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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 cén bﬁng ¢t véi pha déng va tbc d¢ 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:
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a
Rr=_

c

Trong do:

a 1a khoang cach tir diém xuat phét dén tim cia vet méu thir
¢ 1a khoang cach tir diém xuét phét dén tim cia vét chit chudn.
Gi4 tri R, ¢6 thé 16n hay nho hon 1.

Cich tién hanh

Dung cu

Binh trién khai, thuong bﬁng thuy tinh trong sudt c6 kich
thuéc phu hop véi cac phién kinh cin ding va cé nip
day kin.

Deén tir ngoai, phét cac birc xa cé bude séng ngan 254 nm
va budc song dai 365 nm.

Dung cu dé phun thudc thir.

Tu siy diéu nhlet dé hoat héa va say ban mong va sic ky
do, hoic dé sdy néng déi véi mot sb phan trng phat hién.
Tt hat hoi doc.

May sy duing dé say kho sac ky d va cho phép chdm nhanh
nhiéu 1an nhimg dung dich pha lodng chét can phan tich.
M6t méy anh t6t c6 thé chup lru giir sic ky d6 & anh sdng
ban ngay véi khoang céch 30 cm dén 50 cm.

T lanh dé bao quan nhimg thudc thir d& hong.
Micropipet nhiéu ¢& tir 1 pl, 2 pl, 5 l, 10 pl dén 20 pl, cac
ong mao quan hoac dung cu thich hop.

Ban mong trang sin chét hip phu c6 chat phat quang thich
hop.

Truong hgp phong thi nghiém khong co diéu kién trang bi
cac loai ban méng trang san thi tu chuén bi 4y ban mong
voi cdc dung cu sau day:

Céc tAm kinh phang co kich thidc phu hop da duoc xir ly
trudce bang hoa chét réi rira sach bang nudc va sy kho.
Thiét bi trai chat hap phu lén tAm kinh thanh mdt 16p mong
dbng déu, c6 chiéu day thich hop.

Gia dé xép céc tim kinh d trai.

Chmm bi ban mong

Sép xép cac ban mong va chuén bi thiét bi: Céc phién kinh
phai duoc lau chui can than va tiy sach hoan toan cac chit
béo bang cach ngdm trong dung dich sulfocromic. Sau do,
rira dudi tia nudc may roi trang nudc cit va 1am kho trén
gia & nhiét do thuong hay trong ti say Pit 1én khung trai 5
phién kinh 20 cm x 20 cm (hay phién kinh 10 cm » 20 cm)
day bing nhau. Piéu chinh d6 day cua lép hip phu béng
cac thong s trén thlet bi trai.

Diéu ché vira cua chét hap phu: Chét hap phu duge chon
loc sao cho phil hop véi yéu cau phén tich nhu: Silica gel
G, kieselguhr, celulose, nhém oxyd, trong s6 do silica gel
G duoc dung thong dung nhét. Trén 25 g silica gel G véi
50 ml nudre cat va nhao trong cbi hodc lic manh trong binh
nén ¢6 dung tich 200 ml dén 250 ml, nut kin, trong 30 s
dén 45 s. Dich treo tao duoc ¢ dang 16ng va déng nhat. R6t
ngay vao thiét bi trai da diéu chinh do day cho ban mong
khoang 0,25 mm (néu khéng c6 chi dan trong chuyén luan
riéng). Sau khi rot dich treo vao thiét bi trai, lat tay don
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180° vé phia trai va chd cho den khi dich treo chay ra thi
bit dau trai. Khi d trai dén phlen cudi ciing lat tay don vé
phia phai dé giir cho dich treo khong chay xudng.

pé nguyén cac phién kinh tai chd khoang 10 min téi khi
mit trén hét bong, hoic dé kho tu nhién tai nhiét do phbng
Hoat héa: Cho cac ban mong da kho mét vao ti sdy va say
& 105 °C dén 110 °C trong 30 min (néu khéng c6 chi din
& chuyén luén riéng). De ngudi roi bao quan trong binh
hat dm. Khi diing, néu can thi hoat héa lai bang cach say o
105 °C dén 110 °C trong 1 h rdi cao b mét dai chat hap
phu doc hai bén canh cua tdm kinh.

Chuén bj binh khai trién: Céc binh khai trién thudng la
binh thuy tinh, hinh hgp hay hinh try, c6 nip day kin, kich
thude thay ddi tity theo yéu céu ctia céc ban mong sur dung.
Bdo hoa hoi dung méi vao khi quyén trong binh bang cach
16t gidy loc xung quanh thanh trong cua binh, roi rot mot
luong vira dii dung méi vao binh, lic roi dé gidy loc thdm
deu dung mdi. Luong dung méi sir dung sao cho sau khi
thdm déu gidy loc con lai mét 16p day khoang 5 mm dén
10 mm & day binh. Bay kin nip binh va dé yén 1 h & nhiét
@6 20 °C dén 25 °C. Mubn thu duoc nhimg két qua lap lai,
ta chi nén dung nhitg dung maéi that tinh khiét, loai ding
cho sic ky. Nhimg dung méi d& bi bién ddi vé hoa hoc chi
nén pha trudce khi ding. Néu sir dung nhimg hé pha dong
phirc tap phéi cht y dén nhimg thanh phan dé bay hoi lam
thay déi thanh phan cua hé pha dong dan dén hién tuong
khong 1ap lai cia tri s6 Ry

Chém chit ' phén tich lén ban mong: Luong chét hoic
hén hop chét dua len ban mong c6 y nghia quan trong dbi
v6i hiéu qua tach sac ky, dic biét anh huwéng rét 16m dén
tri s6 R Lugng chat qua lén lam cho vet sac ky Ion va
kéo dai, khi do, vét ciia cac chét c6 trj sb Ry gin nhau s&
bi chong lap. Lugng chit nho quéa cé thé khong phat hién
dugc do d§ nhay cua thude thir khong du (théng thuong do
nhay cua cac thuc thir trén 0,005 pg). Luong mau thong
thudmg can dura 1én ban mong 13 0,1 pg dén 50 pg & dang
dung dich trong dung moi thich hop. Thé tich dung dich tir
0,001 ml dén 0,005 ml d6i véi truong hop dwa mau Ién ban
mong dudi dang diém va tir 0,1 ml dén 0,2 ml khi dua mau
1én ban mong duéi dang vach nhu trong truong hop séc ky
diéu ché. Béi vai cac dung dich c6 ndng @b rat loang thi
c6 thé lam giau truc tiép trén ban mong béng cach chim
nhiéu 1an & cung mét vi tri va sdy kho sau mdi lin chim.
Puong xudt phat phai cich mép dudi cia ban mong
1,5 cm dén 2 cm va cach bé mat dung méi tir 0,8 cm den
1 em. Cac vét chdm phai nho, c6 dudng kinh 2 mm dén
6 mm va cach nhau 15 mm. Céac vét & bia phai cach bd bén
ciia ban mong it nhét 1 cm dé tranh higu Gmg bo. Khi 1am
sic ky 16p mong ban dmh lu‘(mg, d6 chinh xac cua két qua
phén tich phu thuge rat nhidu vao d¢ chinh xac cua luong
cht thir dua 1&n ban méng, tirc 14 thé tich dung dich cham
1én ban méng. Do d6, v6i nhitng truong hop phén tich ban
dinh lugng phai dung cac mao quan dinh mirc chinh xac.
Khi khong can dinh lwgng ding micropipet hodc dng mao
quan thudng.
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Trién khai sdc ky: Dit ban mong vao binh trién khai. Chi
y lugng dung méi ding sao cho dé cic vét chdm phai &
trén bé mat cua 16p dung méi. Pdy kin binh va dé trién
khai & nhiét do tir 20 °C dén 25 °C va tréanh 4nh mit tron.
Néu khong c6 quy dinh trong chuyén ludn riéng, trién khai
sic ky dén khi dung moi di duge khoang 3/4 ban mong,
ldy ban mong ra khéi binh, danh ddu mirc dung moi, lam
bay hoi dung mdi con dong lai trén ban méng réi hign vét
theo chi din trong chuyén ludn riéng, Quan sat céc vét xut
hién, tinh gia trj Ry hodc R, va tién hanh dinh tinh, phat
hién tap chat hodic dinh lugng nhu quy dinh trong chuyén
ludn riéng.

CHU Y:

Khi phén tich bang sic ky 16p mong ludn phai cham chét ddi
chiéu bén canh vét chit thir véi lrgmg twrong wr nhu dy dodn cé
trong vét chat thir dé so sanh két qua vé mau sic, kich thudce va
gi4 tri R, hodic Rr trong cing diéu kién.

Hiéu ning cia ban mong dugc kiém tra nhu sau: Chim mot thé
tich thich hgp (10 pl) cho 1ép mong théng thudng va | pl dén
2 ul cho loai ban mong c6 kich thuée hat min dung dich thir
hiéu nang 16p mong gdm luc bromocresol, da cam methyl, do
methyl va sudan G do (thude thir). Tién hanh sic ky véi hé dung
méi methanol - toluen (20 : 80). Két qua trén siic ky d6 phii co
4 vét tach rd rang c6 Ry nhur sau: Luc bromocresol: < 0,15; da
cam methyl: 0,1 dén 0,25, d6 methyl: 0,35 dén 0,55 va sudan G
do: 0,75 dén 0,98.

5.5 PHUONG PHAP SAC KY RAY PHAN TU

Sic ky rdy phan wr la phuong phép chia tich cic phan
tir trong dung dich dya trén kich thuée cua ching. Trong
truong hop pha dong 1a mt dung mdi hiru co, ky thuat
duge goi I sic ky thim qua gel, con truomg hop pha ddng
14 nudce thi ky thuat dugc goi la sic ky loc trén gel. Mﬁu
dugce dua vao cft chira day gel hodc mot loai vét liéu xop,
va dugc pha dong dén chay qua cot. Syr chia tich theo kich
thude duge thire hién nhé sy trao d6i lap di ldp lai cac phan
ur chat tan giira dung méi pha dong va cling dung méi d6
dugc pha tinh giir & trong céc 16 x6p cia gel. Khoang kich
thude 16 cua vat liéu nhdi trong cot s& xdc dinh khodng
kich thuéc phén tir dugc chia téch qua qué trinh sic ky.
Nhirg phén tir c6 kich thudc di nhé dé cé thé di vao trong
tét ca khoang khong gian ctia 16 x6p dugc rira gidi trong thé
tich tham tong ¥, Céc phén tir ¢6 kich thude Iém hon kich
thudc 1 xdp Ién nhét chi di chuyén dugc doc theo ¢t qua
cac khoang trong gitra cic hat vét liéu nhoi ma khong bi gir
lai, dugc rira giai trong thé tich loai trir ¥, (thé tich trdng).
Su chia tach theo kich thudc phan tir xdy ra giira thé tich
tréng va tong thé tich thim, chia tach hiéu qua thudng duge
thye hi¢n & hai phan ba diu tién ciia khoang nay.

Thiét bj

Thiét bj bao gdm mot cot sée ky cé kich thude phi hop,
néu can thiét phai khong ché nhiét do, duoc nhdi diy vit
li¢u chia tach c6 thé phén loai theo cac khodng kich thuéc
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phin tir phi hgp. Kich thuéc cia ¢t (chiéu cao = duimg
kinh trong) dugc quy dinh & chuyén ludn riéng. Pha dong
chay qua c{t ¢ toc d¢ khong dédi dudi tac dung cua trong
e hodic nhér mdt bom. Mot diu cia ¢t duge ndi véi mgy
thiét bj phit hgp dé cdp mau theo kiéu b phéin diéu chinh
lru Tegng dong, mot bom tiém di qua vach hogc mét van
tiém va ¢4 the duge nbi vai mot bom diéu khién hru lugng
dong dung dich rira giai. Mgt céch khac 1a mdu c6 tha
dugce tiém vao tryre tiép trén bé mat 16p gel hodic dudi dung
dich rira gidi néu nhur miu c6 ty trong 16n hon dung dich
rua giai.

Pudng ra cua cit duqc_nc‘mi vGi mét detector ¢é gin v
mot may ghi ty dong dé theo ddi nong do twong déi cia
céc thanh phan trong méu. Detector thuimg duge thidt ké
dua trén céc tinh chat hap thy quang, khic xa anh sdng hay
phat quang. B§ phdn thu himg phin doan tr dong cé (hé
duge lap trong trudmg hop can thiét. Vit ligu trong ¢4t c6
thé 1a mdt chat mang mém nhu gel nd hay mét chat mang
clrng cdu tao tir thuy tinh, silic hodic mot hgp chét cao phin
tir lién két chéo trong thich dung méi. Chat mang cirng
thudmg doi hoi hé thong diéu ap dé tang tée d phan tach,
Pha dong thutmg dugc chon theo logi mau, moi truong
phan tach va phuong phap phat hi¢n.

Vit ligu nhdi cin duge xit 1y va duge nap vao ¢t nhu mo
ta trong chuyén luan hoiic theo huéng din ciia nha san xuit,
Hi¢u ning

Hé th(‘)ng‘si’xc ky phai théa man quy dinh vé tinh phu hop
cta hé thong duge mo ta trong phan Cac k¥ thuét tach sic
ky (Phy luc 5). Viéc diéu chinh céc thong s cua h¢ sic ky
¢6 thé duge thyc hign nhim dap mg cic yéu cau vé sy phi
hop cua hé thong cling dugc trinh bay trong phy lyc nay.
Xdc dinh 1y I¢ thanh phin twong déi

Tién hanh phuong phap theo cic didu kién ghi trong
chuyén luin riéng. Néu cé thé, theo doi qua trinh rira giai
mot cach lién tuc va ghi lai dién tich cia céac pic tuong
tmg. Néu miu dugce xdc dinh duwa vao tinh chit héa Iy ma
tét ca céc thanh phﬁn cia mau déu cho mot dap ing tuong
duong (vi dy ciing ¢6 mot hé sé hﬁp thu riéng), thi lugng
tuong ddi cia mdi thanh phdn c6 thé dugce xic dinh bing
cach tinh ty 1¢ dién tich mdi pic thu dugc trén tong dién
tich pic ctia nhitng thanh phén quan tim. Néu sy dap (mg
khéc nhau, tinh ty 1¢ thanh phin twong déi bing cich dya
vao duong chuan cia cac dung dich chuan dugce ghi trong
chuyén luan riéng hodc bing phuong phap khic dugce ghi
trong chuyén luén riéng.

Xdc dinh khoi lugng phin tiv

Thye hién phuong phap véi dung dich thir va cac dung
djch chuin theo quy trinh ghi trong chuyén luan riéng. Xy
dung mét db thi biéu thj sy phu thudc gitra thé tich luu cua
céc chét chuén dung cho higu chudn va ham logarit cua
khdi lugng phan tir cia ching. Puomg chudn thudng xép
xi voi mjt duomg thang ndm gitra gi6i han logi trir va gidi
han thAm tong thé. Khéi hrgng phan tir cia thanh phéin



