac diéu kién sic ky da ghi trong chuyén luén
riéng. Trong trudmg hop nay, ngudi phén tich can dam bao
ring nhirng thay doi d6 cho két qua twong duong.

Thé tich tiém

Khi thé tich tiém khong quy dinh trong chuyén luén riéng,
nén chon mot thé tich tiém phu hop dé ap dung. Chon
thé tich tiém phu thuge vao dap img cia phép phan tich,
detectog str dung, hiéu luc cOt va toan bo hiéu nang cua hé
thong sic ky. Khi khong c6 chi dan, thuémg diing thé tich
tiém la 20 pl, tuy nhién cin kiém tra sy thich hop trong
diéu kién cu thé.

Pic phy (Pic thir cfip)
C6 thé can chét d01 chiéu dé xac dinh pic phu. Pic phy la
mét pic ¢6 trén sic ky dd nhung khéng phai la pic chinh
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hay pic cua chuén ndi hofic pic cia dung méi hay cia céc
thude thir tao din xuét.

Nguyén vit li¢u

Céc dung méi va thube thir ding dé pha cac dung dich sur
dung trong phén tich phai cé chat lugng thich hop cho sic
ky long.

Khi chuyén luén riéng quy dinh phd tinh dugc gan vai mot
chit cdi (A hoie B hogic C) la mudn néi 6i cac pha tinh nhu
mo ta dudi day:

Pha tinh A, hat silica;

Pha tinh B, hat silica dugc bién déi hoa hoc, gin véi nhém
octylsilyl (Cy);

Pha tinh C, hat silica dugc bién déi héa hoc, gén v6i nhom
octadecylsilyl (Cg).

5.4 PHUONG PHAP SAC KY LOP MONG

Phuong phap sic ky I6p mong dugc ding dé dinh tinh, thir

tinh khiét va doi khi dé ban dinh lwong hoidc dinh lugng

hoat chét thudc.

Sac ky 16p mong 1a mot k¥ thuat tach cac chat dugce tién

hanh khi cho pha dong dl chuyén qua pha tinh trén d6 da

cham hén hop cic chét can tach. Pha tinh 12 chat hap phu

dugc chon phu hop theo umg yéu cau phén tich, dugc trai
thanh 16p mong dong nhat va duoc ¢ dinh trén cac phién
kinh hodc phién kim loai. Pha dong la mét hé dung méi
don hogc da thanh phan dugc tron véi nhau theo ty 1& quy
dinh trong timg chuyén luan. Trong qua trinh di chuyén
qua 16p hap phu, cac cau tir trong hdn hop mau thir duge
di chuyén trén 16p mong, theo hudéng pha dong, véi nhirng
téc d6 khac nhau. Két qua thu duoc 1a mot sic ky dé trén
I6p méng. Co ché cua sy tich c6 thé 1 co ché hap phy,

phan bd, trao dbi ion, sang loc phan tir hay su phdi hop
dbng thi cua nhiéu co ché tiy thude vao tinh chat cua chit
lam pha tinh va dung mdi lam pha dong.

Pai lugng ddc trung cho mirc d6 di chuyén cia chat
phén tich 1a hé s6 di chuyen R, duoc tinh bang ty 1& gitra
khoang dich chuyen cia chit thir va khoang dich chuyén
cia dung mdi:

a
Rf= F

Trong do:

a la khoang céach di chuyén cuia chat phén tich; ]

b 1a khoang cach di chuyén ctua dung moéi tinh tir diém
chim méu.

R¢: Chi ¢6 gia trj tir 0 dén 1.

Ngoai ra, khi sic ky lién tyc khong xdc dinh dugc tuyén
dung moi, vi tri vét chat thir trén sic do co thé xac dinh
bing hé sb dich chuyén tuong déi R,. He s6 dich chuyén
tuomg dbi R, duge xac dinh bang ty sé giira khoang cach
dich chuyen cia vét chat thir va khoang cach dich chuyen
cia vét chat chuin ddi chiéu duqc sic ky trong cung diéu
kién va trén cing ban méng véi mau thir:



