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3.1 CÂN VÀ XÁC ĐỊNH KHỐĨ LƯỢNG

Xác định khối lirợng là bước thường xuyên trong quy trình 
phân tích. Cân là thiết bị phòng thí nghiệm cần thiết trong 
hầu hết các phép phân tích. Tuy nhiên, phép cân lại là 
nguồn phổ biến gây sai so khó phát hiện.
Quv trinh I11Ô tã dưới đây áp dụng trực tiếp trên các cân 
điện từ.
Quy trình xác định khối lưựng có thể chia thành ba bước cơ 
bản: Chuẩn bị cân, kiểm tra cân và cân xác định khối lượng.

Chuẩn bị cân
Bước ban đầu lá chọn, trang bị các dụng cụ thí nghiệm 
thích hợp, như các dồ đựng vật cân (giấy cân, phễu cân...), 
binh chứa, kẹp gắp. pipet, thìa có kích cỡ phù hợp ...
Sử dụng đồ đựng có kích cở không vượt quá tái trọng cùa 
cân và phái đám bảo sạch, khô.
Chuẩn bị các mẫu cân và các hóa chất cần thict, nếu có yêu 
cầu, pha các dung dịch, thuổc thử.
Mẫu cân có thê yêu cầu nghiền mịn hoặc sấy khô. Một vài 
mẫu cân phải được làm nóng hoặc bảo quản trong thiết bị 
làm lạnh. Trước khi cân, mầu cân phải đảm bảo được cân 
bằng nhiệt với nhiệt độ cùa cân. Để tránh sự ngưng tụ hơi 
am, các mầu cân làm lạnh phải được để tới nhiệt độ phòng 
trước khi mờ nap binh đựng.

Kiểm tra cân
Cân phải được kiêm tra trước khi tiến hành cân đc loại các 
sai sỗ có thẻ xảy ra. Người sử dụng cân cần kiểm tra mỏi 
trường cân, hiệu chuẩn cân và kiểm tra độ không đảm bảo 
đo cùa cân.

Môi trường cân
Cân phải được đặt Ư vị trí thích hợp có mức rung động đủ 
thâp, không có luồng khí và có nguồn điện ổn dịnh.
Cân và khu vực làm việc chung quanh phài được giừ gọn 
gàng và sạch sè. Nên dùng bàn chài lông mịn làm sạch đìa 
cân trước khi càn.
Khi cân được di chuyên đen nơi khác, can phải đổ cân ồn 
định tới nhiệt độ cùa môi trường mới và phải hiệu chuẩn 
lại cân.

Hiệu chuân cân
Mờ nguồn và để cân ổn định trong ít nhắt 1 h trước khi tiến 
hành hiệu chuẩn (các cân vi phần tích càn đề ổn định 24 h 
để đạt sự cân bằng).
Các cân phân tích diện tử có hệ thong nội chuẩn dựa trên 
tài trọng xác định.
Sự hiệu cỉman dược tiến hành trong điều kiện nhiệt độ phòng.

Độ không đảm bảo đo của cân
Cách giảm độ trôi
Độ trôi là một trong những sai số thường gặp và cũng là 
vếu tố có thê làm giảm hoặc loại bò dề dàng nhất.
Kiểm tra mầu thử, cân phân tích và môi trường phòng thí 
nghiệm đẻ loại bỏ các nguyên nhân sau đây có thể gây sai số: 
Cửa buồng cân mở.
Nhiệt độ cùa cân và mẫu cân không dồng nhất.
Mầu cân tăng hoặc giảm khối lượng.
Cân mới được di chuyển nhưng chưa được đổ càn bằng với 
mòi trường hoặc chưa được hiệu chuẩn lại.
Có các luồng gió trong phòng thi nghiêm.
Nhiệt độ trong phòng thí nghiệm thay đôi.
Cân không dặt thật thăng bằng.
Các hoạt động trong phòng thí nghiệm gây rung động. 
Ảnh hường của các bộ phận cơ học xảy ra trong suốt quá 
trình cân.
Hiện tượng trễ c:ơ học
Hiện tượng trễ của cân là do sự căng quá mức các lò xo, 
chủ yếu gây bởi việc cân quá tải hoặc bời đánh rơi vật nào 
đó lên đĩa cân.
Quy trình đàm bảo chát lượng cho sự đo độ trôi cùa cán 
Sau một khoảng thời gian vận hãnh cân, độ trôi của cân 
được kiểm tra bàng việc cân khối lượng quả cân chuẩn 
đã được nối chuẩn. Việc kiểm tra này nên thực hiện sau 
khi cân đã được hiệu chuẩn ờ nhiệt độ phòng thí nghiệm, 
trước khi cân mẫu đẩu tiên trong ngày hoặc sau một sự cố 
có thể làm sai lệch cân (mất nguồn điện, di chuyển cân 
đến vị trí khác...).
Quà cân chuẩn phải có khối lượng hẳng định và không vượt 
qưá mức trọng tài của càn. Mồi cân ncn được cung cấp một 
quà cân chuân, đựng trong hộp bảo vệ và đặt cạnh cân.
Cân thực hiện những quy trình sau đây đổ làm giảm các sai 
số cân và khả nâng sai số do độ trôi:
Đảm bảo nối nguồn điện cho cân, kiểm tra bọt nước thăng 
bằng của cân.
Hiệu chuẩn cân phân tích hoặc cân vi phân tích.
Hàng ngày, người đầu tiên sử đụng cân phải kiểm tra cân 
bàng cách cân khối lượng quà cân chuẩn, ghi chép khối 
lượng này vào sô theo dõi dể so sánh với các lần càn trước. 
Neu sự chênh lệch lớn hơn giới hạn cho phép cùa cân phân 
tích và cân vi phân tích, phải báo cáo đê sửa chữa.
(Quả cân chuân phải được bảo quàn, tránh sự tiếp xúc với 
những chất gây ô nhiễm trong khôn ạ khí, có thể làm sạch 
băng một miếng vải gạc được làm âm bảng một lượng nhò 
dung môi thích hợp như ether ethylic).
Cản phân tích
Chọn một quà cân chuẩn cỏ khối lượng phủ hợp đề kiểm 
tra cân phân tích. Neu có thể, cài đặt cân đố đọc tới sổ 
thập phân thứ 5. Vận hành cân theo hướng dẫn của nhà 
sản xuất.
Dùng kẹp gấp quà càn chuẩn đặt cẩn thận lcn đĩa cân, tránh 
đổ rơi xuống đĩa cân. Đặt quả cân vào chính giữa đĩa cân 
đê loại trừ độ lộch góc. Nèu khôntỉ có sự trôi, khôi lượng 
của quà cân chuẩn sẽ hảng định.
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Định kỳ sừ dụng quả cân chuẩn cố dịnh sẽ phát hiện được 
độ trôi cùa cân (nêu có). Việc kiêm tra độ trôi được thực 
hiện bằng cách cân ở những vị trí nhạy nhất. Mức dao 
động khối lượng thu được không được vượt quá ± 0,2 mg. 
Ví dụ: Với quâ cân 20 g, nêu giá trị trung bình đọc được là 
19,9984 g, khối lượng dao động từ 19,9982 đến 19,9986 g 
ià chấp nhận được. Vì vậy phải đọc kết quà nhiều lần trước 
khi thiêt lập dung sai.
Cân vi phản tích
Tiến trình như hướng dẫn cho cân phàn tích nhimg dùng 
một quả cân chuẩn thích hợp cho loại cân này.
Ví dụ: Có thể dùng quà cân chuẩn 100 mg cho cân có mức 
trọng tài là 150 mg hoặc có thể dùng quà cân chuân 10 mg 
cho một cân siêu vi phân tích có mức trọng tài là 15 mg, 
(Người sử dụng cân phải biết trọng tải tôi đa cùa cân để 
chọn quả cân chuân thích hợp).
Gán biểu thị khối lượng bằng miligam. Ghi chép khối 
lượng ngay sau klu kêt quả đọc ôn định một vài giây. Sự 
biến thicn khối lượng phải trong giới hạn phù hợp với tiêu 
chuẩn kỹ thuật của nhà sản xuất nhưng không được lớn 
hơn 0,1 % lượng mẫu cân.
Ví dụ: Nếu cân các mầu 10 mg, sự biển thiên khối lượng 
cùa quà cân chuẩn phải không vượt quá 0,01 mg.

Cân xác định khối lưọTig mẫu
Trong bước cuối này, chọn phần thập phân của kết quà cán 
theo yêu cầu cùa quy trình phân tích. Phàn kVn các phép 
phân tích trong dược phẩm sử dụng một lượng nhỏ mẫu 
thừ, nôn yêu cầu giá trị đọc trên cân cài đặt tới số thập phân 
thứ năm để đạt độ đúng cần thiết.
Sổ thập phân thử tư thích hợp hơn với các khối lượng mầu 
cân gần bằng gam.
Không cân mẫu quá lâu đề tránh những thay đổi gây ra bởi 
sự tương tác với nước trong không khí và khí carbonic.

Giói hạn trọng tải
Chọn cân phù hợp với khôi lucmg phải cân và độ đúng cân 
thiết. Mỗi cân có một giới hạn trọng tài, không nén vượt 
quá. Mỗi nhà sản xuất cân đã xác dinh trọng tài tối đa cùa 
càn và giới hạn này thay đổi với từng loại cân. Người sừ 
dụng nên biết giới hạn trọng tài đê tránh làm hòng cân.

Đụng cụ chửa mẫu
Những dụng cụ chứa mẫu càn thông thường là lọ cân, 
thuyên cân (phễu cân), giây cân, bình nón... Dụng cụ chứa 
mẫu thích hợp phụ thuộc vào khôi lượng và trạng thái mẫu 
cân (lỏng, rắn, bột...). Phài chọn dụng cụ chứa mẫu thích 
hợp cho từng mầu cân. Khối lượng dụng cụ chứa cộng 
khối lượng mẫu cần cân phải không vượt quá trọng tải tối 
đa cùa cân. Kích cỡ, hinh dáng cùa dụng cụ chứa phải phù 
hợp với đĩa cân và không gian buồng cân dể không ành 
hường đen các thao tác cán. Quan trọng là dụng cụ chứa 
mẫu phái sạch và khô.
Cần sử dụng găng tay, kẹp gắp và các dụng cụ để lấy các 
dụng cụ chứa vì mô hôi từ tay có thê ảnh hưởng tới khôi 
lượng cân.
Thuyền cân thường dược sử dụng nhiều nhất vi nó vừa là 
dụng cụ chửa vừa là phều giúp chuven dễ dàng mẫu cân
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vào binh. Thuyên cân có nhiều cờ khác nhau, nên chọn cỡ 
phù hợp cho từng trường hợp.
Giấy cân thường sử dụng để cân chất rán. Giấy cân được 
cầm băng tay, phải cân thận đẻ tránh làm rơi, đồ mầu cân.

Các phương pháp cân
Những phương pháp sau đây thường được sừ dụng và cho 
kết quà phán tích tôi.
Phìccmg pháp Ị
Cân trừ bì: Đặt dụng cụ chứa rỗng lên chính giừa đĩa cân 
và nhấn phím càn trừ bi đê khối lượng của dụng cụ chứa 
không hiển thị nữa (giá trị 0). Cho mẫu cân vào dụng cụ 
chửa và ghi nhận khối lượng mẫu cân. Chuyển lượng mẫu 
cân vào bình định mức rồi cân lại dụng cụ chứa ban đầu. 
(Chú ý không thay dải sự cài đặt cân trừ bỉ của cân giữa 2 
lần cân nàv). Khối lượng đọc được ở lần cân thứ 2 chính là 
lượng mẫu thử không chuyển hết vào bình định mức (còn 
dính lại trên dụng cụ chứa mẫu cân) và được trừ vào khối 
lượng mầu cân đọc được ờ lần cân thứ nhất đổ xác định 
khối lượng mầu thứ đã được chuyển vào bình.
Phương pháp 2
Cân không trừ bì: Cho mẫu thử vào dụng cụ chứa và đặt 
lên chính giữa đĩa cán. Ghi nhận khối lượng cân và chuyên 
mẫu thử vào binh định mức, cân lại dụng cụ chứa ban đẩu. 
Khối lượng đọc được ờ lẩn cân thứ 2 lả tổng khối lượng 
của dụng cụ chửa mẫu và lượng mẫu cân không được 
chuyển hết vào bình (còn dính lại trên dụng cụ chứa mẫu 
cân). Hiệu của khối lượng cân ban đầu và khối lượng cân 
lần 2 là khối lượng mẫu thử đã chuyển vào bình định mức. 
Phương pháp 3
Phương pháp này được xem như là phương pháp chuyên 
toàn lượng. Mầu cân được cho vào dụng cụ chứa đã cân 
bi, xác định khối lượng mẫu cân bời sự chênh lệch giữa 
khối lượng cân đọc được và khối lượng càn bì. Toàn bộ 
lượng mẫu thử được chuyển hết vào bình bằng cách dùng 
một dung môi đe hoà tan mầu và tráng dụng cụ chứa mẫu.

Quy trình xử  lý mẫu cân an toàn
Các thao tác an toàn khi cân: Người tiến hành cân cần đọc 
kỹ các thông báo về mẫu thử, các tài liệu an toàn về hóa 
chất, nguyên vật liệu... trước khi cân.
Những nguyên liệu, hóa chất nguy hiểm (chất độc, chât ăn 
mòn, chất dễ cháy chất nổ, chất gây dị ứng, chất phóng 
xạ...) phải đặt ở nơi riêng biệt, kín, có hệ thống lọc khí 
thích hợp.
Sử dụng khẩu trang chc mũi và miệng để ngăn ngừa việc 
hít các bụi hóa chất. Cần dùng găng tay đê tránh sự tiếp 
xúc với da và cùng đề ngăn ngừa hơi ẩm, mồ hôi bám trên 
đụng cụ chửa khi cân mẫu. Trong suốt quá trình cân, người 
tiến hành cân phải tiếp xúc với các chất liệu nguyên chất ờ 
nồng độ cao, do dó phủi luôn luôn quan tâm đốn biện pháp 
bảo đảm an toàn.
Quy trình cân được thực hiện với nhiều loại mầu thừ khác 
nhau như chất răn, bột mịn, chất lỏng (nhớt hoặc không 
nhớt, bay hơi hoặc không bay hơi)..., nên mồi loại mẫu 
thư yêu cầu những thao tác ricng biệt.
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Cân chất ran
Chất rắn cỏ 2 dạng: Dạng khối lượng lớn có bột hay không 
cỏ bột tren bề mặt vả dạng bột mịn hay những tinh thê nhò. 
Khi cân chất răn cỏ khôi lượng lớn và có bột trên bê mặt, 
dùng giẩv cân để bảo vệ cân. còn không có bột trên be mặt, 
trơ có thê đặt trực tiêp lên đĩa càn (ví dụ: viên bao).
Mẩu chất rắn phái lấy bằng kẹp gắp, không lấy bằng tay. 
Hiện tượng tích điện:
Dạng bột mịn có xu hướng tích điện, làm các tiêu phân bay 
xung quanh. Hiện tượng này phải được loại bò trước khi 
cân. Có thể dùng thiết bị chổng tích điện dể làm giâm đến 
mức tổi thicu vấn đề này.
Hiện tượng tích điện phụ thuộc vào độ ẩm tương dồi cùa 
phòng thí nghiệm. Trong điều kiện nào đó, có thể sự tích 
điện được tạo ra bời loại quần áo mà người thao tác cân 
đang mặc. Diện tích này khi phóng điện gây những sai số 
lớn về khối lượng.
Quy trình càn:
Đặt dụng cụ chứa mẫu lên đĩa càn, đóng cửa buồng cân và 
cân theo chỉ dẫn “Các phương pháp cân”, cẩn thận thêm 
mẫu cân dạng bột bane một thìa xúc vào dụng cụ chửa cho 
tới khi đạt lượng mong muốn. Thao tác cân thận đe tránh 
rơi vãi ra ngoài. Đóng Cira buồng cân và ghi khối lượng 
mẫu cân ngav khi cân ồn định.
Sự rơi vãi:
Neu chât răn bị rơi vãi ra neocài, lấy dụng cụ chứa ra, loại 
bỏ hoàn toàn các chất liệu rơi đồ trên cân, làm sạch bên 
trong, bên ngoài buồng cân, bàn cân, tránh đc người sau 
tiếp xúc với các chẩt liệu rơi văi.
(Chú ỷ: Không cho trờ lại lọ chửa mẫu các mẫu cân dư). 
Cân chat lóng
Chất lỏne có thê bay hơi hoặc khùng bay hơi và nhớt hoặc 
không nhớt. Mỗi loại có những chú ý riêng biệt.
Cân theo hướng dẫn “Các phương pháp cân”, chú ý thêm 
các phần sau:
Chất lỏng luôn luôn được cân vào dồ đựng (chứa) có nẳp 
đê tránh sự bay bơi. Tốt nhất chat lỏng nên được cho vào 
bình cân ơ bẽn ngoài cản để tránh đổ tràn trên càn.
(Chú ý: Chat lòng đô tràn trong buông cân có thè gâv những 
hư hỏng nghiêm trọng cho càn và khó lau chùi sạch).
Chất lóng không nhớt có thổ được ỉẩv bằng một pipet 
Pasteur có gắn một quả bóp cao su nhỏ như ống nhỏ giọt. 
Chat lòng được rót vào binh, dậy nắp và đặt lẽn càn.
Một lượng nhỏ chắt lỏng nhoi cỏ thề được lấy bằng cách 
chạm một đũa thủy tinh tới bề mặt chất lòng rồi cân thận 
chạm que này tới thành bỉnh căn mầu để một ít chất lỏng 
dược chuyến qua.
Cân các chat ỉiệìt ân mòn
Nhiêu hóa chât có tính ăn mòn. như các muối. Các chất 
liệu có tinh ãn mòn không nên để rơi đổ trên đĩa cân hoặc 
bcn trong buồng cân. cẩn thận khi càn các chất liệu nàv.

Kết luận
Thực hiện chặt chẽ theo các quy trình chỉ dẫn trôn, nhân 
viên phòng thí nghiệm có thể loại bỏ rhièu sai số trong quá 
trình tiên hành cân. Tuy nhiên, phai cỏ cán bộ kỹ thuật có

chuyên môn bảo trì và hiệu chuẩn cân định kỳ. Phải dùng 
các quả cân chuẩn đã được liên kêt với chuẩn quốc gia. 
Điều này là rất quan trọng.

3.2 NHIỆT KÉ

Các thiết bị đo nhiệt độ thích hợp cho các thử nghiệm 
trong Bộ tièu chuẩn quốc gia về thuốc phải đạt các yêu cầu 
kỳ thuật trong hệ thổng nhiệt kế chuẩn quốc gia.
Các thiết bị đo nhiệt độ cỏ thê là nhiệt kê thủy tinh - chất 
lỏng, nhiệt kế hiện số hoặc nhiệt kế đông hô.
Nhiệt kế hiện số hoặc nhiệt kế đồng ho gồm một đầu dò 
nhiệt độ. Đầu dò được gắn với một đồng hồ đo có khả năng 
chuyển tín hiệu ôm hoặc milivôn sang đại lượng nhiệt độ. 
Phần đầu dò nhiệt độ được nhúng ngập trong môi trường 
cần đo được làm bàng chất liệu trơ.
Việc chuân hóa nhiệt kế được thực hiện định kv theo tân 
suất xác định noi với thang nhiệt độ chuẩn quốc gia. Cân 
chủ ý điêu kiện, thiết bị cụ thổ được sừ dụng đê chọn thiết 
bị đo nhiệt độ phù hợp.
Các nhiệt kế thủy tinh - chất lỏng được chuẩn hóa theo 3 
cách: Nhúng sâu toàn phàn, nhúng từng phần hoặc nhúng 
sâu hoàn toàn. Vi vậy khi sử dụng các nhiệt kế này can 
tuân thu theo điều kiện đâ được chuẩn hóa. Việc chuẩn hóa 
các nhiệt kế được thực hiện định kỳ’ theo tần suất xác định 
nối với thang nhiệt độ chuẩn quốc gia.
Việc chuẩn hóa nhiệt ke thủy tinh - chất lỏng loại nhúne 
sâu loàn phần được thực hiện bằng cách nhúng sâu nhiệt 
kế vào môi trường đo tới phẩn trên cùa cột chất lỏng, phần 
còn lại của thân nhiệt kế ờ nhiệt độ phòng.
Việc chuẩn hóa nhiệt kẻ thúy tinh - chất lòng loại nhúng 
từng phần được thực hiện bang cách nhúng nhiệt kế ở 
một dộ sâu cố định, phần thân nhiệt kế còn lại ở nhiệt độ 
phòng. Loại nhiệt kế này dược khấc vạch quy định độ sâu 
được nhúng trong môi trường đo nhiệt độ.
Việc chuẩn hóa nhiệt kế thúy tinh - chất lòng loại nhúng 
sâu hoàn toàn được thực hiện băng cách cho toàn bộ nhiệt 
kế vào mòi trường cần đo nhiệt độ.
Ncu càn sử dụng trong những điều kiện khác với điều kiện 
chuẩn hóa thì cần phải hiệu chình đề có giá trị đo đúng.

3.3 DỤNG CỤ ĐO THÍ: TÍCH

Hau hốt các dụng cụ đo thê tích dùng trong phân tích được 
chuẩn hỏa dưng tích ờ 20 °c, mặc dù nhiệt độ phòng thí 
nghiệm và nhiệt độ quy định cho các phcp thứ và định 
lượng thường là 25 °c. Sự khác nhau này không quan 
trọng, miễn là nhiệt độ phòng thí nghiệm tương đối hăne 
định. Khi cần tiến hành thừ nghiệm đúng ờ 20 °C' thì vêu 
cầu nàv được ghi trong chuyên ỉuận riêng.
Đê giám thiêu sai số phép đo thể tich, dụng cụ đo thê tích, 
nguyên vật liệu và dung môi dùng pha chế dung dịch, khu 
vực pha chê và việc điều chinh thê tích cu ôi cùng phải 
dược duy trì ớ cùng một nhiệt độ.
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Để đạt được độ chính xác yêu cầu trong nhiều phương 
pháp định lượng có các phép đo thể tích chỉnh xác. cần lựa 
chọn vả dùng các dụng cụ đo thể tích thích hợp. Chọn kích 
cỡ cùa buret phù họp sao cho thể tích dung dịch chuẩn độ 
không ít hơn 30 % thẻ tích danh định cua buret. Muốn đo 
thổ tích một dung dịch chuẩn độ dưới 10 ml thì phàì dùng 
buret 10 ml hoặc microburet.
Dune sai thổ tích đối với các loại binh định mức, các pipet 
chính xác có bâu, pipet chia độ và các buret là dung sai đâ 
dược Tổ chức Tiêu chuẩn hóa quốc tế (ISO) thừa nhận và 
được ghi troné các bảng kèm theo dưới đây.
Khi sử dụng các pipet chính xác có bầu và pipet chia độ 
được chuẩn hóa theo kiêu đổ ra “TD” (to deliver) phài giữ 
pipet thẳng đứng và đầu pipet phải chạm vào thành bình 
hừng rồi cho chất lỏng chảy ra.
Các số đọc thể tích trên buret phải dược lượng giá tới 
0,01 ml đối với buret 25 ml và 50 ml, và tới 0,005 rnl đổi 
với burct 5 mỉ và 10 ml.
Troné các trường họp đặc biệt như đo thể tích chất lỏng 
nhcrt như siró, dùng pipet được chuẩn hóa theo kiểu dô vào 
"TC” (to contain) hocặc binh định mức. Sau khi đã đồ chất 
lỏng ra, phải rữa sạch thành trong của dụng cụ và gộp nước 
rửa vào phân chất lỏng đã lấy.

Bình định mức

Dung tích (ml) Sai số cho phép (mỉ)
5 ± 0,025
10 ± 0,025
25 ±0,04
50 ± 0,06
100 ±0,10
200 ±0,15
250 ±0,15
500 ± 0,25
1000 ±0,40
2000 ± 0,60

Pipet chỉnh xác có bầu (kiểu đỗ ra)

Dưng tích (ml) ' Sai số cho phép (ml)ị1 .1 HD
í °1

± 0,005
1 ± 0,007
2 ± 0,01
5 ±0,015
10 ị ±0,02
20 ±0.03
25 ±0,03
50 ± 0,05
100 ±0,08
200 ±0 10

Pìpct cìtia độ

Dung tích (mi) Sai sổ cho phép (ml)
I ± 0,006
2 ± 0,01
5 ±0,03
10 ±0,05
25 ±0,1

urct

Thể tích xác định Phân độ ! Sai sô cho 1
(ml) (ml) (ml)

10 (micro buret) 0,02 ± 0,02
25 0,10 ± 0,03
50 0,10 ± 0,05

3.4 PIIÈU LỌC THỦY TINH XỐP
Bìmg 3.4. ỉ - Đường kính lồ xổp của phều lọc thủv tinh xổp

Đường kính ., , *T ' Cách dùng chính
loxốp(pm) i _  _ ■
Nhò hơn 2,5 Lọc vi k h u ẩ n _______

4 đến 10

10 đến 40 

40 đến 100 

100 đến 160 

160 den 500

Lọc cực mịn, phân tách các vi sinh vật cỏ 
đường kính lởn. __ _ _ _ _ _
Lọc dùng trong phân tích, lọc thủy ngân rất: 
mịn, phân tán rất nhỏ các khí.
Lọc mịn, lọc thủy ngân, phân tán nhỏ các khí. 
Lọc các chất thó, phân tán và rửa khí, làm, 

ị giá lọc cho các vật liệu lọc khác.
Lọc các chất rất thô, phân tản và rửa khí.

Bảng 3.4.2 - Bàng so sánh độ xốp của các phễu lọc xổp

CÁ i Đường kính tối đa Ị ioU 1 
í của các lỗ xốp Đức Pháp Ành

độ xôp (gm) Ị
1,6 dưới 1.6 5f ! - -

- 1 đến 2,5 5 - 5
4 1,6 den 4 - - -

- 4 đến 6 5 -
10 4 đến 10 4f - 4
16 í 10 dển 16 4 4 :
40 Ị 16 dến 40 3 3 3

- 40 đến 50 - - 2
100 40 đen 100 2 2 -

- 100 đền 120 - - 1
160 ; 100 đến 160 1 1 -

- 150 đến 200 0 0 -

250 160 đến 250 - - -

- 200 den 500 - 00 -

(Những giới hạn chỉ dẫn là gần đúng)
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3.5 CỠ BỘT VÀ RÂY 

Bột
Các cỡ bột được quy định dựa vào các sô cùa rây. Trừ khi 
có chỉ dẫn khác, khi quy định dùng một rây dế xác định cỡ 
bột thì không được có dưới 97 % khối lượng thuốc bột qua 
được cỡ rây đó. Khi quy định dùng hai rây đế xác định cỡ 
bột thì đề một rây lên trẽn rây kia và tiến hành rây; không 
được có dưới 95 % khối lượng thuốc bột qua rây có sổ rây 
cao hcm và không được quá 40% khối lượng thuốc bột qua 
rây có số rảv thấp hơn.
Người ta dùng những ký hiệu sau đây để quy định các cờ bột: 
Bột thỏ (1400/ 355) là bột mà không ít hơn 95 % phân từ qua 
được rây sổ 1400 và không quá 40 % qua được rây số 355. 
Bột nửa thô (710/ 250) là bột mà không ít hơn 95 % phần 
tử qua được rây số 710 và không quá 40 % qua được rây 
số 250.
Bột nửa mịn (355/ 180) là bột mà không ít hơn 95 % phần 
tử qua dược rây số 355 và không quá 40 % qua được rây 
số 180.
Bột mm (180/ 125) là bột mà không ít hơn 95 % phần tù qua 
được rây số 180 và khôna quá 40 % qua dược rây so 125. 
Bột rất mịn (125/ 90) là bột mà không ít hơn 95 % phần 
từ qua được rây sổ 125 và không quá 40 % qua được rây 
số 90.

Rây
Lưới rây có thể dột bàng sợi kim loại hoặc sợi các vật liệu 
khác thích hợp và dệt thành những mắt vuông. Lưới của 
rây dùng để rây bột thuốc được phân loại bàng những con 
sổ, chủng biểu thị kích thước lo rây quy định tính bàng 
milimét (Bảng 3.5). Vật liệu đê làm lưới rây không được 
tạo ra một phản ứng nào với những bột đem râv. Khi rây, 
tránh kéo dài thời gian vi sè làm tăng độ mịn cùa bột. Khi 
không dùng vào mục đích phân tích, có thể dùng rây có 
mắt tròn, có đường kính trong bằng 1,25 lan chiểu rộng 
mất vuông cùa rây cỏ cờ tương ứng.

Bảng 3.5 - Cỡ rây (kim loại)

Số rây* Cỡ mắt rây Đường kính sợi dây
(mm) 1 (mm)

2000 2,000 0,900
1400 1,400 0,710
710 0,710 0,450
500 0,500 0.315
355 0,355 0,224
250 0,250 0,160
180 0,180 0,125
150 0,150 0,100
125 0,125 0,090
90 0,090 0,063
75 0,075 0,050
45 0,045 0,032

Đổi với hột thô hoặc nữa thô thì lấy 25 g tới 100 g bột đề 
thử. Cho vào rây thích hợp, lãc rây theo chiêu neang quay 
tròn ít nhât 20 min và rây tói khi xong. Cân đủng sỏ lượng 
còn lại ờ trên rây và sô thu được trong hộp hứng.
Đói với bột nửa mịn, mịn hay rât mịn thì tiên hành như bột 
thô, nhưng mẫu bột lẩy đổ thử không quá 25 g và lẫc rây ít 
nhất 30 min rồi rây tới khi xong.
Trường họp phải rây nhũng chất có dâu hay những bột 
khác cỏ xu hướng bít măt rây thì trong quá trình rây thinh 
thoảng chải cân thận măt rây, tách rời những đông tụ lại 
khi rây.
* Số rây biểu thị kích thước đo bằng pm cùa mắt rây.
Nhừng quy dịnh mắt rây bằng sợi kim loại chù yếu được lựa 
chọn trong tiêu chuẩn ISO 565 - 1975.
Ghi chú: Đổi với dược liệu có khi cần dũng các cỡ rây to hơn so 
với bảng cỡ ràv trên, trong trường họp nảy chì cân nôu rổ kích 
thước cùa cõ mắt rây.

3.6 RỬA DỤNG cụ  THUỶ TỈNIỈ

Độ sạch của dụng cụ thủy tinh đem dùng có anh hường 
rất ỉớn đến kết quả của một phép thử hoặc một phép định 
lượng. Các dụng cụ thùv tinh như cốc vại cỏ mỏ, buret, 
pipet, bình nón, bình cẩu v.v... đều phải thật sạch, đặc biệt 
là khi được dùng để định lượng bàng phương pháp vi sinh 
vật, thừ chất gẩy sốt, hoặc khi dùng để lấy một thổ tích nhò 
chất lỏng hay dung dịch.
Một trong những chất làm sạch dụng cụ thủy tinh tốt nhất 
là acid nitric đun nóng. Hỗn hợp acid cromic cũng là tác 
nhân làm sạch rất tốt dùng đê loại sạch chất hừu cơ khỏi 
bề mặt thủy tinh mà không phải đun nóng. Hỗn hợp nàv 
được pha chế băng cách hòa tan 200 g natri dicromat (TT) 
hoặc kali dicromat (Tf) vào khoảng 100 ml nước, làm 
lạnh trong nước đả rồi thêm từ từ 1500 ml acid sulfuric 
(TT), vàra thêm vira khuấy. Việc pha chế phải dược thực 
hiện trong cốc vại băng thủy tinh boro-silicat và càn đco 
kính bảo hộ khi thêm acid. Hỗn hợp acid cromic là chất 
rất ăn mòn và hút nước, vì thế, phải được bào quàn trong 
những bình thủy tinh có nút mài và để ờ nơi an toàn. Khi 
đê yen, tinh thổ acid cromic cỏ thể được tạo thành, tách ra 
khỏi hồn hợp, khi đó cần gạn để loại đi. Nếu hỗn hợp acid 
cromic có màu xanh thì không dùng nữa.
Dụng cụ thúy tinh được xừ lv bằng hồn hợp acid cromic 
cân phải rửa bang nước rất nhiều lần để tránh acid cromic 
bị hút bám lên bề mặt. Không dùng hồn hợp này đe làm 
sạch những bình đựng dùng cho cảc phcp đo quang học. 
Mặc dù hôn hợp acid cromíc là chât làm sạch rât tôt, nhưng 
nó cũng được khuyến cáo không sử dụng ở nhiều phòng 
thí nghiệm vì acid cromic có trong danh sách chất thài độc 
hại nguy hiểm cùa cơ quan bảo vệ môi trường Mỹ (LPÀ). 
Để rửa sạch dụng cụ thủy tinh, người ta còn có thể dùng 
những dung dịch tẩy rửa tổng hợp hoặc nhưng hỏa chất tẩy 
có tính kiêm như trinatri phosphai; dùng những chất này 
cũng cỏ ycu cầu phải rửa nhiều lần bằng nước.
Tất cả dụns cụ thủy tinh cuối cùng đêu được tráng bans 
nước caí và lâm khô trước khi đùng.
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4.1 PHƯƠNG PHÁP QUANG PHỎ HẤP THỤ TỬ 
NGOẠI VÀ KHẢ KIẾN

Phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và khà kiến còn 
được gọi là phương pháp quang phò hấp thụ điện từ, là một 
trong các phương pháp phàn tích dựa trên sự hấp thụ bức 
xạ điện từ.

Xác định độ hấp thụ
Độ hấp thụ A của một dưng dịch là logarit thập phân cua 
nghịch đào độ truyền quang T khi cho ánh sáng đon sắc đi 
qua. Nó dược bicu thị bang phương trình:

A = logio — | = log](J-Ỉ2-

Trong đó:
I là cường độ ánh sáng đon sac sau khi đã truyền qua dung dịch; 
I0 là cường độ ánh sáng đơn sác tới;
T là độ truyền quang.
Ngoại trừ sự có mặt của các yếu tố lý - hóa học khác, 
độ hấp thụ A tỳ' lệ với độ dài quang trình d của ánh sáng 
truyền qua dung dịch (bề dày lớp dung dịch) và nồng độ c 
của dung dịch chat khảo sát. Sự phụ thuộc này được bicu 
thị bằng phương trình:

A = £ X c X d
Trong đó:
£ là độ hấp thụ mol; 
d đưọc biểu thị bang cm; 
c biổu thị bằng mold ít.
Độ hấp thụ của dung dịch chất tan ờ nồng độ í % (kl/tt) 
hay 10 g/1 trong một cốc đo có chiều dày 1 cm và đo ờ một 
bước sóng xác định là độ hấp thụ riêng của chất tan vả 
được ký hiệu là A (1 %, 1 cm). Độ hấp thụ riêng của chất 
tan được tính bằng công thức:

, 10X8
A(l%, 1 cm)= — 77  - ■M

Trong đó:
M là khối lượne phân từ của chất thừ.
Độ hấp thụ ricng của một chất trong một dung môi xác 
định và đo ờ một bưóc sóng xác định là một đặc tính cùa 
chất dó. Trừ những chì dẫn khác trong chuyên luận riêng, 
người ta đo độ hấp thụ ở độ dài sóng quy định và sử dụng 
quang trình dài 1 cm ỏ- 19 °c đến 21 °c.
Ngoại trừ các chì đẫn trong chuyên luận riêne. các phcp 
đo được tiến hành so sảnh với dune môi hoặc với hỗn họp 
dung mỏi đã dùng đề chuẩn bị mẫu thừ. Độ hấp thụ của 
dung môi hoặc hồn hợp dung môi đo đổi chiểu với không 
khi không được vượt quá 0,4 và tốt nhất là dưới 0,2. Khi 
vẽ pho hấp thụ, đặt độ hấp thụ hoặc hàm so của độ hấp thụ

trên trục tung và đặt ctộ dài sóng hoặc hàm số của độ dài 
sóng trên trục hoành.
Khi một chuyên luận riêng dưa ra một trị số riêng lè cho 
vị trí cùa một cực đại, điều này được hiểu là trị số khảo sát 
được cỏ thê lệch không quá ± 2 nm.

Thiết bị
Máy quang phô thích hợp dùng cho việc đo phổ vùng từ 
ngoại và khả kiên bao gôm một hệ thông quang học có khả 
năng cung câp ánh sáng đơn săc trong dải từ 200 nm đến 
800 nm và một thiêt bị phù hợp để đo độ hấp thụ. Ilaì cóng 
đo dùng cho dung dịch thừ và dung dịch đối chiếu cần phải 
có đặc tính quang học như nhau. Khi đo trên máy tự ghi 
hai chùm tia, cốc đựng dung dịch đối chiếu được đặt ở bên 
cỏ chùm tia đối chiểu đi qua.

Kiềm tra độ dài sóng
Kiểm tra thang độ dài sóng bằng cách sử dụng cực đại 
hấp thụ cùa dung địch holmi perclorat. Vạch phổ cùa đèn 
nguồn hydro hoặc đèn deuterium và các vạch phổ của đèn 
hơi thủy ngân được chì ra ừ dưới đây:
Giới hạn sai lệch cbo phép là ± 1 nm ờ vùng tử ngoại và 
± 3 ntn ở vùng khả kiến.

DƯỢC ĐIỂN VILT NAM V

241,15 nm (Ho) 404,66 nm (Hg)
253.70 nm (Hg) 435,83 nm (Hg)
287.15 nm (Ho) 486,00 nm (Dp)
302,25 nm (Hg) 486,10 nm (Up)
313,16 nm (Hg) 536,30 nm (Ho)
334,15 nm (Hg) 546,07 nm (Hg)
361,50 nm (Ho) 576,96 nm (Hg)
365,48 nm (Hg) 579,07 nm (Hg)

Kiểm tra độ hấp thụ
Kiểm tra độ hấp thụ cúa dung dịch kali dicromat ờ các độ 
dài sóng chi ra ở Bảng 4.1. Trong bảng mỗi độ dài sóng có 
một giá trị chính xác của độ hảp thụ riêng A (1 %, 1 cm) và 
các giới hạn cho phép. Dung sai độ hâp thụ là 0,01.
Đế kiểm tra độ hấp thụ ở bước sóng 235 nm, 257 nm, 
313 nm và 350 nm, dùng một dung dịch kali dicromat 
được chuẩn bị theo cách sau: Hòa tan 57,0 mg đến 63,0 mg 
kali dicroinat đà được sấy ở 130 °c đến khối lượng không 
đồi trong một lưọng dung dịch acid sulfuric 0,005 M  đẻ 
tạo thành vừa đủ 1000 ml dung dịch. Đê kiểm tra độ hấp 
thự ở bước sóng 430 nm, hòa tan 57,0 mg đến 63,0 mg 
kali dicromat đã được sây ờ 130 °c đên khói lượng không 
đôi trong một lượng dung dịch acid sulfuric 0,005 M  đẻ tạo 
thành vừa dù 100 ml dung dịch.

Bàng 4. ỉ

Độ dài sóng A Giói hạn
(nm) (1 %, 1 cm) cho phép
235 124.5 122,9 - 126,2
257 144,5 142,8 - 146,2
313 48,6 47,0 - 50,3
350 107,3 105,6- 109,0
430 15,9 15,7- 16,1
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Giới hạn ánh sáng lạc
Ánh sáng lạc có thê đirợc phát hiện ờ độ dài sóng đã cho 
bang kính lọc thích họp, hoặc dung dịch hỏa chât thích 
hưp ví dụ độ hâp thụ của dung dịch kali dor id ỉ,2 % (TT) 
trong một cốc đo có quang trình dài 1 cm phài táng rõ rệt 
<úừa bước sóng 220 iưn và bước sóng 200 nm và phải lớn 
hơn 2,0 ờ độ dài sóng 198 nm khi so sánh với nước cát.

Đô phân giải (cho phân tích định tính)
Khi có quy định trong chuyên luận, tiền hành kiêm tra độ 
phân giải cùa máy như sau: Ghi phổ của dung dịch tollten 
0.02 % (it/tt) trong hexan (77). Giá trị tôi thiêu của tỷ sô 
giữa độ hấp thụ ở cực đại 269 nm và độ hấp thụ ờ cực tiêu 
266 nm được quy định trong chuycn luận riêng.

Độ rộng khe phỏ (cho phân tích định lượng)
Đẻ tránh sai sổ gây ra bời độ rộng khe phô, khi sử dụng 
một máy có độ rộng khe phô thay đổi ở độ dài sóng đà 
chọn thì độ rộng khe phổ phải nhỏ so với nửa độ rộng của 
băng hấp thụ. Nhưng độ rộng này phải đủ lớn đê thu được 
giá trị cao của cường dộ ánh sảng tới 10 vả việc thu hẹp độ 
rộng khe phổ sau đó phải không làm cho độ hấp thụ đọc 
được tâng lên.

Cốc đo (cóng đo)
Dung sai về độ dài quang trình cùa cốc đo là ± 0,005 cm. 
Khi đã được nạp đầy cùng một dung môi, các cốc đo có ý 
định sử dụng để chứa dung dịch mẫu thừ và để chứa dung 
dịch mẫu trẳng phái có độ truyền quang như nhau. Neu 
tiêu chuẩn này không được đáp ứng thì cần có sự hiệu 
chinh thích hợp.
Các cốc đo cần được làm sạch và thao tác thận trọng. 

Phưtmg pháp phổ đạo hàm
Phương pháp phổ đạo hàm là sự chuyển dạng cùa phồ hấp 
thụ sang pho đạo hàm bậc một, bậc hai hoặc bậc cao hơn. 
Phô đạo hàm bậc một là đồ thị của gradient đư('mg cong 
hấp thụ (tốc độ của sự thay đôi độ hấp thụ theo độ dài sóng, 
dA/dẰ) theo độ dài sóng. Phổ đạo hàm bậc hai là đồ thị của 
độ cong của pho hấp thụ (d2A/dX2) theo độ dài sóng. Nếu 
độ hấp thụ tuân theo định luật Lambert Beer, dạo hàm bậc 
hai tại bất kỳ độ dài sóng Ằ nào cũng liên quan tới nồng độ 
bời phương trình sau:

Ç ^  = d 2 ^ % jc m ) xcxd
dÁ2 dX2

Trong đó:
A là độ hấp thụ ờ bước sóng;
AO %, lcm) là độ hấp thụ riêng ờ bước sóng X; 
c là nồng độ cùa chất hấp thụ biểu thị dưới dạng % (kl/tt); 
d là bề đày của lớp chất hấp thụ tính bằng cm.

Thiết bị
Là một máy CỊuang phô đáp ứng các yêu cầu về kiồm tra độ 
dội sóng, kiêm tra độ hấp thụ đã nói ờ trên và dược ghép 
nôi thêm một modui vi phân trở - tụ cho tín hiệu tương tự, 
hoặc một vi phán kế kỹ thuật số, hoặc một thiết bị khác

thích hợp, tạo ra được phô đạo hàm bậc hai. Máy được sử 
dụng theo sự hướng dần cửa hàng sản xuất.
Một vài phưtmg pháp tạo phổ đạo hàm bậc hai đưa đến 
sự trôi sóng so với vị trí của độ dải sóng ờ pho bậc không, 
điều nàv cần được tính đến khi cẩn thiết. Trừ khi có những 
chi dẫn khác trong chuyên luận riêng, độ rộng khe phổ cùa 
máy phải được điều chinh như chi dẫn trong mục độ rộng 
khe pho ở trên.
Các cóng do phài đáp ứng các yêu cẩu quy định trong mục 
Cóng đo.
Nhiệt độ của tất cả các dung dịch dùng trong phép thử 
không dược khác nhau quá 0,5 °c.

Độ phân giải
Khi được quy định trong chuyên luận riêng, ta ghi phô 
đạo hàm bậc hai của dung dịch tollten 0,020 % (tt/tt) trong 
methanol (77) trong dải độ dài sóng từ 255 nm đến 275 nm, 
dùng methanol (77) trong cóng đổi chiếu. Phô phái thấv rõ 
một cực trị âm nho ở giữa hai cực trị âm lớn trong khoảng 
261 nm và 268 nm như Hình 4.1.
Trừ khi có chỉ dần khác trong chuyên luận riêng, tỳ' lệ A/B 
(xem Hình 4.1) không được nhò hơn 0,2.
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4.2 PHƯƠNG PHÁP QUANG PHÓ HỎNG NGOẠI 

Máy quang phổ
Máy quang phổ hồng ngoại dùng để ghi phổ trong vùng từ 
4000 cm'1 đến 650 cm'1 (từ 2,5 pm đến 15,4 |im) hoặc trong 
một vài trường hợp tới 200 cm'1 (50 gm). Mảy quang phổ 
chuyển dạng Fourier sử dụng bức xạ đa sắc và tính toán 
phô theo dải tần số từ các dừ liệu gốc bằng chuvển dạng 
Fourier. Các máy quang phô với hộ thống quang học tạo 
bức xạ đem sac trong vùng đo cũng có thể được sử dụng. 
Thông thường phổ được xcm là hàm số của độ truyền 
quang T; T là tỳ số của cường độ bức xạ tmvền qua và 
cường độ bức xạ tới.
Dộ hấp thụ cánh sáng (A) là logarit thập phân cùa nghịch 
đảo độ truyền quang.

Trong dử:
T = I n0;
I., là cưÒTìg độ ánh sáng tới;
I là cường độ ánh sáng truyền qua.

Chuẩn bị mẫu
Đe ghi phổ truyền quang hay phổ hấp thụ, chất thừ được 
chuẩn bị theo một trong các phương pháp sau:
Chát ỉỏng
Đo phổ của một chất lòng dưới dạng phim giữa 2 tấm 
phẳng trong suốt đối với bức xạ hồng ngoại hay trong cốc 
đo có bề dầy thích hợp và cũng trong suốt đối với bức xạ 
hồng ngoại.
Các chất lỏng hay chất ran chuẩn bị dưới dạng dung dịch 
Chuẩn bị dưng dịch thừ với dung mói thích hợp. Chọn nồng 
độ và bề dày cùa cốc đo thích hợp đc có thê ghi được một 
phố tốt. Nói chung, có thể thu được kết quả tốt với nồng độ 
từ 1,0 % đến 10 % và bề dày của cốc do từ 0,5 mm đến 
0,1 mui.
Các chât rởn
Đo phổ cùa chất ran được phân tán trong một chất lòng 
(bột nhão) hay trong một chất rắn thích hợp (đĩa halid). 
Nếu có quy định trong chuyên luận riêng, làm một phim 
mỏng từ khối chất rắn nóng chảy giữa hai tấm phăng trong 
suốt với bức xạ hồng ngoại.
Bột nhão
Nghiền một lượng nhò chất thử với một lượng tòi thiêu 
parafin lỏng hoặc chât lỏng khác phù hợp. Dùng từ 5 mg 
đến 10 mg chất thừ là vừa đủ để tạo một bột nhào phù hợp. 
Ẻp bột nhão giữa hai tấm phẳng trong suốt với bức xạ 
hồng ngoại.
Viên nén (đĩa ha ỉ id)
Trừ khi cỏ chi dẫn khác, nghiền 1 mg đến 2 mg chất thừ 
với 300 mg đén 400 mg bột mịn kali bromid (1R) hoặc 
kali cloríđ (IR) đã sấy khô. Lượng này thường đủ dể tạo 
một viên nén cỏ đưcmg kính 10 mm đến 15 mm và cho 
pho có cường độ phủ hợp. Nghiền hỗn hợp cẩn thận và 
rái đều nó tronẹ một khuôn thích hợp. Nén khuôn có hồn 
hợp chất thư tới áp suất khoảng 800 MPa trong điều kiện
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chân khỏng. Một vài yêu tố có thể tạo nên viên nén không 
tốt như: Nghiền không kỹ hay nghiền quá kỹ, độ ẩm, các 
tạp ehât trong môi trường phân tán. Viên nén không đạt 
yêu cầu nếu kiểm tra bằng mắt thấy vicn nén không đồng 
nhất và không trong suốt hay độ truyền quang ở khoảng 
2000 cn r1 (5 gm) nhò hơn 60 % khi không có băng hâp thụ 
đặc hiệu ờ vùng này và không có bù trừ bên tia đối chiếu, 
trừ khi có chi đẫn khác.
Các chát khí
Ghi pho các khí trong cốc đo trong suốt với bức xạ hồng 
ngoại và có quang trình 50 mm đẻn 100 mm. Đối với các 
chất khí có hệ so hảp thụ hồng ngoại nhô hoặc cỏ ờ dạng 
vết, ta dùng các cốc đo có hộ thống gương, tạo nên sự phản 
xạ bèn trong côc nhiêu lân và do đỏ có thê đạt quang trình 
] m hoặc thậm chí đến 10 Ĩ11 hoặc hơn nữa.
Tạo chân không trong cốc đo và nạp đầy khí đến áp suất 
yêu càu nhờ một nủt xoay hoậc một van kim với đường 
chu ván khí thích hợp nối cốc đo với bình chứa khí càn 
khảo sát. Neu cần điều chinh áp lực trong cốc đo đen ảp 
suất khí quyển, dùng một khí trong suốt với bức xạ hồng 
ngoại, ví dụ khí nitrogen hay argon. Đê tránh ảnh hường sự 
hấp thụ cùa hơi nước, carbon dioxyd hoặc những khí khác 
có mặt trong bầu khí quyển, đặt một cốc đo tương tự như 
cốc đo đựng khí cần khảo sát bên tia đối chiếu. Cốc đo này 
đã được hút chân không hoặc được nạp khí trong suốt với 
bức xạ hồng ngoại.

Ghi phổ bằng phản xạ toàn phần suy giảm
Đặt mẫu thừ tiếp xúc trưc tiếp với lăng kính phản xạ toàn 
phần suy giảm.

Ghi phổ bằng phản xạ nhiều lầu
Khi có chì định trong chuvẽn luận riêng, chuần bị chât thử 
theo các phương pháp sau:
Dung dịch
Hòa tan chất thử trong dung môi thích hợp theo những 
điều kiện đã được quy định trong chuyên luận riêng. Làm 
bay hơi dung dịch trên tấm thali bromo-iodid hoặc tấm 
phẳng khác phù hợp.
Chat ran
Đật chất thừ trên tấm thaii bromo-iodid hoặc trên tấm 
phẳng khác phù hợp sao cho có sự tiếp xúc đồng đều.

Định tính
Định tính bằng các chất đoi chiểu hóa học
Chuẩn bị chẩt thử và chất đổi chiếu theo cùng một 
quy trình và ghi phổ từ 4000 cm 1 đổn 650 cm'1 
(2.5 ptn đến 15,4 pm) trong những điều kiện như nhau. 
Cực tiều độ ưnyền qua (cực đại hấp thụ) trong phổ của chất 
thừ và chất đc i chiếu phải tương ứng về vị trí và cường độ. 
Khi phổ cùa chất thừ và cùa chất đổi chiếu ờ dạng răn có 
sự khác nhau về vị trí cùa cực tiểu độ truyền qua (cực đại 
hấp thụ), phài xử lv chất thử và chất đối chiếu theo cùng 
một cách sao cho chúng kết tinh hay tạo thành cùng dạng, 
hay tiến hành như mỏ tả trong chuyên luận riêng rồi mới 
ghi phồ.
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Định tỉnh bằng phổ đối chiếu 
Kiểm tra độ phân giải của máy
Ghi phổ của phim polỵstyren có bề dày 35 pin. Hiệu sô 
X (Hình 4.2) giữa phân trăm truyên quang tại cực đại 
truyền qua À ở 2870 cm'1 (3,48 ịim) và tại cực tiêu truyên 
qua B ờ 2851 cnv1 (3,51 |im) phải lớn hơn 18. Hiệu sô y 
giữa phần trăm truyền quang ở cực đại truyền qua c  tại 
1589 Cĩĩì'1 (6,29 pm) và ờ cực tiểu độ truyền qua D tại 
1583 cnr1 (6,32 gm) phải lớn hơn 10.
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So sóng cnv'

ỉfmh 4.2 - Phô của polystyren dừng để kiểm tra độ phân giải 

Kiêm tra thang sổ sóng
Có thê kicm tra thang số sóng bằng cách dùng phim 
polystyren. Phim này có các cực tiểu truyền qua (cực đại 
hâp thụ) ở các sô sóng (tính băng cm'1) như Bàng 4.2.

Bàng 4.2 - Cực tiểu độ truyền qua của phim polystyren và 
các giới hạn cho phép

Cực tiểu độ truyền qua Giói hạn cho phép !
_ (em'1) (em'1)

- 3060,0 77 ’ ±7,5 I
2849.5 ___7 ±2,0~~
1942,9 1 7  1~5~~

__160K2 7 ị 77 ±1,0 _
L , . 7 _ . J 583’0 • ±1,0 ~ ;

1154.5 ......... ± 7 0  ị
1028,3 ! ±1,0

Phương pháp
Chuân bị chất thử theo chỉ dẫn đi kèm với phổ đối chiếu. 
Tiến hành trong điều kiện giống như khi kiẻm tra độ phân 
giải, ghi plìổ của chất thử và chồng phổ lên các băng 
của polystyren ở 2849,5 em'1 (3,51 pm), 1601,2 cnr1 
(6,25 Ịam) yầ  1028,3 cnr’ (9,72 pm), So sánh phổ chất 
thử với phổ đối chiếu và với các băng của polystyren như 
chi đẫn trên. Dùmi các vị trí của băng poỉystyren đề làm 
chuẩn, vị trí của các băng có giá trị trong phổ của chất thừ 
và phổ đổi chiếu phải tương ứng trong khoảng 0,5 % thang 
số sóng. Cường độ tương đối của các băng phải phù hợp 
giữa 2 phổ.
Phương pháp quang phô cận hồng ngoại 
Phương pháp quang phổ cận hồng ngoại là kỹ thuật đạc 
biệt hữu ích đe định tính các chất hữu cơ. Mặc dù các 
phổ chỉ giới hạn trong các cộng hường của c  - H, N - H, 
o  - II và s - II, thường chúng cho các thông tin có giá trị. 
Tuy vậy, các phổ phụ thuộc vào một số thông số như kích 
thước hạt, tính đa hình, vết dune môi, độ ẩm ... mà những 
thông số này không thể luôn được kiểm soát. Vi lý do này, 
không thể so sánh trực tiếp phổ của chất thừ với phổ đối 
chiểu mà cần xử lý dữ liệu bằng phương pháp toán học đă 
được thẩm định.

4.3 PHƯƠNG PHÁP QUANG PHỒ HUỲNH QUANG

Phương pháp quang phổ huỳnh quang lả phương pháp 
phân tích dựa trên phép đo cường độ huỳnh quang phát ra 
từ một chất hóa học khi nó được kích thích do hấp thụ bức 
xạ từ ngoại, khả kiến hoặc các bức xạ điện từ khác. Trong 
phương pháp này, cường độ huỳnh quang của chất thừ 
được so sánh với cường độ huỳnh quang của chất chuẩn 
đo trong cùng điều kiện.

Máy
Vận hành máy quang phồ huỳnh quang theo chỉ dẫn của 
hẫng sản xuất máy.

Phương pháp tiến hành
Chuân bị dung dịch như mô tả trong chuyên luận, chuyển 
dung dịch vào cổc đo của mảy quang phô huỳnh quang và 
chicu vào nó bức xạ kích thích với bước sóng đơn sãc đẵ 
được ghi trong chuyên luận. Đo cường độ huỳnh quang 
của dung dịch ớ bước sóng phát huỳnh quang được ghi 
trong chuyên luận.
Đe định lượng, đưa vào máy cổc đựng dung môi hoặc hỗn 
hợp dung môi dùng để hòa tan mẫu thử và điều chình máy 
về điểm "0". Đưa dung dịch chuẩn đã được chuẩn bị như 
mô tả trong chuyên luận vào máy và điều chinh độ nhạy 
của máy để kết quà đọc trên thang đo lớn hơn 50. Nếu 
thay đổi khe sáng khi điều chinh lần thứ hai thì phải đặt 
lại điêm 0 và cường độ huỳnh quang của chuân cung phải 
được đo lại. Cuôi cùng, đưa mẫu thử vào máy, đo cường 
độ huỳnh quang và tính nong độ của dung dịch thừ theo 
công thức sau:

PHU LỤC 4
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Cx- (  IX*CS)/IS
Trong đó:
Cs và c x lan lượt là nồng độ cùa dung dịch chuẩn và dung 
dịch thử;
Is và lx lẩn lượt là cường độ huỳnh quang cùa dung dịch 
chuẩn vả dung dịch thử.
Khi cường dộ huỳnh quang không thật sự tỷ lệ thuận với 
nồng độ, việc định lượng có thê được thực hiện dựa trên 
đồ thị chuẩn.
Trong một số trường hợp, phép định lượng có thổ được so 
sánh với một mẫu chuân đối chiếu có bản chất hóa học khác 
mẫu thử (Ví dụ: Thủy tinh phát huỳnh quang hoặc dung 
dịch một chất phát huỳnh quang khác với mẫu thừ). Trong 
trường họp này, nồng độ của chất thử phải được xác định 
bang clồ thị chuẩn đo trong củng điều kiện với mầu thử.

4.4 PIIƯƠNG PHÁP ỌƯANG PHÓ NGUYÊN TỦ 
PHÁT XẠ VÀ HẮPTHỤ

Các phương pháp quang phổ nguyên tử phát xạ và hấp thụ 
được sử dụne đé xác định nồng độ của các nguyên to bằng 
phép đo cường độ phát xạ hoặc hấp thụ ánh sáng ờ bước 
sóng đặc trưng bời hơi nguyên từ của nguyên to được hóa 
hơi từ chất cần phân tích, ví dụ, bàng cách đưa một dung 
dịch của chất phân tích vào ngọn lửa.

Phương pháp quang phổ phát xạ nguyên tử
Phương pháp quang phô phát xạ nguyên tử là phương pháp 
xác định nồng độ của một nguyên tố trong một chât bang 
cách đo cường độ của một trong các vạch phát xạ của hơi 
nguyên tử cùa nguyên tổ được hóa hơi từ chât đỏ. Việc xác 
định nồng độ nguyên tố được tiến hành ờ bước sóng tương 
ứng với các vạch phát xạ nàv.

Thiết bị
Máy quang phổ phát xạ nguyên từ bao gôm các bộ phận 
chủ yếu là bộ phận hóa hơi nguyên tư cùa các nguycn tố 
cần xác định (ngọn lừa, plasma, hồ quang điện v.v...), bộ 
đơn sắc hóa và bộ phạn phát hiện. Nếu bộ phận hỏa hơi là 
ngọn lửa, nước là dung mòi được lựa chọn đê pha dung 
dịch thử và dung dịch chuẩn. Tuy nhiên, dung môi hữu cơ 
cũng được sử dụng nếu đàm bào chắc chắn rang 11Ó không 
ảnh hường đến độ ôn định cùa ngọn lưa.

Phương pháp tiến hành
Vận hành máv quang plìỏ phát xạ nguycn từ theo như chì 
dẫn của hãng sản xuất về cách đặt bước sóng quv định. 
Đưa dung dịch mẫu trang vào bộ phận hóa hơi nguyên 
tử và hiệu chỉnh tín hiệu đọc được vè "0". Đưa dung dịch 
chuẩn đặc nhất vào buồng hóa hơi nguyên từ và hiệu chỉnh 
độ nhạy cùa mảy để có trị giá đọc thích hợp.
Việc định lượng được thực hiện bang cách so sánh các 
dung dịch thừ chưa biết nồng độ với các dung dịch chuẩn 
cùa nguyên to cần xác định bằng phương pháp xác định 
trực tièp (phương pháp ]) hoặc bàng phương pháp thêm 
chuẩn (phương pháp 2).

Sừ dụng phưong pháp 1, trử khỉ có chi dẫn khác.
Phương pháp ỉ: Phương pháp xác định trực tiếp 
Chuẩn bị dung dịch chất để thừ (dung dịch thừ) như được 
mô tà trong chuyên luận riêng sao cho nong độ cùa nguyên 
tố cần xác định nam trong khoáng nồng độ cùa các dung 
dịch chuẩn. Chuẩn bị không ít hơn ba dung dịch chuẩn của 
nguyên tố cần xác định có nồng độ nam trong khoảng phụ 
thuộc tuyến tính giữa nồng độ và cường độ vạch phát xạ 
của nguycn tố cẩn phân tích. Bất kỳ thuốc thử nào được 
dùng trong việc chuân bị các dung dịch thử đều phải được 
thêm vào các dune dịch chuân và dung dịch mẫu trắng ờ 
cùng nồng độ. Đưa dung dịch mẫu trắng vào máy, điều 
chình tín hiệu đọc được về "0". Đưa lần lưọt dung dịch 
thử và từng dung dịch chuẩn vào máy, ít nhất mỗi dung 
dịch làm ba lần, ghi lại kết quà đọc ôn định. Rửa máy bằng 
dung dịch mẫu trắne sau mỗi lần đo cho đến khi tín hiệu 
trờ về giá trị đọc ban dầu của mẫu trắng. Từ cường độ vạch 
phát xạ đọc được cùa các dung dịch chuẩn, thiết lập đường 
chuẩn biểu thị sự thay đổi cường độ vạch phát xạ theo 
nồng độ nguyên tố cần xác định và từ đường chuẩn này 
xác định nồng độ nguyên tố trong dung dịch thử.
JPhương pháp 2: Phương pháp thêm chuẩn 
Cho vào ít nhất ba bình định mức có dung tích như nhau, 
các thể tích băng nhau của dung dịch chất đem thử (dung 
dịch thử) được chuẩn bị như chỉ dẫn trong chuyên luận. 
Thôm vào tất cà các bình, trừ một bình, các thể tích lớn 
dần của dung dịch chuẩn có nồng độ đã biết của nguyên 
tố cần xác định sao cho nồng độ của nguyên tố này trong 
các bình đều nam trong khoảng tuyền tinh giữa nồng độ và 
cường độ phát xạ. Pha loảng các dung dịch có chứa trong 
bình đến vừa đù thê tích bằng dung môi.
Đua dung dịch mầu trắng (dung môi) vào mảy, điều chinh 
tín hiệu đọc được về "0". Dưa lần lượt từng dung dịch thừ 
và tửng dung dịch chuẩn vào máy, ít nhất mỗi dung dịch 
làm ba lần, ghi lại kết quả đọc on định. Rửa máy bàng 
dung dịch mầu trắng sau mỗi lan đo cho đen khi tin hiệu 
trờ vồ giá irị đọc ban đau cùa mẫu trang. Tính phương trình 
hồi quy cùa đường chuẩn bang cách dùng phương pháp 
bình phưong tối thiểu và từ dường thẳng này, xác định 
nồng độ của nguyên tố cần định lượng trong dung dịch 
thử. Một cách khác, vẽ dồ thị biểu điền sự liên quan giữa 
giá trị đọc được và lượng thcm vào của nguycn tố cẩn xác 
định. Nổi các điểm trên dồ thị và kéo dài về phía trái cho 
đến khi nó gặp trục nồng độ. Khoảng cách giữa diêm này 
và diêm giao nhau cùa trục tọa độ là nông độ của nguyên 
tổ cần xác định trong dung dịch thừ.

Phương pháp quang phổ hấp thụ nguyên tử
Phương pháp quang phô hấp thụ nguyên tử là phương pháp 
xác định nồng độ cùa nguyên tố trong một chất bằng cách 
đo độ hấp thụ bức xạ bời hơi nguyên tử tự do của nguyên 
tố đó được hỏa hơi từ chất thử. Việc định lượng được tiên 
hành ở bước sóng của một trong những vạch hấp thụ của 
nguyên tô cần xác định.
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Thiết bị ,
Máy quang phổ hấp thụ nguyên tử chủ yêu bao gồm nguôn 
bức xạ, bộ phận hỏa hơi nguyên tử của nguyên tô cân xác 
đinh (n^ọn lừa, lò graphit v.v...), bộ đơn sắc hóa vả bộ 
phận phát hiện.
Phương pháp đưa các chất vào để phàn tích phụ thuộc 
vào kv thuật nguyên tử hóa mâu. Nêu nguyên từ hóa băng 
ngon lửa. các chất sẽ được hóa hơi và nước là dung môi 
đừơc chọn để chuẩn bị các dung dịch chuẩn và thừ, tuy 
nhicn các dung mỏi hữu cơ cùng có thế được sử dụng nêu 
đảm bảo chắc chắn là dung môi không ảnh hường đên độ 
ổn định của ngọn lừa. Nếu nguyên từ hóa không ngọn lừa 
(sứ dụng lò graphit), các chất đưa vào có thổ được hòa tan 
trong nước hoặc trong dung môi hữu cơ.
Quá trình hóa hơi nguyên từ cũng có thê được tạo ra bcn 
ngoải máy quang phô, ví dụ, phương pháp hóa hơi íạnh cho 
thủy ngân hoặc một số hydrid. Đối với thủy ngân, nguyên 
tử được hóa hơi băng sự khừ hóa học và hơi nguyên từ 
được dẫn bang một dòng khí trơ đến một cốc đo đặt trên 
trục quang của máy. Các hydrid được dan bằng hỗn hụp 
khỉ' đốt hoặc bằng khí trơ đến một cốc đo đã được đốt 
nóng, tại đây chúng được nguyên tử hóa.

Phương pháp tiến hành
Vận hành máy quang phổ hấp thụ nguyên từ theo các chì 
dẫn của hãng sản xuất máy về cách đặt bước sóng quy 
định. Đưa dung dịch mẫu trang vào buồng hóa hơi nguyên 
tử và hiệu chình kết quả sao cho độ hấp thụ đọc được trên 
mảy bằng "0". Đưa dung dịch chuẩn có nồng độ lớn nhất 
vào máy và hiệu chinh độ nhạy để đạt được một phép đọc 
độ hấp thụ thích hợp.
Việc định lượng được thực hiện bằng cách so sánh với các 
dung dịch chuẩn đà biết nông độ của nguyên tố cần xác định 
bảng phương pháp xác định trực tiếp (phương pháp 1) hoặc 
bằng phương pháp thêm chuẩn (phương pháp 2).
Sừ dụng phương pháp 1 trừ khi có chì dẫn khác.
Phương pháp ỉ: Phương pháp xác định trực tiếp 
Chuân bị dung dịch chát đê thử (dung dịch thừ) như được 
mô tả trong chuyên luận riêng sao cho nồng độ cùa nguyên 
tô cán xác định nằm trong khoảng nồng độ cùa các dung 
dịch chuân. Chuẩn bị không ít hơn ba dung dịch chuẩn 
cùa nguyên tố cần xác định có nồng độ nằm trong khoáng 
tuyên tính giữa nông độ vả độ hâp thụ của nguycn tô cân 
phân tích. Bât kỳ thuôc thừ nào được dùng trong việc 
chuân bị các dung dịch thừ đều phải được thêm vào các 
dung dịch chuân và dung dịch mẫu trắng ở cùng nồng độ. 
Đưa dung dịch mầu trắng vào máy. điều chình tín hiệu đọc 
được về "0". Dưa lần lượt dung dịch thừ và từng dung dịch 
chuân vảo máy, ít nhâl mỗi dung dịch làm ba lần, ghi lại 
kêt quà đọc ôn định. Rứa máy bằng dung dịch mẫu trắng 
sau môi lân đo cho đen khi tín hiệu trở ve giá trị đọc ban 
đâu của mâu trăng. Nêu sừ dụng kỹ thuật nguyên tử hóa 
không ngọn lùa, lò graphit phải được đốt lại giữa các làn 
phân tích. Từ cường dộ vạch hấp thụ đọc được cùa các 
dụng dịch chuán, thiết lập đường chuẩn biểu thị sự thay 
dôi cường độ vạch hấp thụ theo nồng độ nguyên tổ cần xác
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định và từ đường chuẩn này xác dịnh nồng độ nguyên tố 
trong dung dịch thử.
Phương pháp 2: Phương pháp thcm chuẩn 
Cho vào ít nhất ba bình định mức có dung tích như nhau, 
các thế tích bằng nhau của dung dịch chất đem thử (dung 
dịch thử) được chuân bị như chì dẫn trong chuyên luận. 
Thêm vào tất cà các bình, trừ một bình, các thề tích lớn 
dần của dung dịch chuẩn có nồng độ đã biết của nguyên tố 
cần xác định sao cho nồng độ cùa nguyên tổ cần xác định 
trong các bình đcu năm trong khoảng tuyên tính giữa nông 
độ và cường độ hàp thụ. Pha loãng các dung dịch có chứa 
trong bình đến vừa đù thể tích bằng đunậ môi.
Đưa dung dịch mâu trăng vào máy, điêu chỉnh tín hiệu 
đọc dược ve "0". Đưa ỉần lượt dung dịch thừ và từng đung 
dịch chuẩn vào máv, ít nhất mỗi dung dịch ba lần, ghi lại 
két quả đọc ổn định. Rừa máy bằng dung dịch mẫu trang 
sau mỗi lân đo cho đên khi tín hiệu trờ vê giá trị đọc ban 
đầu của mẫu trẳng. Neu sử đụng kỳ thuật nguycn tử hóa 
không ngọn lửa, )ò graphit phải được đôt lại giữa các lân 
phân tích.
Tính phương trinh hồi quy của đường chuẩn bằng cách 
dùng phương pháp bình phương tối thiểu và từ đường 
thẳng này, xác định nồng độ của nguyên tố cần định lượng 
trong dung dịch thử. Một cách khác, vẽ đồ thị biểu diễn 
sự liên quan giữa giá trị đọc được và lượng thêm vào cùa 
nguyên tổ cần xác định. Nối các điểm trên đồ thị và kéo 
đài về phía trái cho đến khi nó gặp trục nồng độ. Khoảng 
cách giữa điem này và điểm giao nhau của trục tọa độ là 
nồng độ của nguyên tổ cần xác định trong dung dịch thử.

4.5 PHÔ KHỐI 

Nguyên tắc
Chât phàn tích được chuyên sang thẻ khí và ion hoá, tạo 
thành các ion dưcmệ hoặc âm. Phương pháp phổ khối dựa 
trên việc do trực tiêp tỷ sô m/z, là tỷ sô giữa khôi lượng 
m và diện tích z của ion chất phân tích. Tý số này được 
trình bàv dưới dạng đơn vị khối lượng nguyên tử (1 a.m.u 
= 1/12 khối lượng cùa 12C) hay daỉton (1 Da = khối lượng 
nguyên lừ hydro).
Trong máy pho khối, các ion được tạo thành trong nguồn 
ion, được gia tốc rói được tách trong bộ phân tích trước khi 
đến detector. Tất cà quá trinh trên được thực hiện trong một 
buông được hút chần không đến khoáng 10'3 đến 10'6 Pa. 
Phổ thu được biểu diễn cường độ lương đổi cùa các ion 
khác nhau phụ thuộc vảo tỷ sổ m/z của các ion đó. Tín hiệu 
tương ứng với một ion lả một nhóm các pìc tương ứng với 
phân bô thông kê của các đông vị khác nhau của ion đó. 
Đó là hinh ành đồng vị cùa ion và trong đó pic của đồng 
vị có cường độ lớn nhất của một nguvên từ được gọi là pic 
đơn đồng vị.
Tử phổ khối ta có được những thông tin định tính (xác 
định khối lượm» phân tử và thông tin vê cấu trúc có được 
nhờ các mành thu được) hav định lượng (dùng chuẩn nội 
hay chuẩn ngoại) với giới hạn phát hiện trong khoảng từ 
picorno! ( ỉ 0'12 mol) dến femtomol (10'15 mol).

PIiự LỰC 4
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Nạp mẫu
Cần phải đưa mẫu vào máy sao cho khôim ảnh hưởng 
nhiều đến chân không trong máy. Một phương pháp 
thường dùng là nạp trực tiếp mẫu lòng; mầu được đặt lên 
đầu một thanh hình tạt (trong một chén thạch anh, trên một 
sợi hay trên một be mặt kim loại). Thanh này được đưa vào 
máy phô khỏi sau khi đi qua một chốt chần không mà ở 
đây được duy trì một chân không đầu tiên, có áp suất trung 
gian giữa áp suất khí quyển và áp suất của chân khòm! thứ 
hai ở trong máy.
Trong những hộ thống nạp mẫu khác, các thành phần trong 
hỗn hợp mẫu thử được tách trên một máv khác (như máy 
sac ký) trước khi đi vào trong máy khối phô được ghép nối 
với máy đó.

Sắc ký khí - khối phổ
Trong sắc ký khi - khối phổ, một đầu của cột sắc ký (mao 
quản hay bán mao quản) được đưa trực tiêp vào trong 
nguồn ion của máy khối phổ.

sắc ký lỏng - khối phế
Sự kết hợp sắc ký lỏng - khối phố là kỹ thuật đặc biệt hữu 
ích trong việc phân tích các hợp chất phàn cực, là những 
chất ít bay hơi hay rất dề phân hủy bời nhiệt, không phân 
tích được bằng sắc ký khí - khối phổ.
Khó khăn trong kỳ thuật sắc ký lỏng - khối phổ là làm thế 
nào thu được các ion ờ the khí từ pha lỏng, vi vậy cần có 
những giao diện đặc biệt như:
Nạp trực tiếp: Pha động từ đầu cột sắc ký đi ra, được phun 
sương và dung môi được bay hơi ở trước nguồn ion cùa 
máy khối phô.
Giao diện chùm hạt: Pha động với lưu lượng tới khoảng 
0,6 mL/min được phun sương và loại dung môi trong một 
buồng nhỏ, chì còn lại các hạt chất phân tích trung hòa 
điện đi tới nguồn ion của máy khối phô; kỹ thuật này được 
dùng cho các hợp chất cỏ độ phân cực tương đối thấp và 
khối lượng phân tử nhỏ hơn 1000 Da.
Giao diện băng chuyền: Pha động với lưu lượng tới 
khoảng 1 mL/min được đưa lên một băng chuyền; sau khi 
dung môi bay hơi, các chất phân tích được lần lượt đưa tới 
nguồn ion và dược ion hóa ờ đó; kv thuật này ít phù hợp 
cho các chất rất phân cực hay dề phân hủy nhiệt.
Các kiểu ghcp nối khác (phun diện, phun nhiệt, ion hóa 
hóa học ờ áp suất khí quyển) được coi như thực ehât là 
*các kỹ thuật ion hỏa và sẽ được mô tà trong phần các kiêu 
ion hóa.

Sac kỷ chất lỏng siêu tới hạn - khối phổ
Trong kỹ thuật sác ký chất lòng siêu tới hạn - khối phô, 
pha động (thường là carbon dioxyd siêu tới hạn) khi đi qua 
m ột van chiết nóng nằm giữa cột sác ký vả nguồn ion SC 
chuyển sang thẻ khí.

Điện di mao quản - khối phô
Trong kỹ thuật điện di mao quản - khơi phổ, dịch rửa giãi 
từ cột mao quản được đưa vào nguồn ion và trong một số 
trường hợp một dung môi khác được thêm vào dể đạt được

lưu lượng cỡ vài pỉ/inin. Kỳ thuật này có hạn chế là lượng 
mau nhó và cần dùng dung môi bay hơi.

Các kiếu ion hóa

Bắn phá diện tử
Mầu thừ ờ trạng thái khí được ion hỏa dưới tác động cùa 
một chùm electron có năng lượng lớn hơn năng lượng ion 
hóa cua mẫu (thường là 70 eV). Bcn cạnh các ion phân từ 
M*, SC hình thành các mảnh đặc trưng cho cấu trúc cùa 
phân từ. Kv thuật này bị hạn chế chủ yếu vì phải hóa hơi 
mẫu. Vi vậy nó không phủ hợp cho các chất phân cực, dỗ 
phân hủy nhiệt hay có khối lượng phân tử lượng lớn.
Kiêu ion hóa bang bắn phá điện tử phù hợp cho kỹ thuật 
ghép noi khối phổ với sẳc kỷ khí và đôi khi với sắc ký lõng.

lon hóa hỏa học
Trong kiêu ion hóa này, người ta dùng một thuốc thử ờ thể 
khí như median, amoniac, nitrogen oxyd, nitrogen dioxyd 
hay oxygen. Phổ khối thu được sẽ đặc trưng bởi các ion 
kiểu (M T H)+ hay (M - H)' hay các ion cộng hợp giữa chất 
phân tích và khí thuốc thử. Các mảnh hình thành ít hơn so 
với kiểu bắn phá điện từ. Một biến the khác của kỹ thuật 
nàv được dùng khi chất phân tích dỗ bị phân hủy nhiệt; 
trong trường họp này, mẫu được đưa lên một sợi dây và 
bay hơi rất nhanh do hiệu ứng nhiệt Joule-Thomson (ion 
hỏa hóa học giải hấp).

lon hóa bằm* bắn phá nguyên tử nhanh (FAB) hay ỉon 
nhanh (khối phổ ion thứ cấp lỏng - LSIMS)
Trong kv thuật này, mẫu thử được hòa tan trong một chất 
nền nhớt như glycerin, rồi cho lén một bề mặt kim loại 
và được bắn phá bời một chùm nguyên từ trung hòa như 
argon hay xenon, hoặc bang các ion ccsi động nấng cao. 
Ket quà là sẽ xuất hiện các ion kiểu (M-H)- hay (M-H) 
hay các ion cộng họp hình thảnh từ chất nền hay mẫu 
thừ. Kiểu ion hóa này rất thích hợp cho các chất phân cực 
hay dễ phân hủy nhiệt, cho các chất có phân hr lượng tới 
10 000 Da. Kỹ thuật này có thê dùng kết họp với sắc ký lòng 
trong đó pha động được cho thêm 1 % đến 2 % glycerin; 
tuv vậv lưu lượng pha động phải rất thấp (vài Ịil/min).

lon hóa điện trường và khử hấp diện trường
Trong kỹ thuật này, mẫu thử được bay hơi gân một sợi 
dây worlfram có phù các vi kim (ion hóa điện trường) hay 
được dặt lén sợi dây (giải hâp điện trường). Mâu thừ được 
ion hỏa dưới tác động cùa một điện áp khoảng 10 kV đặt 
eif a sợi dây và một đổi điện cực. Ilai kỹ thuật này chủ yêu 
tạo nén các ion phân tử M , các ion (M t Il)f và được dùng 
cho các chất có độ phân cực thấp và/liay dễ phân hủy nhiệt.

lon hóa khử hấp bằng laser có nền hỗ trợ (MALDỈ)
Ờ đây, mầu thừ trong một nền thích hợp được đật lên một 
giá dỡ kim loại và được ion hóa bời một chùm xung tia 
laser cỏ bước sóng trong vùng từ từ ngoại đến hồng ngoại 
(các xung này rất ngắn, chi kéo dùi trong một pico giây 
đẻn vài nano giây). Kiểu ion hóa này đóng vai trò thiết yếu
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tronu việc phân tích các chất có khối lượng phán tử rất cao 
(trên 100 000 Da) nhung chỉ dùng cho các máy có bộ phân 
tích thời gian bay (xem thêm ở dưới đây).

Phun điện
Kiểu ion hóa này được thực hiện ở áp suất khí quyển. Các 
mầu thử trong dung dịch được đưa vào nguồn ion qua một 
Ống mao quản mà ờ dầu ổng này có một điện the cờ 5 kV. 
Có thổ dùng một khí đế phun sương. Lưu lượng khí có thê 
từ vài ịiL/min đển 1 mL/min. Kỳ thuật này phù hợp cho 
các chất phân cực và cho việc nghiên cửu các phân tử sinh 
học có khối lượng tới 100 000 Da. Có thể dùng trong ghcp 
nổi với sắc ký lòng hay điện di mao quản.

ỉ  on hóa hóa học ở  áp suất khí quyên (APCi)
lon hóa được thực hiện ơ áp suất khí quyển nhờ tác động 
cùa một diện cực cỏ điện thế nhiều kilo vôn đặt trên đường 
đi của pha động; pha động được phun sương bang hiệu 
ứng nhiệt và một luồng khi nitrogen. Các ion hình thành có 
một điện lích và là ton kiểu (M+H)+ trong chế dộ phân cực 
dưtmg và kiểu (M-H)" trong phân cực âm. Kiểu ion hóa 
này có thể áp dụng cho kct nổi với sắc ký lỏng ờ lưu lượng 
pha động cao đen 2 mL/mìn. Mầu thừ trong pha động có 
nước, các dung môi hữu CƯ và một chất điện ly dễ bay hơi 
(thường là amoni acetat), sau khi đi qua một mao quản 
kim loại có nhiệt độ được kiêm soát, được đưa vào nguồn 
ion dưới dạng phun sương. Lưu lượng thích hợp là trong 
khoảng 1 - 2 mL/min. Các ion của chất điện ly sẽ ion hóa 
các chất phân tích. Quá trinh ion hóa này có thể được thay 
thế hay tăng cường bàng sự phóng điện ở khoảng 800 vôn, 
đặc biệt là khi tất cà là dung môi hữu cơ. Kỹ thuật này phù 
hợp cho việc ghép nối khối phổ với sắc ký lỏng.

Bộ phân tích khối
Các bộ phân tích khỏi (hay bộ phân tích) có hiệu năng 
khác nhau chủ yếu do hai thông số:

-  dài khối, tức là dải đo tỷ sổ m/z;
-  độ phân giải, tức là khà năng tách hai ion có cường độ 

băng nhau và có tỷ sổ m/z khác nhau AM, và phần xen phủ 
giừa hai pic được đo bane chiều cao của hõm tính theo 
phàn trăm; ví dụ, độ phân giãi (M/AM) là 1000 với hõm 
10 % cho ta biết có thố tách hai tý số ni'z 1000 và 1001 với 
dãy hõin có cường độ 10 % trên đường nền.
Tuy vậy, trong một số trường họp (bộ phàn tích thời gian 
bay, tứ cực hav bẫy ion) độ phân giải được dịnh nghĩa là 
tỷ so giừa khôi lượng phân từ và chiều rộng của pic ở nứa 
chiêu cao (ứng với hõm 50 %).

Bộ phân tích từ và phân tích tỉnh điện
Các ion tạo thành trong nguồn ion được gia tốc bởi một 
điện áp V, được hội tụ về hộ phân tích tử có từ trường B 
hay bộ phân tích tĩnh điện có điện trường tĩnh diện E, tùy 
theo cấu hình của máy. Các ion này đi theo một quỳ đạo 
bán kính r, theo định luật Laplace: 

nj_ B-r-  
z "  2V
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Có hai kiêu quét để thu nhận và đo các ion khác nhau sinh 
ra trong nguồn ion: quét B với V cố định và quét V với 
B cố định. Bộ phân tích từ tíiưừng được tiếp nối bời một 
ngăn điện có tác dụng như một bộ lọc động năng, làm tăng 
đáng kc độ phân giải của máy. Độ phân giải tối đa của một 
máv loại này (loại hai neăn) năm trong khoảng 10 000 đên 
1 50 000 nhờ đó, trong hầu hết các trưcmg họp, cho phép 
tính toán đủ chính xác các tỳ số m/z đế xác định được 
thành phần nguyên tố của các ion. Với các ion có điện tích 
bàng 1, dải khối là từ 2 000 Đa đến 15 000 Da. Một số iọn 
có thổ phân hủy nhanh chóng vì là kêt quả của sự chuyên 
dịch kém bền hoặc do va chạm với một khí trong những 
vùng vô trường giữa nguôn ion và detector [phân ly do 
hoạt hóa bởi va chạm (CAD)j.
Xem xét những sự phân hùv này là rất cỏ ỉch cho việc xác 
định cấu trúc cùng như đặc tính của một chat cụ thê trong 
hồn họp, việc xem xét này cần đen kỳ thuật khôi phô tỉêp 
nối. Có nhiều kỹ thuật như vậy cỏ thê áp đụng, tùy theo sự 
phân hủy xay ra ờ vù ne nào:

-  kiêu ion con (xác định các ion phân hủy của ion mẹ): 
B/F, -  hằng số, gọi là M1KLS (Mass-analysed lon 
Kinetic Energy Spectroscopy - Phô động năng ion phân 
tích khối);
-  kiểu ion mẹ (xác định tẩt cà các ion mà khi phân hùy 
cho một ion có tỷ số m/z xác định): B:/E = hang so;
-  kiểu mất mành trung hòa (kiêu mãnh mât, neutral-loss 
mode, phát hiện tất cả các ion cùng mat một mành); 
B/E(l-E/E0)l/2 = hàng số, trong đó E0 là điện áp nền của 
ngăn điện.

Bộ phân tích tứ cực
Bộ phân tích nàv Gồm có bốn thanh kim loại sono song 
hình trụ hay có tiết diện hình hyperbol. Chúng được đật 
đối xứng hai bẽn đường đi của các ion; các cặp đối diộn 
với nhau qua trục đối xứng cùa các thanh điện cực thỉ được 
nối điện với nhau. Điện thế cùa hai cặp thanh điện cực là 
đối nhau. Diện thế này là tồ họp của một thành phần một 
chiều và một thành phần xoay chiều.
Các ion hình thành trong nguồn ion được truyền đi và lách 
bằng cách thay đổi thế đặt trên các diện cực sao cho ty so 
giừa thế một chiều và thê xoay chiều là hang sô. Bộ tử cực 
thường cỏ dai khối từ 1 a.m.u. đen 2 000 a.m.u., một số có 
thê tới 4 000 a.m.u.. Mặc dù các bộ tử cực có độ phân giải 
thấp hơn các bộ phân tích từ, nhưng chúng cho ta hình ành 
đơn đồng vị của các ion một điện tích trên toàn dải pho. Có 
loại dùng bộ phân tích gồm ba tứ cực xếp nổi tiếp nhau ọ , , 
Qi, Qj (gọi là bộ ba tứ cực hay tứ cực chập ba) đê ghi phô. 
Tứ cực Q2 là ngăn để cho các ion va chạm, tạo ra các ion 
mành nhỏ hơn, như vậy thực ra Q2 không có vai trò phân 
tích; khí dùng cho va chạm thướng là khí argon.
Các kiều quét thông dụng nhất là:

-  kiểu ion con: Ql tách lấy ìon cỏ m/z, ion này được đưa 
vào ọ 2 và được phân mánh do va chạm, các mánh tạo 
thành được phân tích trong Q (;
-  kiểu ion mẹ: Qi quét một dái khỏi xác định, Q?, clìi lọc 
lấy một ion có m/z nhất định. Như vậy chi những ion nào 
phân húy sinh ra mãnh ion chọn bơi Ọ; là dược phát hiện;
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- kiểu mành mất: Qi và Q3 quét một dải khối nào đó 
trong khoáng tương ứng với các ion mất một mảnh đặc 
trưng cho một chat hay một nhóm chất.
Cũng có thể ghi phổ khối dùng phổi hợp bộ tứ cực với bộ 
phân tích từ hay tĩnh điện; đó là các máy khối phí) lai.

Bộ phân tích bẫy ion
Bộ phân tích này về nguyên tấc cũng giống như bộ tứ cực, 
nhimg sử dụng điện trường ba chiều. Bộ phân tích kiểu 
này cho phép thu được phổ các ion hình thành qua nhiều 
thế hệ (MSn) hay gọi là phồ MS nhiều lần.

Bộ phân tích cộng hướng cyclotron ion
ờ  đây, các ion hình thành trong một ngăn và đtrợc đưa vào 
một từ trường đều, mạnh, chuyển động trên quỷ đạo tròn 
với tần số có thể tý lệ thuận với tỷ sổ m/z cùa chúng nhờ 
áp dụng thuật toán chuyên hóa Fourner.
Hiện tượng này được gọi là cộng hường cyclotron ion. Các 
bộ phân tích kiểu này gồm có những nam châm siêu dẫn và 
có độ phân giãi cao (tói 1 000 000 vá hơn nữa) cũng như 
cho ta phổ MSn, nhưng đòi hỏi phải có chân không cao tức 
là áp suất rất thấp (cỡ ỉ 0'7 Pa).

Bộ phân tích thời gian bay
Ờ đây, các ion hình thành trong nguôn ton được gia tốc 
ờ điện áp 10 kv đến 20 kv. Chúng đi qua một bộ phân 
tích gồm ống vô trường thường được gọi là ống bay, đài 
khoảng 25 cm đển 1,5 m. Thời gian t cần cho một ion đi 
đến detector tỷ lệ thuận với căn bậc hai của tỷ sổ m/z. về 
lý thuyết, dải khối cùa bộ phân tích này là vô hạn; nhưng 
trên thực tế nó bị hạn chế bời sự ion hóa hay phương pháp 
khứ hấp, Bộ phân tích thời gian bay chủ yếu dùng cho các 
chất có khổi lượng phân tử cao (đến vài trâm ngàn đalton). 
Kỹ thuật này rất nhạy (đến vài picomol). Độ chính xác cùa 
phép đo và độ phân giải có the được cài thiện nếu dùng 
gương tĩnh điện (reflection).

Thu nhận tín hiệu
Chù yếu có ba kiểu thu tín hiệu.

Kiểu toàn pho
Toàn bộ tín hiệu thu được trên một dải khối được ghi lại. 
Phổ trình bày sự phụ thuộc của cường độ tương đổi của các 
ion khác nhau vào tỳ số m/z của các ion đó. Ket quả thu 
được chủ yếu có ý nghĩa định tính. Việc sừ dụng thư viện 
pho đối chiếu cho phép ta định tính nhanh chóng.

Kiểu đo mảnh (theo dõi ion chọn lọc)
Tín hiệu thu đưọc là của một ion (theo dõi một ion, SIM) 
hay nhiều ion (theo dõi nhiều ion, MIM) đặc trưng cho 
chất dược phân tích. Giới hạn phát hiện có thề dược thu 
nhó đáng kể trong kiểu thu tín hiệu này. cỏ  thổ tiến hành 
các phép thừ định lượng hay bán định lượng nhờ dùng các 
chât chuân ngoại hay chuân nội (ví dụ, đùng chuẩn deuteri 
hóa). Không thê ticn hành các phép thừ này với các bộ 
phân tích thời gian bay.
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Kiểu đo mảnh phố khới hai lần (theo dõi nhiều phản 
ứng, MRM)
Kiểu đo này cho phép theo dõi chọn lọc sự phân hủy đơn 
phân từ hay đôi phân lừ cùa một tiền ion đã chọn, đặc 
trưng cho chất phân tích. Độ chọn lọc và tính đặc hiệu của 
kiểu thu tín hiệu nảy cho phép đạt dén độ nhạy rất cao 
lảm cho kiểu đo này trờ thành một phép đo thích hợp nhất 
trong các nghicn cứu định lượng nếu dùng chất chuẩn nội 
thích hợp (như chuẩn deutcri hóa). Kiểu phân tích này cỏ 
thê thực hiện trên máy có ba tứ cực ghép nổi tiếp, các bộ 
phân tích bẫy ion hay cộng hường cyclotron.

Hiệu chuẩn
Việc hiệu chuẩn cho phép ta gán một giá trị m/z tương 
ứng với một tín hiệu thu được. Trên nguyên tắc, việc hiệu 
chuẩn được thực hiện nhờ sử dụng một chẩt đối chiếu. 
Nen dùng chuẩn ngoại, pho chất đối chiếu được ghi ricng; 
nếu dùng chuẩn nội thì chất đoi chiếu dược trộn với chất 
đcm thừ. So ion hay số điểm chuẩn cần thiết (để việc hiệu 
chuẩn đảng tin cậy) phụ thuộc vào kiểu bộ phân tích và độ 
chính xác mong muốn, ví dụ như khi đùng bộ phân tích từ 
thì càng lảm nhiều điểm càng tốt vì ờ đây tỷ sổ m/z biến 
đổi theo hám sổ mũ với giá trị từ trường,

Phát hiện tín hiệu và xử lý dữ liệu
Các ion sau khi được tách trong bộ phân tích, được chuyển 
thành tín hiệu điện trong một hệ thống phát hiện như một 
nhân quang hay một nhân electron. Các tín hiệu được 
khuếch đại trước khi được chuyển lại thành tín hiộu số 
để xử lý dữ liệu cho phép hiệu chuẩn, dựng thành phổ, 
tự động định lượng, lưu trữ, đưa vào thư viện phổ hay sử 
dụng thư viện phổ. Máy tính được dùng để kiểm soát các 
thông số vật iv điều hành hoạt động của cả hệ thống máy.

4.6 PHỎ KHÓI - PLASMA CẢM ỨNG (ICP-MS)

Phổ khối-plasma kết hợp cảm ứng, gọi tắt là Phổ khối- 
plasma cảm ứng (ICP-MS) là một phương pháp phổ khối 
với nguồn ion hóa là plasma kết hợp cảm ứng (inductively- 
coupled plasma-ICP).
Nguyên lý cơ bàn của sự hình thành 1CP được mô tà 
dưới đây:
Plasma càm ứng ICP là một nguồn khí trơ (thường là 
khí argon) được ion hóa cao độ, có số ion và số electron 
bàng nhau và được duy trì bàng một trường điện từ tần sô 
radio (RF). Khi mẫu thừ tíểp xúc với ICP, nhiệt độ cao cùa 
plasma sẽ khử dung môi, hóa hơi, kích thích và ion hóa 
các nguyên từ trong mầu. Giới hạn phát hiện của phương 
pháp ICP-MS đạt tới cỡ nanogam/lít. Plasma được hình 
thành khỉ một dòng khí mang chạy qua “ngọn đèn” hay 
“torch” gồm 3 ống đồng tâm bằng thạch anh. Một cuộn 
dây kim loại cuốn quanh đầu trên của đòn và được nối 
với một nguồn phát tần sổ radio. Cuộn dây này được cấp 
một công suất thường là 700 - 1500 w, tạo nôn một lừ 
trường cảm ứng dao động ứng với tẩn sô của nguồn tàn sỏ
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radio thường ỉà 27 MHz, 40 MHz. Plasma hỉnh thành khi 
khi mang được kích thích bời một một nguồn phóng điện, 
sinh ra cac ion và electron mầm. Trong từ trường cảm ứng, 
các phần tử tích điện (ion và electron) bị ép chạy qua con 
đường hình vành khuyên khép kín. Do cản trờ dòng chày 
cùa chúng, quá trình sinh nhiệt xảy ra và tạo thêm ion. 
Quá trình hình thành plasma xảy ra hâu như tức thời và 
plasma đạt được toàn bộ cường độ và kích thước. Sự dao 
dõng với tần số radio của công suất đặt trên cuộn dây tạo 
ra điên trường và từ trường tần số tại khu vực phía trên 
phần đầu cùa đèn. Khi tia lửa điện (được tạo ra bời ỏng 
Tesla hay một thiết bị kích thích khác) tác động lên luồng 
khí mang đi qua đèn, thỉ một số electron bị bứt khỏi các 
nguvỏn tử khí mang. Các electron này bắt gặp từ trường 
cảm ứng và tăng tổc. Sự tăng năng lượng cho các electron 
nhờ cuộn dây điện này được gọi là sự kết hợp cảm ứng 
(inductive coupling). Các electron năng lượng cao này lại 
va đập với các nguyên từ khí mang khác làm bật ra thêm 
nhiều electron hoai nữa. Sự ion hóa (do va đập) của khí 
mang tiếp tục xảy ra theo một phản ứng dâv chuyền, làm 
cho khí mang biến thành một thực thế plasma bao gồm các 
nguyên tứ, các electron, và các ion khí mang. Plasma được 
duy trì trong phạm vi đèn và cuộn dây nhờ năng lượng cỏ 
tần sổ radio được liên tục truyền cho plasma qua quá trình 
kết hợp cảm úng. ỈCP được thấy như một plasma hình 
lông chim mạnh mẽ và sáng chói. Phần đáy của plasma 
có hình vòng xuyến, được gọi là vùng cảm ứng, là vùng 
ờ đó có quá trình truyền năng lượng cảm ứng từ cuộn dây 
cho plasma. Mau thừ được đưa qua vùng cảm ứng này vào 
trung tâm của plasma.
Trong ICP-MS, plasma sẽ ion hóa các níiuyên tố có trong 
mẫu. Các ion này được đưa vào máy phổ khối và được tách 
theo tý số khổi/điện tích (m/z). Ilầu hết các máy phổ khối 
có một hệ tử cực hoặc một nam châm. Các ion đi từ plasma 
qua bộ phận giao diện [gom một côn lấy mẫu (sampler 
cone) và một côn gạn lọc (skimmer cone)] tới bộ quang 
học ion. Bộ quang học ion này gồm có một thấu kính tĩnh 
điện, thâu kính này đưa các ion từ một vùng có áp suât khí 
quyên sang bộ phận lọc khối có chân không được duy trì ờ 
mức băng 10"s Pa hoặc nhò hơn, nhờ một bơm turbo phân 
từ. Sau khi được lọc, các ion có ty số khối/điện tích được 
chọn đi tới detector (Tà một nhân quang, một cốc Faraday 
hay các dynođ), tại đây các dòng ion dược chuyển thành 
tín hiệu điện. Nguyên to được định lượng dựa trên so ton 
đi tới detector và tạo ra các xung điện trong một đơn vị 
thời gian.
Trong mảy phổ ICP-MS còn có một hệ thống nạp mẫu và 
bộ xừ [ý dữ liệu như trong máy phổ ỈCP-AES.

Thiết bị
Một máy ICP-MS bao gồm các thành phần chủ yếu sau: 
Bộ nạp mẫu gồm một bơm nhu động đế bơm dung dịch 
đên bộ phận phun sương với tổc độ dòng không đổi;
Bộ sinh tần số radio;
Bộ đèn plasma (plasma torch);
Giao diện có hat côn dề chuvén các ion đến bộ quanu học ton;
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Máy phò khối;
Detector;
Bộ thu nhận dừ liệu.

Yếu tố ảnh hưởng
Vấn đề chính là nhiễu khối lượng, đặc biệt là trong khoảng 
giữa của đài khổi (ví dụ 40 - 80 đơn vị a.m.u), các phần 
từ có cùng khối lượng che phủ đáng kể tín hiệu khối cùa 
ion phân tích. Tổ hợp các ion nguyên từ cũng dẫn đến các 
nhiễu đa nguyên tử hay nhiễu phân tử (như ảnh hường 
của 40Ar16O lên 56Fe hay cùa 40Ar*°Ar lèn 80Se). Nen mẫu 
cũng có thổ ảnh hường lên một số chất phân tích. Một sổ 
nền mẫu có tác động lên sự hình thảnh giọt sương hay lên 
nhiệt độ ion hóa trong plasma. Những hiện tượng này cỏ 
thổ làm mẩt các tín hiệu cùa chất phân tích. Có thổ tránh 
ảnh hưởng vật lý bang cách sir dụng phương pháp chuân 
nội hay thêm chuẩn. Nguyên tố dùng làm chuân nội tùy 
thuộc vào nguyên tố cần đo: ví dụ có thề dùng 59Co và í,5In 
làm chuẩn nội.
Đặc tính hàng đầu của một thiết bị ICP-MS ỉà độ phân 
giải, tức lả hiệu lực tách hai khối gan nhau, về mặt này, 
các máy dùng tứ cực kém hơn các máy đùng nam châm.

Tiến hành

Chuẩn bị mẫu và nạp mẫu
Việc chuẩn bị mẫu thường có bước phá hủy nền mẫu bằng 
một phương pháp phù hợp như dùng lò vi sóng. Ngoài ra 
cần đảm bảo nông độ chât phân tích nãm trong khoảng làm 
việc cùa máy (bằng cách pha loãng hay làm đậm đặc dung 
dịch mẫu) và đảm bào dunc dịch mẫu có thể được phun 
sương ổn định.
Nhiều hệ thong nạp mẫu cho phép sừ dụng các acid đậm 
đặc, nhưng acid sulfuric vả acid phosphoric có thể ành 
hường đến đường nền. Vì thế nên dùng acid nitric và acid 
hydrocloric.
Nếu có bộ nạp mẫu và đèn plasma làm bằng vật liệu chịu 
acid hydrofluoric (như polymer perfluoroalkoxy) thì có thể 
dùng acid hydrofluoric. Khi lựa chọn phương pháp nạp 
mẫu, cần tính đến yêu cẩu về độ nhạy, độ ổn định, toe độ, 
cỡ mẫu, khả năng chống ăn mòn và chống bị tắc. Một bộ 
phun sương phun ngang kết hợp với một buồng phun và 
đòn plasma có thể đáp ứng với hầu hết các yêu cầu. Dung 
dịch mẫu thường được bơm bằng bơm nhu động với tốc độ 
khoảng 20 - 1000 pl/min.
Khi có sử đụng dung môi hừu cơ thì khi đưa oxvgen vào 
phải tránh lớp dung môi hữu cơ.

Chọn điều kiện làm việc
Cần tuân theo các điều kiện thao tác chuẩn do nhà sản xuất 
thiểt bị dưa ra. Thông thường, có các nhóm điều kiện thao 
tác khác nhau cho các dung dịch trong nước và dung dịch 
trong dung mỏi hữu cơ. cần lựa chọn đủng các thông sổ 
làm việc:
Lựa chọn các côn bàng vật liệu thích hợp (côn lấy mẫu và 
côn g«ạn lọc);
Lựa chọn tốc độ done kill manu (các ổng neoài, eiữa và 
tro mĩ cũa đèn);
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Lựa chọn công suất của dòng tần sổ radio (RF);
Lựa chọn tốc độ bơm;
Lựa chọn một hay nhiều đồng vị cùa nguyên tố cần đo. 

Lựa chọn đồng vị
Có nhiều tiêu chí đổ lựa chọn chất đồng vị. Đổ đạt được 
độ nhạy tối đa, chọn đồng vị có mật độ cao nhất. Ngoài ra, 
nên chọn một đồng vị ít chịu ảnh hướng bởi các phần từ 
khác trong nền mẫu và cùa khí mang. Trong phần mềm cùa 
nhà sản xuất thiết bị ICP-MS thường có sẵn thông tin về 
ành hưởng của các phần tử có cùng khối lượng và các ion 
đa nguycn tử thuộc nhiều loại khác nhau như các hydrid, 
các oxyd, các clorid, v.v.

Kiểm tra hiệu năng của máy

Tính phù hợp của hệ thong
Trước khi chạy mẫu, phải chỉnh máy để có thể theo dổi và 
điểu chinh các phép đo. Kiểm tra độ đúng cùa khôi, dùng 
một dung dịch chứa nhiều đồng vị phủ kín thang khối, ví 
dụ dung dịch có chứa 9Be, 59Co, ?ỌY, n5In, 140Ce và 209Bi. 
Ghi lại độ nhạy, độ ổn định ngắn hạn và dài hạn. Toi ưu 
hóa các thông sổ máy (điều kiện plasma, các thâu kính ion, 
thông sổ tứ cực) để thu được số lần đếm cao nhất có thê. 
Chỉnh độ phán giải và trục khối (sử dụng một dung dịch 
Li, Y và TI) để đạt được một đáp ứng chấp nhận được trên 
một dải khối rộng.
Phải đánh giá hiệu lực phân hủv các oxyd của plasma 
đổ giảm thiểu ảnh hưởns của oxyd. Tỷ sổ Ce/CeO 
và/hay Ba/BaO là một chì thị tốt và chỉ sổ này cần nhò hơn 
khoảng 3 %.
Giảm thiểu sự hình thành các ion hai điện tích với Ba và 
Ce. Tỷ số tín hiệu của các ion hai điện tích trên nguyên tố 
phân tích phải nhỏ hơn 2 %.
Kiềm tra độ ổn định dài hạn bằng cách chạy một dung dịch 
chuẩn trước và sau khi chạy một chuỗi đung dịch mẫu và 
kiểm tra xem muối đọng trên các côn có làm giảm tín hiệu 
đo trong quá trình chạy hay không.

Thấm định phưorng pháp
Các phương pháp được mô tả trong các chuyên luận phải 
có hiệu năng đạt yêu cầu trong các kiểm tra định kỳ với 
khoảng cách thời gian thích hợp.

Độ tuyến tỉnh
Chuẩn bị và chạy it nhất 4 dung địch chuẩn nằm trong 
khoảng hiệu chuẩn và một mẫu trắng. Với mỗi dung dịch 
làm lặp lại ít nhất 5 làn.
Đường chuẩn được tính toán bàng phương pháp hồi quy 
bình phương tối thiểu, dựa trên tat cả các dữ liệu thu được. 
Đường hồi quy, các trị giá trung bình, các dữ liệu đo, và 
khoảng tin cậy phải được ghi lại. Phương pháp có giá trị 
sử dụng khi:

Hệ số hồi quy đạt tối thiểu là 0,99;
Các diêm thực nghiệm thu được tại mỗi nồng độ chuẩn 
phải phân bố ngẫu nhiên hai bên đường chuẩn.

Tính các trị giá trung binh và độ lệch chuẩn tương đổi tại 
mức nồng độ chuẩn thấp nhất và cao nhất.

Ncu tỷ số giữa hai độ lệch chuẩn tính được nhò hơn 0,5 
hav lớn hơn 2,0 thì có the tính lại theo phương pháp hồi 
quv luyến tính hữu trọng (hay hồi quy tuyến tính có trọng 
số - weighted linear regression) đe có được đường chuẩn 
chính xác hơn. Áp dụng cả hai hàm hữu trọng bậc 1 và bậc
2 đổ biết được dùng hàm nào là thích hợp nhất.
Nếu các trị giá trung bình so với đường chuẩn cho thấy 
có độ lệch khôi sự tuyến tính thì phải dùng phép hồi quy 
tuyến tính hai chiều.

Độ đúng
Nên kiểm tra độ đúng bàng cách sử dựng chất đối chiếu 
có chứng chì (CRM). Neu không thổ làm việc đó thi tien 
hành thừ độ thu hồi.

Độ thu hồi
Với phép thử định lượng, cần đạt độ thu hồi 90 % đến 
110 %. Khi xác định một lượng vét nguyên tố, phải đạt độ 
thu hồi từ 80 % đến 120 % trị giá lý thuyết. Có thổ xác định 
độ thu hồi trên một dung dịch đối chiếu (đung dịch trong 
nền mầu) có cho thêm một lượng đã biết cùa chất phàn tích 
(khoảng nồng độ có phải phù hợp với mầu đem phân tích).

Độ lặp lại
Độ lặp lại (độ lệch chuân tương đôi) không được lớn hơn
3 % trong các phép định lượng và 5 % trong phép thừ xác 
định tạp chất.

Giới hạn định hcợng
Kiểm tra để đảm bảo rằng giới hạn định lượng nhỏ hơn giá 
trị cần đo (ví dụ dime phương pháp 10 ơ).

4.7 PHỔ HUỲNH QUANG TIA X

Khi nguyên từ của một nguyên tố nhận được năng lượng 
của một chùm tia X chiếu vào (tia X sơ cấp), nsuyên tử đó 
có thể mất đi một electron lớp trong của nó (ví dụ lớp K) và 
bị ion hóa, đe lại một chỗ khuyết (trong lóp K). Trong một 
khoáng thời gian rải ngắn sau (ló, một electron lớp ngoài 
(có năng lượng cao hơn) cỏ thể rơi vào chỗ khuyết ờ lóp 
trong và phát ra một tia X khác, đó là tia X huỳnh quang. 
Phổ huỳnh quang tia X là một kỹ thuật phân tích dựa trên 
việc đo cường độ hức xạ huỳnh quang phát ra bời một 
nguyên tổ có nguyên tử số từ 11 đến 92 được kích thích bời 
một bức xạ tia X sơ cấp liên tục.
Cường độ huỳnh quang của một nguvcn tố không chi phụ 
thuộc vào nồng độ nguyên tố đó có trong mẫu má còn phụ 
thuộc vào sự hấp thụ bức xạ tới và bức xạ huỳnh quang
bời nên mầu.
Ở mức nồng độ vết, khi đường chuẩn tuyên tính, cường 
dộ bức xạ huỳnh quang phát ra bời một nguyên tố trong 
một nền mẫu xác định, ờ một bước sóng xác định, sẽ tỳ lệ 
thuận với nồng độ của nguyên tố dó và tỷ lệ nghịch với hệ 
số hấp thụ khối (mass absorption coefficient) của nền mai! 
tại bước sống đó.
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Tiến hành
Chuẩn bi và sử dụng thièt bị theo hướng dân cùa nhà sản 
xuẩt. Các mẫu lòng được đặt trực tiêp vào mảy; mâu răn 
phải được ép thành viên trước, đôi khi mâu ràn còn phải 
iron them với một chất kết dính trước khi ẻp viên.
Để xác định được nồng độ cùa một nguyên tỏ có trong 
mẫu càn đo tốc độ xung thật (net impulse rate) tạo nên 
bởi một hay nhiều mẫu chuẩn có hàm lượng đã bict của 
nguyên tố đỏ trong các nền mẫu xác định và tính hoặc đo 
hẹ số hấp thụ khối cùa nen mẫu cần phân tích.

Hiệu chuẩn
Từ một dung dịch hay một dãy các dung dịch hiệu chuân của 
nguyên tố phân tích trong các tiền mẫu khác nhau, ta có thê 
tính được độ dôc b0 của đường chuân theo phưong trình sau:

Trong đó:
ịiM là hộ sổ hấp thụ cùa nền mẫu M, ctâ được tinh hay đo; 
îç  là tổc độ xung thật;
c  là nồng độ cùa neuvên tố cần định lượn2 trong dung 

dịch chuán.

Hệ số hấp thụ khối của nền mẫu
Neu biết công thức phân tử cùa mẫu phân tích, có thể tính 
hộ số hấp thụ khối dựa trên thành phần nguyên tố và bảng 
hệ số hấp thụ khối của nguyên lố.
Neu không biết thành phần nguvcn tổ, có thể đo cường độ 
ỈỊJ của tia X tán xạ (tán xạ Compton) và tính hệ số hấp thụ 
khối của nền mẫu theo Hmp phương trình:

Trong đó:
\Xmp là hệ số hầp thụ khối cùa nền mẫu,
ỈL là cường độ tia X tán xạ.

Xác định tốc độ xung thật của nguyên tố phân tích 
trong mẫu
Tính tòc độ xunư thật / ‘ỉ;p cùa nguyên tố phân tích dựa 
trên cường độ cua vạch huỳnh quang và cường độ của 
vạch (hay các vạch) nền do các tạp nhiễm có trong bất kỳ 
òng nào.

Tính hàm Iưựng vết của nguyên tố
Nâu nồng độ của nguyên tố nẩm trong phần tuyển tính của 
đường chuần thi ta có thè tính được nồng độ c  cùa nguyên 
tô đó theo công thức sau:

/•v
C = - ^ - x f

bo 1
Trong đó: ‘Lls,F
j  là hệ số pha loãng.

4.8 PHO RAMAN

Phổ Raman ỉà phổ dao động nên có liên quan đến phô 
hong ngoại (ỈR) và cận hồng ngoại hay hồng ngoại gần 
(NIR). Hiệu ứng Raman là kết quả của một sự thay đổi dộ 
phân cực cùa các liên két phán từ trong một kiểu dao dộng 
xác định và được đo dưới dạng tia tán xạ không dàn hồi. 
Ta có thể thu được một pho Raman khi kích thích mẫu 
phân tích lên đến một trạng thái ào băng một nguồn sáng 
đơn sắc, đặc biệt íà nguồn laser. Tia tán xạ đàn hoi (không 
có thay đổi bước sóng) được gọi là tán xạ Rayleigh và 
không được quan tâm trong phổ Raman, trừ việc nó được 
dùng đc đánh dấu bước sóng tia laser.
Tuy vậy, nếu mẫu từ trạng thái kích thích rơi về một mức 
năng lượng dao độne khác với ban đầu thì tia táu xạ sẽ có 
chuyồn dịch về nãng lượng (có thay đôi về bước sóng). 
Sự chuyển dịch nảy trùng với hiệu năng lượng giữa các 
trạng thái năng lượng dao động đầu và cuối. Đâv là tia “tán 
xạ không đàn hồi” và được gọi là tán xạ Raman. Chỉ có 
khoáng 1 trong số 106 - 108 các photon đi tới là cho tán xạ 
Raman. Vì thế, các tia laser được sử dụng trong các phô kế 
Raman. Neu photon tán xạ Raman cỏ năng lượng thấp thì 
nó được gọi là tán xạ Stokes. Neu nó cỏ năng lượng cao 
thì được gọi là tán xạ đối Stokes. Trên thực tể, hầu như tất 
cà các phép đo có ý nghĩa về mặt phân tích đều sư dụng sự 
tán xạ Raman chuyển dịch Stokes.
Một phổ Raman trông rất giống như một phổ hồng ngoại 
tuyến tính về độ hấp thụ. Cường độ tia Raman (sổ photon 
Raman đếm được), được vẽ đối chiếu với độ chuyền dịch 
năng lượng. Trục hoành thường được ghi là “Chuyển dịch 
Raman/cm'1” hay “Số sóng/cm'1”. Độ chuyển dịch Raman 
thường được biêu thị theo số sóng và bàng giá trị tuyẹt đối 
cùa hiệu giừa sổ sóng cùa pic và số sóng cùa tia laser. Phổ 
Raman được biện giải theo cách như với phổ hồng ngoại 
giữa tương ứng. Các vị trí của các sổ sóng (chuyền dịch 
Raman) cho một kiêu dao động xác định là đúng với các 
số sóng cùa các dải tương ứng cùa một phổ hấp thụ hồng 
ngoại. Tuy nhiên, các pic mạnh trong phô Raman lại ứng 
với các pic yếu trong phô hồng ngoại, và ngược lại. Vi thế, 
hai kỹ thuật phổ Raman và hồng ngoại thường được cho là 
hai kỹ thuật bổ sung cho nhau.
Kỳ thuật phô Raman có ưu điểm là thường cho kết quà đo 
đúng vù nhanh mà không cần phai phá hủy mẫu và không 
cần chuán bị mâu hoặc chi cần chuân bị tôi thiểu; mầu có 
thê là chất răn, nửa ran, long và đôi khi là chất khi. Pho 
Raman cung cap thông tin về các kiêu dao động cư bàn cùa 
phân từ trong mẫu thư mà nhừ dó la có thé hiểu thêm cà 
về mẫu thừ lẫn quá trình chè bien. Tín hiệu chủ yếu nam 
trong vùng khẳ kiến và cận hồng ngoại, nên cỏ the ghcp 
nôi có hiệu quả với sợi quang học. Điều này cũng có nghĩa 
là có thể thu nhận tín hiệu từ bất kỳ một môi trường nào 
trong suôt dối với tia laser, như thủy tinh, chât dẻo, hav 
các mầu trong mói trường nước. Hơn nữa, vì trong phổ 
Raman tlurờng dùng các tia kha kiên hay cận hong ngoại 
đê kích thích, nên các hộ phận quang học có thẻ làm bang
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thạch anh hoặc thủy tinh thường. về mặt thiết bị, các hệ 
thống máy hiện đại dê sử dụng và cho kết quá phân tích 
đáng tin cậy và nhanh, trong thời gian tính bâng giây đến 
phút, Tuy thế, cần chú ý là tia laser năng lượng cao, nhất 
là trong vùng cận hồng ngoại, rất nguy hiểm, không được 
nhìn vào. Các đầu dò bằng sợi quang cần được sừ dụng 
thận trọng, và tuân thù các qui định hiện hành ve tia laser 
và các loại laser.
Bên cạnh phô Raman “thường”, còn có nhiều kỹ thuật 
Raman chuyên biệt khác như Raman cộng hường (RR), 
phổ Raman nhạy bề mặt (SERS), phổ Raman quang hoạt 
(ROA) và nhiều kỳ thuật khác. Các kỳ thuật này ít được 
dùng trong ngành dược nên sẽ không được đè cập đến 
ờ đây.

CÁC PHÉP ĐO RAMAN ĐỊNH TÍNH VÀ ĐỊNH LƯỢNG
Có hai nhóm phép đo thường được thực hiện bằng kỹ thuật 
phổ Raman là định tính và định lượng.

Định tính bằng phổ Raman
Phổ Raman cho các thông tin về các nhóm chức hóa học 
có trong mầu. Vì phổ Raman là đặc trưng cho một hợp 
chất nhất định nên phép đo Raman định tính có thể được 
dùng như một phép thử định tính một chất cùng như dùng 
đê suy đoán cấu trúc phân tử của chất đó.

Định lượng bằng phổ Raman
Sừ dụng một thiết bị có detector đo công suất quang (như 
máy quang phổ Raman chuyển dạng Fourier, FT-Raman), 
có thể định lượng bằng phổ Raman dựa trên mối quan hệ 
giữa tín hiệu Sv tại một số sóng đã cho V , và nong độ chất 
phân tích C:

S v =K<Tv{vL - v p ý P ữC
Trong đó:
K là một hằng sổ phụ thuộc vào đường kính cùa chùm tia 
laser, hệ thu quang, thể tích mẫu và nhiệt độ; 
ơ v lã mặt cắt ngang Raman cùa một kiểu dao động nhất định; 
V L là sổ sóng của tia laser;
Vp là so sóng cùa kiểu dao động;
P(j là công suất của tia laser.
Mặt cắt ngang đặc trưng cho bản chất của kiểu dao động 
nhất định đó. Thê tích mẫu được xác định bởi kích thước 
tiêu điểm cùa chùm tia laser trên mẫu, phần quang học 
dùng để hội tụ, và tính chất quang học của bàn thân mầu. 
Kích thước cùa điểm chiếu laser trên mẫu có thể thay đoi 
từ dưới 1 gm cho một vi đầu dò đến 6 mm cho một hệ mẫu 
diện tích lớn. Với các phổ kc Raman có thể đo số photon 
trên một giây (như các phổ kế Raman có bộ ghép-thav đổi 
(change-coupled device [CCD]-Raman spectrometers) thì 
dùng phương trình sau:

S v = K ơ vy L{vL - V p ý P ^ C
Từ các phương trinh nêu fren, ta thấy tín hiệu eũa pic tỷ 
lệ thuận với nông độ. Mội quan hộ tuyên tính này là cơ sử 
cho đa sổ các áp đụng định lượng cùa phổ Raman.
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CẢCYÉU TỎ ẢNH HƯỎNCỈ ĐỂNVIHC ĐỊNH LƯỢNG 
Các yếu tố do mẫu
Các yêu tỏ thuộc về mầu quan trọng nhất có thể gây ảnh 
hường nghicm trọng đen việc định lượng bằng phổ Ram an 
là sự huỳnh quang, sự làm nóng mẫu, sự hấp thụ bởi nền 
mầu hay bản thân mẫu và ảnh hưởng bởi sự phân cực. Nếu 
nên mầu có chất huỳnh quang thi tin hiệu đo được thường 
có phần đóng góp cùa sự huỳnh quang đó. Chi có thể quan 
sát dược sự huỳnh quang nêu bước sóng cùa tia laser kích 
thích xen phủ lên một dải hầp thụ cùa chất huỳnh quang. 
Huỳnh quang có thẻ dược quan sát thấy như lả một nền 
rộng và dốc nằm dưới đường cong phổ Raman. Sự huỳnh 
quang làm cho đường nên bị chênh và làm giảm tỷ số tín 
hiệu trên nhiêu. Khoáng bước sóng và cường độ huỳnh 
quang phụ thuộc vào thành phân hóa học của vật liệu huỳnh 
quang. Vi huỳnh quang thường có hiệu suất mạnh hơn so 
với tán xạ Raman, nên chỉ một chút tạp huỳnh quang cũng 
có thổ làm cho tín hiệu Raman suy giảm đáng kể. Có the 
làm giám ảnh hưởng của huỳnh quang bàng cách sừ dụng 
nguôn kích thích có bước sóng dài hơn như 785 nm hoặc 
1064 nm (bước sóng dài hơn thì số sóng nhỏ hơn). Tuy 
nhiên, ncn nhớ răng cường độ của tín hiệu Raman là tỷ lệ 
với (vy -  ty)4 vì the ưu điểm của việc sử dụng tia laser kích 
thích có bước sóng dài để làm giảm thiểu huỳnh quang 
đà bù trừ phần nào cho sự làm yếu tín hiệu Raman của 
bước sóng dài. Tỷ sổ tín hiệu trên nhiễu lớn nhất có thể đạt 
được bàng cách cân bằng các yểu tố như sự loại bỏ huỳnh 
quang, cường độ tín hiệu và đáp ửng của detector.
Huỳnh quang ờ Chat rắn đôi khi có thể được làm yểu đi 
bằng cách phơi mẫu dưới bức xạ laser trong một khoảng 
thời gian trước khi đo. Sự giảm huỳnh quang này là không 
rò rệt khi lượng chât huỳnh quang không phải ờ dạng vêt 
hoặc khi mẫu là chất lòng.
Sự lảm nóng mẫu bời tia laser có the tạo ra một số hiệu ứng 
khác nhau như sự nóng chảy, thay đổi trạng thái thù hình, 
cháy tnẫu. Mầu dễ bị nóng nhất khi điểm chiếu trên mẫu 
có kích thước nhò tức là khi dùng vi đầu dò. Nóng mẫu 
thường là một vân đề đổi với các vật liệu có màu, có tính 
hấp thụ mạnh hay các hạt rảt nhỏ có khà nâng truyền nhiệt 
thấp. Ảnh hường do làm nóng mẫu thường quan sát được 
dưới dạng sự thay dổi pho Raman theo thời gian, hoặc khi 
kiểm tra mẫu bằng mắt. Đe giảm thiểu sự nóng mẫu do tia 
laser, bên cạnh việc làm giam luồng laser, có thể sử dụng 
nhiều phương pháp khác như di chuyên mẫu hay di chuyền 
tia lascr trong khi đo hay cài thiện sự truyền nhiệt từ mẫu 
bàng cách nhúng vào chất lòng.
Tín hiệu Raman có thể được hấp thụ bởi nền mẫu hoặc 
bản thân mầu. Điểu này xày ra nhiều hơn với các hệ máy 
FT-Raman bước sóng dài. Ở đây, tín hiệu Raman có thể 
xen phú với một dải hấp thụ hòa cao (cvertone) trong 
N1R. Hiệu ímg này phụ thuộc vào bộ quanụ của hệ thông 
cùng như cách trình bày mầu, sự khác nhau cùa kích thước 
hạt trong chất rắn. Dù sao, những hiệu ứng này là không 
nghiêm trọng nhu trong pho NIR.
Cuối cùng, nên biết rang bức xạ lascr là phân cực và các 
phồ Raman của các chất kểt tinh và các mầu định hướng
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khác có thể khác nhau đáng kẻ, phụ thuộc vào cách mẫu 
đươc định vị. Nếu máy phổ Raman có thể cho bức xạ phân 
Clrc phẳng trên mẫu thì nên dùng một bộ trộn (scrambler) 
phân cực trong việc phân tích mầu hàng ngày.

Các yếu tổ do lấy mẫu
Thuât ngữ lấv mẫu ờ đây có thê được hièu là phương cách 
lấy thông tin từ mầu.
Ky thuật phổ Raman là một kỳ thuật nên băng không, nghĩa 
là khi không cỏ mâu thi tín hiệu tại detector bang không. 
Trong phổ hấp thụ thỉ ngược ỉại, khi không cỏ mẫu thì tín 
hiệu tại detector lai là cực đại (T = 100 %). Các kỵ thuật 
nền bang không vốn rất nhạy, chi một thay đổi nhò về nồng 
độ chất trong mâu cùng sẽ có một thay đôi cường độ tín 
hiệu theo tỷ lệ tương úng. Các nguồn sáng khác (như tia 
lac) cũng có thô làm thay đôi tín hiệu đo được. Ngoài ra, 
rnôt tín hiệu nền lớn do huỳnh quang tạo ra sẽ làm tăng 
mức nhiễu. Vi thổ, việc dùng tín hiệu Raman tuyệt đối để 
xác định trực tiếp một chất phân tích có thể sẽ rất khó khăn. 
Các yếu tố khác là sự thay đồi dộ đục và độ không đồng 
nhất trong mẫu, sự thay đôi công suất laser chiêu lên mẫu 
và sự thay đôi vị tri cùa mẫu. cỏ thê giảm thiêu những ảnh 
hưởng này bằng cách lấy mẫu một cách ổn định, có tính đại 
điện. Thiệt kế cẩn thận thiết bị cũng có thể giảm bớt nhưng 
không thê loại bỏ được hoàn toàn nhửng ảnh hường đó.
Có nhiêu cách đê hạn chê sư dao động của kêt quà do 
tháng giáng cường độ tuyệt đỏi gây nên. Cách thông dụng 
và hiệu quà nhât là thêm chât chuân nội và sử dụng các pic 
được tách khòi chât chuân đó; cũng có thê dùng một dải 
hình thành do một phần của phần tử như một vòng thơm 
mà mặt cat ngang Raman cùa nó không thay đổi theo cách 
chuân bị mâu. Với phô cùa một dung dịch, có thê sử dụng 
một pic dung môi tách biệt vì dung môi tương đôi ít thay 
đôi từ mâu này sang mâu khác. Củng vậy, với một chế 
phâm, có thê dùng pic của một tá dược nêu pic đó là đáng
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kể so với pic chất phân tích. Với giả thiết là những thay đổi 
định hướng cùa tia laser hay của mẫu có ảnh hường đồng 
đều lên loàn phổ, thì toàn bộ một phổ cũng có thể sử dụng 
như một phổ đối chiếu.
Một yếu tố quan trọng thứ hai do iây mầu cần được xem 
xét là tạp nhiễm phổ. Tản xạ Raman là một hiệu ứng yếu, 
có thể bị che lấp bởi một số yếu tố bên ngoài. Các nguồn 
tạp nhiễm thông thường ỉà nlìừng dị biệt cùa giá mẫu (như 
bình chứa hay giá thể/cơ chất) và ánh sáng môi trường 
xung quanh. Những vấn đề này có the được xác định vá 
giải quyết qua các thực nghiệm thận trọng.

THIẾT BỊ

Các bộ phận
Tât cà các thiêt bị phô Raman hiện đại đêu có quá trình đo 
bao gồm việc chiểu một chùm tia laser lên mẫu, thu nhận 
các tia tản xạ, loại bỏ các tia tán xạ Rayleigh, tách các tia 
Raman theo bước sóng, và cho kết quà là một phổ Raman. 
Đe có thê thực hiện các công việc trên, tất cá các máy phô 
Raman trôn thị trường đêu có các bộ phận chính sau đây; 

Nguồn laser kích thích 
Bộ phận lấy mẫu
Bộ phận lọc/loạì bò tán xạ tại bước sóng laser 
Bộ xừ lý bước sóng 
Detector và mảng điện tử

Nguồn laser kích thích
Bảng 4.8 chỉ ra nhiều nguồn laser thông dụng trong ngành 
Dược hoặc trong phổ Raman. Các laser Ư V cũng được dùng 
cho các ứng dụng chuyên biệt khác, nhưng chúng có những 
đicm bàt lợi cho các phép đo phân tích. Vi ngàv càng có 
nhiêu áp dụng mới của laser ƯV được đưa rạ, có khả năng là 
chúng cũng sẽ được dùng trong kv thuật phô Raman.
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Bùng 4.8 - Các nguồn laser được ứng dụng trong ngành Dược

Laser Â, nm 
(số nguyên 
gần nhất)

Loại Công suất tại 
nguồn laser

Dải bước sóng 
i (Vùng Stokes, độ 
. dịch chuyển 100 cnr 

đến 3000 cm 1)

Chú thích

Laser cận hồng ngoại (NỈR) --------- - - ..............  ............

1064 Hộp trọn bộ Cho đến 3 w 1075 -  1563 Thường được dùng trong các máy chuyên dạng

830
(NdrYAG)

Diod Cho đến 300 m\v ~ 827 -  980
Fourier
Diên hinh là có eiới hạn đên 2000 cm !; chuyên

785 ' Diod (’ho đến 5ÕÕ mW 791 — 1027

dịch Raman do đáp ứng phổ CCD; ít phổ biến hon 
các laser khác
Nguồn laser tán sắc được sử dụng rộng rãi nhất

Laser khả kiến
632,8 He "-Ne Cho đến 500 inW 637- 78! Nguy cơ huỳnh quang tương đối thấp
532 Bộ đôi Cho đến 1 w 535-632,8 Nguy cơ huỳnh quang cao

514,5
(Nd-YAG)

Ảr+ Cho đến 1 w 517-608 Nguv cơ huỳnh quang cao
488 -  632,8 Ar+ _  Cho đểnj_w_ _ 490 -  572 Nguy cơ huỳnh quang cao

PL-133



PHỤ LỤC 4 

Bộ phận lấy mau
Có nhiều thiết kế khác nhau, trong đó có giao diện quang 
học trực tiếp, kính hiên vi, đầu dò sợi quang (loại không 
tiếp xúc hoặc loại quang học nhúng) và khoang chứa mẫu 
(bao gồm giá đờ mẫu chuyên dụng và bộ phận thay đổi 
mẫu tự động). Đầu quang học lấy mẫu cũng có thể được 
thiết kế đê có thê thu được một phổ Raman phụ thuộc vào 
sự phân cực vả như vậy thường có thêm thông tin. Việc 
lựa chọn thiết bị lấy mẫu thường tùy thuộc vào chất phân 
tích và mẫu. Tuy nhiên cũng cân xem xét đến những vấn 
đe như thẻ tích mẫu lấy, tốc độ đo, an toàn laser, sự đồng 
nhất của mầu để chọn bộ lấy mẫu tối ưu cho một ứng dụng 
cụ thổ.

Bộ phận lọc
Tán xạ Rayleigh tại bước sóng của tia laser có cường độ 
lởn hơn nhiều bậc so với tín hiệu Raman và cần phải được 
loại bỏ tnrớc khi đến detector. Lục Notch được dùng phổ 
biến và vừa có kích thước nhỏ, vừa cho phép loại bó hết 
tán xạ Rayleigh. Phương pháp lọc truyền thong dùng các 
bộ đơn sắc nhiều cấp tuy vẫn còn nhưng ít được sứ dụng. 
Ngoài ra, tùy theo bố trí hình học để thu góp tín hiệu của 
máy, có thể cần dùng nhiều bộ lọc hay lá chắn để chc chắn 
mẫu khỏi các bức xạ bên ngoài (như ánh sáng trong phòng, 
các vạch plasma laser).

Bộ xử  lý bước sóng
Thang bước sóng có thể được mã hóa hoặc bởi một bộ đơn 
sắc quét, một bộ đa sắc cách tử (trong các phổ kế Raman- 
CCD) hay một giao thoa kế hai chùm tia (trong các phô kế 
FT-Raman). Thiết bị phù hợp đe sử dụng phái có thể dùng 
cho các phép đo định tính. Nhưng đề đo định lượng, cẩn 
lựa chọn máy cẩn thận vi sự tuyến tính của độ tán sac và 
của dcáp ứng có thể không đồng đều trên toàn thang phổ.

Detector
Chuỗi CCD trên nền silic là detector phô biến nhât cho 
các máy tán sắc. Chuồi CCD được làm mát cho phép 
đo trên thang pbổ với độ chuyển dịch Raman từ 4500 - 
100 em'1 với nhiễu thấp khi sử dụng hầu hết các nguồn 
laser khả kiến như Nd:YAG, 532 nm (frequency-doubled 
neodymium-doped yUrium-alutninum-garnet) hay heli- 
neon, 632,8 nm. Với diod laser 785 nm, dài sóng giám 
xuống còn khoảng 3100 - 100 cm'1. Với các CCD dùng 
phổ biến nhất, độ đáp ứng bước sóng đạt đỉnh khi dùng 
nguồn laser thông dụng 632,8 nm của laser khí Ĩle-Ne hay 
785 nm của laser diod. Các máy FT thường sử dụng eáe 
detector một kênh germani hay inđi-gali-arsenid (InGaAs) 
cỏ đáp ứng trong vùng cận hồng ngoại đe hợp với bước 
sóng kích thích 1064 nm của laser Nd:YAG.

Hiệu chuẩn
Ghi chú: Các phương pháp hiệu chuân thief bị dưới dày nhăm 
cung cấp thông tin tham khảo.
Việc hiệu chuẩn máy Raman bao gồm ba phần: bước sóng 
sơ câp (trục x), bước sóng tia laser và cường độ (trục y).

Hiệu chỉiân bước sóng sơ cấp (trục x)
Trong trường hợp các máy Rarnan FT, việc hiệu chuẩn 
bước sóng sơ cấp được thực hiện ít nhất đến mức gàn đúng 
đầu tiên, với nguồn laser Iỉe-Ne nội tại. Hầu hết các thiết 
bị tán săc đều sừ dụng đèn phát xạ nguycn tử để hiệu chuần 
bước sóng sơ cấp. Với các máy phù hợp cho phép đo phân 
tích Raman, nhà cung câp sẽ đưa ra một quy trình hiệu 
chuân tiục X mà người sử dụng có thê thực hiện được. Với 
các máy tán sắc Raman, phương pháp hiệu chuẩn dựa trên 
nhiêu vạch phát xạ nguyên tử được dùng nhiều hơn. Giá 
trị của cách hiệu chuán này có the kiểm tra qua hiệu chuẩn 
bước sóng laser tiếp theo bằng cách sừ dụng một chuẩn 
độ chuyển dịch Raman thích hợp. Với các thiết bị tán sắc 
quét, có thể cần hiệu chuấn thường xuyên hơn và cần kicm 
tra độ chính xác (prccision) trong cà hai phương thức vận 
hành tĩnh tại và vận hành quét.

Hiệu chuẩn bước sóng tỉa ỉaser
Bước sóng laser dao động có thể tác động lên cả độ chính 
xác cùa bước sóng lần độ chính xác cùa tín hiệu quang cùa 
máy. Ngay cà nhừng nguôn laser ổn định nhất vần có thể 
cho các tia có bước sóng khác nhau đôi chút. Vì vậy cần 
khẳng định bước sóng để đảm bào độ đủng của vị trí độ 
chuyển dịch Raman cho các máy Raman FT hay Raman tán 
sắc. Đe làm được việc này, có thê dùng một vật liệu chuẩn 
cùa độ chuyển dịch Raman như mô tả trong ASTM E1840- 
96 (2002)1 hav một vật liệu được kiêm tra thích hợp.
Ghi chủ:
Các giả trị chuẩn đáng tin cậy của độ chuyển dịch Raman cho 
các thuốc thử thường dùng, dạng lỏng hay rắn càn cho việc 
hiệu chuẩn số sóng cho các phổ kế Raman được cung cấp trong 
ASTM E1840-96 (2002) đã nêu. Các giá trị này cỏ the được 
dùnq cùng với các vạch phát xạ có độ đúng và độ chính xác cao 
của đèn hồ quang áp suất thấp, các vạch này có sẵn để dùng 
trong hiệu chuẩn mảy Raman.
Các vật licu tinh khiết phổ có thể mua tại các nhà cung cấp 
phù hợp. Một số mây có thể dùng một chuẩn Raman có 
sẵn bên cạnh quang trình ban đầu. Thiết bị chuẩn ngoại tái 
lập đúng quang trình cùa tia tán xạ (Khi sử dụng các chuán 
hóa học, cần chú ỷ tránh làm nhiêm tạp và khăng định tinh 
Ổn định của chuẩn).
Trừ khi máy dùng là loại có hiệu chuân liên tục, ngay trước 
khi đo bước sóng lascr, nên hiệu chuân trục bước sóng 
sơ cấp theo quy trình cùa nhà cung câp máy. Trong hiệu 
chuẩn ngoại, nên đặt chuẩn độ chuyển dịch ở nơi đặt mẫu 
và tiến hành đo, sừ dụng cảc thông số thu nhận tín hiệu 
thích hợp. Nên đánh giá trung tâm của pic trên một dải 
mạnh, phân giải tổt trong vùng phô cần quan tâm. Có thê 
xác định vị trí pic băng phương pháp thù công hoặc dùng 
một thuật toán xác định pic đáng tin cậy. Phần mem do 
người bán máy cung cấp có thổ cho phép đo bước sóng 
laser và hiệu chinh bước sóng laser một cách thích hợp sao 
cho pic này nam đúng vị trì. Nếu người bán máy không 
cung cấp phần mềm có chức năng này thi phải điều chình 
bước sóng laser bàng tay. Tùy theo loại laser, bước sóng 
lascr cỏ thc thay đổi theo nhiệt độ, dòng, và thế. Dung sai 
bước sóng có thể thay đổi tùv theo áp dụng cụ thể.
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Hiệu chuẩn cường độ (trục y)
Việc hiệu chình trục đo cường độ tín hiệu cỏ thể quyết 
định sự định lượng thành công, nhờ có một sổ phương 
pháp phân tích {như đo lường hỏa học (chemometrics)} 
và chuyển phương pháp giữa các máy. Cà hai loại phô kế 
Raman FT và Raman tán xạ nên được hiệu chuân theo các 
quy trình tương tự. Dung sai chấp nhận được cùa độ chính 
xác cường độ tín hiệu (photomctric precision) cho một 
phép đo cụ thô cần được đánh giả trong giai đoạn xây dựng 
phương pháp. Đc hiệu chuẩn đáp ứng quang của một máy 
Raman, nên dùng một nguôn phát xạ băng rộng. Có hai 
phương pháp được chấp nhận là: Phương pháp A sừ dụng 
một đèn wolfram phát ánh sáng trăng đã được hiộu chuán. 
Nhiều nhà cung cấp mảv cũng cung cấp các chuân hiệu 
chuẩn độ bức xạ được nối chuân đến các phòng thí nghiệm 
đo lường quốc gia. Phương pháp này được áp dụng cho tât 
cả các bước sóng laser kích thích thông thường được nêu 
trong Bảng 1. Phương pháp B sù dụng các vật liệu chuàn 
(SRM) do các phòng thí nghiệm đo lường quoc gia cung 
cấp. Một số chuẩn huỳnh quang bằng thủy tinh kích thích 
(doped-glass) có sằn trên thị trường.
Phương pháp Ả:
Nguồn được đặt vào vị trí cùa mẫu, với tia laser tẳt và 
đo đáp ứng detector (sử dụng các thông số thích hợp cho 
máy). Đâu ra của nguồn được sử dụng để hiệu chuẩn phải 
được biết. Phải xác định tỳ' số giữa đáp ứng đo được và đáp 
ứng thực và lập ra một hô sơ hiệu chỉnh. Việc hiệu chỉnh 
phải được áp dụng cho tất cả các phổ thu được từ máy đó. 
Hầu hết các nhà cung cấp sẽ cung cấp cả nguồn hiệu chuẩn 
và phân mềm thích hợp. Nêu nhà sản xuất không cung cầp 
quy trình hay phương pháp thì người sử dụng có thê dùng 
một nguôn được hiệu chuẩn và một phần mềm thích hợp. 
Nêu dùng một phương pháp cùa nhà sàn xuât thì cản chú ý 
đên tính giá trị hợp lệ của nguồn và quy trình hiệu chuẩn. 
Người dùng phải có được tài liệu thích hợp từ nhà sản xuất 
đê đảm bào là cách làm đã dược thâm định đánh giá. 
Phương phập B:
Đặt chuẩn huỳnh quang vào chỗ đặt mẫu. Với nguồn laser 
bật, ghi phô cùa vật liệu chuân SRM (có các thông số thích 
hợp cho máy). Đầu ra của nguồn được sừ dụng đổ hiệu 
chuân phải được biết. Phải xác ctịnb tỳ’ số giữa đáp ứng 
đo được và đáp ứng thực, và lộp ra một hồ sơ hiệu chinh. 
Việc hiệu chinh phải được áp dụng cho tất cà các phổ thu 
được từ máy đó. Hâu hết các nhà cung cấp sẽ cung cấp cà 
nguôn hiệu chuân và phân mèm thích họp. Nếu nhà sản 
xuât không cung câp quy trình hay phương pháp thì người 
sử đụng có thê dùng một vật liệu chuẩn và một phần mềm 
thích hợp. Nêu dừng một phương pháp của nhà sàn xuất thì 
cân chú ý đên tinh giá trị hợp lộ của vật liệu chuẩn và quy 
t r ìn h  hiệu chuân. Người dùng phải có được tài liệu thích 
hợp từ nhà sản xuất đê đảm bào là cách làm đà đưực thẳm 
định đánh giá.

Hiệu chuân ngoại
Nên sử dụng chuẩn ngoại đe hiệu chuẩn đầy đù chức nâng 
của máy. nhâm chứng minh tính phù họp cùa các máv 
trong phòng thí nghiệm, ngay cả khi máy có phương pháp

hiệu chuẩn nội bộ. Việc sử dụng chuẩn ngoại không loại 
bó yêu cầu phải có các quy trình kiểm tra nội bộ; mà là đê 
có tư liệu về sự phù hợp của thiết bị cho mục dích hoặc 
phép phân tích cụ thể. Với các Ihiát bị được lắp đặt tại 
một dây chuyền hay trong một lò phản ứng, ỉà nơi không 
thổ thưìmg xuyên đặt một chuẩn ngoại và ngay cà với các 
máv có hiệu chuẩn nội bộ thì việc so sánh hiệu năng cua 
phương pháp hiệu chuân nội và ngoại cũng phải được định 
kỳ kiểm tra. Mục đích của việc này là để kiểm tra những 
thay đổi trong các thành phẩn mà cớ thê không có được 
trong phương pháp hiệu chuẩn nội (thấu kính quá trình, 
đằu dò sợi quang, V.V.), ví dụ như việc hiệu chuân quang 
của hệ quang.

ĐÁNH GIÁ VÀ KIÊM TRA CÁC PHỎ KẾ RAMAN
Có thể đánh giá phổ kế Raman thông qua: Tính phù họp của 
hệ thống, đánh giá vận hành và kiểm tra hiệu nâng (xem 
mục Định nghĩa các thuật ngữ và ký' hiệu). Mục đích của 
việc đánh giá tính phù hợp là dể đàm bão rang cóng nghệ 
của thiết bị là phù hợp cho phương pháp định áp đụng. Mục 
đích cùa việc đánh giá vận hành là để đảm bảo ràng máy 
phù họp cho mục đích sử dụng và qua đánh giá lại định 
kỳ, máy sẽ tiếp lục hoạt động tốt trong thời gian dài. cần 
thường xuyên kiểm tra hiệu năng cùa máy khi mảy được 
dùng cho một phép đo định tính hay định lượng cụ thể.
Vì có nhiều cách đo phổ Raman khác nhau, ncn trong 
việc đánh giá vận hành và kiểm tra hiệu năng có thể dùng 
những chuẩn ngoại mà có thổ dùng cho một máy bất kỳ. 
Như với bất kv một phổ kế nào, pho kế Raman cần được 
đánh giá về cả độ chính xác số sóng (cho trục X và độ 
chuyên dịch từ nguồn kích thích) cũng như độ chính xác 
đo quang (trục tín hiệu v).
Trong kiêm tra hiệu năng, có thê sử dụng sự đánh giá mức 
độ phù hợp (qualitv-of-ñt) với phồ quét ban đẩu hay một 
nhóm phổ quét (thường được tập họp trong các máy không 
quét). Trong một phép phân tích như thế, có thể cho ràng 
các phô chuân thu được trên một máy mới hay máy mới 
được sửa chữa và được vận hành đúng cách là đại diện 
cho các phô tốt nhất cổ thê có được. Việc so sánh các phổ 
thu được qua thời gian với các chuẩn tương đồng (hoặc là 
chuẩn gốc hay các chuẩn mới cùng loại, khi có quan ngại 
về độ ổn định cùa chuẩn) là cơ sở đê đánh giá độ ổn định 
lâu dài cùa hệ đo phổ Raman.

Tần số thử nghiệm
Việc đánh giá thiết bị được tiến hành theo từng khoảng 
thời gian xác định hay sau khi sữa chữa, thay đôi cẩu hình 
quang học như thay nguồn laser, thay detector hay thay các 
lọc. Việc đánh giá lại toàn bộ thiết bị cỏ thê không cằn thiết 
khi thay đòi các phụ tùng như vi dầu dò, buồng chứa mẫu, 
đẩu dò sợi quang cô định. Trong nhùng trường hợp này có 
thê chi cân tiến hành đánh giá hiệu năng là đù; và nên lảm 
theo chi dân cụ thê của nhà cung câp vê các yêu câu đánh 
giá cho một loại máy xác định. Các phép thừ bao gồm thử 
độ chính xác bước sóng (của trục X và độ chuyển dịch từ 
nguồn kích thích), và độ chính xác đo quang (của trục tin
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hiệu y). Các phép thử đánh giá thiết bị đòi hòi phải đạt yêu 
cầu về dung sai cho ứng dụng phân tích cụ thể.
Việc kiểm tra hiệu năng được thực hiện trôn thiết bị được 
cấu hình cho các phép đo phân tích vả được thực hiện 
thường xuyên hơn đảnh giá thiết bị. Kiểm tra hiệu năng 
bao gôm việc do độ không đàm báo cùa bước sóng và độ 
chính xác cùa thang cường độ. Trước khi thu thập dữ liệu 
cho một ngày cẩn tiến hành các phép thử độ chính xác 
bước sóng và độ chính xác thang cưởng độ là c.in thiết. 
Hiệu năng được kiểm tra băng cách so các phổ thu được 
với các phổ thu được trong làn đánh giá thiết bị trước.

Đánh gỉá vận hành thiết bị (thẩm định vận hành)
Trong (¡¿ình giá vận hành cũng như đảnh giá hiệu năng, 
điều quan trọng cần lưu ý là các tiêu chuẩn can đạt được 
nên chì ỉà các yêu cầu chung. Các tiêu chuẩn cụ the cho 
các máy và các áp dụng cụ thổ có thê thay đổi theo phương 
pháp phân tích được sử dụng và độ đúriíĩ mong muốn của 
kết quả cuối cùng. Các vật liệu chuân ASTM được chi 
định với quy ước là trong một số trườne hợp (đặc biệt là 
các áp dụng trực tuyển ờ xa) việc sử dụng một trong số các 
vật liệu chuẩn này là không thực tế và có thể dùng các vật 
liệu khác đã được kiểm tra thích hợp. Trong trường hợp 
nàv, điều quan trọng là càn lưu ý các thông số cụ thổ nhu 
nhiễu của phổ kể, các giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn 
định lượng (LOQ) và độ rộng chấp nhận được của dãi phồ 
cho một ảp dụng đã cho sẽ phải được xác định trong quá 
trình xây dựng phương pháp phân tích. Các giá trị cụ thể 
cho phép thừ như độ lớn cùa nhiễu và độ rộng cùa chùm 
tia cùa phổ kế sẽ phụ thuộc vào thiết bị sử dụng và mục 
đích dược dưa ra. Vì vậy, những phép thừ thiết bị cụ thổ 
cho các thông số nói trên sẽ không được trình bày Irons 
chương này.

Độ đúng bước sóng (trục x)
Diều quan trọng là đảm bảo độ đúng của trục bước sóng 
thông qua hiệu chuẩn đẻ duy trì tính toàn vẹn của vị trí các 
pic Raman. Việc hiệu chuán bước sóns cùa phô kê Rarnan 
gồm có hai phàn: Hiệu chuẩn trục bước sóng sơ cap và 
hiệu chuẩn bước sóng laser. Sau khi hiệu chuẩn trục bước 
sóng sơ cấp và bước sóng laser có thể xác định độ không 
đảm bảo do bước sóng của thiết bị. Đe hoàn thiện có thê 
sử dụng một chuẩn của độ dịch chuyển Raman, ví dụ như 
chuẩn ASTM hay một vật liệu dã được kiểm tra phù họp 
khác. Nén chọn một chuản với các dải có mặt trôn toàn 
thang phổ R am an đê cỏ thẻ đánh giá độ không đàm bào 
bước sóng cùa thiết bị tại nhiều vị trí trên phổ. Dung sai 
của độ chỉnh xác bước sóng cho một thiết bị nên được 
đánh giá trong giai đoạn xây dựng phương pháp.
Ghì chú: Với các thiết bị tán săc quét, việc hiệu ch lúm có the cân 
thực hiện thirờng xuyên hem và có thể can kiềm tra độ chính xác 
trong cả hai kiồu vận hành tĩnh và vận hành quét.

Độ chỉnh xác đo quang
Độ dao động cua laser, tỉnh theo tống photon phát ra, xày 
ra giữa hai lần do có thế gây nen sự thay đổi độ chính xác

đo quang cùa thiết bị. Điều không may là rất khó tách được 
những thay đỏi của đáp ứng đo quang (gắn với dao động 
của tổng photon phát ra) khỏi các biến động do cảm ứng 
bời mẫu và lầy mầu. Đây là một lý do vì sao không nên 
thực hiện các phép đo Raman tuyệt đối và vi sao nhừng 
yéu cầu về độ chính xác đo quang được quy định tương đối 
lỏng lèo. Nôn đánh giá dung sai độ chính xác đo quang của 
một thiết bị ngay trong giai đoạn xây dựng phương pháp.

Đánh giá hiệu năng (thẩm định hiệu năng)
Mục tiêu cùa việc đánh giá hiệu năng là đê đàm bảo rằng 
thiêt bị đang hoạt động đúng trong giới hạn đã chi ra về 
độ chính xác bước sóng, độ chính xác đo quang và độ 
nhạy. Trong một sô trường hợp, thiêt bị đã được thiết kế 
đổ dùng cho một phép đo cụ thể (ví dụ, để đặt trong trong 
dây chuyên một lò phản ứng), thì không thê hoặc không 
cán đo bước sóng và tín hiệu đo quang, sử dụng các chuẩn 
đánh siá đã nêu. Nêu như việc đánh giả vận hành dã chứng 
minh răng máy là phù hợp cho mục đích sữ dụng, thì có 
thể dùng một chuẩn bèn ngoài duy nhất đè thường xuycn 
kiểm tra lại chức năng cùa máy (ví dụ, sau khi làm sạch lò 
phản ứng, kiểm tra tín hiệu của dung môi xử lý cà về độ 
chính xác bước sóng và độ chính xác đo quang). Chuân 
kiểm tra hiệu nãne phải phù họp với khuôn hình cùa mẫu 
đang phân tích càng nhiêu càng tôt và phải dùng các thông 
sổ thu nhận phổ giong nhau. Các phép đo định lượng cùa 
một phổ chuẩn kiểm tra hiệu năng sẽ kiểm tra cả độ chính 
xác bước sóng (trục X và bước sóng laser) và độ chính xác 
tín hiệu đo quang. Neu việc so sánh một chuồi các phô là 
tổt thì điều đó chứng minh rang thiết bị đang tiep tục hoạt 
động tốt.

Độ chỉnh xác bước sóng
Độ chính xác bước sóng được xác định bãng cách thu thập 
dữ liệu cùa một phổ của một vật liệu chuẩn độ dịch chuyển 
Raman đã chọn, trong một khoảng thời gian bằng với thời 
gian dùng để thử độ ổn định đo quang. Nếu thuận tiện thì 
các mẫu đà nghiền bột nên được đóng gói lại (rcpack) giữa 
hai loạt đo. Vị trí các pic trên toàn bộ vùng phô đáng quan 
tâm được dùng đê tính độ chính xác. Hiệu năng được kiêm 
tra hàng cách đối chiếu vị trì các pic với vị trí thu được 
trone lần đánh giá thiết bị trước và không được sai khác 
quá ± 0,3 em'1 so với độ lệch chuẩn, mặc dù tiêu chuẩn này 
có thể diều chỉnh theo độ đúng yêu câu cho phép đo.

Độ chính xác đo quang
Độ chính xác đo quang phải được đo băng cách thu thập 
các dử liệu phổ cùa một vật liệu chuân kiểm tra thích họp, 
trong một thòi gian đã định. Sau khi hiệu chỉnh đường nên, 
phải dùng một thuật toán thích họp đê tính diện tích một 
số các dải trên vùng phổ quan tâm. Diện tích của dải mạnh 
nhất được cho là 1 và các dài (envelopes) khác được chuân 
hóa theo dải này. Hiệu năng được kiểm tra bàng cách so 
sánh diện tích các dài hiện đo được với các diện tích tương 
ứng dã thu được trong lần dánh giá thiết bị tnrớc đó. Sự 
sai khác không được vượt quá 10 % mặc dừ chi liêu này có 
thể được ctiổu chỉnh theo yêu cầu về độ đúng cùa phép đo.

DƯỢC ĐIÊN VIỆT NAM V
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i)ỗ chính xác  và độ đúng của công suẩt Ịaser đầu ru 
Phép thử nảy chỉ được áp dụng cho các thiết bị Raman có 
máy đo công suất láser nội tại và tự động. Thiết bị không 
có máv này thỉ phải sử dụng một máy đo còng suàt láser 
dã được hiệu chuẩn cùa một nhà cung cấp có uy tín. Đâu 
ra của láser phải được thiết lập sao cho có tính đại diện và 
đáp Ím2 được các yêu càu của phép đo phân tích và cùa 
công suất ỉaser được đo. Đầu ra phải được đo và kiêm tra 
dối chiếu với đầu ra đo dược khi đánh giá thiết bị. Công 
suất (tính theo mili watt hay watt) phải không sai khác quá 
25 % so với mức khi đánh giá. Nêu sai khác lớn hon thì 
thiết bị cần được bào dường (vỉ sự sai khác này có thê chỉ 
ra rằng, bên cạnh những điều khác, có sự lệch lạc lớn cùa 
hè thống hoặc này sinh hư hòng cua nguồn láser).
Với các thiêt bị có máy đo công suât láser bên trong, độ 
đúng của các giá trị do máy đo công suất láser bên trong 
cho ra phải được so sánh với một máy đo công suât bôn 
ngoài đã hiệu chuân trong khoảng thời gian không quá 12 
tháng. Giá trị tính dược cùa máy bên trong phủi được so với 
giá trị của mảy bén ngoài. Hiệu năng được kiểm tra băng 
cách so sánh giá trị hiện có với giá trị thu dược trong lân 
đảnh giá thiết bị trước đây. Nhà sản xuất thiết bị có thể cung 
cấp một phan mềm để việc phân tích này được dễ dàng. 
Neu thiết kế của thiết bị không cho phcp sừ dụng một máy 
đo công suất bên ngoài thì khi đố nhà cung cấp phải đưa 
ra tài liệu đàm bảo chát lượng của thiết bị và cung cấp một 
quy trình được khuyến cáo đồ có thể thực hiện được việc 
phân tích nói tren cùng với kỳ bảo dưỡng đã định.

THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP
Việc thẩm định các phương pháp phổ Raman được làm 
theo các qui định chung đổi với các tiêu chí về độ đúng, 
độ chính xác v.v. Tuy nhiên, nhiều tiêu chí trong đó bị 
ảnh hưởng bời các biến dặc trưng của phồ Raman. Huỳnh 
quang có thê là biên dâu tiên có thê ảnh hường (lên tính 
phù hợp cùa một phương pháp. Sự có mặt của các tạp 
huỳnh quang trong mẫu có thể rất khác nhau và có ít ảnh 
hường đên tính chấp nhận được của vật liệu, Phương pháp 
phải đù linh hoạt đè chập nhận được các chế độ lấy mẫu 
cân áp dụng đê giảm thiêu ảnh hường cùa các tạp này. Độ 
tuyên tỉnh cùa detector phải được khăng định trên thang 
các mức tín hiệu có thê có. Huỳnh quang có thê đẩy cao 
cả đường nên ỉẫn nhiều so với khi tham định; trong trường 
hợp này, phải ỉàin giảm huvnh quang hoặc phải sửa đôi 
phương pháp cho phù hợp với mức huỳnh quang cao.
Khi nhiêu đường nên tăng cao sẽ có tác động tiêu cực đôn 
dộ chính xác, giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng 
của phương pháp.Vì buvnh quang có thể ảnh hường đến 
kỗt quả định lượng do chuyền dịch đường nền, nên phải 
khăng định việc định lượng lả có thê chấp nhận được ờ các 
mức khứ quang (photoblcaching) khác nhau.
Tác động của láser lên mẫu phải được xác định. Với các 
phép đo dùng các cóng suất láser và thời gian tiếp xúc với 
tia khác nhau, việc kiêm tra mẫu bằng mắt và kiểm tra định 
tính cùa phô Raman sẽ khảng định được là mẫu không bị 
biên đôi (không tính đến sự khư auang). Đe khẳng định 
trung phó Raman, các biến đặc trưng ỉà sự chuyển dịch vị
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trí cua pic, những thay đổi chiều cao pic và độ rộng dải và 
nhưng thay đôi không mong đợi của cưởng độ nên.
Độ chính xác cùa phương pháp cũng phải tính đến vị tri 
cùa mẫu. Cách trinh bày mẫu là một yếu tổ trọng yếu cho 
cả chất lóng lẫn chat ran và phải được kiêm soát chặt chẽ 
hoặc phải tỉnh đến trong mô hình hiệu chuẩn. Độ nhạy 
cám cùa vị trí mẫu thường có thể được hạn chế bàng cách 
chuẩn bị mẫu thích hợp hoặc bằng hình học cùa giá đỡ 
mẫu, nhưng nó còn thay đổi từ máy nảy sang máy khác 
tùy theo cấu hình quang học của bộ thu nhận và kích thích.

ĐỊNH NGHĨA CÁC THUẬT NGŨ' VÀ KÝ IIIỆU
Mô hình hiệu chuẩn (calibration model) là một biểu thức 
toán học cùa sự liên hệ giừa đáp ứng của một máy phân 
tích và các tinh chât cùa mầu.
Độ rộng cỉải phổ (intrument bandpass) hay Đọ phân giải 
(resolution) là thước đo khả năng tách các bức xạ có bước 
sóng gần nhau của một phổ kế.
Đảnh giá vận hành (operational qualification) là quá trình 
làm việc và ghi chép để chửng minh rằng máy hoạt động 
theo đủng các chỉ tiêu kỹ thuật của máy và cỏ thể đáp úng 
được mục đích sừ dụng, cần thực hiện việc này sau khi có 
bất kỳ sự thay đổi có ý nghĩa nào như lắp đặt, đổi chỗ, sửa 
chữa quan trợng, v.v.
Đảnh giá hiệu năng (performance qualification) là quá 
trình sử dụng một hay nhiêu vật liệu đôi chiêu ôn định và có 
các đặc tính xác định rỗ để kiểm chứng hiệu năng làm việc 
ồn định của máy. Trong việc đánh giá này có thể sử dụng 
các chuẩn khác nhau cho các đặc tinh hiệu năng khác nhau. 
Phổ Raman (Raman spectra)2 lả đồ thị chi trên trục tung 
năng lượng bức xạ, hay sổ photon, tán xạ bởi mẫu khi có 
tương tác giữa dao động phân tử trong mẫu và một bức xạ 
đơn sắc có tẩn số cao hơn nhiều so với tần sổ dao động. 
Trục hoành thường là hiệu sổ sổ sóng giữa ánh sáng tới và 
ánh sáng tán xạ.
Tán xạ Raman (thường) (Nomal Raman scattering)2 là sự 
tán xạ không đản hồi của ánh sáng xảy ra khi có thay đổi 
độ phân cực của các liên kết liên quan trong một dao động 
phân từ. Phổ Raman (thường) xuất hiện khi mẫu được kích 
thích bới một bức xạ không cộng hường với sự chuyển 
dịch điện từ trong mẫu.
Độ chuyên (lịch sỏ sóng Raman (Raman wavenumber 
shift)2:

ßAü
Trong đó:
ß là mật cat ngang Raman vi phân, có g'á trị dương với 
tán xạ Stokes và âm với tán xạ đối Stokes.
Ab là hiệu cùa số sóng của vạch kích thích và số sóng của 
tia tán xạ, với đơn vị Sỉ là nv1. Đơn vị thường dùng là 
cm'1 = 100 nrh 
Ghi chú:
1 ASTM E l840-96 (2002) Hưcmg dần về các chuẩn độ dịch 
chuyên dùng cho hiệu chuẩn phũ kẻ. Standard Guide for Raman 
Shift Standards for Spectrometer Calibration.
7 Chalmers, J., {jri liitbs, p., Eds. Sô tue phô dao động (Handbook 
o f Vibrational Spcctro.scopv), 2002.
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PHỤ LỤC 5

CÁC KỸ TIIƯẬT TÁCH SÁC KÝ

Các kỹ thuật tách sắc ký là những phương pháp tách trong 
đó các thành phần của mẫu được phân bố vào hai pha: một 
pha tĩnh và một pha động. Pha tĩnh có thể là một chất rắn, 
cũng có thê là một chất lòng được giữ trên một chất rắn 
hay một gcl. Pha tĩnh có the được nhồi vào cột, hoặc trài 
thành một lớp, hay phân tán thành một lớp phim v.v... Pha 
động có thẻ là chất khí, chất lòng hay chất lưu siêu tới hạn 
(còn được gọi là chất lòng siêu tới hạn). Sự tách sắc ký có 
thể dựa trôn các cơ chế khác nhau như hấp phụ, phân bố 
khối lượng (hay phân chia), trao đồi ion, hoặc dựa trên sự 
khác nhau về tính chất !ý hóa của các phân từ như kích 
thước, khối lượng, thể tích v.v...
Phụ lục nảy chi đề cập đến các định nghĩa và phép tính các 
thông số thông thường trong kỹ thuật sắc ký, các yêu cầu 
thường được áp dụng cho sự phù hợp của hệ thống sắc ký'. 
Nguyên lý, thiết bị và phương pháp tách được trình bày 
trong các phép thử chung sau đây:
- Phương pháp sắc ký giấy (Phụ lục 5.1)
- Phương pháp sắc ký khỉ (Phụ lục 5.2)
- Phương pháp sắc ký lỏng (Phụ lục 5.3)
- Phương pháp sắc ký lớp mòng (Phụ lục 5.4)
- Phương pháp sắc ký rây phân tử (Phụ lục 5.5)

Định nghĩa
Các định nghĩa sau đáy được dùng trong các chuyên luận 
để tính toán các tháng sổ vé tỉnh phù hợp cùa hệ thông vờ 
các tiêu chuẩn chấp nhận. Một sô thiết bị có phân mêm 
của nhà sản xuất dùng đê tính toán một vài thông số như tỷ 
số tin hiệu trên nhiễu và độ phán giãi cỏ thê được sử dụng. 
Trong trường hợp này, người sử dụng củ trách nhiệm đảm 
bảo rang các phương pháp dùng trong phân mâm đỏ phù 
hợp với yêu câu cùa bộ tiêu chuủn này; nếu không, phủi 
điểu chỉnh cho phù hợp.

Sắc ký đồ
Sắc ký đồ là một đồ thị hay một cách trinh bàv khác mô 
tả sự thay đổi đảp ứng của detector (hay nồng độ của chât 
hay một đại lượng khác làm th ư ớ c  đ o  nồng đ ộ  c ù a  chất) 
theo thời gian, thổ tích hay khoảng cách. Một sắc ký đồ 
lý tường có dạng một chuỗi các pic kiểu Gauss trôn một 
đường nền (Hình 5.1).

Thòi gian lu u (tỵ)
Là thời gian cần thiết đề rừa giài một chất (Hình 5.1, đường 
nền biểu thị bang phút).

Pic 1 Pic 2

Pic, hay còn gọi là đinh, là phần sắc ký đồ ghi lại dáp ứng 
của detector khi một chất (hoặc 2 hay nhiều chất không 
tách ra khoi nhau) được rửa giài khỏi cột.
Pic có thể dược xác định bằng diện tích pic, hoặc chiều cao 
pic (h) và chiều rộng pic ờ nứa chiều cao (wh), hoặc chiều 
cao pic (h) và chiều rộng pic giữa các điểm uốn (Wj). ở  các 
pic có dạng hình Gauss (Hình 5.1), có moi quan hệ biểu thị 
bằng phương trình sau:

>V;, = 1 >18XW',

Thể tích lưu (VR)
Là thể tích pha động cần thiết để rìra giãi một chất. Thể 
tích Um có thể tính được từ thời gian lưu và tốc độ dòng 
(tnl/min) theo công thức:

Fr = (R x f
Trong đó:
F là lưu lượng dòng (hay tốc độ dòng) của pha dộng (ml/min).

Thòi gian chết (t\d (hoìd-up time)
Là thời gian càn thiết để rửa giải một chất không bị lưu giữ 
(Hình 5.1, đường nên biêu thị bàng phút). Trong phương 
pháp Săc ký rây phân từ (xem Hình 5.2), thời gian chỏt 
được ký hiệu là t0.

Thể tích chết (V\[) (hold-up volume)
Là thề tích pha động cần thiết để rửa giải một chất không bị 
lưu giữ. Nó có thổ được tính từ thời gian chết (tM) và tôc độ 
dòng F (sổ ml pha động trong 1 min) theo công thức sau:

VM tM X F

Trong phương pháp sẳc kv râv phân tử (xem Hình 5.2), 
thề tích chết được ký hiệu là V0.
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Thòi gian hai của chất không bị ĩưu giữ (to)
Tromi phưcmg pháp sắc kv rây phân tử, thời gian lưu cùa 
chất không bị lưu giữ là thời gian lưu cùa một chất mà kích 
thước phân từ ỉớn hơn kích thước các lồ lớn nhât cùa gel 
(Hình 5.2).

Thể tích lưu cửa chất không bị ỉưu giữ (Vo)
Trong phương pháp sắc ký râv phân tử, thể tích lưu của 
chất không bị ỉưu giữ là thể tích lưu của một chât mà kích 
thước phân từ lớn hơn kích thước các lõ lớn nhât cùa gel. 
Có thề tính thể tích lưu cùa chất không bị lưu giừ từ thời 
gian lưu của chất không bị lưu giữ (t0) và tốc độ dòng F 
(ml/min) theo công thức sau:

rH = to* F

Hằng sỏ phân bố (Kq)
Trong phương pháp sắc ký rây phân lử, dặc tính rửa giãi 
của một chât cỏ thê được biêu thị dưới dạng hăng số 
phân bố (còn gọi là hệ sổ phân bố) K0 và được tính theo 
công thức:

Hình 5.2

Hệ số phân bố khối lượng
Hệ sô phân bô khôi hrợns (Dm) hay còn gọi là thừa sô dung 
lượng (k'), hoặc thừa số lưu giữ (k), được định nghĩa và 
tính theo công thức sau:

D»1 k '=k
m.

m,
K, K_

V*
Trong đó:
Kc là hãng sổ phán bố hay còn gọi là hệ số phân bo cân bằng; 
v s là thể tích pha tĩnh;
VM là thể tích pha động; 
ms là lượng chât trong pha tĩnh; 
mM là lượng chất trong pha động.
Thừa sổ lưu gìừ k cùa một chất có thể được xác định trên 
sắc ký đồ theo công thức:

hí

Thời gian toàn bộ của pha động (tị)
Trong phương pháp sẳc ký rây phân tử, thời gian toàn 
bộ cùa pha động là thời gian lưu của một chất mà kích 
thước phân tử nhò bơn kích thước các ỉỗ nhỏ nhất cùa gel 
(Hình 5.2).

Thể tích toàn bộ của pha động (Vị)
Trong phương pháp sắc ký rây phân tử, thể tích toàn bộ 
cùa pha động ỉà the tích lưu của một chất mà kích thước 
phân tử nhỏ hơn kích thước các lồ nhỏ nhẩt của gel. Nỗ có 
thê được tinh từ thời gian toàn bộ cùa pha động (tị) và tốc 
độ dòng F (ml/min) theo còng thức sau:

K = tị x F

Ịr__ h
u ~ tfí

Thừa số chậm (Rf)
Thừa sổ chậm R{., hay còn gọi là hệ số di chuyển Rf, được 
dùng trong sắc ký trên mặt phẳng (sắc ký lớp mỏng, sắc ký 
giấy) là tỳ số giừa khoảng cách từ điểm chấm mẫu đến tâm 
của vet sac ký và khoảng cách di chuyên của dung môi tính 
từ điểm chấm mẫu (Hình 5.3).

b
Ry = “ 7 a

Trong đó:
b lả quãng đường di chuyển của chất phân tích; 
a lả quãng đường di chuyển của tuyến dung môi.

A. Vạch dung môi c. Vạch xuất phátB. vết mẫu 

Hình 5.3
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Số đĩa lý thuyết (N)
Tùy thuộc vảo kỹ thuật sử dụng, hiệu nâng của cột (hay hiệu 
lực biểu kiến của cột) bicu thị dưới dạng số đĩa ỉý thuyết, 
có thể tính được từ những dừ iiệu thu được dưới điều kiện 
đẳng nhiệt, đẳng dòng hoặc đẳng mật độ (isodense), theo 
công thức sau, trong đó các giá trị tR và wh có cùng dơn 
vị đo:

(
N  -  5,54 X

V
ỊỊ_

Trong đó:
tR là thời gian lưu của pic rương ứng với chất phân tích; 
\vh là chiều rộng pic ở nửa chiều cao pic.
Số đĩa lý thuyết thay đổi theo chất, theo cột, nhiệt độ cột, 
pha động và thời gian lưu.

Thế tích ỉưu trả (Đ) (Dwell volume)
Thể tích lưu trú (còn gọi là thể tích trễ gradient) là thể tích 
giữa điểm mà các chất rửa giải cùa pha động gặp nhau và 
đinh cùa cột. Nó có thể được xác định bang cách sau:
Cột: Thay cột sắc ký bàng một ống mao quản thích hợp (ví 
dụ ống 1 m X 0,12 inm).
Pha động: Pha động A: Nước cất;

Pha động B: Dung dịch aceton 0,1 % (tt/tt).

Thòi gian 1 Pha động A
(min) Ị (% tt/tt)
0-20  1 100 - ^ 0 __:

! 20-30 0 :

Tốc độ dòng: Đặt tổc độ đòng sao cho cỏ áp suất ngược 
thích hợp (back-pressurc) (ví dụ 2 ml/min).
Phát hiện: Quang phổ tử ngoại đặt 0 bước sóng ỡ 265 nm. 
Xác định thời điểm (t0 5) tính bang phút khi độ hấp thụ tăng 
lên đạt 50 % (Hình 5.4).

D = tD X F

Trong đó:
tD = t0 5 0,5^ (tính bằng phứt);
tG là thời gian gradient đã xác định trước (= 20 min);
F là tốc độ dòng (tính bằng ml/min).

Pha động B
_ (% tt/ư )

" 0 —> iõo~ 
100

Hệ sổ doi xú ng (A s)
Hệ số dối ximg của một pic (Hình 5.5) được tính theo công 
thức sau:

Á s ~
u i0, 0Ỉ
2 X f /

Trong đó:
w0 05 là chiều rộng cùa pic ở 1/20 chiều cao của pic; 
d là khoảng cách tính từ đường thẳng đứng đi qua đỉnh 
pic đèn cạnh phía trước cùa pic ở 1/20 chiều cao cùa pic. 
Khi As = 1,0 thì pic hoàn toàn đôi xúng. Khi As> 1,0 thì 
pic bị kéo đuôi. Khi As< 1,0 thì pic bị doẫng về phía trước.

Độ phân giải (Rs)
Độ phân giải (Rs) giữa hai pic của hai chất (Hình 5.5) được 
tính theo công thức sau:

_ 1,18 x(/R2-•/r i )

wh! + w h2
Trong đỏ: 
tR2> Iri
tR|, tR2 là thời gian lưu của các pic tương ứng; 
whl, w1)2 là chiều rộng pic ở nửa chiều cao pic.

Trong phương pháp định lượng bằng sắc ký trên mặt phẳng 
dùng phép đo mật độ. khoảng cách di chuyển được đùng 
thay cho thời gian lưu và độ phân gìài giừa các pic của 2 
chất có thể được tính theo công thức sau:

R ,=
ỉ , 1 s X Q x (i?f-> — Rpi)

w hĩ + wh2

Trong đó:
Rfj. Kj.7 là thừa số chậm của các pic tương ứng;
\vhi, vvh2 là chiều rộng pic ở nửa chiều cao pic; 
a là khoảng cách di chuyển cùa tuyến dung môi.

Tỷ sổ đỉnh - hõm (p/v)
Tý sổ đình - hõm (p/v) có thổ được dùng như một thông 
số về tính phù hợp của hệ thổng trong phép thử các tạp 
chất liên quan khi hai pic không được tách đến đường nên 
(Hình 5.6)
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Trong đó:
H là chiều cao cúa đình pic nhỏ so với đường ncn ngoại suy; 
H là chiều cao của đáy hõm tách hai pic lớn và nhò so với 
đường nền ngoại suy.

Hình 5.6

Độ lưu giừ tỷ đối (r)
Độ lưu giữ tỷ đổi (r) có thể ước lượng theo công thức sau:

hi ~ hí r ------------------------- —

(Rsi -  hí
Trong đỏ:
tR; là thời gian lưu của pic chất được quan tâm;
ỈRst là thời gian lưu của pic chất đối chiếu (thường là pic 
tương ứng với chất càn thừ); 
tM là thời gian chểt.
Độ lưu giừ tỷ đối chưa hiệu chinh (r{i) được tính theo 
công thức:

- Ấ5l
r G •••

hjt
Trừ khi có hướng dẫn khác, các giả trị độ lưu giữ tỷ đối cho 
trong các chuyên luận là độ lưu giữ tỷ đối chưa hiệu chỉnh. 
Trong sàc ký trên mặt phăng, các thừa sô chậm RFst và RKị 
được dùng thay cho các thời gian lưu tRs, và %

Tỷ số tin hiệu trên nhiễu (S/N)
Nhiêu có ảnh hường đén độ chụm của phép định lượng. Tỷ 
sô tín hiệu trcn nhiều được tính theo công thức:

2H
S/N -- —' 

h

Trong đỏ:
H là chiều cao pic (Hình 5.7) tương ứng với chất được 
khảo sát trên sắc đồ thu được với dung dịch chất đối chiếu 
đã định; chiều cao này đo từ đinh pic đến đường nên ngoại 
suy được xác định trên một khoảng bằng ít nhất 5 lần chiều 
rộng cùa pic ờ nửa chiều cao pic;
h là khoảng dao động của nhiều đường nền trên sắc đo 
thu được sau khi tiêm một mầu trắng: khoảng dao động 
này được xác định trên một quãng đường băng ít nhất 5 
lần chiều rộng của pic ờ nữa chiều cao pic trên sắc đồ thu 
được khi tiêm dung dịch chât đòi chiếu đã định vả nêu có 
thể thì quãng đường này phân bố đều hai bên vị trí cùa pic 
của chất khảo sát.

PHỤ LỰC 5

Độ lặp lại
Độ lặp lại của đáp ứng được biểu thị dưới dạng phần trăm 
độ lệch chuân tương đối (RSD %) của một dây kết quả 
của ít nhât 3 lần tiêm hoặc nạp liên tiếp dung dịch chất đối 
chiêu và được tính theo công thức:

RSD(%) = ỈQ~ x  M L Z ỉ L
y  V H  - 1

Trong đỏ:
y'j là các giá trị cá thể dưới dạng diện tích pic, hav chiều cao 
pic, hoặc tỷ số các diện tích trong phương pháp nội chuẩn; 
ỹ  là trung bình cùa các giá trị cá thê; 
n là số các giá trị cá thể.

Tỉnh phù hợp của hệ thong
Các bộ phận khác nhau cùa thiết bị sẩc ký càn phái được 
kiêm tra hiệu chinh đố có thể đạt được hiệu năng theo yêu 
cầu khi licn hành phcp thử hay định lượng.
Các phcp thừ tính phủ hợp cùa hệ thống là phần không thể 
thiếu cùa một phưomg pháp và được dùng để đàm bảo hệ 
thống sắc ký có hiệu năng phù hợp. Hiệu lực biểu kiến, 
thừa sô lưu giữ (hệ sô phân bỏ khối lượng), độ phân giải, 
độ lưu giừ tỳ đối và hệ số đối xứng là những thông sổ 
thường dược dùng đô đánh giá hiệu năng của cột. Các yêu 
lố có thê ảnh hường đến đặc tính sắc ký bao gồm:
Thành phần, nong độ ion, nhiệt độ và pH biểu kiến cùa 
pha dộng;
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'loe độ đòng, kích thước cột, nhiệt độ cột và áp suất;
Các đặc tính cua pha tĩnh hao gôm loại chất mang, độ xốp 
(cỡ lồ), cỡ hạt, kiểu các hạt. diện tích bề mặt riêng;
Pha đào và các pha tĩnh có biến đôi bè mặt khác như 
biên dôi hoá học (được biêu thị bởi end-cupping, carbon 
loading V.V...J.
Các yêu cầu sau đây và các yêu cầu bổ sung trong chuyên 
luận cụ thể phải được đáp ứng, trừ khi có chi dẫn khác: 
Trong phép thử các tạp chất liên quan hav định lượng, hệ 
so đoi xứng của pie chính trôn sắc ký đồ thu được từ dung 
dịch đổi chiếu phải trong khoảng từ 0,8 đến ] ,5, trừ khi có 
chi dẫn khác;
Trong phép định lượng hoạt chất mà giá trị xác định là 
100 % chất tinh khiết, độ lệch chuẩn tổi đa được phép 
[RSD(%)max] cho các lần tiêm lặp lại của dung dịch đối 
chiếu được tính theo công thức sau:

RSDỢ/o)^ =
K X B X V «

90V.'1 I
Trong đỏ:
K là một hằng sổ (-  0,349) thu được từ biểu thức

l' _ 0,6 *90*4,5
K fl yt

. 0,6 , , x - X
mà biêu thị độ lệch chuân tương đôi yêu câu cho 6 lân 

ti em với B = 1,0;
B là giới hạn trên được cho trong chuyên luận riêng trừ đi 
100% ;'
n là số lần tiêm lặp lại dung dịch đối chiêu (3 < n < 6); 
t90%,n-[ lả giá tri t-Studcnt ờ mức xác xuất 90 % (hai phía) 
với bậc tự đo n - 1.
Nếu không có chi dẫn gì khác, độ lệch chuân tương đối 
dược phép tối đa không được vượt quá giá trị tương ímg 
ghi trong Bảng 5.1. Ycu cầu này không áp dụng cho phép 
thừ các tạp chất hên quan.

Bảng 5. ỉ - Yêu cầu về độ lập lại

Sổ lần tiêm lặp lại

3 4 5 6
B (%) Độ lệch chuẩn tương đối đuực phép tối đa

2,0 0,41 0,59 0,73 0,85
2,5 0,52 0,74 0,92 1,06
3,0 0,62 0,89 1,10 1,27

Trong phép thử các tạp chất liên quan, giới hạn dinh lượng 
(tương ứng với tý sổ tín hiệu trôn nhiễu bằng 10) phải bàng 
hoặc nhỏ hơn giới hạn dược bò qua.
Yêu cẩu về tính phù họp của hệ thống là đòi hòi cho quá 
trình tiến hành sắc ký. Tùy thuộc vào các yếu tố khác nhau 
như tần suất sừ dụng và kinh nghiệm với hệ thống sắc kỷ, 
người phân tích sè lựa chọn một quv trình kiêm chứng 
thích hợp về tính phủ hợp này.

Diều chính các điều kiện sắc kỵ
Mức độ diều chình các thông số khác nhau đổ thỏa mân 
tính phù hợp của hệ thống sắc ký mà không làm thay dổi 
căn bàn phương pháp được liột kê dưới đây. Việc điều 
chinh các điêu kiện rừa giải gradient thì khắt khe hơn 
so với rửa giải đẳng dòng vì nỏ có thể dẫn tới sự chuyển 
dịch các pie đến một bước khác của quá trình gradicnt. 
Điểu này dần đến việc xác định không đúng vị trí các pie 
làm che lấp pie hoặc làm chuyển dịch pie tới mức chất 
phân tích được rửa giài ra sau thời gian đả định. Những 
thay đổi khác với những điểm đã được qui định đòi hòi 
phải tham định lại phương pháp. Những điều kiện sắc 
ký được mô tả đều đã được thẩm định khi biên soạn xày 
dựng chuyên luận.
Các phép thừ tính thích họp cùa hệ thổng được đưa vào 
đê đâm bào yêu cầu chia tách cho phép thừ hay phép định 
lượng đạt chất lượng mong muốn. Tuy nhiên, vi pha tĩnh 
chi được mô tả một cách chung chung và trên thị trường 
lại có nhiều loại pha tĩnh có những đặc tính sắc kv khác 
nhau, nen có thể cần điều chình một số điều kiện sắc ký 
để đạt yêu cẩu của tính phù hợp hệ thống. Đặc biệt trong 
phương pháp sắc ký’ pha đảo, việc thay đồi các thông số 
sắc kv không phài lúc nào cũng cho kết quà thòa đáng. 
Trong trường họp này, cỏ thể phải thay cột khác cùng loại, 
ví dụ cột siiica gcl gan với nhóm octadecylsilyl (Cịk) khác 
mà có thể cho kết quả mong muốn. Với các thông sổ quan 
trọng, việc điều chỉnh được xác định rõ ràng trong chuyên 
luận đổ đảm bảo tính phù hợp của hệ thống.

sẳc kỹ lớp mỏng và sắc ký giấy
Thìitìh phần cùa pha động: Lượng thành phân dung môi 
nhò cỏ thê điều chinh =r 30 % nông độ tương đôi hay 
-  2 % nồng độ tuyệt đối tùy theo khoảng giả trị nào lớn 
hơn. Ví dụ với dung môi thành phần nhỏ là 10 % của 
pha động thì thay đổi 30 % tương đối nghĩa là nồng 
độ trong khoảng 7 % đên 13 % trong khi thay đôi 2 % 
nồng độ tuyệt đối nghĩa là nồng độ trong khoảng 8 % 
đen 12 %; như vậy, khoảng theo nồng độ tương đối lớn 
hơn: nếu thảnh phần dung môi nhỏ là 5 % thì thay đôi 
30 % tương đối nghĩa là trong khoáng 3,5 % đen 6,5 % 
và thay đổi 2 % nồng độ tuyệt đối nghĩa là trong khoảng 
3 % đến 7 %, trong trường hợp này khoảng theo nồng độ 
tuyệt dối lớn hơn. Không thành phân dung môi nào được 
thay dồi lớn hơn 10 % nong độ tuyệt đổi. 
pH cua thành phần nước trong pha động được thay đôi 
± 0,2 (Lm vị pH trừ khi có chi dẫn khác trong chuyên luận, 
hoặc thav đổi -  1,0 đem vị pH khi nghiên cứu các chắt 
không ion hóa.
Nồng độ mito ị trong thành phần đệm của pha động được 
thaỵ đổi +10%.
Thẻ tích mẫu chắm sắc kỷ điều chinh trong khoáng 10 % 
đến 20 % của thể tích quy định nếu sử dụng bàn mòng cỡ 
hạt nhỏ (2 pm đến 10 pm).
Khoáng dịch chuyển của tuyến dung môi không được dưới 
50 mm và với bàn mỏng hiệu nãng cao thì không dược 
dưới 30 mm.

DƯỢC ĐIÈN VỈHT NAM V
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Sắc kỷ lỏng rữa giải đẳng dòng
Thành phần phơ động: Lượng thành phần dung môi nhỏ 
có thể điều chình ± 30 % nồng độ tương đối hay ± 2 % 
nồng độ tuyệt đối tùy theo khoảng giá trị nào lớn hon (xem 
ví dụ ở trên). Không thành phân dung môi nào được thay 
dổi lớn hơn 10 % nồng độ tuyệt đối. 
pỉỉ cùa thành phần nước trong pha động: Chi điều chỉnh 
thay đổi ± 0,2 đơn vị pll trừ khi có chì dẫn khác trong 
chuyên luận, hoặc thay đổi ± 1,0 đơn vị plĩ khi nghiên cửu 
các chất không ion hóa.
Nồng độ muối trong thành phần đệm cùa pha động đirợc 
thay đổi ± 10 %.
Tổc. độ dòng: ± 50 %; có thổ chấp nhận một sự điều chinh 
lớn hơn khi thay đồi kích thước cột (xem công thức ờ dưới). 
Các thông sổ cột:
Pha tĩnh:

Không thay đồi bản chất cùa nhóm thế trong pha tĩnh 
(ví dụ không thay C'|8 bàng Cg);
Kích thước hạt: Cho phép gìàm tối đa 50 %; không 
được phép tăng.

Kích thước cột:
Chiều dài: ± 70 %;
Đường kính trong: ± 25 %.

Khi kích thước cột thay đổi, tốc độ dòng cỏ thổ phải điều 
chỉnh theo công thức sau:

F2 = F,X
l2d ị
ụ}

Trong đó:
F [ ỉàtốc độ dòng được chi ra trong chuyên luận, tính theo mlTnin; 
F2 là tốc độ dòng hiệu chinh, tính theo ml/min;
1| là chiều dài cột ghi trong chuyên luận, tính bàng mm;
L là chiêu dài cột được sử dụng, tỉnh bằng mm;
d[ là đường kính trong của cột ghi trong chuyên luận, tính
bằng min;
d2 là đường kính trong cùa cột được sử dụng, tính bằng mm. 
Nhiệt độ: Được điều chình -  10 °c khi có quy định nhiệt 
độ tiến hành sắc ký, trừ khi có chỉ dẫn khác.
Bước sóng cùa detectorphát hiện: Không được điều chinh. 
Thê tích tiêm: Có thè giâm di miễn là khả năng phát hiện 
và độ lặp lại của pic cần xác định thỏa mãn yêu cầu; không 
cho phép tăng thể tích tiêm.

Sắc ký lỏng rửa giải gradient
Việc điêu chinh các điều kiện cho hệ thống sác ký rửa giài 
gradient đòi hỏi cần cẩn thận hưn so với hệ thống sắc ký 
đáng dòng.
Thcmh phản của pha dộng dùng rira giãi grưdient: Những 
diêu chinh nhò ve thành phần cùa pha động và chương 
trình dung môi có thổ dược chấp nhận, miễn là:

Các yêu cầu về tính phù hợp của hệ thống được thòa mãn; 
Các pic chính được rứa giài trong vòng ±15% của thời 
gian lưu quy định;
Thành phân cuôi cùng cùa pha động không yểu hơn về 
lực rira giải so với thành phần quy định.

PHỤ LỤC 5

Khi không thê đạt được thỏa mãn các yêu cầu về tính phù 
họp cùa hệ thòng thì nên xem xét ve thê tích lưu trú (dwell 
volume) hoặc thay đổi cột tách.
Thể tích hcu tríi (Dwell volume): cẩu hình của thiêt bị 
dùng có thể làm thay đổi đáng kể độ phân giải, thời gian 
lưu và thời gian lưu tỷ đôi được quy định; đó là do thê tích 
lưu trú quá lớn. Các chuyên luận thường đưa vào một giai 
đoạn đẳng dòng trước khi bất đầu chương trình gradient 
đẻ làm thích ứng với các thời diêm gradient; điêu này giúp 
xem xót sự khác nhau giừa thề tích lưu trú cùa hệ thông 
thiết bị được sử dụng để phát triển phương pháp và hệ 
thổng đang được sử dụng. Người sừ dụng có trách nhiệm 
điều chỉnh khoảng thời gian cùa giai đoạn đãng dòng cho 
phù hợp với thiết bị được sử dụng. Nếu thể tích lưu trú 
được dùng khi xây dựng chuyên luận được chỉ ra trong 
chuycn luận, các thời điểm (t min) ghi trong bảng chương 
trinh dung môi có thể được thay thế băng các thời diêm 
điều chinh (tc min) và được tính bang công thức sau:

ỉ = t - (Pr D J
F

Trong đó:
D là thề tích lưu trú, tính bằng ml;
D0 là the tích lưu trú khi phát triẻn phương pháp, tính bàng ml; 
F là tốc độ dòng tính bằng mkmin.
Giai đoạn đẳng dòng bổ sung cho mục đích trên đây cỏ thè 
bỏ qua nếu các số liệu thẩm định để áp dụng phương pháp 
không có giai đoạn nảy.
pH cùa thành phần nước trong pha động không được phép 
điều chinh.
Nồng độ muôi trong thành phán đệm của phơ động cũng 
không được phép điều chỉnh.
Tốc độ dòng: Có thể điều chinh tốc dộ dòng khi kích thước 
cột tách thay đổi (xem công thức ở dưới).
Các thông số vê cột:
Pha tĩnh:

Không thay đổi bản chất cùa nhóm thế trong pha tình 
(ví dụ không thay C!S bằng 0 8);
Kích thước tiểu phân không dược thav đổi.

Kích thước cột:
Chièu dài: ± 70 %:
Đưcmg kính trong: ±25 %.

Khi kích thước cột tách thay đổi, tốc độ dòng có thê phải 
điều chinh dựa theo công thức sau:

Trong đó:
F; là tốc độ dòng ghi trong chuyên luận, tính bàng ml/min; 
Fo là tổc độ dòng được điêu chinh, tính bằng ml/min;
ỈJ là chiều dài cột ghi trong chuycn luận, tỉnh bằng mm;
12 là chiều dài cột được sừ dụng, tính bằng mm;
dị là đường kính trong của cột ghi trong chuyên luận, tính
băng inm;
d2 là đường kính trong của cột được sư dụng, tính bằng ram.
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Nhiệt độ: Được điều chỉnh ± 5 °c  khí nhiệt độ vận hành sắc 
ký được quy định trong chuyên luận, trù khi có chỉ dẫn khác. 
Bước sóng phát hiện cùa dctcctor: Không được diều chinh. 
Thể tích tiêm: Có thể eỉàm đi miền là khả năng phát hiện 
và độ lặp lại của pic cẩn xác định thỏa mân yêu cầu; kliông 
cho phép tăng thể tích tiêm.

Sắc kỷ khỉ
Các thông sô vê cột:
Pha tĩnh:

Kích thước tiểu phân: Có thể giảm tối đa 50 %; khóne 
được phcp tăng lên (cột nhôi);
Bề dày lóp phim: Cho phép thay đổi từ -50 % đến +100 % 
(cột mao quản).

Kích thước cột:
Chiều dài: ± 70 %;
Đường kính trong: * 50 %.

Tốc độ dòng: ± 50 %.
Nhiệt dộ: ± 10 %.
Thẻ tích tiêm vù thể tích chia dòng: Có thể dược điều 
chỉnh, miễn là khả năng phát hiện và độ lặp lại là thỏa mãn 
yêu cầu.

Sắc ký lỏng siêu tói hạn
Thành phần pha động: Đối với cột nhồi, lượng hạp phẩn 
dung môi nhò có thể được điều chỉnh ± 30 % tương đối 
hay ± 2 % tuyệt đổi, tùy theo khoảng giá trị nào lớn hon; 
không cho phép thav đổi đối với hệ thống cột mao quản. 
Bước sóng phát hiện cùa detector không được thay đổi. 
Các thông sô vê cột:
Pha tĩnh: Kích thước tiểu phân: Có thể giàm tối đa 50 %; 
không được phép tăng lên (cột nhồi).
Kích thước cột:

Chiều dài: ± 70 %;
Đường kính trong: ± 25 % cho cột nhồi và ± 50 % cho 
cột mao quản.

Tốc độ dòng: ± 50 %.
Nhiệt độ: Cho phép ± 5 °C khi nhiệt độ vận hành sắc ký 
được quy định trong chuyên luận.
Thể tích tiêm: Có thể được điều chỉnh, miền là khả năng 
phát hiện và độ lặp lại là thỏa mãn yêu cầu, không được 
phép tăng lên.

Định lương
Các pic của dung môi và thuốc thử hoặc xuất hiện từ pha 
động hay nền mẫu thì bỏ qua trong quá trình định lượng. 
Độ nhạy cùa detector: Độ nhạy cùa detector là tín hiệu đầu 
ra tỉnh trên một đơn vị nồng độ hay một đơn vị khỏi lượng 
chốt có trong pha động đi vào đetector. Hệ sô đáp ứng 
tương đối của đetetor, thường được gọi là hộ số đáp ứng, 
biểu thị độ nhạy của một detector đối với một chất chuẩn. 
Hệ số hiệu chỉnh là nghịch đảo của hệ sổ đáp ứng. 
Phương pháp chuẩn ngoại: Nồng độ các thành phan cần 
phân tích được xác định bầne cách so sảnh (các) dáp ứng 
pic cùa dung dịch thử đói với đáp ứng pic cùa dung dịch 
chất đối chiếu.

PHỤ LỤC 5

Phươngpháp chuẩn nội: Chat chuân nội phải là một chất 
có thê tách khỏi chất khảo sát. Thêm cùng lượng chuẩn 
nội vào dung dịch thừ và dung dịch chất đối chiếu. Chất 
chuân nội không được có phản ứng với chất khảo sát, phải 
bên và không chửa tạp có thời gian lưu tương tự thời gian 
lưu chất khảo sát. Nồng độ chất khảo sát được xác định 
dựa vào việc so sảnh tỷ so diện tích pic (hay chiều cao pic) 
giữa chàt khảo sát và chuân nội trong dung dịch thử với tỷ 
sỏ diện tích pic (hay chiều cao pic) giữa chất khảo sát và 
chuân nội trong dung dịch chất đổi chiếu.
Phương pháp chuẩn hóa: Còn gọi là quy trình chuẩn hóa. 
Hàm lượng phẩn trăm cùa một hay nhiều thành phần trong 
mầu thừ được tính băng cách xác định diện tích inột pic 
hay nhiều pic dưới dạng phần trâm của tổng diện tích tất cả 
các pic trừ các pic của dung môi hay thuốc thử vả các pic 
ở mức hav dưới mức có thc bò qua.
Phương pháp đường chitân: Còn gọi là quy trinh hiệu 
chuân. Xác định môi quan hộ giữa tín hiệu đo đưực hay 
đánh giá được (y) và lượng (nồng độ, khối lưựng, v.v...) 
của chất (x) rồi tính hàm hiệu chuẩn (phương trình đường 
chuẩn). Tính kết quả phân tích từ tín hiệu của chất phân 
tích (được đo hay được đánh giá) theo phưong pháp hàm 
số ngược.
Trong các phép thử tạp chất liên quan, người ta dùng hoặc 
phương pháp chuẩn ngoại với một dung dịch thừ được pha 
loãng để so sánh, hoặc dùng phương pháp chuẩn hóa, khi 
hệ số đáp ứng nằm ngoài khoảng 0,8 đến 1,2, thi phải áp 
dụng những hệ số hiệu chinh được chỉ ra trong chuyên luận. 
Khi trong chuyên luận có quy định phép thừ các tạp chất 
liên quan là tổng các tạp chất hay khi phải định lượng một 
tạp chất thi diều quan trọng là phải chọn một ngưỡng thích 
họp và các điều kiện thích hợp cho việc lây tích phân các 
diện tích pic. Trong các phép thừ như vậy thì ngưỡng bò 
qua (nghĩa là các diện tích pic bàng hoặc dưới ngưỡng này 
không phải tính đến) thường lả 0,05 %. Như vậy, ngưỡng 
đặt cho hộ thống thu thập dữ liệu ít nhất phải là nửa ngưỡng 
bỏ qua. Việc lẩy tích phân các diện tích pic của các tạp 
không được tách hoàn toàn khỏi pic chính nên được thực 
hiện theo phương pháp ngoại suy từ hôm tới hõm (vạch 
tiếp tuyến).

5,1 PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ GIẤY

Phương pháp sắc ký giấy, cung như phương pháp sắc ký 
lớp mòng, được áp dụng trong kiểm nghiệm chất lượng 
thuốc đổ định tính, thừ tinh khiêt và đôi khí đê bán định 
lượng và định lượng.
Sự lách các chất bàng phương pháp sắc ký giấy dựa chủ 
yếu trên sự khác nhau về hệ số phân bó cùa chứng giữa 
hai pha lòng: Một pha tĩnh và một pha động. Pha tĩnh ở 
đâv là nước có sẵn trong sợi cclulose của giấy, hoặc thành 
phần thân nước từ hỗn hợp dung môi của pha động được 
hút chọn lọc vào giây. Pha động là một hệ dung môi thích 
họp cho sự tách đã được quy định trong các chuyên luận.
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Mức độ di chuyển cùa một chất được đặc trưng bời hệ số di 
chuyển (Rf) và tính bàng tỷ lệ giữa khoảng cách đi chuyển 
cua chất đo và khoảng cách di chuyền cùa dung môi:

R, = a/b
Trong đó:
a là khoáng cách di chuyển cùa chất phân tích; 
b là khoảng cách di chuyển của dưng môi tính từ diêm 
chấm mẫu.
Giá trị Rf bao giờ cũng nhỏ hom 1.
Tronơ trường hợp săc ký liên tục không còn xác định được 
giới tuyến của dung môi, người ta dùng hộ số di chuyên 
Rr. Rr là tỷ số giữa khoảng cách di chuyên cùa chât phân 
tích và khoảng cách di chuyển cùa chất dùng làm chuân so 
sánh. Giả trị Rr có thể nhỏ hcm hay lớn hcm 1.

Cách tiến hành
Chuẩn bị bình sắc kỷ: Bình sẳc ký là những bình thủy tinh 
hình trụ hoặc hình hộp dẹt, có kích thước thích hợp, có nắp 
đậy kín. Nấp có lồ ờ giữa để lắp bình gạn có khóa đựnẹ 
dung môi. Trong bình có các giá đê máng đựng dung môi 
và treo giấy sắc ký được thiết kế thích hợp cho kiểu sắc ký 
đi lên hay sẳc ký đi xuống.
Chuần bị dung mói: Thành phan và tỷ ỉệ các dung môi 
được quy định trong các chuyên luận. Việc trộn các thành 
phần được tiến hành trong bình gạn, sau khi lắc đều, để 
yên. Neu có tách lớp thì gạn lấy lớp pha thân nước, thường 
là lóp dưới, làm dưng môi pha tĩnh đẻ bão hòa giấy sắc 
ký sau khi đã chấm các chất phân tích, còn lớp trên dùng 
làm dung môi pha động. Nếu dung môi không tách lóp thì 
dùng chính dung mỏi đó đê bào hòa £Ìẩy sắc ký.
Chuán bị giấy: Giấy sắc ký là loại giấy đặc biệt dành riêng 
cho săc ký, có bề dày thích hợp. Tùy theo kích thước của 
bình và so lượng các vết cần chấm mà cắt những khổ giay 
hình chừ nhật thích hợp, chiều dài dọc theo thớ giấy. Chiều 
rộng phải nhò hơn chiều dài cùa máng dung môi nhung 
không được nhò hơn 2,5 cm. Bề dài phài tính sao cho 
khi treo giấy vào binh không được để đau dưới chạm vào 
máng dung mỏi trong khi bão hòa dung môi. Trường hợp 
binh săc ký có hình chuông úp thì giây phái cuộn tròn và 
cô định băng móc thủv tinh hoặc khâu băng chỉ. Đường 
kính cùa cuộn giấy phái nhỏ hơn đường kính cùa đĩa đề 
giây nhăm tránh giây chạm vào thành đĩa.
Chàm sác ký: Kè một đường chi mảnh soim song với mép 
giây (đường vạch đế chấm sắc ký) theo chiều rộng và cách 
mép giây 3 cm đối với sấc ký đi lên để sao cho các vết 
chấm không bị ngập vào dung môi, 6 em đổi với sắc kv 
đi xuông đê vạch châm không trùng với đũa thủy tinh đỡ 
giày mà thâp hơn 2 em khi đặt giấy treo vào máng ừ phân 
trên cùa bình.
Dùng micropipet chia độ tới 0,001 ml đến 0,002 ml hoặc 
mao quàn có đung tích xác định (2 ịil; 5 Ị.IỈ; 10 Ịil) đẻ chấm 
các dung dịch chcât cân sắc ký thành vết cỏ đường kỉnh không 
quậ K mm. Muôn giữ đường kính cùa vêt châm nhò, phải 
châm nhanh nhiêu lân, đợi giọt trước khô mới chấm tiếp. 
Lượng châm và nông độ dung dịch chât thử được quy định 
trong chuyên luận.
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Khi chấm nhiều vết trên một dài giấy thì vết châm :. hải 
cách vết chấm kia ít nhất là 30 1111Ĩ1.

Trien khai sắc kỷ
Phmmgpháp sắc ký đi lèn: Rót dung môi làm pha động vào 
máng dung môi dế được một lớp dung môi cao 2,5 CIĨ1, và 
trong trường hợp pha tĩnh dược chi định (là phần tách lớp 
phía dưới khi trộn hồn hẹp dung môi) thì rót pha tĩnh vào 
khe giữa máng dung môi và thành bình sắc ký. Đậy kín nắp 
binh, để yên trong 24 h ở nhiệt độ 20 °c đên 25 DC và duy 
trì ở nhiệt độ này trong quá trình tiếp theo. Sau đó treo giấy 
đã chuẩn bị vào binh, đậy nắp, để yên tiếp 90 min. Tiếp theo 
dùng tay vặn ở ngoải bình đê hạ tờ giấy săc ký vào máng 
dung môi sao cho vạch chấm không ngập vào dung môi. 
Triển khai sẳc ký đến một thời gian hoặc một khoảng cách 
quy định trong chuyên luận. Lấy giây ra, đánh dâu ngay 
giới tuyến dung môi và để khô ngoài không khí hoặc làm 
khô bằng không khí nóng của máy quạt sây. Phủi chú ý 
tránh ánh sáng trong suốt quá trình triên khai. Làm hiện 
vét bang cách phun thuốc thử màu thích họp, hoặc soi dưới 
đèn tử ngoại theo quy định của chuyên luận. Tính giả trị Rf 
và đánh giá kêt quà.
Phương pháp sắc kỷ đì xuống: Cũng tiến hành tương tự 
như sắc ký đi lên, chỉ khác các điểm sau đâv:
Rót dung môi làm pha tĩnh vào đáy bình, tạo một lóp cao 
khoảng 2 cm; đặt giấy vào máng dung môi ở phần trên 
bình, dùng một đũa thủy tinh đe chèn giấy, gác đầu gíẩy 
treo qua đũa thủy tinh để không cho giấy chạm vào mép 
máng và chạm vào thành bình. Sau thời gian để bão hòa 
bình và giấy theo quy định như trên, rót pha động vảo 
máng đựng dung môi ờ phía trên. Thường săc ký đi xuống 
được áp dụng cho các hỗn họp khó tách và phải chạy sắc 
ký lien tục nên phải tính kết quả theo Rr.

5.2 PHƯƠNG PHÁP SÀC KÝ KHÍ

Sắc ký khí là một phương pháp tách dựa trên sự phân bố 
khác nhau của các chất giữa hai pha không trộn lẫn vào 
nhau, trong đủ pha động là chất khí (khí mang) đi qua 
pha tĩnh chứa trong cột. Săc ký khí được áp dụng dể tách 
những chất hoặc dẫn xuât cùa chúng mà có thể hóa hơi ờ 
nhiệt độ phân tích. Phương pháp sac ký khí dựa trên cơ 
chế hâp phụ, phán bổ hoặc loại theo kích thước (dùng rây 
phàn từ).

Thiết bị
Thiêt bị gôm nguồn cung cap khí. bộ phận tiêm mẫu, cột 
sãc ký chứa trong buông ôn nhiệt, hệ thông phát hiện và 
ghi săc đồ. Khí mang đi qua cột với tốc độ và áp suất cỏ 
kíổm soát và đi qua detector. Nhiệt dộ cua cột hoặc được 
giữ ờ một giá trị không đôi hoặc thay đỏi theo một chương 
trình quy định trong chuyên luận riêng.
Sự đặc thù về thiết ke cùa máy sẳc ký khí có thổ yêu cẩu 
phài thay đổi điều kiện sác ký dã ghi trong chuyên luận 
riêng. Trong nhùng trường hợp có thay đổi như thế, phái 
cho những kct qua tương lự. Nêu can, điêu chỉnh toe độ
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dòng khí mang để cài thiện chất lượng sắc ký đô hoặc đe 
thay đổi thừí gian lưu cùa các pic quan tăm.

Bộ phận tiêm mẫu
Tiêm mầu trực tiếp: Là kiểu tiêm mẫu thường dùng trừ 
khi có chi dẫn klìác. Có thê tiêm mẫu trực tiếp vào đầu cột 
bằng bơm tiêm (syringe) hoặc dùng van tiêm mẫu hoặc 
đưa vào buồng hóa hơi có thể có gan thêm bộ chia dòng. 
Tiêm pha hơi: Có thê thực hiện băng hệ thông liêm mâu 
head-space tĩnh hay động.
Hệ thong tiêm mau head-space động (kỹ thuật bay rà ỉ ùm 
sạch): Bao gồm thiết bị nhúng chìm vảo dung dịch cho các 
chất bay hơi bám vào cột hẩp phụ ờ nhiệt độ thấp. Các chất 
Um giừ được giải hấp phụ vào pha động bằng cách làm 
nỏng nhanh cột hâp phụ.
Hệ thông tiêm mâu head-space, tĩnh: Bao gôm buông ôn 
nhiệt mẫu có kiểm soát nhiệt độ trong đó đặt lọ đựng mẫu 
chứa mầu rắn hoặc lòng trong thời gian cố định đê cho các 
thành phần bay hơi đạt được trạng thái cân bằng giừa pha 
hơi và pha lỏng hoặc răn. Sau khi đạt được trạng thái cân 
bằng, một lượng mẫu khí xác định trước được đưa vào 
máy sắc ký kín'.

Pha tĩnh
Pha tĩnh chứa trong cột cỏ thể là:

Cột mao quàn làm bàng silica nung chảy, pha tĩnh phủ 
trên thành cột.
Cột nhồi chứa hạt chất mang, trơ tẩm pha tĩnh lòng.
Cột nhồi chứa pha tĩnh rắn.

Cột mao quản có đường kính trong từ 0,1 mm đên 0,53 min 
và dải từ 5 m đến 60 m. Pha tĩnh là một lỏfp phim bê dày từ 
0,1 pm đến 5,0 pin có thể gắn kết về hóa học vào bề mặt 
bên trong.
Cột nhồi làm bằng thủy tinh hay kim loại, thông thường 
dài từ 1 m đến 3 m, đường kính trong tử 2 mm đôn 4 mm. 
Pha tĩnh thường là chất polymer xốp hoặc chất mang rắn 
phủ pha tĩnh lóng.
Trong phân tích các hợp chât phân cực ở cột nhôi với pha 
tình có đung lượng thấp, tính phân cực thẩp, chất mang 
phải trơ đê tránh làm cho pic không đôi xứng. Hoạt tính 
chất mang có thể được giâm đi bằng cách siỉan hóa tnrớc 
khi phủ pha lĩnh lên. Thường dùng diatomit nung, rửa với 
acid. Các chất mang thường có các kích thước hạt khác 
nhau, thường sử dụng nhất các hạt từ 150 Ịim đến 180 Ị.im 
và 125 pm đến 150 pm.

Pha động
Thời gian hm và hiệu lực cột phụ thuộc vào tôc độ dòng 
khí mang: Thời gian lưu tì lệ thuận với chiều dài cột và độ 
phân giải ti lệ thuận với căn bộc hai chiều dài cột. Đối với 
cột nhồi, lưu lượng khí mang tính bằng ml/min ờ áp suất 
khí quyên và nhiệt độ phòng. Lưu lượng đo ờ đầu ra cùa 
detector bang dụng cụ đo cơ học có chia độ hoặc ống đo 
tốc độ dòng dùng bọt xà phòng ỡ nhiệt độ cột đang phân 
tích. Tốc độ dài của đòng khí mang đi qua cột nhồi ti lệ 
nghịch với căn bậc hai dưcmg kính trong cúa cột ờ một thể 
tích dòne, xác định. Lưu krợne 60 ml/min trong cột đường
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kính trong 4 mm và lưu lượng 15 mbmin trong cột đườne 
kính trong 2 mm cùng cho tỏc độ dòng như nhau, do đó 
thời gian lưu tương đương nhau.
Thường dùng heli và nitrogen làm khí mang cho cột nhồi 
vả nitrogen, heli và hydrogen cho cột mao quản.

Detector
Thường đủng detector ion hóa ngọn lửa, ngoài ra còn dùng 
detector dẫn nhiệt, nitrogen-phosphor (electron nhiệt hay 
nhiệt điện từ), cộng kết điện tử, phổ khối, phổ hồng ngoại 
FTIR và các loại detector khác tùy theo mục đích phân tích.

Các đại lưọng đặc trưng cho quá trình sắc ký
Xem Phụ lục 5. Các kỹ thuật tách sắc ký.

Phưoììg pháp tỉển hành
Ồn định cột, buồng tiêm và detector ở nhiệt độ và tốc. độ 
dòng khí mang quy định trong chuyên luận cho đến khi 
đường nền ồn định.
Chuẩn bị các dung dịch thừ và đổi chiếu theo quy định cùa 
chuyên luận. Các dung dịch phải không được có các tiểu 
phân ran. Dùng đung dịch chuẩn để xác định các điêu kiện 
đo phù hợp đặt trên thiết bị và thổ tích dung dịch mẫu tiêm 
cần dùng dể tạo ra một đáp ứng phù hợp. Tiển hành các lần 
tiêm lặp lại đề kiểm tra độ lặp lại cùa đáp ứng và kiểm tra 
sổ đĩa lý thuyết, nếu cỏ yêu câu.
Tiêm các dung dịch thử và ghi lại săc ký đô thu được. Tiên 
hành tiêm lại nhiều lần để kiểm tra độ lặp lại của đáp ứng. 
Xác định diện tích pic của các thảnh phần cần quan tâm 
khi không có chỉ dẫn kliác. Cung có thê xác định chiêu 
cao cùa pic tương ứng với các thành phân chât cân quan 
tâm khi hệ sổ đối xímg từ 0,80 đến 1,20. Từ nhừng giá trị 
thu được tỉnh ra hàm lượng của một thành phần hay nhiều 
thành phần có trong mẫu đem thử.
Khi dùng một chất làm chuẩn nội, píc của chất này không 
được che phù pic của mẫu thử. Nêu cỏ pic bị ảnh hưởng 
cần phải có sự bồ chính thích hợp. Trong những áp dụng 
có VCU cầu chương trình nhiệt độ, phải tính kết quả theo 
diện tích pic.
Trừ nhừng chỉ dẫn khác quy định trong chuyên luận riêng, 
dùng nitrogen làm khỉ mang và detector ion hỏa ngọn lửa. 
Thỉnh thoáng cần tiên hành xác định băng kỹ thuật tiêm 
on-coỉumn, trong đó mẫu được tiêm trực tiếp vào chất nhồi 
cột không sừ dụng bộ phận nạp mẫu gia nhiệt. Khi mẫu thử 
là chất không bay hơi được tiêm vảo cột, nén dùng tiền cột 
phù hợp, loại có thể thay đổi được.

Thuốc thử
Các thuốc thử vả các dung môi sử dụng trong việc chuẩn 
bị các dung dịch khào sát cần có chất lượng phù hợp cho 
phân tich trên sắc ký khí. Có rất nhiều chất hóa học được 
dime làm pha tĩnh như các polyethylen glycol, các ester 
và các amiđ có phân từ lượng cao, các hydrocarbon, các 
silicon dạng gôm hay dạng lỏng (polysiloxan đã được the 
bằng nhóm methyl, phenyl, nitril, vinyl hoặc fiuoroalkyl, 
hoặc hỗn hợp của chúng) và các vi hạt rỗng câu Lạo đa 
nhân thơm liên kết chéo. Pha tĩnh phù hợp khi nồng độ
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của nó, bản chất và bậc của chất mang rắn theo đúng quy 
đinh của chuyên luận riêng. Cột phài luyện theo chỉ dân 
cua nhà sản xuất. Trong đa sổ các trường hợp, tên thương 
mại cùa cột ghi trong chuyên luận là phù hợp cho mục 
đích phân tích nhưng có thẻ dùng cột có tên thương mại 
khác tương đương.

Chuẩn nội
Các thuốc thử được dùng làm chuẩn nội không được chửa 
bẩt kỳ tạp chất nào gây ra các pic có ảnh hường tới việc xác 
định các thành phân cùa mẫu thử ctà mô tả trong chuyên 
luận riêng.

Chuẩn hỏa
Trong một sổ trường họp, cần tiến hành xác định bang 
phương pháp quy về 100 % để đánh giá một hoặc nhiều 
thành phân hoặc các tạp chảt liên quan. Trong những 
trường hợp này, tổng diện tích của một pic hay các pic 
cùa các thành phần hoặc các tạp chất liên quan được biêu 
thị dưới dạng tý lộ phần trăm so với tổng diện lích của tất 
cả các pic thu được từ mẫu đem thử. Trong quá trình xác 
định, cần sử dụng bộ khuếch đại để mờ rộng thang đo vả 
bộ tính tích phân tự động.

Thể tích tiêm
Khi thê tích tiềm không qui định trong chuyên luận riêng, 
nên chọn một thề tích phù hợp để áp đụng. Chọn thể tích 
tiêm phụ thuộc vào đáp ứng của phép phân tích, detector 
sừ dụng, hiệu lực cột và toàn bộ hiệu năng của hệ thống 
săc ký. Khi không có chi dân, thường đùng thê tích tiêm là 
1 Ịil, tuy nhiên cần kiểm tra sự thích hợp trong điều kiện 
cụ thổ.

Pic phụ (pic thứ cấp)
Có thê cân chất đối chiếu để xác định pic phụ. Pic phụ là 
một pic có trên săc ký đô nhưng không phải là pic chính 
hay pic chuân nội hoặc pic cùa dung môi và các thuôc thử 
tạo dần xuất.

Sắc ký khí head-space
Săc ký khí head-space là phương pháp đặc biệt thích hợp để 
tách và xác định các chất bav hơi hiện diện trong mầu rắn 
hay lòng. Phương pháp dựa trên sự phân tích pha hơi sau 
khi đạt được trạng thái cân băng với pha rắn hoặc pha lỏng.

Thiết bị
Máy sắc ký khí kết nổi với bộ phận nạp mẫu tự động có 
thiêt bị kiêm soát nhiệt độ và áp suẩt. Trong trường hợp 
cân thiêt, có thê gẳn thêm bộ phận đuổi dung môi.
Dưa mẫu vào lọ đựng mẫu cỏ nắp đậy gẳn với hệ thống 
van có thê cho phép khí mang đi qua. Đặt lọ đựng mẫu 
trong buông ôn nhiệt ờ nhiệt độ tùy theo bản chât cùa mẫu 
và duy trì nhiệt độ này trong thời gian sao cho đạt được 
trạng thái cân băng giữa pha răn hoặc lòng và pha hơi.
Đưa khi mang váo lọ đựng mẫu vả sau thời gian quy định, 
mở van tương ứng đổ khí khuếch tán vào cột sắc ký mang 
theo các chât bay hoi cần phân tích.
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Nếu không có bộ phận nạp mẫu tư động, có thể dùnti bơm 
tiêm (syringe) mẫu khí đưa mẫu trực tiếp vào cột sau khi 
đạt được trạng thái cân bằng trong buồng ổn nhiệt đặt 
riêng. Cần lưu ý tránh nhưng yếu tố ỉàm thay đổi trạng thái 
cân băng.

Phưotìg pháp tiến hành
Dùng các dung dịch đối chiếu để xác định tính thích hợp 
cùa cài đặt thiết bị đê cho đáp ứng đạt yêu câu.
Định lượng trực tiếp
Lần lượt cho mẫu thử và mẫu đổi chiếu vào các lọ đựng 
mẫu đồng nhất như quy định trong chuyên luận riêng, 
mánh tiếp xúc giữa mẫu thử và thiết bị lây mẫu. Đậy kín 
ỉọ và đặt trong buồng ồn nhiệt đã đặt nhiệt độ và áp suất 
như trong chuyên luận riềng. Sau khi dạt được trạng thái 
cân bằng, tiến hành săc ký theo điêu kiện quy định trong 
chuyên luận riêng.
PhưoTìg pháp thêm chuẩn
Lần lượt cho cùng một thể tích mẫu thử vào các lọ đựng 
mẫu đồng nhất. Thêm vào moi lọ một lượng thích hợp 
dung dịch đổi chiếu của chất cần xác định có hàm lượng 
đã biết trước để có một dãy dung địch có nồng độ tăng dần 
một cách đều đặn.
Đậy kín lọ và đặt trong buồng ổn nhiệt đầ đặt nhiệt độ 
và áp suất như trong chuyên ỉuận riêng. Sau khi đạt dược 
trạng thái cân bằng, tiến hành sắc ký theo điều kiện quy 
định trong chuyên luận riêng.
Lập phương trình tuyến tính của đồ thị bằng phương pháp 
bình phương tôi thiêu và tìm được từ đó nông độ của chất 
cân xác định trong dung dịch. Theo một cách khác, vẽ đồ 
thị trung bình các nông độ xác định được theo lượng dung 
địch đối chiếu thêm vào. Kéo dài đường nổi các điểm trên 
đồ thị cho đến khi gặp trục nồng độ. Khoảng cách giữa 
điểm này và giao điểm cùa các trục thể hiện nong độ chất 
cân xác định trong dung dịch.
Phưcmg pháp rút ra Hên tục
Neu được quy định, phương pháp rút ra liên tục được mô 
tà đây đủ trong chuyên luận riêng.

5.3 PHƯƠNG PHÁPSẮC KÝ LỎNG

Sắc ký lòng ỉà phương pháp tách sẳc kv các chất dựa trên 
sự phân bô khác nhau cùa chủng giữa hai pha không trộn 
lân, trong đó pha động là một chât lóng chảy qua pha tĩnh 
chửa trong cột.
Sắc ký lỏng được tiến hành chù yếu dựa trên cơ chế hấp 
phụ, phân bố khối lượng, trao đổi ion, loại trừ theo kích 
thước hoặc tương tác hỏa học lập thể.

Thiết bị
Thiết bị bao gồm một hộ thống bơm, bộ phận tiêm mẫu, 
cột sắc kv (bộ phận điều khiển nhiệt độ có thể được sử 
đụng nếu cần thiêt), detector và một hộ thong thu dữ liệu 
(hay m ột m áy tích phàn hoặc một máy ghi đồ thị). Pha 
động dược cung cấp từ một hoặc vài bình chứa và chày 
qua cột, thông thường với tốc độ không đồi và sau đỏ chạy 
qua detector.
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Hệ thống bơm
Hệ thống bơm trong sắc kv lỏng phải giữ cho pha động 
luôn chày với một lưu lượng không đổi. Những biến đồi 
áp suất sẽ được giảm thiểu, ví dụ cho dung môi chạy qua 
một thiết bị giảm xung. Ống dần và hệ thống nổi phải là 
loại chịu được áp suất sinh ra do hệ thống bơm. Các bom 
có thổ dược lấp với thiết bị loại bỏ bọt khí.
IIỘ thống điều khiển bằng bộ vi xử lý có khả năng cung cấp 
pha động hoặc hằng định (rửa giải đẳng dòng) hoặc thav 
đổi tỷ lộ thành phần (rữa giải gradient) theo một chương 
trình xác định. Trong trường hợp rửa giái gradient, hộ thổne 
bom ỉẩv các dung môi từ một vài bình chứa và các dung 
môi có the được trộn lẫn ở áp suất thấp hoặc áp suất cao.

ĩìộ phận tiêm mẫu
Dung dịch mẫu thừ được đưa vào dòng pha động hoặc vảo 
vị trí gần đầu hoặc đau cột nhờ một bộ phận tiêm mẫu có 
khá nâng hoạt động ở áp suât cao. Có thể dùng vòng chửa 
mẫu thử, cỏ thổ tích cô định hoặc thiết bị có thổ tích thay 
đổi, cỏ thể vận hành băng tay hoặc tự động. Khi tiêm mẫu 
bàng tay có thể gâv ra sai số do thể tích tiêm vảo vòng 
chứa mẫu không đủ.

Pha tĩnh
Có nhiều loại pha tĩnh có thổ được sử dụng trong sác ký' 
lòng, bao gồm:
-  Silica (silic dioxyd), nhôm oxyđ hoặc than graphit xốp 
thường được dùng trong sac ký pha thuận mà quả trình 
phân tách dựa trên sự khác nhau về khà năng hấp phụ hoặc 
(và) phân bố khối lượng;
-  Nhựa hoặc polymer cỏ chứa các nhóm chức acid hoặc 
base, sử dụng trong sắc ký trao đôi ion mà trong đó sự chia 
tách được thực hiện dựa trên sự cạnh tranh giữa các ion 
cẩn tách và các ion trong pha động;
-  Silica xốp hoặc polymer, sử dụng trong sắc ký rây phân 
từ, ử đó sự chia tách dựa trcn sự khác nhau về kích thước 
phân lừ, tương ứng với sự loại trừ không gian;
-  Rất nhiều chất mang biến đổi hóa học được chế tạo từ 
polymer, silica gel hoặc than graphit xốp được dùng trong 
sắc ký lỏng pha đảo mà ở đó sự chia tách về nguyên lắc cơ 
bàn dựa trên sự phân bố phân từ các chất giữa pha động 
và pha tĩnh;
-  Pha tĩnh loại biến đổi hóa hợc dặc biệt, ví dụ dẫn xuất cùa 
celuíosc hoặc amylose, protein hoặc peptid, cyclodextrin 
v.v... dùng để tách các đòng phân đối quang (sắc ký đối 
quang).
Phàn lớn sự chia tách dựa trên cơ chế phân bố, sừ dụng 
silica biến dổi hóa học làm pha tĩnh và các dung môi phân 
cực làm pha động. Be mặt của chat mane, ví dụ như các 
nhóm silanol của silica được phàn ứng với các thuốc thừ
silan khác nhau tạo thành các dan xuất s íly l có liêu kết 
cộng hóa trị, che phủ một số lượng khác nhau các vị trí 
hoạt động trcn bề mặt chất mang. Bản chất cùa các pha 
liên kết là tham số quan trọng để xác định các tính chất 
tách cùa hộ sãc ký.
Các pha liên kêt dùng phổ bien là:

DƯỢC ĐIẺN VIỆT NAM V

Octyl = Si-(CH2)7-CHi c*
Octadecvl = Si-(CH2)17-CH3 Q k
Phenyl = Si-(CII2)n--(C6II5) c «h 5
Cyanopropyỉ = Si-(CH2)ĩ-CN CN
Aminopropyl = SHCH 2Î3-NH2 n h 2
Diol = Si-(CH2)3-OCH(OH)-CHr OII
Trừ khi có tiêu chuẩn riêng cùa nhà sản xuất, thông thường 
các cột sac ký pha đào dựa trên silica được coi là ổn định đối 
với pha động có pH từ 2,0 tới 8,0. Cột chứa than graphit xốp 
hoặc các hạt vật liệu polymer như styren - divinylbenzen 
copolymer ổn định ờ một khoảng pH rộng hơn.
Phân tích sử dụng sắc ký pha thuận với pha tĩnh là silica 
không bị biến đôi, than graphit xốp hoặc silica biến đổi 
hóa học làm cho phân cực (ví dụ cyanopropyl hoặc diol) 
và pha động không phân cực được sử dụng trong một số 
trường hợp.
Đối với sự tách nham mục đích phân tích, kích thước hạt 
của pha tĩnh phô biến nhất từ 3 pm đến 10 pm. Các hạt 
có thể hình cầu hoặc không có hình dạng nhất định, có độ 
xốp khác nhau và diện tích bề mặt đặc hiệu. Những tham 
sổ này cấu thành biểu hiện sắc kỷ cùa từng pha tĩnh cụ thể. 
Trong trường hợp pha đảo, các yếu tố bổ sung như bàn 
chất của pha tĩnh, mức độ liên kết, ví dụ như độ dài mạch 
carbon liên kết, hoặc các nhóm hoạt động bề mặt của pha 
tĩnh có được che phủ hết hay không. Sự kéo đuôi pic, đặc 
biệt cùa các chất base, có thể xảy ra khi có mặt các nhóm 
silanol bề mặt cùa silica.
Cột được làm bàng thép không gi trừ khi có chi dần khác 
trong chuyên luận riêng, có chiều dài và đường kính trong 
(0 ) khác nhau được sử dụng cho phân tích săc ký. Cột với 
đường kính tronc nhò hơn 2 mm thường được coi là vi cột. 
Nhiệt độ cùa pha động vả cột phải được giữ ôn định trong 
suốt thời gian phân tích. Phân lcm quá trình tách được thực 
hiện ờ nhiệt độ phòng, nhưng cột có thê được làm nóng 
nhẩm thu được hiệu quả cao hơn. Tuy nhiên, nhiệt độ cột 
cũng không được phép vưọrt quá 60 °c vì khả năng phân 
hủy cùa pha tĩnh hoặc sự thay đổi thành phân của pha động 
có thể xảy ra.

Pha động
Đổi với sắc ký pha thuận, thường sử dụng dung môi ít 
phân cực. Sự có mặt của nước trong pha động phải được 
hạn chế và kiểm tra chặt chẽ nham thu được kết quà tái lặp 
lại. Đổi với sắc kỷ lỏng pha đào, sử dụng pha động chứa 
nước, có hoặc không có dung môi hữu cơ.
Các thành phẩn của pha động thường được lọc nhăm loại 
bò các tiểu phân lớn hơn 0,45 pm. Pha động chứa nhiều 
thành phần được chuẩn bị bàng cách đong các thể tích qui 
định (trừ khi có chỉ định về khối lượng) của các thành phần 
riêng lò rồi sau đó trộn lẫn với Iihau. Ngoài ra, dung môi 
cũng có thể được cấp qua các bơm riêng lẻ, điều khiển 
bằng các van chia tỷ lệ, đê có thổ trộn lẫn theo các tỷ lệ 
mong muổn. Dung môi thường được loại khí trước khi 
bơm bầng cách sục khí heli, lắc siêu âm hoặc sử dụng hệ 
thống lọc màng lọc/chân không trực tuyến nhàm tránh sự 
tạo bọt khí trong cốc đo cùa detector.
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Dung môi dùng đổ chuẩn bị pha động thường không được 
chứa các chất làm ôn định và phải trong suôt (không hâp 
thụ quang) ờ vùng bước sóng phát hiện, nếu như sử dụng 
detector tử ngoại. Dung môi và những thành phân khác 
được dùng phải có chất lượng phù hợp. Khi cần điều chình 
pH chi thực hiện với thành phần nước của pha động mà 
không điều chỉnh với hỗn hợp. Nếu sử dụng dung dịch 
đệm, cần phải rửa hộ thông băng hỗn hợp nước vả dung 
môi hữu cơ (5 % tứtt) nhăm ngăn chặn sự kêt tinh muôi 
sau khí kết thúc quá trình sấc ký.
Pha dộng có thể chửa những thành phàn khác, ví dụ một 
ion trái dẩu trong sắc ký tạo cặp ion hoặc một chất chọn 
lọc đối quang trong trường hợp sắc kỷ sừ dựng pha tĩnh 
không chọn lọc đổi quang.

Detector
Detector hấp thụ tử ngoại/khà kiến gồm cả detector chuỗi 
diod là được sử dụng phổ biến nhất. Detector huỳnh quang, 
detcctor khúc xạ vi sai, detector điện hóa, detector khối phổ, 
detector tán xạ ảnh sáng bay hơi, deteclor phóng xạ hoặc các 
loại detector đặc biệt khác cũng có thề được sử dụng.

Các đại Iưựng đặc trưng cho quá trình sắc ký
Xem phần chung Phụ lục 5. Các kỹ thuật tách sắc ký.

Phưoìig pháp tiến hành
Làm cân bàng cột với pha động và tốc độ dòng theo qui 
định, ở nhiệt độ phòng hoặc nhiệt độ qui định trong chuyền 
luận riêng, cho đến khi đưtYng nền ổn định. Chuẩn bị các 
dung dịch chuẩn và dung dịch thừ theo yêu cầu. Các dung 
dịch phải không được có các tiêu phân rắn.

Hiệu năng
Qui định về tính phù hợp của hệ thống được mô tả trong 
Phụ lục 5. Các kỳ thuật lách sác ký. Xác định và điều chình 
các thông số của hệ thống sắc ký có thể được thực hiện 
nham đáp ímg các yêu cầu về tính phù hợp cùa hệ thống 
cũng được trình bày trong Phụ lục này.
Thành phân và tốc độ dòng của pha động được qui định 
trong chuyên luận riêng. Pha động là hồn hợp dung môi 
được đuôi khi bàne bơm chân không hoặc bằng một thiết 
bị đuôi khí khác phù hợp nhưng không ảnh hường đến 
thành phần cùa hỗn hợp.
Trong quá trình định lượng, khi trong chuyên luận riêng 
không qui định dùng chuẩn nội, nên sử dụng bộ phận ticm 
mâu có thê tích cố định. Trong một sỏ trườnẹ hợp ngoại lệ, 
khi trong chuyên luận chì dần tính theo chiều cao pic thi 
không cán quan tâm đến hệ số đổi xứng.
Cột săc ký thường được làm băng thép không gì có kích 
thước (chiều dài X đường kính trong) được qui định trong 
chuyên luận riêng. Trong chuvên luận riêng, khi pha tĩnh 
được ký hiệu băng một chừ cái thì tra cứu ờ phân Nguyên 
vật liệu nêu ừ dưới đây. Đường kính danh nghĩa cùa hạt 
pha tĩnh được để trong ngoặc đon ngay sau ký hiệu chữ 
cái cụ thê. Ncu không có chỉ dẫn khác trong chuyên luận 
riêng, quá trình sắc ký được tiến hành ờ điều kiện nhiệt 
độ không đỏi trong mỏi trường phòng thí nghiệm. Khi sử
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dụng các pha động có pH cao VỚI cột có bàn chất là silìca 
nên sứ dụng một tiền cột ở trước cột phân tích.
Trừ khi có các chỉ dẫn khác trong chuyên luận riêng, hệ 
thống detector gồm một detector đo quang gắn với một 
cốc đo có thể tích nhỏ (khoảng 10 pl là phù hợp). Phải đặt 
bước sóng theo chỉ dẫn trong chuyên luận riêng.
Khi dùng một máy sắc ký có thiết kê riêng biệt có thể phải 
thay dổi các điều kiện sắc ký đã ghi trong chuyên luận 
riêng. Trong trường hợp này, người phân tích cân đảm bảo 
rằng những thay đổi đỏ cho kết qua tương đương.

Thể tích tiêm
Khi thể tích tiêm không qui định trong chuyên luận rièng, 
nên chọn một thề tích tiêm phù họp để áp dụng. Chọn 
thể tích tiêm phụ thuộc vào đáp ứng của phép phân tích, 
detector sử dụng, hiệu lực cột và toàn bộ hiệu năng của hệ 
thổng sắc ký. Klìi không có chi dẫn, thường dùng thê tích 
tiêm là 20 f.il, tuy nhiên cần kiểm tra sự thích hựp trong 
điều kiện cụ thể.

Pic phụ (Pic thứ cấp)
Có thể càn chất đổi chiểu để xác định pic phụ. Pic phụ là 
một pic có trên sắc ký đồ nhưng không phải là pic chính 
hay pic của chuẩn nội hoặc pic cùa dung môi hay của các 
thuốc thừ tạo dẫn xuất.

Nguyên vật liệu
Các dung môi và thuốc thử dùng để pha các dung dịch sử 
dụng trong phân tích phải có chất lượng thích họp cho sắc 
ký lóng.
Khi chuyên luận riêng quy định pha tình đuợc gán với một 
chữ cái (A hoặc B hoặc C) là muốn nói tới các pha tĩnh như 
mô tả dưới đây:
Pha tĩnh A, hạt silica;
Pha tĩnh B, hạt silica được biến đổi hỏa hục, gắn với nhóm 
octylsílví (C$);
Pha tĩnh c, hạt silica được biến đỏi hóa học, gắn với nhóm 
octadecylsilvl (C18).

5.4 PHƯƠNG PHÁP SẢC KÝ LỚP MỎNG

Phưcmg pháp sắc ký lớp mỏng được dùng đổ định tính, thử 
tinh khiết vả đôi khi dê bán định lượng hoặc định lượng 
hoạt chất tlmốc.
Sac ký lóp mỏng là một kv thuật tách các chất dược tiển 
hành khi cho pha động di chuyển qua pha tĩnh trẽn đó đã 
chấm hỗn họp các chất cần tách. Pha tình là chất hấp phụ 
được chọn phù hợp theo từng yêu câu phân tích, được trải 
thành lóp mòng đồng nhất và được co định trên các phiến 
kính hoặc phiến kim loại. Pha động là một hệ dung môi 
đơn hoặc đa thành phẩn được trộn với nhau theo tỷ lệ quy 
định trong từng chuyên luận. Trong quá trình di chuyên 
qua lớp hâp phụ, các cấu tử trong hỗn hợp mẫu thử được 
di chuyến trên lóp mỏng, theo hưtVnu pha động, với những 
tốc độ khác nhau. Ket quả thu được là một sắc kv đồ trên 
lớp mỏng. Cơ chế cua sự tách cỏ thê là cơ chê hấp phụ,

PHỤ LỤC 5
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phân bố, trao đôi ion, sàng lọc phân tử hay sự phối hợp 
đồng thời của nhiều cơ ché tùy thuộc vào tính chất cúa chất 
làm pha tĩnh và dung môi làm pha động.
Đại lượng đặc trưng cho mức độ di chuỵên cùa chất 
phân tích là hộ số di chuyển Rf được tính bang tỷ lệ giữa 
khoảng dịch chuyên của chát thừ và khoảng dịch chuyển 
của dung môi:

PHỤ LỤC 5

Trong đó:
a là khoảng cách di chuyển của chất phân tích; 
b là khoảng cách di chuyển của dung môi tính từ điểm 
chẩm mẫu.
Rf: Chi có giá trị từ 0 đến 1.
Ngoài ra, khi sắc ký licn tục không xác định được tuyến 
dung môi, vị trí vết chất thử trên sắc đồ có thể xác định 
bằng hệ sổ dịch chuyển tương đối Rr. Hệ số địch chuyên 
tương đoi Rr được xác định bằng tỷ số giữa khoảng cách 
dịch chuyển của vểt chất thử và khoảng cách dịch chuyển 
của vết chất chuẩn đổi chiếu (tược sắc ký trong cùng điều 
kiện và trên cùng bàn mỏng với mẫu thử:

c
Trong đổ:
a là khoảng cách từ điểm xuất phát đến tâm cùa vết mẫu thử; 
c là khoảng cách từ điểm xuất phát đen tâm cùa vết chất chuẩn. 
Giá trị Rr cổ thể lớn hay nhò hơn 1.

Cách ticn hành 
Dụng cụ
Bình triền khai, thường bằng thùy tinh trong suốt có kích 
thước phù hợp với các phiến kính cẩn dùng vả có nắp 
đậy kín.
Đèn tử ngoại, phát các bức xạ có bước sóng ngắn 254 nm 
và bước sổng dài 365 nm.
Dụng cụ để phun thuốc thừ.
Tù say điều nhiệt để hoạt hóa và sây bản mỏng và săc ký 
đồ, hoặc để sẩy nóng đổi với một sổ phản ứnẹ phát hiện. 
Tủ hút hơi độc.
Máy sấy dùng để sấy khô sắc kv đồ và cho phép chấm nhanh 
nhiều lần những dung dịch pha loăng chất cần phân tích. 
Một máy ảnh tốt có thề chụp lưu giữ sắc ký đồ ờ ánh sáng 
ban ngày với khoảng cách 30 cm đỗn 50 cm.
Tủ lạnh đê bảo quản những thuôc thử đê hỏng.
Micropipet nhiêu cở từ 1 pl, 2 pl, 5 Ịil, 10 |il đcn 20 Ịil, các 
ống mao quản hoặc dụng cụ thích hợp.
Bản mỏng tráng sẵn chất hẩp phụ có chất phát quang thích 
hợp.
Trường hợp phòng thí nghiệm không có điểu kiện trang bị 
cảc loại bản mỏng tráng sẵn thì tự chuẩn bị lấy bản mỏng 
với các dụng cụ sau đây:
Các tấm kính phẳng có kích thước phù hợp đã dược xìr lý 
trước băng hóa cbât rôi rừa sạch băng nước và sây khô. 
Thiết bị trải chất hấp phụ lên tam kính thành một lớp mòníĩ 
đồng đều, có chiều dày thích hợp.
Giá để xếp các tấm kính đã trài.

Chuẩn bị bản mòng
Sắp xếp các bàn mòng và chuẩn bị thiết bị: Các phiến kính 
phai được lau chùi cân thận và tây sạch hoàn toàn các chất 
béo bằng cách ngâm trong dung dịch su!focromic. Sau đó, 
rửa dưới tia nước máy roi tráng nước cất và làm khô trên 
giá ở nhiệt dộ thường hay trong tủ sấy. Đặt lên khung trải 5 
phiến kính 20 crn X 20 cm (hay phiến kỉnh 10 cm X 20 cm) 
dày bẳng nhau. Điều chỉnh độ dày của lớp hấp phụ bằng 
các thông sổ trên thiết bị trải.
Điều chế vừa của chất hấp phụ: Chất hấp phụ được chọn 
lọc sao cho phù hợp với yêu cẩu phân tích như: Silica gel 
G, kíeselguhr, celulose, nhôm oxyd, trong số đó silica gel 
G được dùng thông dụng nhất. Trộn 25 g silica gel G với 
50 mì nước cắt và nhào trong cối hoặc lắc mạnh trong bỉnh 
nón có dung tích 200 ml đến 250 ml, nút kín, trong 30 s 
đến 45 s. Dịch treo tạo được ở dạng lỏng và đổng nhất. Rót 
ngay vào thiết bị trài đã điều chinh dộ dày cho bàn mỏng 
khoảng 0,25 mm (nếu không có chi dẫn trong chuyên luận 
riêng). Sau khi rót dịch treo vào thiết bị trải, lật tay đòn 
180° về phía trải và chờ cho đến khi dịch treo chảy ra thì 
bắt đầu trải. Khi đã trải đến phiến cuối cùng lật tay đòn vê 
phía phải để giữ cho dịch treo không chảy xuống.
Để nguyên các phiến kính tại chỗ khoảng 10 min tới khi 
mặt trên hểt bóng, hoặc để khô tư nhiên tại nhiệt độ phòng. 
Hoạt hóa: Cho các bản mòng đâ khô mặt vào tủ sấy và sấy 
ở 105 cc  đến 110 °c trong 30 min (nếu không có chi dẫn 
ở chuyên luận riêng). Đề nguội rồi bảo quản trong bình 
bút ẩm. Khi dùng, nếu cần thì hoạt hóa lại bằng cách sẩy ờ 
105 °c đến 110 °c trong 1 h rồi cạo bỏ một dải chất hấp 
phụ dọc hai bên cạnh của tấm kính.
Chuẩn bị bình khai triển: Các bình khai triên thường là 
binh thủy tinh, hình hộp hay hỉnh trụ, có nắp đậy kín, kích 
thước thay đồi tùy theo yêu cầu của các bản mỏng sừdụng. 
Bão hòa hơi đung môi vảo khí quyển trong bình bang cách 
lót giấy lọc xung quanh thành trong của bỉnh, rồi rót một 
lượng vừa đù dung môi vào bình, lắc rồi đế giấy lọc thấm 
đều dung môi. Lượng dung môi sử dụng sao cho sau khi 
thâm đèu giây lọc còn lại một lớp dày khoảng 5 mm đên 
10 1Ĩ1Ĩ11 ờ đáy bình. Đậy kín nắp bình và để yên 1 h ờ nhiệt 
độ 20 °c đen 25 °c. Muốn thu được những kết quả lặp lại, 
ta chi nên dùng những dung môi thật tinh khiết, loại dùng 
cho sắc ký. Những dung môi dễ bị biến đổi về hỏa học chỉ 
nên pha trước khi dùng. Nếu sử dụng những hệ pha động 
phức tạp phải chú ý đến những thành phần dề bay hơi làm 
thay đôi thành phân của hệ pha động dân đên hiện tượng 
không lặp lại cùa trị số Rf.
Chẩm chất phân tích lên bản mỏng: Lượng chất hoặc 
hồn hợp chất đưa lên bản mỏng có ý nghĩa quan trọng đối 
với hiệu quà tách sãc ký, đặc biệt ảnh hưởng rât lớn đôn 
trị số Rf. Lượng chất quá lớn lảm cho vết sắc ký lớn và 
kéo dài, khi đó, vết của các chất cớ trị sổ Rf gần nhau sẽ 
bị chồng lấp. Lượng chất nhỏ quá có thể không phát hiện 
được do độ nhạy cùa thuốc thử không đủ (thông thường độ 
nhạy cùa các thuốc thử trên 0,005 ịig). Lượng mẫu thông 
thường càn đưa lên bản mòng là 0,1 pg đến 50 pg ở dạng
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dunơ dịch trong dung mỏi thích hợp. Thể tích dung dịch từ
0 001 mi dán 0,005 ml đổi với trường hợp đưa mẫu lên bàn 
mỏng dưới dạng điểm và từ 0,1 ml đên 0,2 ml khi dira mâu 
lên bản mòng dưới dạng vạch như trong trường hợp sãc kỷ 
điều chế. Dối với các dung dịch cỏ nồng độ rất loãng thì 
có thể làm giàu trực tiếp trên bàn mòng hăng cách chấm 
nhiều lần ờ cùng một vị trí và sấy khô sau mỗi lẩn chấm. 
Đường xuất phát phải cách mép dưới của bản mỏng
1 5 cm đến 2 cm và cách bề mặt dung môi từ 0,8 cm đến 
] cm. Các vết chấm phái nhỏ, có đường kính 2 mm đen 
6 mm và cách nhau 15 ram, Các vết ờ bìa phải cách bò bên 
cùa bản mỏng ít nhất 1 cm đổ tránh hiệu ứng bờ. Khi làm 
sắc ký lóp mỏng bán định lượng, độ chính xác của kct quả 
phân tích phụ thuộc rầt nhiều vào độ chính xác cùa lượng 
chất thừ đưa lẻn bản mòng, tức là thể tích dung dịch chấm 
lên bàn mòng. Do đó, với những trường hợp phân tích bán 
định lượng phải dùng các mao quản định mức chính xác. 
Khi không cần định lượng dùng micropipet hoặc ống mao 
quản ihưcmg.
Triển khai sắc ký: Đặt bàn mỏng vào bình triên khai. Chú 
ý lượng dung môi dùng sao cho để các vết chấm phải ờ 
trên bề mặt của lớp dung môi. Đậy kín bình và đe trien 
khai ừ nhiệt độ từ 20 °c đến 25 °c và tránh ánh mặt trời. 
Neu không có qui định trong chuyên luận riêng, triển khai 
sắc ký đến khi dung môi đi được khoảng 3/4 bản mỏng, 
lấy bản mòng ra khỏi bình, đánh dẩu mức dung môi, làm 
bay hơi dung môi còn đọng lại trên bản mòng rồi hiện vết 
theo chi dẫn trong chuyên luận riêng. Quan sát các vét xuất 
hiện, tính giá trị Rf hoặc Rr và tiến hành định tính, phát 
hiện tạp chất hoặc định lượne như quy định trong chuyên 
luận riêng.
CHỦ ứ
Khi phán tích bàng sắc ký lớp mỏng luôn phải chấm chát đối 
chiếu bèn cạnh vết chất thừ với lượng tương tự như dự đoán có 
trong vêt chất thừ đc so sánh kết quà về màu sắc, kích thước và 
giá trị Rf hoặc Rr trong cùng điểu kiện.
Hiệu năng cùa bàn mỏng được kiểm tra như sau: Chấm một thề 
tích thích hợp (10 pl) cho lớp mòng thông thường vả ì |il đến
2 |il cho loại bản mỏng có kích thước hạt mịn dung dịch thử 
hiệu năng lớp mỏng gôm lục bromocresol, da cam methyl, đỏ 
methyl và sudan G đỏ (thuốc thừ). Tiến hành sắc kỷ với hộ dung 
môi m eth a n o l - to luen  (20 : 80). Ket quà trên sẳc ký đồ phải có 
4 vết tách rõ ràng có Rf như sau: Lục bromocresoi: <0,15; da 
cam methyl: 0,1 đến 0.25, đỏ methvl: 0,35 đến 0,55 và sudan G 
đỏ: 0.75 đến 0,98.

5.5 PHUƠỈNG PHÁP SẮC KÝ RÂY PHÂN TỬ

Săc ký rây phân tử là phương pháp chia tách các phân 
tử trong đung dịch dựa trên kích thước của chúng. Trong 
trường hợp pha động là một đung môi hữu cơ, kỹ thuật 
được gọi là sắc ký tham qua gel, còn trướng hợp pha động 
là nước thi kỳ thuật được gọi là sắc ký lọc trên gel. Mầu 
được đưa vào cột chứa đây gel hoặc một loại vật liệu xốp, 
và được pha dộng dán chạy qua cột. Sự chia tách theo kích
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thước được thực hiẹn nhờ sự trao đổi lặp đi lặp lại các phân 
tư chắt tan giữa dung môi pha động và cùng dung mói đó 
được pha tĩnh giữ ờ trong các lỗ xồp của gel. Khoảng kích 
thước lồ cùa vật liệu nhồi trong cột sẽ xác định khoảng 
kích thước phân tử được chia tách qua quá trình sác ký. 
Những phân tử cỏ kích thước đủ nhỏ đc có thể di vào trong 
tất cả khoáng không gian cùa lỗ xốp được rùa giải trong thể 
tích thấm tổng vt. Các phân tử có kích thước lớn hơn kích 
thước lỗ xốp lớn nhất chi di chuyền dược dọc theo cột qua 
các khoảng trống giữa các hạt vật liệu nhồi mà không bị giữ 
lại, được rừa giải trong thề tích loại trừ V0 (thể tích trống). 
Sự chia tách theo kích thước phân từ xảy ra giừa the tích 
trổng và tổng thể tích thấm, chia tách hiệu quà thường được 
thực hiện ở hai phần ba đầu tiên cùa khoảng này.

Thiệt bị
Thiốt bị bao gồm một cột sắc ký có kích thước phù hợp, 
nếu cần thiết phải khống chế nhiệt độ, được nhồi đày vật 
liệu chia tách cỏ thổ phân loại theo các khoảng kích thước 
phân từ phủ hợp. Kích thước cùa cột (chiều cao X đường 
kính trong) được quy định ở chuyên luận riêng. Pha động 
chạy qua cột ở tốc độ không đổi dưới tác dụng cùa trọng 
lực hoặc nhờ một bơm. Một đầu cùa cột được nối với một 
thiết bị phù hợp để cấp mẫu theo kiểu bộ phận điều chỉnh 
lưu lượng dòng, một bơm tiêm đi qua vách hoặc một van 
tiêm và có thể được nối với một bơin điều khiển lưu lượng 
đòng dung dịch rửa giải. Một cách khác là mẫu có thể 
được tiêm vào trực tiếp trên bề mặt lớp gcl hoặc dưới dung 
dịch rừa giãi nếu như mẫu cỏ tỷ trọng lớn hơn dung dịch 
rửa giải.
Đường ra của cột được nối với một detector có gắn với 
một máy ghi tự động đê theo dõi nồng độ tương đối của 
các thành phần trong mầu. Detector thường được thiết kế 
dựa trên các tính chất hấp thụ quang, khúc xạ ánh sáng hav 
phát quang. Bộ phận thu hứng phân đoạn tự động có thể 
được lấp trong trường hợp cần thiết. Vật liệu trong cột có 
thê là một chất mang mềm như gel nờ hay một chất mang 
cứng cấu tạo từ thủy tinh, silic hoặc một họp chất cao phân 
tử liên kết chéo tương thích dung môi. Chất mang cứng 
thương đòi hỏi hệ thống điều áp đẽ lăng tổc dộ phàn tách. 
Pha động thường được chọn theo loại mẫu, môi trường 
phân tách và phương pháp phát hiện.
Vật liệu nhồi cần được xử lý và được nạp vào cột như mô 
tả trong chuyên luận hoặc theo hướng dần của nhà sản xuất.

Hiệu năng
Hệ thống sắc ký phàì thỏa mãn qui định về tính phù hợp 
của hệ thống được mô tà trong phần Các kỹ thuật tách sắc 
ký (Phụ lục 5). Việc diều chỉnh các thông số của hộ sấc ký 
có thể được thực hiện nham đáp ứng các yêu cẩu về sự phù 
hc.rp của hệ thông cũng được trình bày trong phụ lục này.

Xác định tỷ lệ thành phần tương đối 
ríen hành phương pháp theo các diều kiện ghi trong 
chuyên luận riêng. Náu có thê, theo đòi quá trình rửa giải 
một cách liên tục và ghi lại diễn tích của các pic tương
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ứng. Ncu mầu được xác định dựa vào tính chất hỏa lý mà 
tất cà các thành phần của mẫu đều cho một đáp ứng tương 
đương (vi dụ cùng có một hệ số hấp thụ riêng), thi lượng 
tương đối của mồi thành phàn có thể được xác định bằng 
cách tính tỷ lệ diện tích mồi pic thu được trôn tỏng diện 
tích pic cùa những thành phần quan tâm. Nếu sự đáp ứng 
khác nhau, tính tỷ lệ thành phần tương đối bằng cách dựa 
vào đường chuẩn cùa các dung dịch chuẩn được ghi trong 
chuyên luận riêng hoặc bang phương pháp khác dược ghi 
trong chuyên luận riêng.

Xác dinh khối lương phân tử
Thực hiện phương pháp với dung dịch thử và các dung 
dịch chuẩn theo quy trình ghi trong chuyên luận riêng. Xây 
dựng một đồ thị biổu thị sự phụ thuộc giữa thể tích lưu cùa 
các chất chuẩn dùng cho hiệu chuẩn và hàm logarit cùa 
khối lượng phân tử cùa chúng. Đường chuẩn thường xấp 
xi với một đường thẳng nằm giữa giới hạn loại trừ và giới 
hạn thấm tông thê. Khối lượng phân tử của thành phần 
quan tâm có the được ước lượng từ đường chuẩn. Việc 
xây dựng dưòng chuẩn chỉ có giá trị đối với một hệ cụ thổ 
trong những điểu kiện thí nghiệm xác định.

Sự phân hố poỉymer theo kích thước phân tử
Sắc ký rây phân tử có thc được sử dụng để xác định sụ 
phân bố các polvmer theo kích thước phân từ. Tuy nhiên, 
việc so sánh mẫu sẽ chi có ỷ nghĩa nếu kết quả thu được 
là cùng một điều kiện thí nghiệm. Nguyên liệu sử dụng để 
xây dựng đường chuẩn vả phương pháp xác định sự phân 
bố dựa theo kích thước phân tử của các polymer được ghi 
trong chuyên luận riêng.

Phân bố khối lưọng phân tử trong dextran
Kiểm tra bằng phương pháp sắc ký rây phân tử.
Dung dịch thử: Hòa tan 0,200 g mẫu thử vào pha động và 
pha loãng tới 10 ml bằng pha động.
Dung dịch đánh dấu: Hòa tan 5 mg dextrose chuẩn và 
2 mg chất đối chiểu hỏa học dextran Va trong 1 ml pha động. 
Dung dịch hiệu chuẩn: Hòa tan riêng rẽ 15 mg các chất đối 
chiếu hóa học dextran 4, dextran 10 dùng cho hiệu chuân và 
20 mg các chất đổi chiếu hóa học dextran 40, dextran 70, 
dextran 250 dùng cho hiệu chuân trong 1 ml pha động. 
Dung dịch kiếm tra tính phù hợp cùa hệ thông:
Hòa tan 20 mg chất đổi chiếu dextran 40 dùng cho chuẩn 
hiệu nâng (đối với dextran 40) hoặc 20 mg dextran 60/70 
dùng cho chuẩn hiệu năng (đổi với dextran 60 và dextran 70) 
vào 1 inl pha động.
Điêu kiện sắc kv:
Cột (0,3 m X 10 mm) nhồi agarose loại liên kết chéo dùng 
trong sảc ký hoặc một dày các cột (0,3 m x 10 mm) nhồi 
gcl poỉyether hydroxyl hóa dùng trong sắc ký.
Pha động: Dung dịch chửa 7 g natri sulfat khan và l g 
clorobutanol trong 1 lít nước.
Tổc độ dòng: 0,5 ml/min đen 1 mi/min, giữ ổn định với
sai số ± 1 %/h.
Detector khúc xạ ánh sáng vi sai.

DƯỢC Đi ÈN VIỆT NAM V

Buồne tiêm mẫu dung tích 100 pỉ đến 200 [LÌ.
Duy tri hệ thông hoạt động ở nhiệt độ ổn định (T 0,1 °C).

Chuấn hóa hệ thống sắc ký
Tiến hành tiềm lặp lại vải lần một thể tích nhất định dung 
dịch dánh dấu. Trên sắc ký dồ SC xuất hiện 2 pic, pic đầu 
tương ứng chất đối chiểu dextran Vữ và pic thứ 2 là cùa 
dextrose. Từ thê tích rùa giải của píc tưong ứng với dcxtran 
í ri tính thê tích trổng V0 vả từ pic tương ứng với dextrose, 
tinh được thể tích thấm tổng Vf.
Tiêm một thê tích nhất định các dung dịch chuẩn. Vẽ cẩn 
thận đường nền cùa mỗi sắc ký đồ, Phân chia mỗi sắc kỷ đồ 
thành p phần (ít nhất là 60) băng những đường gạch thẳng 
dọc bàng nhau (tương ứng với những thể tích rửa giải). 
Trong mồi phẩn, i tương ứng với một thể tích rửa giải v„ 
đo chiều cao (v,) của đường sắc ký đồ phía trên đường nền 
và tinh hệ so phân bỏ Kị theo công thức:

(K -  v_l
(Vt -  Vj

( 1)

Trong đó:
V0 lả thể tích trống cùa cột, được xác định bởi pic tương 
ứng với Chat đối chiếu hóa học dextran V0 trong sắc ký đồ 
thu được từ dung dịch đánh dấu;
V, là thổ tích thấm tổng cùa cột, được xác định bời pic 
tương úng với dextrose trong sắc ký đồ thu được từ dung 
dịch đánh dấu;
Vị là thể tích rửa giãi của phần ỉ trong sắc ký đổ thu được 
với mỗi dung dịch chuẩn.
Tiến hãnh hiệu chuẩn sừ dụng một trong những phương 
pháp dưới dãy:

Vẽ đường cong chuẩn
Với mỗi chất đối chiếu hóa học dextran dùng cho hiệu 
chuẩn, tính hộ số phân bố Kmax tương ứng với chiểu cao cực 
đại của đường sắc ký, sử dụng công thức (1). Trên giấy kẻ 
ô bán logarit đặt các giá trị của Kmax (trục x) tương ứng với 
khối lượng phân tử ghi trên nhãn cùa mỗi chất dextran hiệu 
chuẩn và cùa dcxtrose; những giá trị này được lấy tại điểm 
cao nhất của dường sắc ký (A7„,at). Vẽ đường cong chuẩn 
đầu ticn qua nhưng điểm thu được, ngoại suy từ diêm Ảri:„v 
thu được với chất đối chiếu hỏa học dextran 250 dùng cho 
hiệu chuẩn tới giả trị K thấp nhất thu được từ chất đối chiếu 
hóa học này (xem. Hình 5.5.1). Sừ dụng đường cong chuân 
đầu tiên m'iv, chuyển tất cả các giá trị K, ở mỗi sắc ký đô 
sanẹ khối lượng phân tử tương ứng Mị để thu được sự phân 
bế khối lượng phân từ. Tính khối lượng phân tử trung binh 
A/u cho mồi loại dextran đổi chiếu hóa học sừ dụng phương 
trình (3) dưới đây. Nếu giá trị thu dược đối với Mw không 
khác hơn 5 % so với giá trị công bô của môi dextran vả 
mức khác biệt trung bình là ± 3 %, đường cong chuẩn được 
chấp nhận. Nếu không đạt yêu cẩu đó, chuyển dịch đường 
cong chuẩn dọc theo trục y và lặp lại tiến trình này cho tới 
khi các giá trị Mw thu được và giá trị công bố không khác 
nhau íớn hơn 5 %.
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Hình 5.5. /- Ví dụ về đưừng cong chuấn. Đường chấm chấm 
tương ứng với phần đường cong ngoại suy. Đường nằm 
ngang ở dưới cùng của đồ thị thể hiện độ rộng và vị trí cùa 
đường sắc ký thu được tương ứng với mỗi dextran chuẩn.

Tinh qua đường cong chuẩn
Tỉnh từ phương trình (2) và (3) dưới đây, sử dụng phương 
pháp thích họp1, các giá trị b], b2> b3, b4 và b5 cho phép thu 
được giá trị nầm trong khoảng 5 % của tầt cả những 
giá trị công bố từ mỗi dextran chuẩn và khối lượng phân từ 
cùa dextrose nằm trong khoảng 180 ± 2.

M. = bs + t5è4+h*/^2A';24/nk3) (2)

Ẻ (.V ,V )
M = ■—---------

V  ~ (3)

Trong đó:
p là sổ phân đoạn chia trong sắc ký đồ;
yt là chiêu cao của đường săc ký phía trên đường nên trong
phân đoạn i;
h í, là khối lượng phán tử trong phân đoạn i.

Tính phù họp của hệ thống
Ticm một thể tích nhât định dung dịch thử tính phù hợp hệ 
thống thích họp.

Khối lượng phân tử trung bình của chất đối chiếu hóa 
học dextran dùng cho thử hiệu nàng 
Tính khối lượng phân lừ trung binh Mw như đã trinh bày 
trong phần hiệu chuẩn hệ sắc ký, sử dụng đường cong 
chuẩn hoặc các giả trị thu được ờ trên dối với bj, b2, b-Ị, b4, 
b5. Phép thử chỉ có giá trị khi Mw nàm trong khoáng 41 000 
đến 47 000 (chất đối chiếu hóa học dextran 40 dùng cho 
chuẩn hiệu năng) và 67 000 đến 75 000 (chất đối chiếu hóa 
học dextran 60/70 dùng cho chuẩn hiệu năng).

Khối lượng phân tử trung bình của dextran phân 
đoạn cao 10 %
Tính Mw đối với dextran phân đoạn cao 10 % được rửa giải 
qua phàn thứ n sừ dụng công thức:

M  =  --------------- < 4 >w n

±y.

Với n được xác định như sau:h nnư sau:

ỉM L )
/I+I (  p  5
I V ,  >0.1 ± y ,
;-l V (=1 )

(5)

(6 )

Trong đó:
p  là số phần chia trong sắc ký đồ;
y, là chiều cao đường sắc ký phía trên đường nền trong
phần i;
Mị là khối lượng phân tử cùa phàn i.
Phép thừ chỉ có giá trị khi Mv của dextran phân đoạn cao 
nằm trong khoảng: 110 000 đến 130 000 (chất đối chiếu 
hóa học dextran 40 dùng cho hiệu chuẩn) và 190 000 đến 
230 000 (chất đối chiếu hóa học dextran 60/70 dùng cho 
hiệu chuẩn).

Khối lượng phân tử trung bình của dextran phân 
đoạn thầp 10 %
Tính Mtv đối với dextran phân đoạn thấp 10 % rửa giải 
trong và sau phần thứ m theo công thức sau:

A/„ =

Trong đó: 
m được xác định như sau:

± ( y , K )
I~m_____

p

±y.

p  í  p

ấ * H t \Hỉ )

(7)

(8)
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p là Số phần chia trong sắc ký đồ;
y, là chiều cao đường sắc ký phía trên đường nền trong
phân i;
Mị là khối lượng phân tìr cùa phần i.
Phép thừ chỉ có giá trị khi Mw của dextran phân đoạn thấp 
10 % là: 6 000 đển 8 500 (chất đối chiếu hóa học đextran 40 
dùng cho chuẩn hiệu nâng) và 7 000 đến í 1 000 (chất đổi 
chiếu hóa học dextran 60/70 dùng cho chuẩn hiệu năng).

Sự phân bố khối lưọng phân tử của dextran được 
phân tích
Tiêm một thẻ tích nhất định dung dịch (1) và tính My, của 
phân bố tông khôi lượng phân tử, Mw của dextran phân 
đoạn cao 10 % và Mu cùa dextran phân đoạn thấp 10 % 
như chi dần trong phần thừ tinh phù họp cùa hệ thong.
1 Phương pháp lặp như phương pháp Gauss -  Newton cài tiến 
bừi Hartỉey là phủ hợp [Xem o  lỉartley, Tecnome.tr ics, 3 (1961) 
anđGNilsson and K Nilsson, J.C hrom ât. 101, 137 (1974)]. Một 
chương trinh đưòng cong thích hợp xử lý tương quan hồi quy 
không tuyến tinh chạy trcn mảy tính điện từ cỏ thề được sừ dụng.

5.6 PHƯƠNG PHÁP ĐIỆN DI

Điện di là hiện tượng liên quan đen sự di chuyển cùa các 
protein, các eolloid, các phàn tử, hay các tiêu phân lích 
điện hòa tan hoặc phân tán trong dung dịch điện giải khi 
có dòng điện đi qua.
Điện di được chia thành hai loại tùy theo thiết bị sừ dụng: 
Điện di dung dịch tự do hay điện đi với sự chuyển dịch cùa 
các lớp bien vả điện di vùng.
Trong phương pháp điện di dung dịch tự do, dung dịch đệm 
của các protein trong một ống hình chữ u  dưới tác dụng 
của dòng điện sè hình thành nên các lớp protein có linh độ 
giảm dần. Chỉ phần đi chuyển nhanh nhất của protein sẽ 
tách rõ rệt khỏi các protcin khác, kiểm tra sự dịch chuyên 
của các lớp bien băng hệ thống quang học sè cung cấp các 
dữ liệu đổ tính toán linh độ điện di và các thông tin về mặt 
định lính và định lượng của thành phần hỗn hợp protein. 
Trong điện di vùng, mẫu được đưa vào dưới dạng một dải 
hẹp hay diêm trong cột, trên tấm phăng, hay trên một lớp 
phim chứa đệm. Sự di chuyển cùa các thành phần trong 
các dải hẹp cho phép tách hoàn toàn chúng. Có thê tránh sự 
chồng lấn giữa các dài hẹp do sự đối lưu nhiệt bang cách 
đưa chất điện giải vào các nền (matrix) xốp như chất ran 
dạng bột, hay nguyên liệu dạng sợi như giấy, hay gel như 
tinh bột, agar hoặc polyacrylamid.
Các phương pháp điện di vùng có ứng đụng rộng rãi. Điện 
di gcl, đặc biệt là diện di đĩa được sử đụng để tách protein 
do khà năng cho độ phân giải cao.
Sự di chuyển điện di của các tiểu phân của một chất nhất 
định phụ thuộc vảo tính chất cùa tiểu phân mà chù yếu là 
điện tích, kích thước hay khối lượng phân tử và hình dạng 
của các tiêu phân cũnu như các tính chất và các thông số
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thực nghiệm của hệ thống. Những thông số này bao gồm: 
pH, nông độ ion, độ nhớt và nhiệt độ của chát điện giải, 
mật độ hoặc độ liên kêt chéo cùa các matrix nền như gel 
vả điện thế áp đặt.

Anh hưởng của điện tích, kích thước tiều phân, dụ 
nhớt cùa chât điện giải và biên thiên điện thế
Cảc tiêu phân tích điện sẽ di chuyển về phía điện cực ngược 
dâu với chúng, sự di chuyên cùa các phân tử tích cà điện 
dương và điện âm phụ thuộc vào điộn tích mạng. Tốc độ 
di chuyên tỷ lệ thuận vói độ lớn cùa điện tích mạng trcn 
tiêu phân và tỷ lệ nghịch với kích thước tiểu phân, mà kích 
thước ticu phân lại có liên quan trực tiếp với phân tử lượng. 
Những tiêu phân hình câu lớn, khi định luật Stoke có giá 
trị, linh độ điện di |i0 sẽ tỷ lệ nghịch với bán kính của tiểu 
phân theo phương trình:

= v = Q
E ÓTtrrì

Trong đó V là vận tốc của tiểu phân, E là thế đặt ỉên chất 
điện giải, Q là điện tích của tiểu phân, r là bản kính tiểu 
phân và r\ là độ nhớt của dung dịch chất điện giải.
Phương trình này chỉ có giá trị giới hạn ờ độ pha loăng nhất 
định và không có sự hiện diện của các nền như giấy hoặc gel. 
Các ion và peptid có trọng lượng phân tù lớn hơn 5000, 
đặc biệt khi có mặt môi trường nền, không tuân theo định 
luật Stoke và linh độ điện di cùa chúng được biểu thị bàng 
phương trình:

Q

Trong đó A là thừa số hình dạng, thay đổi trong khoảng từ 
4 - 6, biều thị sự phụ thuộc tỷ lệ nghịch của linh độ điện 
di đối với bỉnh phương bán kính tí cu phân, về mặt khối 
lượng phân tử, linh độ điện di sẽ tỷ lệ nghịch với căn bậc 
ba cùa bình phương khối lượng phân tử.

Ảnh hưởng của pH
Hướng và tốc độ di chuyền của phân tử có nhiều nhóm 
chức có thê bị ion hóa như acid amin và protcin sẽ phụ 
thuộc vào pH cùa dung dịch chất điện giải. Ví dụ: Lính độ 
điện di của acid amin đơn giản như glycin sẽ thay đôi theo 
giá trị pH gần đúng như trong Hình 5.6.1.
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Giá trị pKa bằng 2,2 và 9,9 trùng với điểm uốn trên 
biểu đồ. Do nhóm chức bị ion hóa 50 % ử giá trị 
pH = pKa, nên linh độ điện di ờ nhũng (liêm này sẽ băng 
1/2 giá trị quan sát được khi cation và anion bị íon hóa 
hoàn toàn lần lượt ở pH rất thấp và pH rất cao. Ion lưỡng 
cưc tồn tại ở khoảng pl ỉ trung gian là những chât trung hòa 
về điện và có linh độ điện di băng 0.

Ảnh hưởng của lực ion và nhiệt độ
Linh độ điện di sẽ giảm khi tãne lực ion của chất diện giải 
nền. Hoạt độ ion ị.1 được xác (lịnh theo phương trình:

h - o.í X c .A

Trong đó C; là nồng độ ioti ('mô 1/1), Zj là hóa trị và lổng 
được tính với tất cà các ion trong dung dịch. Đối với dung 
dịch đệm có cà anion và cation hóa trị 1 thì lực ion được 
xác định bang nồng độ mol.
Lực ion của chất điện giãi dùng trong điện di nói chung 
năm trong dãy từ khoảng 0,01 đến 0,10. Hoạt độ ion thích 
hợp phụ thuộc một phân vào thành phân của mẫu thử, do 
đó dung lượng đệm phải đủ lớn để duy trì pH hăng định 
trên điện tích của các dải hợp phần. Các dài hợp phần trở 
nên sắc nót hon và hẹp hơn khi lực íon tăng.
Nhiệt độ ảnh hưởng gián tiếp lên linh độ, vì độ nhớt q 
cùa chất điện giải nền phụ thuộc vào nhiệt độ. Độ nhớt 
của nước sẽ giảm theo tỷ lộ khoảng 3 %/ °c trong vùng từ 
0 °c đến 5 °c và tỷ lệ giảm này sẽ thấp hơn khi ờ nhiệt độ 
phòng. Bời vậy, linh độ điện di sẽ tăng cùng với sự táng 
nhiệt độ của chất điện giải.
Nhiệt giải phóng là đáng kẻ khi dòng điện chạy qua chẩt 
điện giãi. Nhiệt nàỵ tăng cùng với sự tăng thế đặt và lực 
ÍOII tăng, ờ  các thiết bị iớn, cho dù có bộ phận làm lạnh, 
nhiệt giải phóng vẫn tạo nên sự biến thiên về nhiệt độ ở 
bê điện di, dần đến làm biến dạng các dải phân cách. Bởi 
vậy, cần quan tâm thiết kế các dụng cụ đặc biệt tính đến 
ỉực ion và thế đặt.

Ảnh hướng của môi trường nền, dòng điện thảm
Khi dòng điện chạy qua chất điện giải chứa trong ống thủy 
tinh hoặc chứa giữa các bàn thủy tinh hoặc bàn plastic thì 
xuât hiện dòng chất điện giãi hướng về phía đầu một điộn 
cực, gọi là dòng điện thâm. Dòng điện thẩm được hỉnh 
thành do điện tích trên bề mặt của thành dụng cụ phát sinh 
do quá trình ion hóa các nhỏm chức trong vật liệu hay do 
các ion hâp phụ trên thành buông điện di chứa các chất 
điện giải. Hiệu ứng này thường tăng khi buồng điện di 
chứa các chất xốp như gcl, được sử dụng để làm ồn định 
cho chất điện giải nên và đề phòng hiện tượng xáo trộn các 
dải phân tách do sự đối lưu nhiệt và hiện tượng khuếch 
tán. Dung dịch ngay sát trên bề mặt sẽ hình thành điện tích 
băng nhưng ngược dâu với điện tích trên bề mặt và điện 
trường đi qua buồng điện di sè tạo ncn sự chuyển động cùa 
dung dịch về phía điện cực ngược dấu.
Các chât thường được sử dụng làm môi trường nền tronẹ 
điện di vùng sẽ tạo diện tích âm trên bề mặt, dòng điện 
thâm của chât diện giài sẽ (li chuyên vè phía cathod. Vi
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vậy tất cà các vùng, bao gồm cà các chất trung tinh sẽ di 
chuyển vồ phía cathod trong quá trình điện di.
Mức độ thẩm thấu sẽ thay đổi khi các chất nền thay đổi. 
Độ thẩm thau thay đổi đáng kể đối với gel agar và thay đối 
không đáng kể đối với gel polyacrylamid.

Sự rây phân tử
Khi không có sự hiện diện của môi trường nền hay trong 
trường họp môi trường rất xốp thì sự tách điện di của các 
phân tử lã do sự khác nhau về tỷ lộ của điện tích với kích 
thước phân từ. Neu có sự hiện diện của chất nền, sự khác 
nhau về khả năng hấp phụ hay ái lực của phân từ đổi với 
môi trường tạo nén hiệu ứng sắc ký cỏ thể làm tăng hiệu 
quả tách.
Hiệu ứng rây phân tử sẽ xuất hiện nếu môi trường nền là 
các loại gel có sự phân nhánh nhiều đến mức tạo thành 
c.ác lỗ xốp đế tách các phân tử theo kích thước. Hiệu ứng 
này tương đương hiệu ứng thu dược trong quá trình lách 
thâm thấu gel hay sắc ký rây phân tử, nhưng trong điện di 
gel hiệu ứng này chồng lên quá trình tách điện di. Có thể 
nhận thấy sự rây phân từ đo cản trờ không gian đối với sự 
di chuyền của các phân tử lớn. Các phân từ nhỏ di chuyển 
qua các lồ xốp có kích thước lớn, nên sự điện di qua gel 
không bị cản trờ. Khi kích thước phân tử tăng, một số ít 
hơn cảc lỗ xốp cho phép các phân tử đi qua, làm chậm sự 
di chuyển cùa các phân từ có trọng lượng phân tử lớn.

Điện di gel
Quá trinh sử dụng một gel như agar (thạch), tinh bột hay 
polyacrylamid làm môi trường nền được hiểu theo nghĩa 
rộn tỉ là điện di gel. Phương pháp này đặc biệt thuận lợi cho 
sự tách các protein. Sự tách này đạt được tùy thuộc vào tỷ 
lệ điện tích đổi với kích thước phân tử đi đôi với hiệu ứng 
rây phân từ phụ thuộc chủ yếu vào khối lượng phân tử. 
Gel polyacrylamid được sử dụng nhiều do có một số thuận 
lợi. Nỏ có đặc tính ít hấp phụ và tạo nên hiệu ứng dòng 
điện thẩm không đáng kê. Các gel với dải rộng các lồ xốp 
có kích thước khác nhau có thể được điều chế bàng cách 
thay đổi nồng độ gcl tổng cộng (dựa tren monomer kết họp 
với các yếu tố tạo mạch nhánh) và phần trăm cùa chất tạo 
mạch nhánh dùng đề tạo ael. Lượng các chất được biểu thị 
bàng phương trình sau:

y(% ) = - .1 ^ 1 0 0  
'  V

c(% ) = —— 100
w  a- \h

Trong dó T là nồng độ gcl tổng cộng (%), c là phan trăm 
tác nhân tạo mạch nhánh dùng đê tạo gel, V là thế tích 
(mL) cùa đệm dùng điểu chế gcl, a và b là khối lượng 
(g) cùa monomer (acrylamid) và tác nhân tạo mạch nhánh 
(Ihưàng dùng N,N'-methylenbisacrylamid) dùng diều cbể 
gel. C’ủc geỉ thích hợp có nồng độ tron2 khoảng 3 % - 30 %. 
long tác nhân tạo mạch nhánh thường chiếm khoáng 1/10
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đến 1/20 lượng monomcr (C = từ 10 % đển 5 %), tỷ ]ệ 
phần trăm nhỏ hơn được dùng cho giá trị cao hơn của T. 
Trong quá trình điều che gel, bể của dụng cụ điện di 
chửa dung dịch nước của monomer và tác nhân tạo mạch 
nhánh, thường dược cân bằng bang dune dịch đệm đến 
pH mong muốn trong những lần chạy cuối và được 
polymer hóa tại chỗ bàng quá trình gốc tự do. Quá trình 
polymcr hóa được kích hoạt bởi quá trinh hóa học, thône 
thường sử đựng amoni persulĩat két hợp với N,N,N’,N'- 
tetramelhylendiamin hay quang hóa hỗn hợp riboílavin và 
N,N,N',N'-tetramethylendiamin. Quá trình polymcr hóa bị 
càn trở bời các phân từ oxy và môi trường acid. Lựa chọn 
thành phần của gel và điều kiện poỉymer hóa phải bảo đàm 
chất lượng cùa gcl.

Thiết bị cho điện di geỉ
Nói chung bể hay môi trường đê thực hiện quá trình điện 
di có thể được đặt theo phương thẳng dửng hay nằm ngang 
tùy theo thiết ke của thiết bị. Đe so sánh sự tách có thể thực 
hiện trong một sổ ống riêng biệt hay đưa các mẫu khác 
nhau vào các hổ kề bên nhau vào khuôn hay cắt vào phiến 
cùa gel. Phiến gel thẳng đứng như mô tà trong Hình 5.6.2 
thuận lợi cho sự so sánh trực tiếp một số mẫu.

Ị lình 5.6.2 - Thiết bị điện di gel phiến thẳng đứng

Tốt nhất là sự so sánh các mẫu trong cùng một bàn geỊ 
như vậy sẽ đồng nhất hơn về mặt thành phần so với các 
khuôn gel trong nhiều bể điện di.
Đặc tính của nhiều loại thiết bị lá phài hàn kín buồng đệm 
phía dưới với chân đế của bc điện di. cho phcp mức đệm 
trong buồng đệm phía dưới bằng mức đệm trong buồng 
độm phía trcn đề loại trừ áp suất thủy tĩnh trên gcl. Ngoài 
ra có một vài bộ phận tuần hoàn làm lạnh cà hai mặt bể 
điện di gcl.
Đe diều chế gel, buồng gel được đ ậ y  băng nẳp thích hợp 
có chửa dung dịch monomer, tác nhân lạo mạch nhánh và 
chất xúc tác. Một cái lược có răng với kích thước thích hcTp 
đ ư ợ c  đặt lên p h ía  trôn và c h o  p h c p  quá trình p o ly m c r  hóa 
xảy ra hoàn toàn. Sau khi lẩv lược ra sẽ tạo thành các hố 
trên bản gel được polymer hóa.
Trong điện di gcl đơn giàn, chi sử dụng một dung dịch đệm 
cho vào buồng đệm phía trên và phía dưới giống nhau. Sau 
khi cho dung dịch dệm vào buồng đệm, mẫu được hòa tan

trong nước đường hay dung dịch đặc và hơi nhớt khác (lể 
đồ phòng sự khuếch tán. Sau đó mẫu được đưa vào đáy các 
hô dựng mẫu bàng bơm tiêm hay micropipet và bắt đầu 
thực hiện quá trình diện di.

Điện di đĩa
Điện di geỉ polyacrylamiđ sử dụng một dãy không Hên tục 
các đệm và cũng thường sử dụng nhiều lớp gel không liên 
tục. được gợi là điện di đĩa. Tên của phương pháp xuất 
phát tư dạng hình dạng đĩa của các dài hẹp được tạo thành. 
Do tạo thành các dài hẹp, nên kỷ thuật này có độ phân giải 
đặc biệt cao và thường được sừ dụng trong phân tích đặc 
tinh của hỗn hợp protein và phát hiện tạp chất mà có thể có 
linh dộ gần thành phần chính.
Cơ sờ cùa điện di đĩa được trình bày trong phần sau có licn 
quan đến các hệ anion thích họp cho việc phân tách protcin 
mang điện tích âm. f)c hiểu dược điện di đĩa cần phải có 
kiến thức chung về điện di và dụng cụ dã được mô tà.

Cơ sở của điện di đĩa
Độ phân giải cao thu được trong điện di đìa phụ thuộc vào 
việc sử dụng hệ đệm không liên tục vè pH và thành phần. 
Thường phối họp hai hoặc ba gel khác nhau về tỷ trọng. 
Hẹ thống điển hình được mô tả trong Hình 5.6.3.

Tỳ
trọng

thấp

ihấp

pH_

8,3
6.7

6.7

8,9

8,3

Hình 5.6.3 - Thuật Iieữ, pH đệm và thành phần đệm cho 
điện di đĩa acrylamid

Gel phân tách cỏ chi cu cao vài crn với tý trọng cao 
(T ~ 10 % - 30 %) được polymer hóa trong đệm 
tris-clorid trong bế của thiết bị. Trong quá trình polymer 
hóa dệm được phủ lên một lóp nước mòng đổ đề phùng 
hiện tượng tạo thành mặt khum trôn bề mặt của gcl. Lớp 
nước phù lên sau đỏ dược loại đi, lớp gcl mong tỳ trọng 
thấp (T = 3 %), cỏ bồ dày 3 mm đến 10 mrn được gọi là 
khoảng trống hay gcl phân cách, được polymer hóa trong 
đệm tris-clorid trên mặt cùa gel phân tách. Lớp nước phủ 
phía trên lại tiểp tục được sử dụng để tạo mặt phăng. Mầu 
dược trộn với một lượng nhỏ dung dịch monomer dùng đê 
tạo gcl phân cách, dỏ lén mặt của gcl phân cách và được 
polymcr hóa. pH cua gcl phân tách thường lả 8,9, trong khi
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đó pll của gel phân cách vả gel chứa mẫu là 6,7. Tất cả ba 
loai gel này dược điều chế dùng clorid làm anion.
Dung dịch đệm chửa trong buông chứa đệm phía trcn và 
phía dưới có pH là 8,3 và được điều che từ tris và glycin. 
0  pH này khoảng 3 % phân tử glycin mang điện tích âm. 
Khi đật điện thế lên hệ thống, lóp tiếp giáp glycinat-clorid 
sẽ di chuyển theo hướng đi xuống và về phía anod. Lớp 
tiếp giáp bat đâu ờ vị tri lớp tiep xúc cùa buông chứa đệm 
phía trên và đinh cùa lớp gel chứa mầu. Tại dây ion ciorid 
do có kích thước nhỏ nên sẽ di chuyển nhanh hoai bất kỳ 
protein nào hiện diện trong mẫu. pH cùa lớp gel mẫu và 
ỉớp gel phản cách được chọn phải thấp hơn giá trị pKa cao 
của glỵcin khoảng 3 đom vị. Do vậy, khi băng qua các lớp 
gel này, chi có khoảng 0,1 % phân tử glycin tích diện âm. 
Cho nên, glycin sẽ di chuyên chậm hơn clorid. Khuynh 
hướng dịch chuyên nhanh hơn cùa cloriđ khỏi glycinat làm 
giảm nồng độ nơi tiếp giáp, lạo nôn sự giảm thế nhiều 
hơn ở lóp tiêp giáp, diều này làm cho glycinat bắt kịp ion 
clorid. Trong điều kiện này, lóp tiếp giáp rất hẹp được duy 
trì, và khi đó nó di chuyển qua lóp gel mẫu thử và lóp gcl 
phân cách, các protein trong mầu thừ ờ lớp tiêp giáp săp 
xếp thành lóp rất mòng theo thứ tự về linh độ. Quá trình 
này là nguồn gốc cùa việc các đĩa được phân tách.
Các protein được sắp xếp theo trình tự khi tiếp xúc với 
gel phân tách tỷ trọng cao, chúng sẽ di chuyển chậm lại 
do quá trình rây phân tử. pH cao hơn trong gel phân tách 
làm cho glycinat di chuyển nhanh hơn, đen mức độ làm 
cho lớp tiếp xúc của các đệm không liên tục sẽ vượt qua 
các protein và cuối cùng sẽ tiếp xúc với đáy của gel phân 
tách. Trong chu trình này, các đìa protein tiêp tục phân tách 
băng quá trình điện di và quá trình rây phân từ trong gel 
phân tách. Ket thúc quá trinh tách, pH cùa gel phân tách sổ 
tăng từ giá trị ban đẩu là 8,9 lên khoảng pH 9,5.

Linh độ tương đối
Bromophcnol xanh thường được sử dụng như là một chuẩn 
đê tính toán linh độ tươnẹ đối cùa các dài phân tách và đề 
quan sát các quá trinh tách. Nó có thề được thêm vào trong 
hô đựng mẫu hoặc trộn lẫn với mẫu, hoặc đơn giàn được 
thèm vào dung dịch đệm ờ buồng chứa đệm phía trôn. 
Linh độ tương đối Mb được tính toán như sau:

DƯỢC ĐIHN VIỆT NAM V

Trong đó:
a là khoảng cách từ mốc xuất phát đến vùng mẫu và b là 
khoảng cách từ mốc xuất phát đến vùng bromophenol xanh.

Quan sát các vùng phân tách
Do polyacrylamid trong suốt, nên các dài protein có thể 
được quan sát bằng đo mật độ quang với ánh sáng ƯV. 
Các vùng có thê cố định bằng cách nhúng vào các dung 
dịch làm tùa protein nlnr acid phosphotungstic hoặc acid 
trìcloracctic 10 %. Các thuốc thừ hiện màu được sử dụng 
bao gôm naphtbalen đen (amido đen) vả Coomassie lam 
sáng R250. Những vùng được cổ định hay có màu có thẻ 
được quan sát một cách thuận lợi và dược chụp anh với 
ánh sáng truyền qua từ nguồn phát tia X.

Những điều an toàn cần chú ỷ
Thế sứ dụng trong điện di có thể gày sốc chết người. Nguy 
cơ này sẽ tăng do sử dụng dung dịch đệm nước và điều 
kiện môi trường làm việc ẩm ướt.
Bộ phận cung cap nguồn của thiết bị cần được bao lại 
trong các lồng kim loại có dàv nối đất hoặc cần được chế 
tạo bang các vật liệu cách điện, các long kim loại này cần 
có chốt tự cat nguồn khi mở nắp thiết bị.
Vi sự nguy hiểm của thế cao áp, nhân viên phòng thí 
nghiệm cần làm quen với thiết bị trước khi sử dụng chúng.

5.7 PHƯƠNG PHÁP DIỆN DI MAO QUẢN

Điện di là hiện tượng di chuyển của tiều phân tích điện hòa 
tan hay phân lán trong chất điộn giải khi có dòng điện đi 
qua. Cation di chuyển về phía cực âm (cathod), anion di 
chuyển về phía cực dương (anod). Các phân từ không tích 
điện không bị hút về phía hai điện cực.
Trong phương pháp điện di mao quàn (CE) việc sử dụng 
mao quàn để làm kênh di chuyên cho phép thực hiộn quá 
trình tách điện di trên một thiết bị có thể so sánh với thiết bị 
của sắc ký lỏng hiệu năng cao. Tuy nhiên, vẫn còn những 
khác biệt rõ rệt về cách vận hành, những điểm thuận lợi 
và không thuận lợi so với sắc ký lỏng hiệu nâng cao. Quá 
trình vận hành của CE điển hình với mao quản mà mặt 
trong thành mao quàn không cỏ lớp bao và mao quản chứa 
dung dịch “đệm làm việc”, thỉ nhóm silanol hiện diện trên 
thành phía trong của mao quản thủy tinh sẽ giải phóng ion 
hydrogen vào dung dịch đệm và bề mặt thành mao quàn 
SC tích điện âm ngay cà ở pH rất thấp. Cation hay các chất 
hòa tan tích điện dương một phẩn trong mòi trường bị hút 
tĩnh điện vào thành mao quản tích điện âm tạo nên một 
lớp diện tích kép. Quá trình điện di bắt đầu bàng cách đặt 
thế trên chiều dài cột mao quản lảm cho phần dung dịch 
của lớp điện tích kcp di chuyến vê phía đầu cathod cùa 
mao quản kẻo theo khối dung dịch. Sự chuyển dộng của 
khối dung dịch dưới tác dụng cùa lực điện trường được gọi 
là dòng điện thẩm (electroosmotic flow - EOF). Mức độ 
ion hóa cùa nhóm silanol trên thành mao quản phụ thuộc 
chủ yếu vào pH cùa dung dịch đệm làm việc và các chất 
điều chinh được thêm vào chất điện giải. Ở pH thấp, nhóm 
silanol nói chung có độ ion hỏa thấp và dòng EOF nhò. ờ  
pH cao hơn, nhóm siỉanol bị ion hóa nhiều hơn và dòng 
EOF tăng. Trong một sổ trường họp, các dung mòi hữu CƯ 
như methanol hay acetonitril được cho thêm vào dung dịch 
đệm để làm tăng độ tan của các chất hòa tan và các chất 
phụ gia hay để ảnh hường đến mức độ ion hỏa cùa mẫu. 
Nói chung, việc thêm các chất điều chình hữu Cơ sẽ làm 
giàm dòng EOF. Detector được đặt về phía đầu cathod cùa 
mao quản. Dòng EOF thường lớn hơn linh dộ điện di. Do 
vậy, ngay cả anion cũng bị đây về phía cathod và detector. 
Khi sử dụng đệm phosphat pH 7,0 ở mao quản không cỏ 
lớp bao, thông thường trình tự xuất hiện các chát tan trong 
điện di đồ là các cation, các chất trung tính và các anion.
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Miện nay, cỏ 5 loại chủ yếu cùa điện di mao quán:
Điện di mao quàn vùng (capillary zone electrophoresis - 
CZE) còn gọi là điện dì dung dịch tự do hay điện di mao 
quản dòng tự do.
sẳc ký mixen điện động, còn gọi là sac ký điện động mixen 
(micellar electrokinetic chromatography - MEKC).
Điện di mao quản gel (capillary gel electrophoresis - CGE). 
Điện di mao quản hội tụ đẳng điện (capillary' isoelectric 
focusing - CIEF)
Điện di mao quản đang tốc (capillary isotachophoresis - CITP). 
Trong điện di mao quản vùng, quá trình tách được kiểm 
soát bằng sự khác nhau về linh độ tương đối của từng thành 
phần trong mẫu thử hoặc dung dịch thừ. Linh độ là hàm sổ 
của điện tích chất phàn tích và kích thước trong điều kiện 
nhất định cùa phương pháp. Chúng được tối ưu hóa bằng 
cách kiểm soát các thành phần của đệm, pH và lực ion. 
Trong sắc ký mixen điện động, các chất hoạt động bề 
mặt được thêm vào dung dịch đệm làm việc ờ nống độ 
lớn hơn nông độ mixen tới hạn. Các chất phân tích cỏ thê 
phân bổ trong pha tĩnh già do mixen tạo thành. Kỳ thuật 
này thường được ứng dụng đê tách các chất trung tính và 
các ion,
Trong điện di mao quản gel, tương tự như lọc gel, sử 
dụng các mao quản chứa gel đe tách các phân tử, dựa trên 
cơ sờ sự khác nhau tương đối về khối lượng phân tử hay 
kích thước phân từ. Nó được dừng chủ yếu để tách các 
protein, peptid và các oligomer. Các gel có ưu điểm lả làm 
giảm dòng EOF và đồng thời làm giảm một cách đáng kể 
sự hấp phụ protein trên thành phía trong của mao quản, do 
đó làm giảm đáng kể hiệu ứng bất đối của pic.
Trong điện di mao quản hội tụ đăng điện, các chât được 
tách trên cơ sờ sự khác nhau tương đối về điểm đảng điện. 
Nó đuợc thực hiện bằng cách biến đổi pH đệm để thu được 
các vùng mẫu thử ờ trạng thái bền (pĩl thấp ờ anod và pH 
cao ở cathod). Quá trình biến đổi được xác lập bàng cách 
đặt thế vào mao quản chứa hỗn hợp thành phần của các chất 
mang bao gôm các chât lưỡng cực có giá trị pl khác nhau. 
Troné điện di mao quản đăng tốc sử dụng hai đệm bao 
quanh các vùng chất phân tích. Cả anion và cation cỏ thê 
tách thành những vùng rò rệt. Ngoài ra, nồng độ chất phân 
tích như nhau troné mồi vùng. Như vậy, chiều dài cùa mỗi 
vùng sẽ tỷ lệ thuận với lượng chất phân tích.
Hai kỹ thuật điện di mao quàn thường dược sử dụna nhiéu 
nhât là điện di mao quán vùng và sắc ký mixen điện động. 
Chúng được đề cập một cách tóm tắt trong các phân sau.

Nguyên lý của điện di mao quản vùng
Điện di mao quàn vùng sử dụng nguyên lý của điộn di và 
điện thẩm để tách các tiểu phân tích điện.
Linh độ điện di cùa ion (pEị>), được biểu diễn bằng phư< mg trình:

ụẼP =  q/(6nr\r)
Trong đó q là điện tích cùa ion, q là độ nhớt dung dịch và 
r là bán kính cùa ion hydrat hóa. Từ mổi liên hệ này suy 
ra, chất phân tích kích thước nhỏ, điện tích lớn cỏ linh độ 
lớn. (.’hất phân tích kích thước lớn, điện tích nhỏ có linh 
độ thấp.
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Toe độ di chuycn (Vj.;i0, tính bằng cm/s, dược biểu thị bằng 
phương trình:

v  EP ~  M ppty ' L )

Trong đó gEp là linh độ điện di, V là điện thế đặt và L là 
chiều dài (cm) tông cộng của mao quản.
Tốc độ của EOF (v,:0), tính bằng cm/s, được biểu diễn 
bàng phương trình:

y L0= tlE0( v u . )

Trong đó pEO là linh độ cùa EOF (hệ sổ của dòng EOF) và 
các ký hiệu khác được định nghĩa như trên.
Thời gian (t), tính bằng giây, cần thiết cho chất tan di 
chuyển trẽn toàn bộ chiều dài hiệu dụng (/) của mao quản 
(từ đầu vào đến detector), / được biêu thị bàng hệ thức sau:

t =l/ Ị E([l £ị. + \ÌlFO )ị — ỈL /^ i  P êp+Prcó|

Trong đó E là cường độ điện trường và các ký hiệu khác 
được định nghĩa như ờ trên.
Hiệu lực của hệ thống điện di có the lien quan đến linh độ, 
dòng EOF và được biểu thị bàng sổ đĩa lý thuyểt (N), được 
tính bàng phương trình:

N  ~ (ụEp + ị iEO)  Vỉ (2 D )

Trong đó D là hệ số khuếch tản của chất hòa tan và các ký 
hiệu khác được định nghĩa như trên.
Độ phân giải (R) cùa hai chất hòa tan được rừa giải kế tiếp 
nhau, có thể xác định bằng phương trình:

R = 0,1  8 ( m EF] -  MEP2 ị v /  D{fiEp + M eo ) ] *

Trong đó: ỊIEPI và pEr> là linh độ cùa hai chất hòa tan;
là linh độ trung bình của hai chất tan và các ký hiệu 

khác được định nghĩa như trcn.

Nguyên lý của sẳc ký mixen điện động
Trong MEKC, mỏi trường chất điện giải nền có chứa chất 
hoạt động bề mặt ờ nông độ cao hơn nông độ mixen tới 
hạn (CMC). Trong môi trường nước, các chât hoạt động bê 
mặt tư ngưng kết và hình thành mixen gồm nhóm có đẩu 
thân nước tạo nên một lóp áo bên ngoài và nhóm có đuôi 
không thân nước tạo nhân không phân cực ờ bên trong 
mixen để cho các chất tan có thể phân bố. Nói chung, các 
mixen có những anion trên bề mặt ngoài, dưới tác dụng 
của điện thế áp đặt chúng di chuyển theo hướng ngược lại 
so với dòng EOF. Kiểu phân bố này tương tự với phân bố 
trong chiết xuât với dung mỏi hay trong sắc ký lỏng hiệu 
năng cao pha đảo. Sự phân bố khác nhau cùa các phân tử 
trung tinh vào pha động nước và pha "tĩnh già” mixen là 
cơ sơ duv nhắt cho quá trình tách. Dung dịch độm và các 
mixen tạo thành hộ thong hai pha, chất tan cỏ thổ phân bố 
giữa hai pha này.
Hệ thống mixen thích họp cho MEKC phải đáp ứng các 
ticu chuẩn sau: Chất hoạt động bề mặt tan tốt trong đệm và 
dung dịch mixen đồng nhất và trong suốt đối với detector 
UV. Chất hoạt động bề mặt phổ biến nhất cho MEKC là 
natri dodccvl Sulfat (chất hoạt động bề mặt anion). Những 
chất hoạt động khác bao gồm cetyltrimethylamoni bromiđ
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(chất hoạt động bề mặt cation) và các muối mật (chất hoạt 
động bề mặt chiral). Độ chọn lọc cùa hệ thông MEKC chủ 
yếu tùy thuộc vào bản chất của chất hoạt động bề mặt. 
Dung môi hữu cơ thường thêm vào trong đệm MEKC để 
điều chinh hệ số dung lượng, tưoug tự như trong tách băng 
sắc ký lỏng pha đảo. MEKC có thể sử đụng đê tách các 
đồng phân đối quang. Đè tách các đông phân, trong dung 
dịch đệm được thêm vào các chât phụ gia chiral hoặc chât 
hoạt động bề mặt chiral như muối mật.
Kiến thức chung về sắc ký cột cổ điển sẽ hỗ trợ cho sự hicu 
biết nguyên lý MEKC. Tuy vậy, trong MEKC, các mi xen 
không thuần túy là pha tĩnh. Bời vậy, lý thuyết sắc ký cột 
cần thiết phài được điều chỉnh. Sự điều chinh cơ bàn đối 
với nguyên lí cùa MEKC là bản chât xác định cùa cừa sô 
tách đối với các phân tử trung tính.
Thời gian lưu (tR) đối với các chất trung tính được biểu 
dicn bàng phương trình sau:

(R -  0 + /D + (*0 1 *jwc)]
Trong đó, t0 là thời gian yêu cầu đoi với chất không lưu giữ 
đi qua chiều dài hiệu dụng cùa cột mao quản, tMC là thời 
gian cân đê mixen đi qua mao quản, k' là hệ số dung lượng 
và tR luỏn luôn ở giừa giá trị to và tMC.
Hệ sổ dung lượng (k’) đối với các chất trung tính được tính 
theo phương trình:

Trong đó các ký hiệu được định nghĩa như trên.
Đẻ áp dụng cho mục đích thực tiễn, k' được tính bàng 
phương trình:

k '  = t R i  t ữ - \

Trong đỏ tR là thời gian được đo từ thời điểm đặt thế (hoặc 
đi êm băt đầu tiêm mẫu) đến thời điểm ứng với dỉnh pic 
tôi đa, to được đo từ đicm đặt thế (hoặc điểm bắt đầu tiêm 
mẫu) đến điểm biên phía trước của pic đung môi hay đến 
tín hiệu của chất không lưu giữ. k' trong MEKC có ý nghĩa 
nhất định và là đặc trưng của một chất tan nhất định trong 
hệ MEKC. Những bàn luận khác cùa k' được trình bày 
trong phần tinh phù họp hộ thong trong mục các thông số 
làm việc.
Độ phán giải (RQ đôi với các chất trung tính được tính 
bàng phương trình:

R s = ĩ ' ^ ) /4 ]íi“  -1 ) . 'a)][k-2 /(l +  k'2) ] [ ( l - ( t0 / t MC))/(l + (i0 ,'<vlc) k ; }]

Trong đó a là độ chọn lục, bàng tỳ' số cùa k 2 đối với k'] 
trong điều kiện cụ thể cho việc tảch hai chất tan. Nếu hai 
chất tan rừa giãi gần nhau (a <1,1), có thể dùng một trong 
hai trị giá k \  Phương trình chứng tò rằng, cũng như với 
sắc ký kinh điên, độ phân giải trong MEKC có thê được 
cài thiện qua việc kiểm soát hiệu lực của hệ thống, độ 
chọn lọc, sự lưu giữ và bàn chất hóa học của các chất hoạt 
dộng bề mặt. Hạng tử cuối cùng của phương trình chính 
là khoảng nia giải giới hạn. Mặc dầu MEKC đặc biệt hữu 
hiệu trong tách các chất tnmg tính, kỹ thuật này cũng có
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thề được áp dụng cho việc tách các chất tan tích điện. Qui 
trình sau đây liên quan đến sự phối hợp cơ chế tách giữa 
sắc ký và điện di. Tương tác giữa chất tan tích điện và 
niixen có thể được sử dụng để tối iru hỏa sự tách. Cặp ion 
có thể hình thành nếu như điện tích trên chất hoạt động bê 
mặt và chất tan là trái dấu nhau. Trong trường hợp ngược 
lại, chất hoạt động bề mặt và chất tan đẩy nhau. Sự khác 
biệt này có thể ảnh hường có ý nghĩa đến sự tách cùa các 
phân từ tích điện.

Các điều chú ý đối vói thiết b|

Hình 5.7 - Cấu hình thiết bị CE điển hình

Hệ thổng CE điển hình (Hình 5.7) bao gồm một mao quàn 
băng silica nung chảy có đường kính trong từ 50 pm đến 
100 pm và chiều dài rừ 20 crn đến 100 crn. Các đầu mao 
quản được nhúng vào các bình điện giải riêng biệt. Nguồn 
cung cấp điện một chiều có khả năng tạo điện áp cao từ 
0 kV đên 30 kV. Thêm vào đó một dctector, bộ phận tiêm 
mẫu tự động và thiết bị ghi dữ liệu lả đù một hệ thiết bị 
CE. Hệ thống cung cấp dung dịch đệm tự động và hệ thống 
kiểm soát bầng máy vi tính, ghi nhận dữ liệu hay kiểm soát 
nhiệt độ cho cả mao quản và bộ phận tiêm mẫu tự động có 
thể thây ờ các thiết bị có mặt trên thị trường.
Nhừng điều cần quan tâm đầu tiên đối với thiết bị là kiểu 
mao quản, cấu hình, cách tiêm mẫu, nguồn cung cấp điện 
và kiểu detector.

Các loại mao quản và cấu hình thiết bị
Mao quàn dùng trong CZE thường được làm bằng silica 
nung chày và không có lớp bao mặt trong mao quản. Một 
vài thiết bị có cấu hình với cột mao quản đe tự do, nghĩa 
là mao quản không đưa vào bên trong hộp chứa. Trong 
hầu hết các thiết bị trên thị trường, mao quàn được đặt vào 
trong một hộp chứa. Cả hai cấu hình đều có những mi và 
nhược điểm riêng. Điều quan trọng là khà năng cùa thiết bị 
có thể tương thích được các loại mao quản khác nhau với 
chiêu dài và đường kính mao quàn khác nhau. Mao quàn
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với chất bao mặt trong khác nhau hiện nay cũng có mặt 
trên thị trường. Bời vậy, khả năng tưorng thích với các loại 
cột khác nhau rất quan trọng. Các Chat bao mặt trong mao 
quán có thể đuợc sứ dụng để thay đoi cường độ hay hướng 
cùa dòng EOF hay làm giảm sự hấp phụ của mầu. Neu sử 
dụng mao quản cỏ chất bao mặt trong, phải có ghi các chi 
tiết vồ chất bao và nhà cung cấp trong phương pháp. Mao 
quàn từ nhà cung cấp khác cùng có thể được sử dụng ncu 
chúng thích họp.

Kỹ thuật đưa mẫu và tiêm mẫu
Cách đưa mẫu vào trong mao quàn bao gồm tiêm kiểu di 
chuyển điện (kiểu điện động) và tiêm áp suất âm vả tiêm 
áp suất dương (kiểu thủy tĩnh).
Đổ liêm kiểu di chuyên điện, dung dịch mẫu được đưa 
vào mao quản bằng cách nhúng mao quàn và điện cực vào 
trong lọ mầu và đặt lên đó một điện thế cao trong thời gian 
Tigắn. Mau đi vào mao quản bằng sự phối hợp của điện di 
và dòng EOF. Bởi vậy, các chất phân tích có linh độ khác 
nhau đi vào trong mao quàn ờ mức độ khác nhau. Độ dần 
cùa mẫu thừ và chất chuẩn cùng ảnh hường đen dòng EOF 
và thể tích tiêm.
Tiêm áp suất âm là đặt áp suất âm ờ đầu mao quản có 
detector và hút dung dịch mẫu vào đầu ticm của mao quản. 
Tiêm áp suất dương là tạo áp suất lên lọ chửa mẫu, đẩy 
mầu vào trong mao quàn. Ticm áp suất có thê đưa tất cả 
các thành phần của mẫu vào trong mao ạuản ờ cùng một 
mức độ, nói chung là cho độ tải lặp tốt nhất vả là cách tiêm 
thường được áp dụng nhất. Thể tích mẫu phụ thuộc vào 
chiều dài và đường kính trong của mao quản và điện thế 
hay áp suất áp đật. Thể tích mầu đặc trưng được tiêm vào 
trong mao quàn khoáng từ 1 nl đến 20 nl.
Mỗi một phương pháp tiêm mẫu cỏ những ưu và nhược 
điểm riêng, tùy thuộc vào thành phần của mẫu, kicu tách 
và áp dụng phương pháp. Không có kiểu tiêm mẫu nào nói 
trên có độ tái lặp như bộ tiêm mẫu của máy sắc ký lông hiệu 
năng cao hiện đang có mặt trên thị trường. Tùy theo hoàn 
cảnh cụ thể, cần thiết phải sừ dụng chất chuẩn nội cho các 
phương pháp cụ thế khi cần sự ticm mầu chính xác.

Cung cấp nguồn điện
Hâu hct các thiêt bị CH cỏ mặt trôn thị trường có nguôn 
điện một chiều, nó có khả năng tạo nguồn điện thay đổi từ 
h'ĩ hay từng nấc đàm bào duy trì được điện thể mong muôn 
một cách ổn định. Điều này sẽ đảm bào có được đường nển 
lưomg đối phảng.
Một đặc điểm thiết yếu khác của nguôn điện là khà năng 
sir dụng nguồn này để đưa mẫu vào đầu cathod hay anod 
của mao quản. Bởi vì tren thực le không thê thay đôi vị trí 
detector h'r đầu này đến đàu kia cùa thiết bị, mà chì cỏ thể 
an định đàu tiêm mầu ở phía cathod hay anod.

Các kiêu detector
Nói chung hệ thống CE thường ghép với các detector 
UV-VIS và detector huỳnh quang cảm ứng láser. Detector 
quét phổ u v  hay detector dãy diod có thể thấy ờ nhiều 
thiết bị CH hiện có mặt trên thị trường.

Sự ghép noi CE với phổ khối cho phép thu được thông tin 
về cấu trúc kểt hợp các dữ liệu điện di.
Phát hiện bằng detector huỳnh quang sẽ làm tăng độ nhạy 
phát hiện đổi với mầu chứa một lượng rất nhỏ chất cần 
phán tích cỏ khả năng hấp thụ uv . Việc ghép một nhóm 
huỳnh quang với những chất không hấp thụ u v  có thể là 
có ích. Các chất không hấp thụ u v  hoặc không phát quang 
có thể được phát hiện bằng cách thêm trực tiếp vào dung 
dịch đệm các chất mang màu hay chất có huỳnh quang: 
Các chất không hấp thụ được phát hiện nhờ sự mất tín 
hiệu so với chất nền hấp thụ hay huỳnh quang. Detector 
đo độ dẫn và đo amper có thể được sử dụng, nhưng nói 
chung chúng không thông dụng ở các thiết bị có mặt trên 
thị trường.

Những điểm cần chú ý khi phân tích mẫu
Một vài thông sổ như kích thước mao quản, điện thể, lực 
ion và pH được tối ưu hóa để đạt dộ phân giải và sự tách 
phủ hợp. Cần tránh sự thay đổi nhiệt độ vì sẽ ảnh hưởng 
đến độ nhớt cùa dung dịch đệm và ảnh hường cả đen dòng 
EOF và linh độ của chất tan.

Kích thước mao quản
Những thay đổi về đường kính và chiều dài mao quản có 
thể ành hưởng đén độ phân giải điện di. Chiều dài mao 
quàn tăng sẽ kéo dài thời gian di chuyển, thông thường sẽ 
tăng độ phàn giải và làm giảm dòng điện. Đường kính mao 
quản tăng thường làm tăng dòng điện và tạo ra građient 
nhiệt độ bên trong cột, dẫn đến làm giàm độ phân giải. 
Ngược lại, giảm đưcmg kính trong của mao quản sẽ làm 
giâm sinh nhiệt và cho độ phân giải tổt hơn. Tuy nhiên, ở 
mao quàn có đường kính lớn hơn SC có thuận lợi là tiêm 
được lượng mẫu nhiều hơn và cải thiện được tỷ lệ tín hiệu 
trên nhiễu.

Anh hưởng điện thế
Khi đặt một điện the cao hơn, xảy ra sự tăng sinh nhiệt của 
dung dịch đệm làm việc bên trong mao quàn vì có dòng 
điện đi qua dung dịch đệm. Hiệu ứng nhiệt này còn gọi íà 
nhiệt Jun cẩn phải được kiểm soát vì trở kháng, hằng số 
điện môi và độ nhớt phụ thuộc vào nhiệt độ và làm thay 
đổi tốc độ dòng EOF và linh độ của chất tan.
Nói chung, sự tăng điện thể sẽ làm tăng hiệu lực tách và độ 
phân giải đến điểm mà nhiệt Jun không phát tán được. Độ 
phân giải tôi đa có thê đạt được, băng cách duy trì điện thê 
ờ dưới mức xảy ra sự phát nhiệt Jun và sự khuếch tán trở 
thành yếu tố giới hạn.

Anh hưởng của Ị ực ion
Kiểm soát lực ion cho phép điều chình độ phân giải, hiệu 
lực tách và độ nhạy. Tăng lực ion nói chung sẽ cải thiện độ 
phân giải, hiệu lực tách và hỉnh dạng pic. Độ nhạy có thê 
được cài thiện do có sự tụ hợp tốt hơn. Tuy nhiên, bời vỉ 
dòng điện sinh ra tỳ lộ thuận với nong độ đệm, nhiệt sinh 
ra nhiều hơn khí lực ion của đệm tăng, do đỏ cần hạn chê 
tăng lực ion.

DƯỢC DIÊN VIỆT NAM V
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Ảnh hưởng củap t ì
Độ phân giải, độ nhạy và hình dạng pic có thê thay đôi 
mọt cách rõ rệt khi có sự thay đổi pH vì thông số này ành 
hường đến mức ion hóa cùa chất tan và dòng EOF. Dòng 
EOF cao ờ pH cao và thấp ờ pH thấp đối với cột mao quàn 
bàng silica nung chày không có lớp bao mặt trong.

Các thông số vận hành
Các bước cơ bản trong quá trình vận hành hệ thông CE là 
thiết lập hệ thống, quy trình rửa cột mao quản, chuần bị 
mẫu, thừ tính phù hợp hệ thông, phân tích mâu, xử lý dừ 
liệu và tắt hệ thống.

Thiết lập hệ thống
Cẩn quan tâm đến khả măng tách, độ phân giải, lực ion của 
dung dịch đệm và ảnh hường pH đê chọn cột có kích thước 
và lóp bao bề mặt cho phù hợp. Điều chế dung dịch đệm có 
thành phần, lực ion vá pH thích hựp, loại khí nêu cân thiết 
và lọc qua lọc thích hợp.
Tất cà dung môi, bao gồm cả nước can dime loại tinh khiết 
dùng cho sắc ký lòng hay CE.

Quy trình rửa mao quản
Sự ổn định về thời gian di chuyển và độ phân giải có thổ thu 
được nếu tuân theo quy trình rửa cột mao quản nhất định. 
Quy trình rửa và cân bang mao quản phải phù họp với các 
chất phân tích, các nền mẫu (matrix) và phương pháp phân 
tích. Bời vậy, những qui trình này được xây dựng như là một 
phần cùa phương pháp và được quy định trong tfmg chuyên 
luận riêng. Rữa cột có thể dùng dung dịch acid phosphoric 
o.ỉ A/, nước và dung dịch natri hỵdroxyd 0, ỉ M. Trước khi 
băt đầu quá trình phân tích mẫu, cột mao quàn có thể được 
rừa với năm lần thể tích cột bằng dung dịch đệm làm việc 
dùng chơ quá trình phân tích. Khi thay đổi thành phần 
đệm, nên rừa cột mao quàn với năm làn thể tích cột bang 
dung dịch đệm làm việc mới đe làm sạch đệm cùa lần phân 
tích trước. Khi sử dụng cột mao quản mới bằng silica nung 
chảy không có lớp bao, thông thường yêu cầu phải hoạt 
hóa các nhóm silanol trên bề mặt mao quản. Quá trình này 
bao gôm việc tránẹ lira kỹ với dung dịch natri hydroxyd. 
Dôi với các loại mao quan có lóp bao bên trong, quy trình 
rừa cột can theo sự hướng dẫn cùa nhà sàn xuất vì rữa cột 
không đúng cách có thề làm phá hủy lóp bao bên trong cột. 
Cột có thể được chỉ định chuyên dùng cho những loại đệm 
hay cho những phương pháp phân tích cụ thổ đổ đề phòng 
nhiễm chéo.

Tiến hành phân tích mẫu
Đê có được độ phân giải, độ nhạy và sự tách tốt với pic cỏ 
hình dạng dẹp cần phải lựa chọn cột mao quản, chat điện 
giải và qui trinh tiêm mầu phù họp. Khi càn thì sử dụng 
nội chuân đê có được cìộ chính xác khi tiêm mẫu. Khi lựa 
chọn nội chuán cân quan tâm đen khà mãng tách khỏi chất 
cân phân tích. Sự hoàn hào cùa hệ thong có thể được cài 
thiện băng cách rửa mao quản giữa các lần tiêm và cung 
cáp đệm m ớ i cho hai lọ đệm dùng áp đặt thế trong quá 
trình tách (lọ - và 4 trong Hình 5.7). Có thể tiêm lập lại từ
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cùng lọ mẫu thừ mien là tránh được sự nhiễm chéo. Nêu 
có sự nhiễm chéo xảy ra, nên rứa đằu mao quản nơi tiêm 
mẫu bằng cách nhúng nhanh nó vào trong một lọ có chứa 
đệm trước khi nhúng vào trong lọ chứa mẫu hay lọ chứa 
chất điện giải.
Các thông sổ vận hành được quy định cụ thể trong từng 
chuyên luận nhàm làm giảm ảnh hường của điện thê, lực 
ion và pH. Thiết bị được lắp đặt đẽ phân tích mâu với 
cột mao quản và điều kiện tiêm mâu phù hợp nãm trong 
khoảng tuyến tính động học của detector. Sự chính xác 
về độ di chuyển có thể đạt được bằng cách chọn chât pha 
loãng mẫu, chất điện giài và điều kiện xử lý cột mao quàn 
phù hợp. Khi tiến hành phân tích chú ý tránh hiện tượng 
đưa lượng mâu quá tải vào cột vỉ điêu này sc làm giảm 
hiệu lực và độ tái lặp.

Tính phù hợp của hệ thống
Các thông sô được đo đạc có thê bao gôm độ lặp của bộ 
phận tiêm mẫu, độ chọn lọc và hiệu lực của hệ thống, và 
sự đối xứng của pic. Độ phân giải giữa các chất phân tích 
và các chất khác có thể được xác định bàng cách sử dụng 
các chất chuẩn hỗn hợp.
Các thông số tiêu biểu dùng để xác định tính phù họp hệ 
thống bao gồm độ lệch chuẩn tương đối (RSD), hệ số dung 
lượng (k')> số đĩa lý thuyết (N), độ nhạy (giới hạn phát hiện 
vả giới hạn định lượng), số đĩa lý thuyết tính trên 1 mét 
(n), hệ sổ đổi xứng (T) và độ phân giãi (R).
Hình dạng pic được kiểm tra chặt chẽ, pic lý tưởng phải 
đối xứng, không có vai và không kéo đuôi. Neu những 
điều kiện này không đạt, càn phải tiến hành điều chinh 
trước khi tiến hành phân tích. Việc tích phân pic cũng phải 
được kiểm tra chặt chõ để đảm bào tín hiệu đáp íme cùa 
pic được định lượng chính xác.
Tiêm lặp lại dung dịch chuẩn với nồng độ biết trước để 
xác định độ tái lặp của hệ thống CH. Dữ liệu tiêm lặp lại 
từ 5 lân hoặc nhiều hơn được sừ dụng để tính toán RSD. 
Trừ khi cỏ qui định trong chuyên luận riêng, độ lệch chuẩn 
tương đối cho sự tiêm lặp lại không được quá 3,0 %. Giá 
trị của độ chính xác nhỏ nhất có thể được qui định riéng 
trong phương pháp CE, đặc biệt khi xác định các thành 
phần dạng vết. Việc tính toán các thông số điện di trong 
MEKC, cùng như các phưcmg pháp khác cùa CE có thể 
cân đên sự kết họp các mối quan hệ giữa sắc ký và điện di. 
Vỉ vậy, hệ số dung lượng (k') cho sự di chuyển của chất 
trung tính trong MEKC có thê tính bang phương trình:

Ị^l_ *R ~~ *0

lMC

Trong dó tR, ty, và tMC lần lượt là thời gian di chuyển cùa 
chất cần phân tích, của dung dịch (HOE) vả của mixen.
Số đĩa lý thuyết (N), là thước đo hiệu lực của hệ thống và 
được tính bằng phương trình:

N = ló(ự\V  )2 hay N -  5,54(tR/Wl/2)2
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Trong đó w  !à độ rộng pic của chất cần phán tích do được 
ở đường nền, W |.'2 là dộ rộng pic của chất càn phân tích 
đo đưực ờ phân nửa chiều cao của pic và tR là thời gian di 
chuyển của chất phân tích.
Số đĩa lý thuyết tính trên inct (n) là thước đo hiệu lực cua 
cột mao quàn được xem như là hàm số về độ rộng pic ờ 
đường nền và có thế tính toán bằng công thức:

n -  1600(tR/W)2/L

Trong đó L tính bàng cni là chiều dài tổng cộng cùa mao 
quàn, các ký kiệu khác được định nghĩa như trên. Hệ số 
đối xứng pic (T) cùa chất cần phân tích là thước đo sự đối 
xứng của pic, nó thể hiện độ lệch của pic so với pic đối 
xứng lý tưởng. Hệ số này được tính bằng phương trình:

T = w  /2 f

Trong đó w 005 là chiều rộng pic đo ở 5 % chiều cao của pic 
tính từ đường nền, f là chiều rộng nừa bên trái cùa pic đo 
ờ 5 % chiều cao pic tính từ đường nền. Hệ số 1,0 chỉ ràng 
pic là đổi xứng. Neu các hiệu ứng phân tán điện di xảy ra, 
thì chúng có thể tạo ra pic không đối xứng. Điều này có thể 
xảy ra khi dùng nồng độ mẫu thử cao như trong phân tích 
tạp chất. Trường họp pic bất đổi xứng cũng có thổ chấp 
nhận được miền là đạt được độ lặp và chúng không ảnh 
hường đến độ chọn lọc về tách.
Hệ sổ phán giải (R) đo khả năng của hệ thống CE tách các 
chất cần phân tích di chuyến kế tiếp nhau. Độ phân giải 
được xác định cho tất cả các chất cần phân tích, với pH 
của đệm được điều chinh nếu cần thiết đề đáp ímg các yêu 
cầu về tính phù hợp hệ thong. Nó có thể được tính bằng 
phương trinh:

R = ĩ{ l2- t , ) l (W l +W1)
Trong (tó t2 và tj lần lượt là thời gian di chuyển (đo được ờ 
cực đại của pic) của pic đi sau và pic trước. w 2 và w , lần 
lượt là chiều rộng của hai pic đo được ờ đường nền.

Phân tích mẫu
Sau khi xác định tính phù hợp hệ thống, có thể tiêm 
dung dịch mẫu thừ và mẫu chuẩn. Mầu chuẩn có thê 
tiêm trước hay sau mầu thử và tiêm xen kẽ trong suốt 
quá trình phân tích.

X ử lý dữ liệu
Diện tích pic được chuẩn hóa theo thời gian thường được 
sừ dụng trong định lượng. Các dữ liệu được xác định bằng 
cách chia diện tích pic đã tích phân được cho thời gian di 
chuyển cùa chất phân tích. Điều này làm giảm sai so do 
trong CE, không giống như trong sắc ký lỏng, mỗi chất cần 
phân tích di chuyển qua detector với một tốc độ khác nhau. 
Trừ khi sự chuẩn hóa này được thực hiện, những chất di 
chuyển chậm hơn sẽ có diện tích lớn bất thường so với 
diện tích của những thành phần di chuyển nhanh.

Tắt hệ thống
Sau khi phân tích, cột mao quản được rửa theo sự hướng 
dần được quy định riềng trong từng chuyên luận hay theo 
khuyến cáo của nhà sản xuất. Ví dụ: Cột mao quàn có thể 
được rửa băng nước cất để loại các thành phần đệm và sau 
đó được nạp không khí hoặc khí nitrogen lấy từ lọ rỗng. 
Thông thường, lọ đích và lọ nguôn (lọ 4 và lọ 2 trong Hình 
5.7) là các lọ được bò dung dịch đệm đi và được tráng kỹ 
bằng nước khử khoáng.
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6.1 XÁC ĐỊNH CHỈ SỐ KHÚC XẠ

Chỉ sổ khúc xạ (n) cùa một chat so với không khí là tỷ lệ 
ơiữa sin của góc tới và sin cùa gỏc khúc xạ của chùm tia 
sáng truyền từ không kill vảo chất đó,
Chỉ số khúc xạ thay đôi theo bước sóng ánh sáng được 
dùng để đo và nhiệt độ. Chỉ số khúc xạ có giá trị để định 
tính và đánh giá sơ bộ mức độ tinh khiêt cùa mẫu đo.
Nẻu không cỏ chì dẫn gì khác, chi sổ khúc xạ được đo ờ 
20 °c ± 0,5 °C với tia sáng có bước sóng tương ứng với 
vạch D của naíri (589,3 nm), ký hiệu nD.

Máy
Khúc xạ kể dùng đổ xác định góc tới hạn của môi 
trường. Phần chủ yếu của khúc xạ kế là một lăng kính 
có chỉ số khúc xạ biết trước đặt tiếp xúc với môi trường 
được khảo sát.
Hầu hết khúc xạ kế được thiết kế để sử dụng nẹuồn sáng 
trắng, khi sử dụng nguồn sáng trắng, khúc xạ kế được 
trang bị hệ thống bổ chính và được hiệu chuẩn lại để cho 
kết quả dọc tương ứng với vạch D của đèn natri.
Thang do chỉ sổ khúc xạ phải đọc được các giá trị với ít 
nhất 3 số lẻ thập phân.
Nhiệt kế chia độ tói 0,5 °c hoặc nhò hơn.
Đê đạt được độ chính xác, cần thiết phải hiệu chuẩn lại 
máy với các chat chuẩn do nhà sản xuất cung cấp hay bàng 
cách xác định chì số khúc xạ của nước, cất tại 25 cc ỉầ 
1,3325 và tại 20 °c là 1,3330.

6.2 XÁC ĐỊNH CHỈ SÔ pH

pll là một số biểu thị quy ước nồng độ ion hyđrogen của 
dung dịch nước. Trong thực hành, định nghĩa trên ỉả một 
định nghĩa thực nghiệm. pH của một dung dịch liên quan 
với pH của một dung dịch đối chiếu theo biểu thức sau:

pH -  pHs -
k

Trong đó:
E là điện thê, tính băng von, của pin chứa dung dịch được 
khảo sát;
Es ỉà điện thế, tính bang von, cùa pin chứa dung dịch đă 
biết pH (dung dịch đối chiếu); 
pHs ỉà pH của dung dịch đổi chiếu; 
k là hệ số có giá trị thay đồi theo nhiệt độ ghi ờ Bàng 6.2.1.

Bảng 6.2. ỉ - Giả trị của k ờ các nhiệt độ khác nhau
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Nhiệt độ (°C) k_(V)
15 ..r 0,0572
20 ' 0,0582
25 0,0592
30 0,0601
35 0,0611

Máy
Trị sổ pll của một dung dịch được xác định bằng cách đo 
thế hiệu giữa điện cực chi thị nhạy cảm với ion hydrogen 
(thường lả điện cực thủy tinh) và một điện cực so sánh (ví 
dụ điện cực calomel bão hòa).
Máy đo là một điện thế kể có trờ kháng đầu vào gấp ít nhất 
100 lần trở khảng cùa các điện cực sử dụng. Nó thường được 
phân độ theo đơn vị pH và có độ nhạy đủ để phát hiện được 
những thay đổi cữ 0,05 đơn vị plỉ hoặc ít nhất 0,003 V. Các 
điện cực thủy tinh phù họp và các kiểu «náy đo pH kể cả 
máy đo pH hiện số đều phải đáp ứng ycu cẩu trên.
Vận hành máy đo pH và hệ thống điện cực theo sự chỉ dẫn 
của hãng sàn xuất.
Tất cà các phcp đo đều cẩn phái tiến hành trong cùng một 
điều kiện nhiệt độ khoảng từ 20 °c đến 25 cc, trừ những 
trường hợp có quy định khác trong chuyên luận riêng. 
Hiệu chuẩn mảv: Dùng dung dịch đệm chuẩn D ghi trong 
Bảng 6.2.2 là chuẩn thứ nhất, đo và chỉnh máy để đọc 
được trị so pH cùa chuẩn ghi ờ bảng tương ứng với nhiệt 
độ của dung dịch.
Dùng một dung dịch đệm chuẩn thứ hai (chọn một trong các 
đung dịch quy định ghi ờ Bảng 6.2.2) để chinh thang đo.
Trị sô pH đo được của dung dịch đệm chuân thứ ba, dung 
dịch cỏ trị so pH nầm giữa trị số pH của đệm chuẩn thứ 
nhất và thứ hai, phải không được sai khác nhiều hơn 0,05 
đơn vị pH so với trị so pH tương ứng ghi trong Bảng 6.2.2.

Phương pháp đo
Nhúng các điện cực vào trong dung dịch cần khảo sát và 
đo trị sô plĩ ờ củng nhiệt độ đo của các dung dịch đệm 
chuẩn khi hiệu chuân máv.
Khi máy được dùng thường xuyên, việc kiểm tra thang đo 
pll phải dược thực hiện định kỳ. Nếu máy không thường 
xuyên dùng, việc kiểm tra cẩn tlìực hiện trước mỗi phép đo. 
Tất cả các dung dịch và dịch treo của che phấm khảo sát 
và các dung dịch đệm chuẩn phải được pha che với nước 
không cỏ carbon dioxyd (77).
Khi đo các dung dịch có pH trên 10,0 phải đảm bào ràng 
điện cực thủy tinh đang dùng là phù hợp, chịu được cảc 
điều kiện kiềm và cần áp dụng hệ sổ điều chinh trong 
phép đo.
Sau cùng đo lại trị so pH cùa dung dịch đệm chuẩn dùng 
đề hiệu cbuần máy và điện cực. Nếu sự khác nhau giữa lần 
dọc nàv và trị số gôc của dung dịch đệm chuẩn ấv 1ỚĨ1 hơn 
0,05 thi các phép đo phải làm lại.
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Ràng 6.2.2 - pH của dung dịch đệm chuẩn ờ nhiệt dộ khác nhau

DU ỌC ĐI ÉN VIỆT NAM V

Dung dịch đệm
B c D E F G H 1
- 3,80 4,00 6,90 7,45 9,28 10,12 12,81
- 3.79 4,00 6,88 7,43 9,23 10,06 12,63

3,56 3.78 4,01 6,87 7,41 9,18 Ị 10,01 . 12,45
3,55 3,77 4,02 6,85 ; 7,40 9,14 ; 9,97 ; 12,29
3,55 i 3,76 4,02 6,84 1 7,39 ! 9,10 ! 9,93 ị 12,13
),0014 - 0,0022 T 0,0012 - 0,0028 - 0,0028 - 0,0082 - 0,0096 0,034

Nhiệt độ
r  _ A
15° 1,67
20° " 1,68
25° 1,68
30° 1,68
3 5 i ; ; ; r  1,69 

ApH/At ị +0,001 -

ApII/At là độ lệch pH trên 1 °c.

Các dung dịch đệm chuẩn
Dung dịch đệm A: Hòa tan 12,61 g kali tetraoxaỉat (IT) 
trong nước kháng có carbon dỉoxyd (TT) vừa đù để có 
1000 ml dung dịch (0,05 M).
Dung dịch đệm B: Lắc kỹ một lượng thừa kali hydro 
(+)-tart rat (TT) với nước không có carbon dioxyd (TT) 
ờ 25 °c. Lọc hoặc đổ lắng gạn. Pha ngay trước khi dùng. 
Dung dịch đệm C: Hòa tan 11,41 g kali dihvdrocitrat (TT) 
trong nước không có carbon dioxyd (TT) vừa đủ để có 
1000 ml dung dịch (0,05 M). Pha ngay trước khi dùng. 
Dung dịch đệm D: Hòa tan 10,13 g kali hydrophtalat (TT) 
(đã sấy khô trước ở 110 °c ± 2 °c trong 1 h) trong nước 
không có carbon dioxyd (TT) vừa đù để có 1000 ml dung 
địch (0,05 M).
Dung dịch đệm E: Hòa tan 3,39 g kali dihydrophosphat 
(TT) và 3,53 g dinưtri hvdrophosphat khan (TT) (cả hai đã 
được sấy khô trước ớ 120 °c ± 2 °c trong 2 h) trong nước 
không cỏ carbon dioxyd (Tỉ) vừa đủ để có 1000 ml dung 
dịch (0,025 M cho mỗi muối).
Dung dịch đệm F: Hòa tan 1,18 g kali dihvdrophosphat (TTị 
và 4,30 g dinatrì hydrophosphat khan (TT) (cả hai đã được 
sẩy khô trước ờ 120 °c ± 2 °c trong 2 h) trong nước không 
cỏ carbon dioxyd (TT) vừa đủ để có 1000 ml dung dịch 
(0,0087 M và 0,0303 M cho mỗi muối theo thứ tự kể trên). 
Dung dịch đệm G: Hòa tan 3,80 g natri tetraborat (TT) 
trong nước không có carbon dioxyd (TT) vừa đủ để có 
1000 ml dung dịch (0,01 M). Bảo quản tránh carbon đioxyd 
cùa không khí.
Dung dịch đệm H\ Hòa tan 2,64 g na tri cơrbonat khan 
(TT) và 2,09 g na tri hydrocarbonat (7T) trong nước không 
có carbon dioxyd (TT) vừa đủ để có 1000 mỉ dung dịch 
(0,025 M cho mỗi muối).
Dung dịch ỉ: Lắc kỹ một lượng dư caỉci hydroxyd(TT) trong 
nước không cỏ carbon dioxvd (TT) và đê yên ở 25 °c, gạn 
lấy phần dịch trong. Bào quàn tránh carbon dioxyd.

6.3 XÁC ĐỊNH Đ ộ  NHỚT CỦA CHÁT LỎNG

Dộ nhớt của chat lòng là một đặc tính cùa chất lỏng liên 
quan chặt chẽ đến lực ma sát nội tại càn lại sự di động 
tương đổi của các lớp phân tử trong lòng cbẩt lòng đó.

Độ nhát động lực hay độ nhớt tuyệt đối, ký hiệu là Vị, là lực 
tiếp tuyến trcn một đơn vị diện tích bề mặt, được biết như 
một ứnẹ suất trượt T (biểu thị bang pascal), cần thiết để di 
chuyển một lớp chất lỏng ] m2 song song với mặt phẳng 
trượt ờ tốc độ (v) là 1 m/s so với lớp chất lỏng song song ở 
một khoáng cách (x) là 1 m.
Tỷ lệ dv/dx là gradient vận toe cho tốc độ trượt D, biểu thị 
là nghịch đào cùa giây ( s 1) và q = t/D.
Đơn vị cùa độ nhớt động lực là pascal giây (Pas) hoặc 
newton giây trên met vuông (N'S/m2) và ước số hay dùng 
là milipascal giây (mPa-s). Ngoài ra người ta còn dùng 
đơn vị độ nhớt cơ bàn là poise (P) và ước sổ hay dùng là 
centipoise (cP).
1 Pa s -  1000 mPa-s = 1 N-s/m2 
1 p = 0,1 Pa s -  100 cP = 100 mPa-s 
Độ nhớt động lực cùa nước cất ở 20 °c xấp xỉ bằng 
1 centipoise.
Độ nhớt động học (v) là tỷ sô giữa độ nhớt động lực và 
khối lượnu ricng (p) của chất lỏng (biểu thị bằng ke/m3), 
cả hai đều được xác định ờ cùng nhiệt độ t.

Đơn vị độ nhớt động học là m2/s, ước số là mm2/s. Ngoài 
ra người ta còn dùng đơn vị độ nhớt động học là stocker 
(St) và ước sổ hay dùng là centistocker (cSt).
1 St = 10'4 m2/s 
1 cSt = 10‘6m2/s =■• 1 mm2/s
Độ nhớt động học của nước cất ờ 20 °c xấp xì bang 1 cSt. 
Khi tính dộ nhớt động học của một chất lỏng theo stocker 
hay centistocker, đi từ độ nhớt động lực tính theo poise hay 
centipoisc thi khối lượng riêng của chất lòng đó phải tính 
theo g/cm\
Độ nhớt thay đồi rõ rệt khi nhiệt độ thay đổi. Nhiệt độ 
tăng thì độ nhớt giảm và ngược lại. Vi vậy, phải xác định 
độ nhớt của chất lỏng ờ nhiệt độ ổn định, dao động không 
quá ± 0,1 °c.

Phương pháp xác định độ nhớt của chất lỏng 
Phương pháp ỉ; Phương pháp đo thời gian chảy của chất 
lỏng qua ong mao quản
Nhiều nhớt kế mao quản với những kích thước khác nhau, 
thích hợp cho việc xác định độ nhớt cùa các chất lòng khác
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nhau- Mồi loại có một hàng số dụng cụ (k) riêng. Trong 
số những nhớt kế mao quản, nhớt kế Ostwald thường hay 
được sử dụng nhất (Hình 6.3.1).

V : Bầu đong chất thừ;
V : Bầu chứa chất thử; 
1 : Mao quản;

a,b : Vạch chuân.

Hình 6.3. ỉ - Nhớt kế Ostwald.

Cách xác dinh độ nhớt hằng nhớt kế Oswald 
Dùng pipet dài để chuyển qua miệng ống B chất 
lỏng cần xác định độ nhớt đã được ổn định nhiệt độ ờ 
20 °c ± 0,1 °c (trừ khi có chi dẫn khác) vào bầu chứa V, 
sao cho không dính hoặc chi dính rất ít chất lòng đem thử 
vào thành ổng B ở phía trên bàu V. Đặt nhớt ké thẳng đứng 
và chìm hết bầu V trong môi trường điều nhiệt ở nhiệt độ 
20 °c ± 0,1 °c (trừ khi có chi dẫn khác) trong 30 min. Sau 
đó dùng quả bóp cao su (phụ kiện của dụng cụ đo độ nhớt) 
thôi từ miệng ổng B để chất lòng dâng lên quá ngẩn chuẩn 
a thì ngừng bơm, bỏ quả bóp cao su khỏi miệng ống B đe 
chất lỏng đem thử chảy tự do về bầu V. Ghi thời gian cẩn 
thiêt đê vòng khum dưới của chất lòng đem thừ chuyển 
dịch từ ngấn a đến ngấn b. Làm như vậy 5 lần, lấy trung 
binh cộng của các két quà đo được làm thời gian t cần xác 
định. Sai số các kết quả đo không vượt quả 0,5 %. Để đỡ 
mắc sai số lớn, cần chọn nhứt kế thích họp sao cho thời 
gian t không được dưới 200 s.
Tính độ nhớt lực học r| hoặc độ nhớt động học V lần lượt 
theo công thức sau:

TỊ = k X p X t (1)

V = k X t (2)
Trong đó:
Tị là độ nhớt động lực (tnPas hoặc cp);
V là độ nhớt động học (mnr/s hoặc cSt); 
k là hang số dụng cụ đo;
p là khối lượng riêng của chất lỏng đem thử (g/cm3); 
t là thời eian chảy (s).
Khi không có giá trị k, có thề tự xác định hàng số k bàng 
cách dùng một chât lòng đ ã  biết trước đ ộ  nhớt T] hoặc V và 
tính k theo công thức (1) hoặc (2). Nhớt ké đã bị sửa chữa 
thì khi sử dụng lại, phải được chuẩn lại. Nếu dùng nhớt kể 
mao quân với máy đo tự động thì vận hành máy theo quy 
trình hướng dần củabãnc sản xuất máy. Thời gian cần thiết 
đc chát lỏng đem thử chuyền dịch từ ngấn a đán ngấn b sẽ 
dược tự động ghi lại.

Phương pháp II: Phương pháp đo thời gian rơi cùa trải câu 
Phương pháp này thích hợp cho các chát lỏng trong suốt và 
có độ nhứt cao (từ 8 poise đến 1000 poise).
Dụng cụ: (Hình 6-3.2) Gôm 1 ống thừ a, dài 30 cm, đường 
kính trong là 2 cm ± 0,05 cm. Trên thành ổng có khắc 5 
ngấn vòng quanh, mồi ngẩn cách nhau 5 cm. Óng thừ a 
được đặt trong bình điêu nhiệt b có chửa nước, phía trên 
có nắp đậy. Trên nắp có các lỗ để đặt nhiệt kể chia dộ đến 
0,1 °c, que khuấy c và phễu g. Trái cầu là những viên bi 
bang thép có đường kính 0,15 cm. Viên bi sẽ được thả 
vào ông thử a qua một ông nhỏ d có đường kính trong là 
0,3 cm. Ỏng d có một lồ ngang cao hơn mực chât thử trong 
ống a, đầu dưới cùa ống d ờ ngang ngấn trên cùng của ống 
a và thấp hơn mặt chất thử 3 cm.
Khi không có dụng cụ như trên có thể dùng các nhớt kế 
khác có tính năng tương tự, đảm bào cung cấp giá trị độ 
nhớt với độ chính xác và độ đúng như những nhớt kế đà 
mô tả ờ trên (ví dụ: Nhớt kế Hoppler).
Phương pháp đo: Đổ chất lỏnu cần xác định độ nhớt vào 
ổng thử a sao cho mực chất lỏng cao hơn đâu dưới của 
ông d 3 cm. Đặt các viên bi vào một ống thử nghiệm nhỏ 
lồng qua lỗ đặt phễu g. Giữ chất lỏng cần thử và các viên 
bi trong môi trường điêu nhiệt có nhiệt độ ở 20 °c ± 0,1 °c 
trong 30 min (trừ khi có chỉ dẫn khác). Sau đó thà từng 
vicn bi vào trong chất lỏng đem thử qua ống d. Ghi thời 
gian rơi cùa 5 viên bi từ ngấn thứ hai đến ngấn thứ năm 
(15 cm). Lây trung bình cộng của 5 lân đo này làm thời 
gian t cần xác định.
Tính độ nhớt động lực ĨỊ của chât lỏng đcm thử theo công thức: 

Tị = k X t (pK - p)
Trong đó:
1] là độ nhớt động lực (mPa-s hoặc cP);
k là hăng sô của viên bi;
pK là khối lượng riêng của viên bi (g/cm3);
p ỉà khối lượng riêng của chát lỏng đem thử (g/cm!);
T là thời gian rơi của viên bi (s).

P11Ụ LỤC 6

Hình 6.3.2 - Dụng cụ đo độ nhớt bằng cách đo thời 
gian rơi của trái câu
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Phirơỉtg pháp ỊỊỊ
Thiết bị thường dùng là ỉoại nhớt ké quay, dựa trên việc đo 
lực trượt trong môi trưcme lỏng được đặt giữa hai ống hình 
trụ đồng trục, một ống được quay nhờ mỏtơ, còn ống kia 
quay được do sự quay của ông thứ nhất tác động vào. Dưới 
những điều kiện như vậy, độ nhớt (hay độ nhớt biểu kiển) 
trở thành phép đo (M) độ lệch cùa góc đổi với ổng hình trụ 
thứ 2, tương ứng với momen lực, biểu thị bằng N-in. Đối 
với lóp chất lỏng rất mỏng, độ nhớt động lực TỊ, biểu thị 
bằng Pa-S được tính theo công thức:

1
ro

M  Y ỉ
4ĩứi R \

Trong đó:
h là độ cao tính bằng m cùa ống hình tiự thứ 2 được nhúng 
trong chất lòng;
RA và Rb là đường kính tính bang m cùa hai ống hình trụ 
(Ra nhò hơn Ru);
Cừ là vận tốc góc tính bàng rad/s.
Hang số k của máy được tính ở các tổc độ quay khác nhau 
bằng cách sừ dụng các chất lỏng có độ nhớt chuẩn.
Các máy luôn được cung cấp một bảng có các hằng số liên 
quan đến diện tích bề mặt của các ổng trụ được dùng và 
tốc độ quay của chúng. Độ nhớt được tính theo công thức:

TỊ = k(M/Cừ)
Cách đo\ Đo độ nhớt theo sự chi dẫn cách vận hành nhớt 
kế quay. Nhiệt độ đo được chi dẫn trong chuyên luận. Neu 
không thể đặt được tốc độ trưựt chính xác như chì dẫn thì 
đặt tốc độ trượt cao hơn một chút và thấp hơn một chút sau 
đó dùng phương pháp nội suy đe tính độ nhớt.

6.4 XÁC ĐỊNH GÓC QUAY c ự c  VÀ GÓC QUAY 
c ự c  RIÊNG

Phân cực kế
Các phân cực kế thướng dùng nguồn sáng là đòn hơi natri 
hay hơi thủy ngân, Trong một số trường hợp cần thiết phải 
sử dụng phân cực kê quang điện cho phép đo ở các bước 
sóng riêng biệt. Phân cực kê phải cho phép đọc chính xác 
tới gân 0,01 °. Thang đo phải thường xuỵẻn được kiểm định 
bang các bản thạch anh chuẩn. Độ tuyến tính cùa thang đo 
phải được kiểm tra bầng các dung dịch sucrose.

Cách tiến hành
Xác định góc quay cực của chất thử ở nhiệt độ 19,5 °c đến
20,5 °c, nếu không có chỉ dẫn gì khác trong chuyên luận 
riêng dùng tia D của ánh sáng đèn natri phân cực. Có thẻ 
đo ờ nhiệt độ khác nêu chuyên luận riêng chi ra cách hiệu 
chinh nhiệt độ chơ góc quay cực đo được. Tiến hành đo ít 
nhất 5 lan và lấy giá trị trung bình. Xác định điềm "0" cùa 
phân cực kế với ông đo rỗng khi đo chất lỏng và với ống 
đo chứa đầy dung môi khi đo dung dịch chất rắn,
Tính góc quay cực riêng theo các biểu thức sau:

Cho chất lỏng:

1 JS -  1 X d

Cho chất rắn:

W d = - r ị — x 1000 I x c
Trong đó:
a là góc quay cực đo được;
1 là chiêu dài ông đo của phân cực kê, tính băng dm; 
d là tỷ trọng tương đổi của chất lỏng; 
c là nông độ của chât thử (răn) trong dung dịch (g/1).
Căn cứ vào góc quay cực đo được, có thể tính nồng độ g/1 
của chất thử trong dung dịch theo biểu thức:

r (sỵ0 = / x [a]ịứ x 1000

Góc quay cực của một chất là góc cùa mặt phẳng phân cực 
bị quay đi khi ánh sáng phân cực đi qua chất đó nếu là chất 
lỏng, hoặc qua dung dịch chất đó nếu là chất rắn.
Chất làm quay mặt phẳng phân cực theo cùng chiều kim 
đồng hồ được gụi là chất hữu tuyền, ký hiệu là (T). Chất 
làm quay mặt phảng phân cực ngược chiều kim đồng hồ 
được gọi là chất tả tuyền, ký hiệu là (-).
Neu không có hướng dẫn riêng, góc quay cực a được xác 
định ở nhiệt độ 20 °c và với chùm tia đơn sắc có bước 
sóng ứng với vạch D (589,3 nm) của đèn natri qua lóp chat 
lỏng hay dung dịch có bề dày 1 dm.
Góc quay cực riêng ị al* của một chất lông là góc quay cực 
đo được khi chùm ánh sáng D truyền qua lóp chất lỏng đó 
có bề dày là 1 dm ờ 20 °c chia cho tỷ trọng lương đối của 
chất ở cùng nhiệt độ.
Góc quay cực riêng [a]® cùa một chất rắn là góc quay cực 
đo được khi chùm ánh sáng D truyền qua lóp dung dịch có 
bề dày là 1 dm và có nồng độ là 1 g/ml, ở 20 °c. Góc quav 
cực riêng cùa chất rắn luôn được biểu thị cùng với dung 
môi và nồng dộ dung dịch đo.

hoặc nồng độ % (kl/kl) của chất thừ trong dung dịch theo 
biểu thức:

e r /° kl/kl)= ĩ ^ ã ĩ ĩ x m
Trong đó:
P20 là khối lượng riêng (g/cm3) của dung dịch ỡ 20 °c.

6.5 XÁC ĐỊNH KHÓI LƯỢNG RIÊNG VÀ TỶ TRỌNG 

Khối lượng riêng
Khổi lượng riêng của một chất ở nhiệt độ t (pt) là khối 
lượng một đơn vị thể tích cùa chất đó, xác định ở nhiệt độ t:

Trong đó:
M là khối lượng của chất, xác định ờ nhiệt độ t;
V là thể tích chất, xác định ờ nhiệt độ t, được tính từ khối 
lượne nước cân trong không khí ờ nhiệt độ t.
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Khối lượng cùa 1 lú nước, có tính đến ảnh hưởng cùa sức 
đảy của không khí, ở nhiệt độ xác định được đưa ra trong 
bàng sau.

Nhiệt độ (°C) Khối iưựng cùa một lít nước (g)
20 997,18
25 "" 996,02 I

" 30 ! _ _ 994,62

Trone hệ đom vị quốc tể SI, đưn vị của khối lượng riêng 
là kg/nT. Trong ngànỉì dược thường xác định khôi lượng 
riêng ờ nhiệt độ 20 °c  (p2o) có tính đến ánh hường cúa sức 
đẩy của không khí (tức là quy vè giá trị xác định trong 
chân không) và dùng đom vị kg/1 hoặc g/ml.

Tỷ trọng tưong đối
Tỳ trọng tưong đối dị,ị cũa một chất lả tỷ số giữa khối 
lượng của một thể tích cho trước của chất đó, và khối 
lượng cùa cùng thế tích nước cất, tất cả đều cân ở 20 °c.

Tỷ trọng biểu kiến
Đại lượng “tý trọng biểu kiến” được dùng trong các chuyên 
luận cthanol, ethanol 96 % và loãng hơn..., là khối lượng 
cân trong không khí của một đơn vị thể tích chất lỏng. Tỷ 
trọng biểu kiến được biêu thị bang đom vị kg/m3 và được 
tính toán theo biểu thức sau đây:

Tỷ trọng biểu kiến = 997,2 X dlữ
Trong đó:
dỉữ là tỷ trọng tương đổi của chất thừ.
997,2 là khối lượng càn trong không khí của 1 m3 nước, 
tính băng kg.

Xác định tỷ' trọng tirong đối dìt của một chất lỏng
Xác định tỷ trọng của một chất lòng theo phương pháp 
được chỉ rõ trong chuyên luận. Neu chuyên luận khỏng chi 
rõ dùng phương pháp nào để xác định tỷ trọng một chất 
lỏng, có thê dùng một trong các phương pháp sau đây:

Phương pháp dùng picnomet: Cân chính xác picnomet 
rỗng, khô và sạch. Đổ vào picnomet mẫu thử đã điều chỉnh 
nhiệt độ thâp hơn 20 °c, chú ỷ không để có bọt khí. Giữ 
picnomet ở nhiệt độ 20 °c trong khoảng 30 min. Dùng một 
bầng giây lọc đế thâm hết chất lòng thừa trên vạch mức, 
làm khô mặt ngoài cùa picnomet, cân rồi tính khối lượng 
chất lòng chứa trong picnomct. Tiếp đó đổ mẫu thử đi, rửa 
sạch picnomet, làm khô bảng cách tráng cthanoỉ rồi tráng 
accton, thôi không khí nén hoặc không khí nóng đuổi hết 
hơi accton, sau đó xác dinh khối lượnư nước cất chứa trong 
picnomet ờ nhiệt độ 20 °c như làm với mẫu thừ. Tỷ sổ giữa 
khỏi lượng mâu thừ và khôi lượng nước cất thu được là tý 
trọng djn cần xác định.
Phương pháp này cho kết quả với 4 chữ số lẻ thập phân.

Phươìĩg pháp dùng cân thủy tĩnh Mohr-Westphaỉ: Dặt
cân trên mặt phăng nam ngang. Mắc phao vào đòn cân, 
đặt phao chim trong nước cất ờ nhiệt độ 20 °c và chỉnh 
thang hãng băng các con mà dặt ờ các vị trí thích hợp,
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thu được giá trị ML Lấy phao ra, thấm khô rồi đặt lại phao 
chìm trong chất lỏng càn xác đinh tỷ trọng, ở cùng nhiệt độ 
20 °c, chủ ỷ sao cho phân dày treo chìm trong chất lỏng 
một đoạn băng đoạn đã chìm trong nước cất. Chinh lại 
thăng bằng bàng các con mã đặt ở vị trí thích hợp, thu được 
giá trị M,. Tỷ sô Mt/M là tỳ trọng dị0 cân xác định. 
Phương pháp này cho kết quả với 3 chữ sô lẻ thập phân.

Phương pháp dùng tỷ trọng kế: Lau sạch tỷ trọng kế 
bàng ethanol hoặc ether. Dùng đũa thủy tinh trộn đều chất 
lỏng cần xác định tỷ trọng. Dặt nhẹ nhàng tỷ trọng kc vào 
chất lỏng đó sao cho tỷ trọng kế không chạm vào thành và 
đáy của dụng cụ đựng chất thử. Chình nhiệt độ tới 20 °c và 
khi tỳ trọng kế ổn định, đọc kết quà theo vòng khum dưới 
của mức chât lòng. ĐÔI với chât lỏng không trong suôt, 
đọc theo vòng khum trên,
Phương pháp này cho kết quà với 2 hoặc 3 chữ sổ lẻ thập phân.

Xác dinh tỷ trọng dio của mỡ, sáp, nhựa, nhựa thơm
Dùng picnomet: Đầu tiên cân chính xác picnomet rỗng 
(Mj) rồi cân picnomet dồ đầy nước cất ờ 20 °c (MẠ Sau 
đó đổ nước đi, làm khô picnomet, dùng ổng hút hoặc phễu 
cuống nhỏ, cho vào trong picnomct mẫu thử đâ được đun 
chảy khoảng 1/3 đến 1/2 thể tích của picnomet. Đe 1 h 
trong nước nóng, không đậy nút. Làm nguội đến 20 °c, 
đậy nút. Lau khô mặt ngoài picnomet rồi lại cân (M2). Cuối 
củng thêm nước cất đến vạch, lau khỏ mặt ngoài picnomet 
rồi lại cân (M3). Chú ý không được để bọt khí còn lại giữa 
lớp nước và mẫu thử.
Tính kết quả theo cồng thức:

j2ũ M2 -  M,
( M ,  L M y )  -  ( M ị  -  M ỷ

6.6 XẤC ĐỊNH NHIỆT Đ ộ ĐÔNG ĐẶC

Nhiệt độ đông đặc là nhiệt độ cao nhất giừ nguyên không 
đổi trong quá trình chuyển từ trạng thái lỏng sang trạng 
thải rán.

Dụng cụ (Hình 6.6)
Một ong nghiệm (a) 150 mm X 25 mm đặt vào ben trong 
một ổng nghiệm lớn (b) khoảng 160 mm X 40 mm. Hai 
ông nghiệm không chạm vào nhau và cách nhau một lớp 
không khí. ống nghiệm bên trong được đậy bằng một 
nút có mang một que khuấy và một nhiệt kế (dài khoáng 
ì 75 mm, chia độ tới 0.2 °C), được cổ định sao cho bầu 
nhiệt kế cách đáy ống khoảng 15 mm. Que khuấy được 
làm bằng một đũa thủy tinh hoặc hăng thép, đầu dưới uốn 
thành một vòng tròn có đường kính khoảng ỉ 8 mm, vuông 
góc với que khuấy.
Ống nghiệm (a) và ổng bọc nó (b) được giữ ở giữa một 
cốc hình vại (c) có dung tích 1 L, chứa một chất lỏng làm 
lạnh thích hợp. M ức chât ỉóng làm lạnh cách miộng ong 
khoảng 20 mm. Một nhiệt kế bổ trợ được giữ trong chất 
lỏng làm lạnh.

_PHỤ LỤC 6
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Nhiêt kế

150

Hình 6.6- Dụng cụ xác định nhiệt độ đông đặc 
(kích thước tính bằng mm)

Cách tiến hành
Lấy một lượng chể phẩm (đã được ỉàm nóng chày nếu cần 
thiêt), cho vào ông nghiệm (a) của dụng cụ sao cho bâu 
thủy ngân của nhiệt kế ngập trong lóp chế phẩm và xảc 
định sơ bộ khoảng nhiệt độ đông đặc bằng cách làm lạnh 
nhanh. Đặt ổng nghiệm (a) đã chứa che phẩm vào trong 
một bể cách thủy có nhiệt độ trên nhiệt độ đông đặc dự 
kiến khoảng 5 °c cho đến khi các tinh thổ chế phâm cháy 
hoàn toàn. Làm đầy cổc (c) bàng nước hoặc dung dịch bâo 
hòa natrì clorid ở nhiệt độ thấp hơn nhiệt độ đông đặc dự 
kiến khoảng 5 °c. Lồng ổng nghiệm (a) vào ống nghiệm 
(b) và đặt vào cốc (c). Khuấy liên tục, nhẹ nhàng và cử 
30 s lại đọc nhiệt độ trcn nhiệt kể một lần. Lúc đầu nhiệt 
độ hạ thấp dần, rồi giữ nguyên một thời gian hoặc tăng một 
chút, rồi giữ nguyên không đổi trong suốt thời gian đông. 
Đổ tránh hiện tượng chậm đông, khi gần đến điẻm đông, 
có thể cho vào ống nghiệm một tinh thể nhò chế phâm đã 
có sẵn, hoặc cọ nhẹ thành trong của ống nghiệm.

6.7 XÁC ĐỊNH NHIỆT ĐỘ NÓNG CHẢY, KHOẢNG 
NÓNG CHAY VÀ ĐĨẺM NHỎ GIỌT

Khoảng nóng chày (gọi tẳt là khoảng chảv) của một chất là 
khoảng nhiệt độ đã hiệu chỉnh, kể từ khi chất ran băt đầu 
nóng chảy và xuẩt hiện những giọt chất lỏng đầu tiên, đen 
khi chất rắn chuyển hoàn toàn sang trạng thái lòng.
Nhiệt độ nóng chảy (gọi tắt là điểm chảy) của một chất là 
nhiệt độ đã hiệu chình, tại dó hạt chất rắn cuối cùng cùa 
chất thử nghiệm chuyển thành trạng thái lông, bất đầu biến 
màu, hoá than hoặc sùi bợt.

Khi phái xác định khoảng chây, nếu nhiệt độ bất đầu hoặc 
nhiệt độ két thúc nóng chày không xác định rò ràng, ta có 
thè chỉ xác định nhiệt độ kết thúc, hoặc nhiệt độ bắt dầu 
nóng chày. Nhiệt độ này phải nằm trong giới hạn quy định 
trong chuyên luận riêng của chế phẩm.
Đổ xác định khoáng chảy và điểm chảy, tùy theo tính chất 
lý học của từng chất, áp dụng một trong các phương pháp 
l , 2 hay 3, còn đé xác định điểm nhỏ giọt thỉ sử dụng 
phương pháp 4.

Phương pháp 1
(Áp dụng cho các chất rán dễ nghiền nhỏ).

Dụng cụ
Một bình thủy tinh chịu nhiệt, trong bỉnh chứa một chất 
lòng thích hợp, thường dùng là dầu parafin, hoặc đổ xác 
định ờ nhiệt độ cao dùng dầu Silicon, lượng chẩt lòng đù 
để nhúng chìm được nhiệt kế và mẫu thử sao cho bầu thủy 
ngằn cách đáy bình 2 cm.
Một dụng cụ khuấy có khả năng duy trì sự đồng nhất về 
nhiệt độ trong chất lỏng.
Một nhiệt kổ đã được hiệu chuẩn vả chia độ đến 0,5 °c, có 
khoáng nhiệt độ đo từ thấp nhất đến cao nhất không được 
quá 100 °c.
ống mao quản, hàn kín một đầu, dài 6 cm đến 8 em, 
đường kính trong l ,0 mm i. 0,1 mm, thành ống dày khoáng 
0,10 mm đến 0,15 mm.
Nguồn nhiệt, có thể điểu chỉnh được.
Dụng cụ có thể được hiệu chuẩn với các chất chuẩn có 
điếm chảy được chứng nhận của Tổ chức Y tế thế giới hay 
những chất thích họp khác.

Cách xác định
Nghiền thành bột mịn chẩt thử đã làm khô 24 h ớ áp suất
1,5 kPa đến 2,5 kPa trong bỉnh với chất hút ẩm thích họp, 
hoặc sấy khô 2 h ở 100 °c đến 105 °c, trừ trường hợp có 
chỉ dẫn trong chuyên luận riêng,
Cho bột vào ổng mao quản, lèn bột bằng cách gồ nhẹ ổng 
mao quản xuống mặt phẳng cứng để có một lóp chế phẩm 
cao 4 mm đến 6 mm.
Đun nóng binh đựng chất lòng đến khi nhiệt độ thấp hơn 
điểm chảy dự kiến cùa chất thừ khoảng 10 °c, điều chỉnh 
nhiệt độ sao cho nhiệt độ tăng 1 °c trong l min (trừ trường 
hợp cỏ chi dẫn trong chuyên luận riêng), hoặc cho nhiệt độ 
tăng 3 °c trong ! min khi thử các chất không bển vì nhiệt. 
Khi nhiệt độ đạt thấp hơn điểm chảy dự kiến khoãng 5 °c, 
lấy nhiệt kế ra, nhanh chóng buộc ổng mao quàn có chế 
phẩm vào nhiệt ké, sao cho lớp chế phẩm ngang với phần 
giữa bầu thủy ngân của nhiệt ke. Đặt lại nhiệt kể vào bình. 
Nhiệt độ mà tại đó nhìn thấy cột chất thử xẹp xuống, so 
sánh với một điẻm nào đó trên thành ổng, được xác định là 
điểm bắt đầu nóng chày và nhiệt độ mà tại đó chất thử trờ 
thành chất lỏng hoàn toàn, được xác định là điểm cuôi của 
sự chảy hay điềm chảy.
Iliệu chinh nhiệt độ quan sát được nếu nhiệt kế đo có sai sô 
với nhiệt ke chuẩn và sự khác biệt nếu có giữa nhiệt độ cùa
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đoạn cột thủy ngân ở ngoải chất lỏng trong điều kiện thí 
nghiệm và cua đoạn cột thủy ngân ngoài chất lõng trong 
đteư kiện hiệu chuẩn. Nhiệt độ của đoạn cột thủy ngân 
ờ ngoài chất lòng được xác định bàng cách đặt bâu thủy 
ngân của nhiệt kế phụ ở điểm giữa của phân cột thủy ngân 
lộ ra ngoài chất lòng của nhiệt kê chính.
Tính nhiệt độ đã hiệu chỉnh theo công thức sau:

T hiệu chỉnh -  T + 0,00016N (Ts - 1)

Trong đó:
T là nhiệt độ đọc trên nhiệt kê chính;
Ts là nhiệt độ trung bình cùa đoạn cột thủy ngân ờ ngoài 
chất lỏng của nhiệt kế chinh trong điều kiện chuẩn hoá; 
t là nhiệt độ của đoạn cột thủy ngân ở ngoài chất lỏng đọc 
trên nhiệt ke phụ tại điểm chày;
N là sổ khoảng chia độ (°c) của đoạn cột thủy ngân của 
nhiệt ke chỉnh ờ mĩoài chất lỏne.

Phương pháp 2
(Áp dụng cho các chất không nghiền thành bột được như 
mỡ, sáp, acid béo, paratìn rẳn, lanolin vả chất tương tự, 
không tan trong nước).

Dạng cụ
Dùng dụng cụ như phương pháp 1, riêng ống mao quản hở 
hai đầu, dài 80 mm đến 100 mm, đường kính trong 0,8 min 
đến 1,2 mm, thành dày 0,1 mm đến 0,3 mm.

Cách xác định
Cẩn thận làm chảy chất thử ở nhiệt độ thấp tối thiểu, cấm 
ông mao quàn vào chất thừ sao cho lấy được một cột chất 
thử cao 10 mm không có bọt. Dùng khăn sạch lau sạch 
phía ngoài mao quản, đổ nguội ờ 10 °c  hav thấp hơn trong 
24 lì, hoặc đê tiếp xúc với nước đá ít nhất 2 h.
Đố nước cất vào cổc thủy tinh, đến chiều cao 6 cm. Treo 
nhiệt kế vào giá và nhúng vào chính giữa cốc nước. Đun 
nóng cổc nước đến nhiệt độ thấp hơn điểm cháy dự kiến 
10 cc, lẩy nhiệt kế ra, nhanh chóng buộc mao quản vảo 
nhiệt kê băng phương tiện thích họp sao cho cột chât thừ 
ngang với phần giừa bầu thủy ngân của nhiệt kế, điều 
chinh nhiệt kể để đầu dưới cùa ổng mao quản cách đáv 
côc 1 cm. Điêu chinh tôc độ gia nhiệt không quá 1 °c 
trong một phút. Trong lúc đó luôn khuấy nước nhẹ nhàng 
và quan sát cột chất thừ, khi cột chất thử bắt đầu dâng lên 
trong ông mao quản thì đọc nhiệt độ. Kết quả đọc giữa 2 
lân đo liên tiêp không được chênh lệch nhau quả 0,5 °c. 
Lây kêt quà trung bình. Nhiệt độ này được coi là diêm 
chảy và phải năm trong khoáng nóng chảy quy định của 
chuyên luận.

Phưong pháp 3
(Ap đụng cho chất rắn dễ nghiền nhỏ, giổng như phương 
pháp 1).

Dụng cụ
Một khôi kim loại (như đồng) không bị ăn mòn bừi chất 
thừ nghiệm, khù năng truyền nhiệt tốt, bề mặt trên được
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đánh bỏng cẩn thận. Khối kim loại này được đun nóng 
toàn khối và đồng đều bằne một dụng cụ như đèn ga nhỏ 
điều chinh được hay dụng cụ đun Iióng bàng điện có thê 
điều chinh chính xác. Khối kim loại có một khoang hình 
ảng nam song song, bên dưới và cách bề mặt đánh bóng 
khoảng 3 mm, có kích thước thích bợp để chửa được một 
nhiệt kế thủy ngân, đặt ở vị trí giong vị trí khi hiệu chuẩn. 
Dụng cụ được hiệu chuẩn bang một chất ehuấn thích hợp 
đâ ghi trong phương pháp 1.

Cách xác định
Đun nóng khối kim loại với một tốc độ thích hợp tới nhiệt 
độ dưới điểm nóng chảy dự kiến khoảng 10 °c thì điêu 
chỉnh nhiệt độ tăng 1 °c/min, tại những khoảng thời gian 
đều nhau, thả một vài hạt chất thử đã được làm khô bang 
phương pháp thích họp hay theo sự chi dẫn trong chuyên 
luận và nghiền thảnh bột mịn lên bề mặt khối kim loại gàn 
vị trí của bầu thủy ngân của nhiệt kế, lau sạch bề mặt sau 
mồi lần thử nghiệm. Ghi lại nhiệt độ mà tại đó chất thử tan 
chảy lần đẩu tiên ngay khi nó chạm tới bề mặt kìm loại (í,) 
và ngừng đun ngay. Trong khi đổ nguội đần, lại thả một 
vài hạt chát thử trong khoảng thời gian đều đặn, lau sạch 
bề mặt sau mỗi lần thử. Ghi lại nhiệt độ mà tại đó chất thử 
ngừng tan chảy ngay khi tiếp xúc với bề mặt tấm kim loại 
(t2). Diêm chảy rức thời được tính theo công thức:

(t, + t,)/2

Phương pháp 4
Xác định điểm nhỏ giọt (áp dụng cho vaselin và những 
chất tương tự).
Điểm nhỏ giọt là nhiệt độ mà tại đó giọt đầu tiên cùa chất 
thử nóng chảy rơi xuổng từ một cái chén nhò trong điều 
kiện xác định dưới đây:

Dung cụ (Hình 6.7)
Một ống kim loại (A) bao bọc nhiệt kế thủy ngân và dược 
vặn vào một ống kim loại thứ hai (B). một chén nhô bảng 
kim loại (F) được gắn cô định vào phần dưới của ong (B) 
băng hai cái đai xict chặt (E), vị trí chính xác của chén 
được xác định bằng hai giá đờ ( D) dài 2 mm và cũng dùng 
đê giữ cho nhiệt kế ờ chính giữa. Có một lồ (C) xuyên qua 
thành của ống kim loại thứ 2 (B), được dùng để cân bằng 
ảp suất.
Be mặt lỗ thoát ờ đáy chén phải pbẳng và vuông góc với 
thành trong cùa nó. Nhiệt ké có đường kính trong của bầu 
thủy ngân từ 3,3 mm đến 3,7 mm, dài 5,7 mm đến 6,3 nam, 
được chuẩn hoá từ 0 °c đen 110 °c chia vạch 1 ram tương 
ứng 1 °c. Dụng cụ được đặt theo chiều dọc của một ổng cỏ 
kích thước khoáng 20 cm X 4 em, được cổ định bàng một 
cái nút và nhiệt kế xuyên qua nủt theo một đường rành. 
Miệng iỗ thoát của chén cách đáy của ống khoảng 15 min, 
Ong được nhúng vào một cái cốc vại có dung tích 1 L. 
chứa nước sao cho đáy của ổng cách đáv của cốc khoảng 
25 mm, mật thoáng của mrớe bang với đầu trên của ống 
kìm loại thứ nhất (A). Một dụng cụ khuấv được dùng đế 
giữ cho nhiệt dộ cùa nước đồng nhất.

PHỤ LỤC 6

PL-169



PHỤ LỤC 6 

Các7i .vức định
Nếu không có chì dần gì khác trong chuyên luận, đổ chảt 
thử tới miệng chén mà không làm nóng chảy nỏ, dùng thìa 
xúc hóa chât đê loại bỏ những phân dư ớ miệng và đáy 
chén. An chén vào vị trí của nó trong lớp vỏ kim loại (B) 
cho tới khi chạm tới giả đỡ, dùng thìa xúc bớt chất thử do 
nhiệt kê đây ra. Dun nóng cốc nước, khi nhiệt độ đạt tới 
thấp hơn nhiệt độ nóng chảy hay nhỏ giọt khoảng 10 °c 
thi điêu chinh tôc độ tăng nhiệt độ khoảng 1 cO'min và 
ghi nhiệt độ giọt chất lỏng đầu tiên rơi xuống. Tiên hành ít 
nhất 3 lần. mồi lần thử với mẫu thử mới. Sự khác biệt giữa 
các lần đọc không quá 3 °c. Nhiệt độ trung binh của 3 làn 
xác định là đícm chảy hay điểm nhỏ giọt cùa mẫu thử.

Hình 6.7- Dụng cụ xác định điêm nhò giọt 
(kích thước tinh bằng mm)

6.8 XÁC ĐỊNH NHIỆT ĐỘ SÔI VÀ KIIOẢNG 
CHƯ N GCAT

Nhiệt độ sôi cùa một chất lòng là nhiệt độ đã hiệu chinh, 
tại đó áp suầt hơi của chât lỏng đạt tới 101,3 kPa.

Xác định nhiệt độ sôi

Dụng cụ (Hình 6.8)
Bình chưng cất: Bình chưng cất đáy tròn, bàng thủy tinh 
chịu nhiệt có dung tích 50 ml đen 60 mi, cổ bình cao 
10 cm đến 12 cm, đường kính trong của cổ bình tử 14 rnm 
đến 16 mm, ở khoảng giừa chiều cao cùa cổ binh có một 
ống nhánh dài 10 cm đến 12 cm, đường kính trong 5 mm 
và tạo với phàn dưới của cổ bình một góc 70c đến 75°. 
Ông ngưng ruột thang: Một ông thủy tinh thang dài 
55 CITI đcn 60 cm, phần được cung cấp nước lạnh dài khoảng

DƯỢC ĐI ẺN VựiT NAM V

40 cm. ơ  cuối ống ngưng lắp một ổng nối cong để dần chất 
lỏng cât được vào bỉnh hứng.
Bình hứng'. Là một ống đong thích hợp có dung tích 25 ml 
đến 50 mỉ, chia độ đến 0,5 ml.
Nguôn nhiệt có the điêu chỉnh được cường độ đốt nóng, có 
thè dùng bếp khí dốt, đèn cồn. Khi dùng bép khí đốt hay 
đèn côn phải dùng một lưới thép có phú chất chiu nhiệt 
hỉnh vuông, mỗi chiêu dài 14 cm đen 16 cm, ở giữa có một 
lồ tròn sao cho khi đặt bình cất vào, phẩn lọt xuống dưới 
lưới thép cỏ phù chât chịu nhiệt có dung tích 3 ml đến 4 ml. 
Nhiệt ké đà hiệu chuẩn chia độ đên 0,5 °c hoặc tới 0,2 °c. 
Lắp nhiệt kế ờ đúng giữa cò binh vả để dảy cùa hầu thủy 
ngân ngang với mức thấp nhất cùa cổ binh.

Cách xác định
Cho vào bình cất 20 m! chất thử, thèm vào bình cất vài 
viên bi thủy tinh hay đá bọt. Đun nóng bình nhanh cho đán 
sôi. Đọc nhiệt độ khi giọt chất lỏng đầu tiên hứng được. 
Hiệu chỉnh nhiệt độ đọc được với áp suất khí quyền bàng 
công thức sau:

t,= t2+ k  (101,3 -b)
Trong đó:
tj là nhiệt (tộ đã được hiệu chỉnh; 
t2 là nhiệt độ đọc được ờ áp suất b; 
b lả áp suất không khí tại thời điểm thử nghiệm (tính theo 
kPa);
k là hệ số hiệu chỉnh cỏ giá trị như ờ bảng dưới đây:

Nhiệt độ sôi (°C) ị Hộ số hiệu chỉnh
Dưới 100 VC [ 0,30
Trên 100 °c tới 140 °c 0,34
Trên 140 °c tới 190 °c 0,38
Trên 190 °c: lới 240 ỬC 0,41
Trên 240 °c   0,45

Xác định khoảng chưng cất
Khoảng chưng cát của một chất lỏng là khoảng nhiệt độ 
được hiệu chinh ờ áp suất 101,3 kPa, trong khoảng đó một 
chất lòng hay một phần xác định chất lòng chưng cất được 
trong điều kiện dưới đây:

Dụng cụ
Dụng cụ giống như đụng cụ xác định điểm sôi, chi khác là 
bình cất có dung tích 200 ml và nhiệt kế lap sao cho đầu 
trên của bầu thủy ngân thấp hơn thành dưới cùa ống nhánh 
5 mrn. Nhiệt ke được chia vạch tói 0,2 °c và có khoảng 
thang đo được 50 °c. Trong khi chưng cất bình và cổ bình 
được bào vệ đẽ tránh eiỏ lùa băng một tấm màn chấn thích 
hợp. Hứng dịch cất vào một ổng đong 50 m! chia độ tới 
1 ml. Làm lạnh ống ngưng bàng nước tuần hoàn đoi với 
các chát chưng cất dưới 150 °c.

Cách xác định
Cho vào binh cất 50 ml chất lòng thừ nghiệm, thêm vài 
viên đá bọt. Đun bình sao cho chất lỏna sôi nhanh và ghi 
nhiệt độ tại đó giọt chất lỏn« đầu tiên cất được nhò vào ống
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đong. Điều chinh nguồn nhiệt đê có tổc độ cất 2 ml/min 
đển 3 ml/min và ghi lại nhiệt độ mà tât cả chât thử hay một 
phàn quy định chất thử ở 20 °c được chưng cât het.
Hiệu chinh nhiệt độ đọc được với áp suất khi quyển băng 
công thức sau:

t |= t2 + k (101,3-b)
Trong đó:
tj là nhiệt độ đã được hiệu chỉnh; 
ti là nhiệt độ đọc được ờ áp suất b; 
b là áp suất không khí tại thời điêm thừ nghiệm (tính theo 
kPa);
k là hệ số hiệu chỉnh ờ bàng trong mục Xác định điểm sôi, 
nếu không có hệ sổ nào khác được quy định trong chuyên 
luận riêng.
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Hình 6.8 - Dụng cụ xác định điểm sôi, khoảng chimg cất 
(kích thước tính bằng mrrì).

6.9 XÁC ĐỊNH ĐỘ THÁM THẤU

Xác định độ thẩm thấu là một phương pháp đo nồng độ 
thâm thâu của dung dịch mẫu thử từ phép đo của độ hạ 
băng điểm.
Khi một dung dịch và một dung môi tinh khiết được ngăn 
cách nhau bởi một màng bán thấm, thì dung môi có thể đi 
qua tự do nhưng chất tan thì không thể, một phần của dung 
môi tinh khiết sẽ đi qua màng sang bên ngăn của dung 
dịch. Sự chênh lệch áp suất giữa hai ngăn đồng thời với 
việc di chuyên của dung mỏi qua màng được định nghĩa là 
áp suât thám thấu. Áp suất thẩm thấu là một đặc tính vật lý 
phụ thuộc vào tổng các dạng tiểu phân có mặt, bao gồm cả 
các phân từ trung hòa và các ion và không phụ thuộc vào 
bản chất chất tan. Các đặc tính của dung dịch như áp suất 
thâm thâu, độ hạ băng diêm, độ tăng diêm sôi... không phụ 
thuộc vào bản chât của chất tan mà phụ thuộc vào tồng sô 
của tât cả các dạng tiêu phân được gọi là các đặc tính phụ 
thuộc số lượng của dung dịch,
Ap suất thẩm thấu của một dung dịch polyiner có thổ do 
trực tiêp như là sự chênh lệch áp suất thủy tĩnh giữa hai 
ngan được cách nhau bời một màng bán thấm, ví dụ màng

celuiose. Tuy nhiên, nó không áp dụng đổi với dung dịch 
có chứa các phần tử nhỏ cỏ thể đi qua màng bán thấm. Mặc 
dù áp suất thấm thấu của một dung dịch như vậy không 
thể đo được trực tiếp, hướng và mức dộ cùa việc đi chuyển 
dung môi qua màng sính học có thô được dự đoán trước từ 
tồng sổ tất cà các tiểu phân có mặt khi dung dịch được đặt 
dưới các điều kiện sinh lý. Các đặc tinh phụ thuộc sô lượng 
khác của dung dịch như độ hạ băng điểm, độ tăng đicm 
sôi, độ hạ áp suất hơi... có thể thu được trực tièp bàng cách 
theo dõi sự thay đôi cùa nhiệt độ và áp suât.... Những đặc 
tính này phụ thuộc vào tông các dạng ion và phân tử trung 
hòa trong dung dịch cũng như áp suất thẩm thấu và nồng 
độ các hạt phân tử được định nghĩa như là nồng độ thẩm 
thấu. Nồng độ thẩm thấu có thể được dịnh nghĩa bằng hai 
cách, một là nồng độ dựa trên khối lượng (độ thẩm thấu 
mol/kg) và cách khác là nồnệ độ dựa trên thể tích (độ thẩm 
thấu qc, mol'1). Trong thực té, cách thứ hai thuận tiện hơn. 
Phương pháp dơ độ hạ băng điểm thường được dùng đề xác 
định nông độ thám thâu, trừ khi có chi dân khác. Phương 
pháp dựa trcn sự phụ thuộc tuyến tinh cùa độ hạ băng điếm 
AT (°C) với độ thẩm thấu cm (mol/kg) được biểu thị theo 
phương trình sau:

AT = K . ệ m
Trong đó: K là hàng số cùa độ hạ băng điểm mol và bàng 
1,86 °c kg/mol, khi đung môi là nước. Vì hằng sổ K được 
định nghĩa dựa trên nồng độ phân từ gam, nồng độ thẩm 
thấu mol có thể thu được từ phương trình trên. Trong 
khoảng nồng độ thẩm thấu loâng, độ thẩm thấu (mol/kg) 
cỏ thể coi bằng độ thẩm thấu 4: (mol/1). Bời vậy, độ thẩm 
thấu thông thường (mol/1) và đơn vị osmol (Osm) được 
chấp nhận trong phương pháp thừ này.
Một Osm có nghĩa là có một số lưựng tiểu phản bàng với 
số Avogadro (6,022 X 1023/mol) chứa trong 1 L dung dịch. 
Nồng độ thẩm thấu thường được biểu thị bằng dơn vị 
miliosmol (mOsm, mosmol/1).

Thiết bị
Thẩm thau ke gồm một cốc đo chứa một thể tích xác định 
của dung dịch mẫu thử, một bộ phận giữ cốc đo, một bê 
làm lạnh có bộ phận điều chinh nhiệt dộ và một nhiệt điện 
trờ để phát hiện nhiệt độ.

Cách tiến hành
Một thể tích xác định của dung dịch thử được đưa vào cốc 
đo theo quy định đối với từng loại thiết bị.
Thiết bị trước tiên phải được hiệu chuân bàng phương 
pháp hiệu chuẩn hai điểm dùng các dung dịch chuẩn.
Đe hiệu chuẩn, chọn hai dung dịch chuân khác nhau đề 
nồng độ thẩm thấu cùa dung dịch thử nằm trong khoảng 
đó. Ngoài các dung dịch chuân dược cho trong bảng dưới 
đây, nước có thể được dùng như là một dung dịch chuần 
(0 mOsm) dê đo các dung dịch cỏ độ thẩm thấu thấp 
(0 mOsm đến 100 mOsm). Sau khi rửa cốc đựng mẫu và 
nhiệt điện trở như chì dẫn trong từng thiết bị riêng, đo độ 
hạ bàng dicm của dung dịch thử. Dùng phương trinh dã 
nêu trên để tính độ thẩm thấu cùa dung dịch.
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Trong trường hợp dưng dịch có dộ thẩm thấu lớn hơn 
1000 rnOsm, cần hòa loãng mẫu bàng cách thcm nước 
cắt. Do độ thẩm thấu của dung dịch pha loãng như chỉ dẫn 
ơ tren. Trong trường họp nàv. cần chì rõ độ thẩm thấu đà 
được tính đối với mẫu thừ là độ thẳm thấu biẻu kicn thu 
được bàng phương pháp pha loãng. Khi áp dụng phương 
pháp pha loãng, độ pha loãng nên được chọn để độ thẩm 
thấu đo được gân với độ thẩm thấu của dung dịch nước 
muối sinh lý.
Trong trường họp mầu thử ờ trạng thái rắn như là thuốc 
đông khô, chuẩn bị dung dịch thừ bằng cách hòa tan chất 
rán trong dung môi thích hựp như chi dẫn.

Sự thích họp của thiết bị
Sau khi hiệu chuẩn thict bị, phép thừ độ thích hợp phải 
được làm bang cách lặp lại phcp đo độ thám thấu đối với 
một dung dịch chuẩn không ít hon 6 lần. Trong khi làm 
phép thừ nàv nen chọn độ thẩm thấu cùa dung dịch thử và 
dung dịch chuẩn gần giống nhau.
Trong phép thừ này, độ lặp lại cùa giá trị đo và độ lệch 
trung bình nen nhỏ hơn 2,0 % và 3,0 % tương ứng.
Chuân bị dung dịch chtỉân đê hiệu chuãn thám thau kế 
Cân chính xác một lượng natrí clorid chuẩn (đã được nung 
trước ờ 500 °c đến 650 °c trong 40 min đến 50 min và 
để nguội trong bình hút ẩm) theo chỉ dẫn trong Bảng 6.9 
và hòa tan natri clorid trong chính xác 100 g nước đổ làm 
dung dịch chuẩn.

Bảng 6.9 - Lượng natri clorid đề pha dung dịch chuẩn

Dung dịch chuẩn để 
hiệu chuẩn tham thấu ke

(mosmol/kg)

Lượng natrỉ clorid
(g)

100 0,309
200 0,626
300 0,946
400 1,270
500 1,593
700 , 2,238
1000 Ị 3,223

Tỷ số thẩm thấu
Trong phưoưc pháp thừ này tỷ số thâm thấu được dịnh 
nghĩa là tỷ số độ thâm thấu cùa dung dịch thử đối với dung 
dịch natri clorid đẳng trương. Tỷ số có thê được dùng dê 
đo dộ đẳng trương cùa dung dịch thừ. Vì độ thầm thấu của 
dung dịch natri clorid dẳng trương (NaCl 0,900 g/100 mỉ) 
Cs(mOsm) được coi như là hãng sô (286 mOsm), độ thâm 
thâu cua dung dịch thử là CT (inOsm), tỷ số thâm thấu 
dược tính theo phương trinh:

Tỳ sổ thẩm thấu - £ r

c s: 286 rnOsm
Khi phép đo được tiến hành bàng phương pháp pha loãng, 
vi mẫu thừ có độ thâm thấu lớn hưn 1000 mOsm, độ thảm

thấu biêu kiến cùa dung dịch mẫu Cj có thề dược tính theo 
phương trình:

n X C'T -  CT
Trong đỏ:
n là độ pha loãng;
Cj- là độ thâm thau do được của dung dịch loãng,
Trong phép tính này. đã chấp nhận già thiết có sự tương 
quan tuyên Lính giữa độ tham thấu và nồng độ dung dịch. 
Bời vậy. khi cỏ bước pha loãng, cần phài chỉ rõ độ pha 
loàn y là n ỉần.

DƯỢC DIÍiN VIỆT NAM V

6.10 XÁC ĐỊNH ĐIỆN DẢN SUẤT

Điện dần suất (còn gọi là Độ dần điện riêng) là giá trị 
nghịch đào của điện trờ suất.
Một dây dẫn có độ dài L (em) vả thiết diện s (em2) thì điện 
trờ của nó được tính theo công thức:

Trong đó: 
p là điện trờ suất.
Đơn vị cua điện trở R là ôm (CT), của điện trờ suất p là 
ônvcm (Q-cm).
Đơn vị của độ dần điện là simen (S). Simen là nghịch đào 
cùa ôm: 1 s = 1/Í2.
Điện dẫn suất là nghịch đảo của p, có thứ nguyên là Í2'1- em'1 
hoặc s/cm (S-cm'1).
Điện dẫn suất K (kappa) cua một dung địch được biểu thị 
bằne độ dẫn điện của một lớp dung dịch giữa 2 mặt đổi 
nhau cùa một khối lập phương có cạnh 1 em.

1 Cte = — S-cm 1 
p

Ngoài dơn vị simen trên centimét, S-cirr1, điện dẫn suất K 
còn được biểu thị bằng microsimen trên centimét, pS-cm'1. 
Nếu không có chi dẫn riêng, nhiệt độ để xác định K là 25 °c. 
Thiết bị và cách tiến hành mô tà dưới đây được áp dụng 
để đo các mẫu có điện dần suẩt lớn hem 10 pS-enr1. Việc 
đo điện dẫn suất của nước được đề cập trong các chuyên 
luận tương ứng.

Thiết bị
Thiết bị đo (là độ dẫn diện kế hay điện trờ ké) đirợc dùng 
để do điện trở của cột chất lỏng giữa các điện cực của tế 
bàr. đo được nhúng trong chất lòng cần đo. Thiết bị này 
đùng dòng điện xoay chiều để tránh ảnh hường cùa sự 
phàn cực tại điện cực và được trang bị một đầu dò nhiệt độ 
và bộ phận bổ chính nhiệt độ. Te bào đo gom hai điện cực 
platin song song được phủ lóp bột đen platin, cách nhau 
một khoảng cách L; mồi điện cực có diện tích bề mặt s. Cà 
hai điện cực được bao vệ bang một ong thủy tinh.
Một số loại tế bào đo khác với mó tà trên cùng có thể được 
sứ dụng.
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c  — K -k c i  x  k k oHằng số c  của tẻ bào đo được biểu thị bằng em'1 theo 
phương trình:
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Trong đó:
a là hệ số không có thứ nguyên, đặc tnmg cho thiết ke cùa 
tế bào.

Thuốc thử dùng để xác định hằng số tẻ bào
Chuẩn bị 3 đung dịch chuẩn kali clorid có chứa lần lượt 
0 7455 g, 0,0746 g và 0,0149 g kali clorìd (TT) trong ỉ 000 g 
dung dịch, dùng nước không có carbon dioxyd (Tí) được 
điều chế từ nước cất có điện dẫn suất không quá 2 jiS'Cm'1. 
Điện dẫn suất và điện trờ suất cùa 3 dung dịch này ờ 20 °c 
cho trong Bảng 6.10.

Bàng 6. Ỉ0 - Diện dẫn suất và điện trờ suất cùa các dung 
dịch kali clorid

Nồng độ Điện dẩn suất Điện trỏ' suất
(g/1000 g) (gS-cm'1) (Dem)

0,7455 1330 752
0,0746 133,0 7519
0,0149 26,6 37594

Neu điện dần suất được xác định ở nhiệt độ khác 20 °c, 
dùng phương trình sau dê hiệu chinh điện đẫn suất của các 
dung dịch kali clorid cho trong bảng 6.10. Phương trình 
nảy chỉ có giá trị khi nhiệt độ ừong khoảng 15 °c đến 25 °c

kt = k20 ị 1 + 0,021(T - 20)]
Trong đó:
T là nhiệt độ quy định trong chuyên luận;
K| là điện dần suất cùa kali clorid ờ T °C;
K'2CJ là điện dẫn suất cùa kali clorid ờ 20 °c.
Cũng có thê sử dụng những dung dịch chuẩn khác được 
xác nhận cưng cấp trên thị trường, nhất là đối với các tế 
bào đo cỏ hằng số 0,1 cm'1.

Cách tiến hành
Xác định hăng sơ tế bào
Chọn một tế bào đo thích hợp với tính chất và độ dẫn điện 
cùa dung dịch thừ.
Điện dần suât của dung dịch cần đo càng cao thì cần chọn tế 
bào đo có hằng số c  cảng cao (cóp thẩp) để giá trị R do được 
càng lớn càng tốt đối với máy đo. Các tế bào đo thường dùng 
có hăng sô theo thứ tự là 0,1 cnr1; 1 cm'1 và 10 cm 1.
Dùng một dung dịch chuẩn, ví dụ, dung dịch kali clorid 
nông độ thích hợp, đé xác định hãng số tế bào. Nên chọn 
dung dịch chuẩn có diện dần suất gẩn với giá trị điện dẫn 
suât dự kiên cùa dung dịch cân đo. Rửa tê bào vài lần với 
nước cắt và ít nhất hai làn với dung địch chuẩn kali clorid 
trên. Đo điện trờ cùa tế hào với đung dịch kali cloriđ ờ 
nhiệt dộ 25 °c ± 1 "C, hoặc ử nhiệt dộ quv dịnh trong 
chuyên luận. Hang so c  (cnr1) của tế bào do được tính bời 
cõng thức sau:

Trong đỏ:
RKC1 là điện trở do được cùa dung dịch chuẩn kali clorid 
tính bàng mega ôm (MXI);
Kkci là điện dẫn suất của dung dịch chuẩn kali clorid tính 
bằng gS-cnr1;
Hằng sổ c  đo được của tế bào phải nam trong khoảng ± 5 % 
cùa giá trị đã cho.
Xác định diện dan suât của dung dịch thù 
Sau khi hiệu chuẩn máy với một trong số các dung dịch 
chuẩn, rửa tế bào đo vài lần với nước cắt và ít nhất hai lần 
với dung dịch mẫu thử ờ 25 °c ± 1 °c, hoặc ở nhiệt độ 
quy định trong chuyên luận. Tiến hành tiếp theo các phép 
đo điện trờ như quy định trong chuyên luận; từ điện trờ đo 
được và hàng số tế bào xác định được ờ trên, tính ra điện 
dẫn suất cùa dung địch mẫu thừ.

6.11 XÁC ĐỊNH KHÓI LƯỢNG KIÊNG CỦA 
CHÁT RẮN

Khối lượng riêng có liên quan đến sự phân bổ không gian 
của chất trong một nguyên liệu.
Khối lượng riêng của chẩt rắn thường được biểu thị bang 
số g/crrrì, khác với chất lòng, khối lượng riêng thường 
được biểu thị bằng g/ml ờ một nhiệt độ quy định.
Khối lượng riêng của một tiểu phân chất rắn có thể có các 
giá trị khác nhau phụ thuộc vào phương pháp đo thể tích tiểu 
phân đó. Cần phân biệt ba loại khối lượng riêng khác nhau: 
Khối lượng riêng thực của một chất là khối lượng trung 
binh tính trên một đơn vị the tích, không tính đến tất cả 
các khoảng trống không có vai trò cơ bản trong việc sắp 
xếp các phân tử. Đó là một đặc tính bên trong của chất, bời 
vậy nó không phụ thuộc vào phương pháp xác định. Khối 
lượng riêng thực của một tinh thê hoàn chinh có thể được 
xác định từ kích thước và cấu trúc của đơn vị cấu tạo. 
Khối lượng riêng đo bằng picnomet được đo bằng 
picnomct sử dụng khí, Đó là một phcp đo khối lượng riêng 
thuận tiện đổi với các bột dược phẩm. Trong một picnomet 
khí, thê tích bị chiếm chỗ bởi một khối lượng bột đã biết 
được xác định bẳng cách đo the tich của khí được thay thế 
vảo chỗ cùa bột. Tỷ số giữa khối ỉưựng và thể tích là khổi 
lượng riêng đo bàng picnomet.
Khối lượng riêng đo bẳng picnomet băng khối lượng riêng 
thực trừ khi nguyên liệu có chứa những khoảng trống mà 
chất khí không thể thâm nhập vào được hoặc các lỗ hổng 
bị bịt kín mà khí dùng trong phưomg pháp này không thể 
lọt vào được.
Khối ỉưcmg riêng hạt tính cả những lồ hồng hờ nhỏ ham 
một kích cõ giới hạn vào thể tích của tiểu phân. Giới hạn 
kích cỡ phụ thuộc vào phương pháp đo. Một kỹ thuật đo 
chung là đo độ xốp bang thủy ngân, tại đó kích cỡ lỗ giới 
hạn phụ thuộc vào áp suất khuếch lán tối đa. Vỉ thể tích lỗ 
hồng được tính thêm vào, nên khối lượng riêng hạt không 
bao giờ lớn hưn khối lượng riêng thực.
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Một khái niệm có liên quan là khỏi lượng riêng khi dộng 
lực, dó là khối lượng riêng của tiêu phản vói một thẻ tích 
được xác định bằng sự bao bọc tiểu phân bằng khí động 
lực trong một dòng châv. Cả hai loại lỗ hổng kín và hở đều 
được tính đen nhưng các lỗ hớ được làm đầy bàng chất 
lỏng tràn vào. Bừi vậy, khối lượng riêng khi động lực phụ 
thuộc vào khối lượng riêng cùa chát lỏng dùng trong phép 
thử nếu tiều phân là xốp.
Tóm lại. khối lượng riêng đo bằng picnomet khí và khối 
lượng riêng thực đều chi khối lượng riêng, nếu cần cỏ thê 
phân biệt dựa vào phương pháp đo.
Khối lượng riêng của một nguyên liệu phụ thuộc vào trạng 
thái tập hợp phân tử. Đối với chất khí và chất lòng, khối 
lượng riêng chỉ phụ thuộc vào nhiệt độ và áp suất. Đồi với 
chất rắn, khối lượng riêng sẽ rất khác nhau tùy thuộc vào 
cấu trúc kết tinh và độ két tinh.
Ncu chất rắn ở thổ vô định hình, khối lượng riêng của nó 
cổ thể phụ thuộc vào quá trình tinh chế vả xử lý. Bởi vậy, 
không giống như chất lỏng, khối lượng riêng của hai chất 
ran tương đương về mặt hỏa học có thc khác nhau và sự 
khác nhau này phản ánh sự không giong nhau vê câu trúc 
trạng thái rắn. Khối lượng riêng cùa các hạt thành phần là 
một đặc tính lý học quan trọng của bột dược phẩm.
Ngoài các định nghĩa trên về khối lượng ricng của tiêu 
phân, còn có khối lượng riêng toàn khối bao gôm cà thê 
tích trổng giữa các hạt được tạo thành trong khối bột. Do 
đó, khổi lượng riêng toàn khối phụ thuộc vào cà hai: Khôi 
lượng riêng của các tiểu phân bột và sự sắp xếp của các 
tiểu phán bột.

Đo khối lượng riêng bằng picnomet khí
Đo bằng picnomet khí là một phương pháp thuận tiện và 
thích hợp để xác định khối lượng riêng của các tiêu phân bột. 
Một loại picnomct khí đơn giản được mô tả như trong 
Hình 6.11.
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Mầu thừ có khối lượng w và thổ tích v s được đặt tro nu một 
buồng thừ kín có thể tích của buồng rồng là Vc. Áp suất 
đối chiếu của hệ thống là Pr được xác định bằng áp kế khi 
mở van nối thể tích đối chiếu với buồng thử. Sau dỏ van 
được dỏng để tách riêng thể tích dổi chiếu Vr khỏi buồng 
thử. Buồng thử được nén với một áp suất ban đầu pj. Sau

đó van lại được mờ đẻ nổi thẻ tích đổi chiếu Vr với buồng 
thừ và áp suất cuối cùng sẽ giảm xuống còn Pf. Thể ti ch 
của mau thử Vs được tính theo công thức:

( W c -  r— ! k _ _  (1)
p - p  I ,

- í— H -l
pf - p

Khối lượng ricng (> được tính theo phương trình:
vv

p = 77 (2)
K

Các chi tiết thiết kế thiết bị có thể khác nhau, nhưng tất cả 
các picnomet khí đêu dựa trên việc đo sụ thay đổi áp suất 
khi một thê tích đỏi chiểu được thêm vào hoặc giàm đi ở 
buồng thử.
Khối lượng riêng đo được là khôi lượng riêng trung bình 
của các tiểu phân bột. Ket quà đo khối lượng riêng này sẽ 
mắc sai số nểu chất khí trong phép thử bị hẩp phụ vào bột 
hoặc cớ các tạp chất bay hơi thoát ra ngoài Ưong quá trình 
đo. Sự hấp phụ chất khí có thể loại bỏ được bàng cách 
chọn loại khí thử thích họp. Khí heỉi nói chung hay được 
chọn cho phép đo này. Các tạp chất bay hơi có trong bột có 
thể dược loại ra khỏi bột băng cách dùng khí heli áp suât 
không đổi trước khi đo. Đôi khi bột có thê được khừ khí 
dưới chân không.
Hai lần đọc kết quả liên tiếp cùa thể tích mầu thừ phải nằm 
trong khoảng 0,2 % nếu các chất lạ bay hơi không có ảnh 
hường đến phép đo. Vì các chất bay hơi có thê thoát ra 
trong lúc đo, nên khổi lượng của mẫu thường cân sau khi 
đo thồ tích bẳne picnomet.

Cách đo
Phài dám bảo rằng thổ tích đối chiếu và thể tích hiệu chuẩn 
dùng cho picnomet khí đã được xác định băng một quy 
trình thích hợp. Khí dùng trong phép thử là heli trừ khi một 
loại khí khác được quy định trong chuyên luận riêng. Nhiệt 
độ pienomet khí nên duy trì trong khoảng 15 °c và 30 °c và 
không nên thay đồi quá 2 °c trong cả quá trình đo.
Cho mầu thử đã dược chuẩn bị như chỉ dẫn trong chuyên 
luận liên2 vào buồng đo. Dừng một lượng bột như hướng 
dẫn đối với picnomet. Đậy kín buông thử, đây qua hệ 
thống picnomet dòng khi thử như trong hướng dần của 
nhà sán xuất. Nêu mâu phải khử khí dưới chân không, làm 
như quy định trong chuyên luận riêng và hướng dẫn sừ 
dụng của picnomet.
Lặp lại phép đo trên cùng mẫu bột cho đến khi các kết quả 
đo liên tiếp của thẻ tích mâu V5 khóp trong khoáng 0,2 %. 
Cân lượng bột có trong cốc. Tính khôi lượng riêng p của 
mẫu theo phương trinh (2) ở trcn.

6.12 PHÂN TÍCH NHIỆT

Phân tích nhiệt là một nhóm các kỹ thuật xác định những 
thay đổi tính chất vật lý của một chất theo sự thay dồi nhiệt 
độ. Các kỹ thuật thông dụng nhất đều áp dụng phương
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pháp đo sự biến thiên khối lượng hoặc biến thiên năng 
lượng của mẫu thừ.

Phép đo nhiệt trọng lưọng (nhiệt khối)
Phép đo nhiệt trọng lượng (TGA) là kỹ thuật đo khôi lượng 
của một chất khi thay đổi nhiệt độ theo một chương trình 
nhiệt dộ được kiểm soát.

Thiết bị
Bộ phận chính cùa một cân nhiệt gồm một thiêt bị làm 
nóng hoặc làm lạnh theo chương trình nhiệt độ đặt trước, 
mót giá giữ mẫu trong môi trường không khí được kiểm 
soát, một cân điện từ và một máy ghi. Trong một sô trường 
hợp, máy còn có thể gan với một thiết bị cho phép phân 
tích các sàn phâm bay hơi.

Kiểm tra nhiệt dộ
Kiềm tra thang nhiệt độ bằng một chất thích hợp theo 
hướng dần cùa nhà sản xuất.

Hiệu chuẩn căn diện
Đặt một lượng thích hợp chất đổi chiếu phù họp có chửng 
chi vào giá giữ mẫu và xác định khối lượng. Đặt tốc độ 
tăng nhiệt theo hướng dẫn cùa nhà sản xuất và bắt đầu 
tăng nhiệt độ. Ghi lại biểu đồ nhiệt trọng íượng với nhiệt 
độ hoặc thời gian trên trục hoành, tăng từ trái qua phải và 
khối lượng trên trục tung, tăng từ dưới lẽn trên. Dừng tăng 
nhiệt độ ờ khoảng 230 °c. Đo trên đồ thị sự chénh lệch 
giữa các đường ổn định khối lượng - nhiệt độ hoặc đường 
ôn định khôi lượng - thời gian ớ giai đoạn đầu và giai đoạn 
cuối, tương ứng với sự mẩt khối lượng. Giả trị khối lượng 
mất đi cùa chất đối chiếu được ghi trên nhãn.

Tiến hành
Tiên hành quá trình trên đối với chất khảo sát, áp dụng các 
điều kiện được ghi trong chuyên luận. Tính khối lượng 
mất đi từ sự chênh lệch đo được trên đồ thị, biểu thị ra 
phần trăm theo khối lượng.
Nêu sử dụng máy đều đặn, phái định kỳ kiểm tra nhiệt độ 
và hiệu chuân. Nêu không dùng máy thường xuyên, kiểm 
tra nhiệt độ và hiệu chuẩn trước mồi lần đo.
Vì yếu tố không khí môi trường ảnh hường nhiều đến kết 
quà đo nên các thông số như áp suất hoặc tốc độ, thành 
phần khi cần được ghi lại mồi khi đo.

Phép đo nhiệt lượng quét vi sai
Do nhiệt lượng quét vi sai (DSC) là một kỹ thuật cho phcp 
nhận biết những hiện tượng năng lượng xảy ra trong quá 
trình làm nóng hoặc làm lạnh cùa một chất (hoặc hỗn hợp 
nhicu chât) và xác định biên thiên enthalpỵ, nhiệt dung 
riêng và nhiệt độ ờ đó xuất hiện các hiện tượng này.
Kỹ thuật được dùng để xác định chênh lệch tốc độ nhiệt 
giải phỏng hoặc hấp thu bởi chất khảo sát so sánh với mẫu 
đỏi chiếu theo sự thay đôi cùa nhiệt độ. Có hai kiểu thiết 
bị DSC. Kiều thứ nhát áp dụng kỹ thuật bủ năng lượng đổ 
giữ chênh lệch nhiệt độ giừa mầu thử và mầu đối chiểu 
hãng không. Kiêu thứ hai giữ tốc độ tăng nhiệt đêu đặn
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và phát hiện sự chênh lệch nhiệt độ giữa mâu thử và màu 
đối chiếu.

Thiết bị
Thiết bị bù nâng lượng DSC gôm một lò nhiệt có giá giữ 
mẫu hai ngăn: Ngăn để mẫu thừ và ngăn để mẫu đối chiếu. 
Thiết bị đo dòng nhiệt DSC gồm một lò nhiệt có một ngăn 
để đặt chén đựng mẫu thử và chén đựng mẫu đối chiếu. 
Một thiết bị đặt chương trình nhiệt độ, một đetector nhiệt 
và một hệ thống ghi nối với máy tính. Các phép đo được 
thực hiện trong điều kiện không khí môi trường được 
kiểm soát.

Hiệu chuẩn thiết bị
Dùng mdi có mức tinh khiết cao hoặc vật liệu thích hợp có 
chứng chí để hiệu chuẩn nhiệt độ và biến thiên enthalpy 
theo hướng dẫn của nhà sản xuất, có thể dùng kết họp hai 
kim loại indi và kẽm để kiểm tra độ tuyến tính.

Tiến hành
Cân một lưọng thích hụp chất khảo sát vào một dụng cụ 
chịu nhiệt phù hợp. Đặt vào ngăn giữ mẫu. Đặt nhiệt độ 
đầu, nhiệt độ kểt thúc và tốc độ tăng nhiệt theo các điều 
kiện được ghi trong chuyên luận riêng.
Bắt đầu phép phân tích và ghi biểu đồ phân tích nhiệt vi sai 
với nhiệt độ hoặc thời gian trên trục hoành (giả trị tăng từ 
ưái qua phải) và biến thiên năng lượng trên trục tung (cho 
biết thay đoi thu nhiệt hay tỏa nhiệt).
Hiện tượng nhiệt xuất hiện ở nhiệt độ tương ứng với giao 
điếm (A) cùa đường nền kco dài và tiếp tuyến tại điểm dổc 
nhất (điổm uốn) của đưcrng cong (Hình 6.12.1). Kết thúc 
hiện tượng nhiệt là đinh của đường cong.

A
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Enthalpy của hiện tượng tỷ ]ệ với diện tích dưới đường 
cong giới hạn bởi đường nền.
Hệ số tỳ lệ được xác định từ phép đo nhiệt nóng chảy cùa 
một chất đã biểt (ví dụ indi) trong cùng điều kiện đo.
Mỗi biêu đô Iihiệt có the kèm theo những thông số sau 
đây: Các diều kiện áp dụng, ghi chép cùa lần hiệu chuẩn 
cuối cùng, lượng mẫu, định tinh (bao gom tính chất nhiệt), 
bao bi, môi trường không khí (thành phần tính chất, tốc độ 
dòng, áp suât), chiêu và tôc độ thav đôi nhiệt độ, độ nhạy 
của máv đo và máy ghi.
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Áp dụng
Khciũ sát các ỉtiện tiụ/ng chuyên pha 
Xác định biên thiên nhiệt độ, nhiệt dung và enthalpy cùa 
các quá trình chuyền pha xây ra với một chất theo sự biến 
đôi của nhiệt độ như sau:

Chuyển pha rắn - rắn biến đổi thù hình - đa hình 
tạo thành thủy tinh 

1 loại dung môi
biến đổi vò định hỉnh - két tinh 

' Chuyển pha rắn - lòng nóng chày 
Chuyển pha ran - khí thăng hoa 
Chuyền pha lỏng - rắn đông dặc 

, kết tinh lại
Chuyển pha lỏng - khí . bay hơi

Biên đói íhành phân hóa học
Đo nhiệt lượng hoặc nhiệt độ của phàn ứng trong các điều 
kiện thực nghiệm nhát định, tử dó xác định độn ạ học cùa 
phản ứng phân húy hoặc quá trình loại dune môi.
Áp dụng đoi với hiếu đồ pha
Thiết lập biểu đồ pha đối vói một hồn hợp rắn. Việc thiết 
lập này có thể là một bước quan trọng trong tiến trinh công 
thức hóa sơ bộ và tối ưu hỏa quả trình đông khó.
Xác định độ tinh khiết
Việc đo nhiệt nóng chảy và điểm chảv bằng DSC cho phép 
xảc định hàm lượng tạp chất của một chất chỉ bàng một 
biổu đồ nhiệt đơn lẻ, với một vài miligam mẫu và không 
cần thiết phải lặp lại phép đo chính xác của nhiệt độ thực. 
Theo lý thuyết, diêm chày của một chất tinh khiết, kết tinh 
hoàn toàn ở áp suất hằng định có nhiẹt nóng cháy đặc trưng 
AHị đao động trong một khoảng rất hẹp, tương ứng với 
điểm chảy Tộ. Sự dãn rộng khoảng này là một dấu hiệu khá 
nhạy vè sự có mặt của các tạp chất. Do đó, các mẫu của 
củng một chất, với lượng tạp chẩt thay đôi vài phần nghìn, 
cho những bieu đồ nhiệt khác nhau rõ rệt (Hình 6.12.2).

Hình 6. ỉ 2.2 - Bicu đồ nhiệt biểu thị mức độ tinh khiểt

Việc xác định mức độ tinh khiết mo 1 bầng DSC dựa trên 
việc sử dụng phép tính gần đúng dạng tích phân cùa 
plunrng trình VanTIIoíĩ áp dụng cho nồng độ (không phải 
hoạt độ) trong hệ 2 thành phần

[ln (1 - X2) -  - x2 và T X T0 =- Tị ]

T - 7 ’ RT0
T " 7» - l ặ  x '- 0 )

Trong dỏ:
x2 lồ phân số mol của tạp chất, nghĩa là số mol tạp chất 
chia cho tông sô moi trong pha lỏng ờ nhiệt độ (kenvin);
Ĩ ,J  là diêm chảy cùa chất tinh khiết hóa học, đơn vị kcnvin; 
Aỉỉị là nhiệt nóng chày mol của chất khảo sát, đon vị 
Junmol‘;;
R là hang sỏ khí lý lường, đơn vị ịi]n-kenvin [-mol '.
Từ đây, việc xác định độ tinh khiết bàng DSC giới hạn 
trong việc xác định các tạp chất tạo thành hồn hợp eutectie 
với thành phàn chính và biểu thị ra phân số mol ít hơn 2 % 
trong chât cần khảo sát.
Phương pháp này không áp dụng đổi với:

Các chất vô định hình;
Các chất solvat hóa và đa hình không bền trong khoảng 
nhiệt độ khảo sát;
Các tạp chất tạo thành các dune dịch ran với thành phàn chính; 
Các tạp chất không tan trong pha lòng hoặc trong quá 
trình tan chày của thành phần chính.

Trong quá trình làm nóng chất khảo sát, tạp chất chảy hoàn 
toàn ừ nhiệt độ eutectic của hỗn hợp. Trên nhiệt độ này, 
pha rắn chỉ chứa chất tinh khiết. Khi nhiệt độ tăng dần từ 
nhiệt độ eutectic đến diêm chảv của chất tinh khiết, phân 
sả mol cùa tạp chất trong chất lỏng giám đều đặn bởi vì 
lượng chất tinh khiết chảy lòng tăng dần. Ờ tẩt cà mọi 
nhiệt độ trên điểm cutectic:

x2 = - y x  *2 (2)

Trong đó:
F lã phần nóng chày của mầu phân tích,
x2 là phân số moỉ cua tạp chất trong mẫu phân tích
Khi mầu chảy hoàn toàn, F ~ 1 và x2~ *2.
Phương trình (2) kểt hợp với phương trình (1) thu được:
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Giá trị nhiệt nóng chày thu được bằng cách lấy tích phân 
pic nóng chảy.
Diếm chày T0 của chất tinh khiết được ngoại suy từ đồ thị
cúa Ỉ / F  theo nhiệt độ biểu thị bàng kcnvin. Độ dốc a của
đường cong, thu được bằng phương pháp tuyến tính hóa

, , , x w R T :
nèu cân thiêt, tương ứng với —-L — cho phcp tính đưực

AHf
x 2. Lấy giá trị x] nhân với 100 cho tỷ lệ phẩn trăm (tính 
theo moi) cùa tồng Lạp chất cutectic.
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Kính hiển vi nhiệt ,
Có thể quan sát quá trinh chuyển pha bằng kính hiên vi 
nhiệt. Phương phap này cho phép khão sát mẫu dưới kính 
hiển vi phân cực theo sự thay đổi nhiệt độ được chương 
trình hóa.
Nhữne khảo sát thu được dưới kính hicn vi nhiệt cho phép 
xác định rõ bàn chất của các hiện tượng được phát hiện 
bằng phương pháp nhiệt trọng lượng và phân tích nhiệt 

vi sai.

Thiết bị
Thiết bị bao gồm kính hiên vi gắn với nguồn sáng phân 
cực một đĩa nóng, một thiết bị điều khiổn chương trình 
nhiệt độ làm nónu hoặc làm lạnh, một hệ thông máy ghi 
nhiệt độ chuyên pha. cỏ thê có thêm máy quav và ghi 
video.

DƯỢC ĐIÊN VIỆT NAM V

6.13 XÁC ĐINH KHỎI LƯỢNG KIÊNG THÔ VÀ KIIỐI 
LƯỢNG RIÊNG c õ  Của  Bộ t

Khối lượng riêng thô
Khối lượng riêng thó của bột là tỷ số giữa khối lượng của 
bột chưa bị dồn nén so với thể tích cứa nó, bao gồm cà thể 
tích khoảng trổng giữa các hạt bột. Như vậy khối lượng 
riêng thô phụ thuộc vào khối lượng riêng của các hạt bột 
và sự xẳp xếp không gian giữa các hạt trong khối bột. Mặc 
dù đơn vị khổi lượng riêng là kg/m3 nhimg khối lượng 
riêng thô được biểu thị là g/ml vì phép đo thể tích sừ dụng 
ổng đong, cùng có thê biêu thị bàng đon vị g/cm3.
Tính chất thô cùa bột tùy thuộc vào quá trinh điều chá, 
xử lý và bảo quàn bột. Các hạt bột có thề bị nén và có 
khối lượng riêng thô dao động trong một khoảng nhất 
định, ngoài ra một sự xáo trộn nhò trong khối bột cũng có 
thê làm thay đòi giá trị này. Vì vậv khối lượng riêng thô 
thường rất khó xác đinh với độ lặp lại cao và khi báo cáo 
kêt quà nhât thiêt phải chi rõ cách xác định.
Khối lượng riêng thô cùa bột có thể được xác định bằng 
cách đo thê tích của một khối lượng bột biểt trước, dược rây 
qua rây và chuyển vào một ống đong chia vạch (Phương 
pháp 1) hoặc xác đinh khối lượng bột đà biết thể tích trong 
một cổc húng cùa thể tích kế (Phương pháp 2) hoặc trong 
một cốc đo (Phương pháp 3).
Phương pháp 1 và 3 là hai phương pháp hay được áp dụng.

Phưưỉig pháp I: Do thể tích bằng ống đong 
Bột cân xác định khối lượng riêng thô được rây qua rây 
có kích thước lõ rây không nhò hơn 1,0 mm. Ncu cần có 
thê làm vỡ các hạt bột két dính một cách nhẹ nhàng sao 
cho không ảnh hường đến tính chất vốn có của bột. Cân 
khoảng 100 g bột đà rây ịm) chính xác tới 0,1 %, chuyển 
bột một cách nhẹ nhàng, không được dồn nén vào một ống 
đong khô. có chia vạch dung tích 250 ml và có thè đọc 
chính xác đến 2 ml. cần thận san bàng mặt bột, không nén, 
dọc thê tích bicư kiên (Vfí) tại vạch chia độ gân nhất trên 
ông đong. Tính khối lượng riêng thô ra g/ml áp dụng công

thức m/v0. Thông thường, khi xác định tính chât này cân 
phải lặp lại phcp đo nhiều lần.
Nếu khối lượng riêng của bột quá thấp hoặc quá cao, tức là 
thổ tích do nhỏ hơn 150 ml hoặc lớn hơn 250 ml, thỉ không 
thể dùng 100 g mẫu thử. Trong trường hợp này lượng mẫu 
thử cần lẩy sao cho thê tích biêu kiến nam trong khoảng 
150 ml đến 250 ml (thể tích biểu kiến không ít hơn 60 % 
thể tích cúa ống đong). Khối lượng mẫu thử cẩn được ghi 
kèm với két quả.
Đối với mầu thử có thể tích biêu kiến nằm trong khoảng từ 
50 ml đến 100 ml có thể dùng ống đong dung tích 100 ml 
và có thể đọc chính xác đen 1 ml. Thể tích của ông đong 
cần được ghi rõ khi báo cáo kết quá.

Phương pháp 2: Đo bằng thế tích kế 
Thiết bị (Hình 6.13.1): Bao gồm một phễu đặt ở trên, gắn 
với một rây có kích thước lồ rây 1,0 mm. Phều được đặt 
trên một hộp có 4 vách ngăn bang kính để bột trượt và chày 
qua đó. Đáy hộp có hình phễu giúp gom bột và chuyến 
bột cháy vào một cốc hứng được gắn ngay phía dưới. Cốc 
đo có thế hình trụ, thể tích (25,00 * 0,05) ml và đường 
kính trong (30,00 ± 2,00) mm hoặc hình khối vuông, thể tích 
(16,39 ± 0,20) ml và kích thước cạnh trong (25,4 ± 0,076) ram 
Cách tiên hành'. Cho một lượng dư bột chày qua thiết bị 
vào một cốc hứng đen khi bột tràn ra ngoài. Dùng ít nhẩt 
25 cm3 bột cho cổc hỉnh vuông và 35 cm3 bột cho cổc hình 
trụ. Cẩn thận gạt lượng bột dư trên mặt cốc bằng một lưỡi 
gạt đặt vuông góc và tiếp xúc với mặt trên của cốc. Chú ý 
không làm nén bộ thay làm mất bột trong cốc đo. Gạt bỏ 
bột dính bên ngoài cốc và xác định khối lượng (m) chính 
xác tới 0,1 %. Tính khối lượng riêng thô ra g/mỉ áp dụng 
công thức m/v0 (trong đó v0 là thể tích cùa cốc). Thực hiện 
trên 3 mẫu thử khác nhau và tính kết quá trung bình.

PHỤ LỤC 6

Rây 1,0 mm 

Phều chứa bột

Phều hứng bột

Hộp cỏ vách ngăn

Vách ngăn kính

Cốc hửng mẫu

Hình 6.13.ỉ  - Thồ tích kế
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Phương pháp 3: Đo thế tích bằng cốc đo
Thiết bị: lia« gồm một cốc hình trụ bang thép không gỉ 
dung tích 100 mi với kích thước như trong Hình 6.13.2.

<------- 54’°  -------*• *+------- 57,0 ------ ►

Hỉnh 6. Ị 3.2 - Cốc đo (trái) và nắp (phải)
(Kích thước tính bằng mm)

Cách tiền hành: Lấy một lượng bột vừa đủ cho phép thử, 
rây qua rây kích thước 1,0 mm nếu cẩn đề làm vỡ các hạt 
kết dính có thể hình thành trong khi bảo quàn. Đê mầu 
chay tự do vào cổc đo đến khi đầy tràn, cẩn thận gạt bò 
lượng bột dư ở phía trên như mô tã ở phương pháp 2. Xác 
định khối lượng của cốc chứa bột chính xác tới 0,1 %, tinh 
khối lượng bột (m0) bằng cách trừ đi khối lượng cốc đo 
rỗng. Tính khối lượng ricng thô ra g/ml áp dụng công thức 
nic/ỈOO. Thực hiện trèn 3 mẫu thừ khác nhau và tính kểt 
quà trung bình.

Khối lưọng riêng gõ
Khối lượng riêng gõ là khối lượng riêng thô của bột tăng 
lên khi dồn nén bột bàng tác động cơ học lên đồ đựng 
mẫu bột.
Khối lượng riêng gõ thu được bằng cách tác động cơ học 
(gõ) lên ống đong chia vạch hoặc cốc chứa mẫu bột. Sau 
khi xác định thổ tích hoặc lượng bột ban đàu, ống đo hoặc 
cốc đo sc bị tác động cơ học cho đen khi những thay đổi về 
thể tích hay khối lượng là không đáng kề. Tác động cơ học 
đạt được bàng cách nâng ống đo hoặc cốc đo lên rồi đê rơi 
tự do, độ cao khi nâng lên được chỉ ra trong 3 phương pháp 
dưới đây. Thiết bị có thổ quay tròn ống hoặc cốc đo trong 
khi gõ có ưu điểm hơn do giảm thiểu khâ năng bị phân lớp 
của khối bột trong quá trình gồ xuống.

Phương pháp 1
Thiét bị: Như trong Hình 6.13.3, bao gôm:
Ống đong dung tích 250 ml (cỏ thê đọc chính xác đôn 
2 ml) có khối lượng (220 ± 44) g.
Một thiết bị có khả năng tạo ra (250 ± 15) lần gõ trong 1 
min từ dộ cao (3,0 ± 0,2) mm hoặc thict bị cỏ khả nâng tạo 
ra (300 ± 15) lần gõ từ độ cao (14 ± 2) mm. Giá đờ ống 
đong và kẹp giữ có khối lượng (450 ± 10) g.
Cách tiến hành: Xác dinh thể tích thô (Vfí) như mô tả ờ 
phẩn trcn. Lắp chặl ống đong vào giá đỡ. T iến hành 10, 
500, 1250 lần gõ lên cùng một mẫu bột và đọc các thè 
tích tưcmg ứng V ịq, VỹữỊh V ị  250 tại vạch chia gần nhất. Neu 
yĩil0 và Vịìịq khác nhau không quá 2 ml, Vf250 lả thể tích 
gõ. Ncu y<()() và V j2 Sfí  khác nhau hơn 2 ml, tiếp tục gõ, ví 
dụ 1250 lần nữa đến khi chênh lệch về thể tích giữa 2 lần

đo liên tiếp ít hơn 2 ml. Dối với một số loại hột, cỏ thể áp 
dụng it lần gõ hơn sau khi đã được thầm định. Tính khối 
lượng riêng eõ ra g/ml áp dụng công thức m/Vf (Vf là thể 
tích gõ cuối cùng). Việc xác định tính chất này cần thực 
hiện băng các phép đo lặp lại. Ghi rõ dộ cao khi rơi cùng 
với két quà.

Hình 6. ỉ 3.3 - Thiết bị đo khối lượng riêng gõ

Neu không thể dùng 100 g mẫu thừ, dùng một lượng bột 
nhỏ hơn và ổng đong 100 ml phù hợp (có thể đọc chính 
xác đến 1 ml) nặng (130 ± 16) g lắp với một giá đờ nặng 
(240 i  12) g. Ghi rõ những thay đổi này cùng với kết quả.

Phương pháp 2
Tiến hành như mô tả ờ phương pháp 1 nhưng dùng thiêt 
bị tạo ra 250 lần gõ trong 1 min từ độ cao (3,0 ± 0,2) ram.

Phương pháp 3
Tiến hàíủi như mô tà trong phương pháp 3 của xác định 
khối lượng riêng thô. dùng cốc đo có nấp như mô tả trong 
Hinh 6.13.2. Cốc đo cỏ nẳp được nâng lên hạ xuống 50 
đến 60 lần trong một phút và dùng thiết bị thử khối lượng 
riêng gõ phù hợp. Thực hiện 200 lân gõ, bỏ năp ra và gạt 
bột dư như mô tả trong phương pháp 3 của xác định khôi 
lượng riêng thô. Lặp lại quá trình với 400 lần gõ. Nếu khối 
lượng của 2 lần đo khác nhau hơn 2 %, lặp lại quy trình thừ 
với 200 lần gô nữa đến khi chênh lệch khối lượng của 2 lần 
đo liên tiếp ít hơn 2 %. Tính khối lượng riêng gõ ra g/ml áp 
dụng cóng thức mf/l 00 (mt là khôi lượng bột trong côc do). 
Thực hiện trên 3 mẫu thử khác nhau và tính kết quà trung 
bình. Các điều kiện thứ, bao gồm độ cao khi rơi, cần được 
báo cáo cùng với kết quà.
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Các phương pháp íìo chỉ số nẻn của bột
Vì các tương tác giừa các hạt bột ảnh hường đên khôi lượng 
riêng thô cùa bột cũng là những tương tác ảnh hường đên 
tính chất chảv của bột. nên việc so sánh khối lượng riêng 
thô và khối lượng riêng gõ có thể cung cấp thước đo mức 
đô quan trụng tương đối của các tương tác này đối với một 
loại bột. Phép so sánh này được sử dụng như một chỉ số vê 
khả năng chảy của bột, ví dụ chỉ sổ nén hoặc tỷ số Hausner. 
Chi số nén và tỷ số Hausner là những chỉ sổ cho biết xu 
hướng bị nén của bột như mô tả ở trên. Các chi số này cho 
phép xác định khả năng lắng xuống của bột và cho phép 
đánh giá mức độ quan trọng tương đôi của tương tác giữa 
các hạt. Với bột có tính chất chày tự do, các tương tác này ít 
cỏ ý nghĩa và khối lượng riêng thô và khoí lượng riêng gô có 
giá trị gân nhau. Đôi với bột khả năng chảy kém hon, tương 
tác giữa các hạt thường lỏn hơn và khối lượng riêng thô và 
khối lượng riêng gõ cũne khác nhau nhiều hon. Sự khác 
nhau này được phàn ánh trong chì số nén và tỷ so Hausner. 
Chỉ số nén:

Dược: ĐIẺN VIỆT NAM V

100(Vn — Vỵ)
Vo

Trong đó:
Vq là the tích biểu kiến khi chưa bị nén. 
Vf là thể tích gõ cuối cùng.
Tỷ so Hausner:

Vọ
V/

Tùy thuộc vào chế phẩm, chi số nén có thể được xác định 
băng cách áp dụng V;n thay cho vữ. Nêu VIỜ được áp dụne, 
cần phải ghi cùng với kết quả,
V-o là thể tích đọc được sau 10 lần gõ lên mẫu bột theo 
phương pháp 1 cùa mục Xác định khổi lượng riêng gò.

PHỤ LỤC 6
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7.1 XẤC ĐỊNH CHỈ SÓ ACETYL

Chỉ so acctvl là số miligam kaỉi hydroxyd cần thiết đề trung 
hòa acid acetic được giai phóng sau khi thủy phân 1 g clìố 
phẩm đã acetyl hóa.

Cách xác định
a) Xác định chỉ số xà phồng hóa của chế phẩm theo Phụ 
lục 7.7.
h) Acetyl hóa chế phẩm theo phương pháp sau: Lẩy 10 g 
chế phẩm cho vào bình Kjeldahl dung tích 200 ml, them 
20 ml anhydrid acetic (77). Lắp ống sinh hàn ngược dùng 
nguồn làm lạnh lả không khí. Đặl bình trcn tấm lưới phú 
chất chịu nhiệt có khoét một lỗ tròn đường kính 4 cin. Đun 
sôi nhẹ trong 2 h bằng ngọn lừa nhỏ có chiều cao không 
quá 25 mm và được điều chỉnh đê lừa không chạm vào đáy 
bình. Đe nguội, rót vào một cổc to chửa sẵn 600 m! nước, 
thêm 0,2 g đá bọt (Tí) và đun sôi 30 min. Làm nguội, 
chuyển sang bình gạn và gạn bỏ lớp dưứi. Rửa chế phẩm 
đâ acetyl hóa ít nhất 3 lần, mỗi lần với 50 ml dung dịch 
na tri cỉorid bão hòa (TT) ấm. cho đến khi nước rửa không 
còn phản ứng acid với giấy quỳ. Cuối cùng, lắc với 20 ml 
nước ấm và loại thật kiệt nước. Rót ché phẩm đã acetyl hóa 
vào một bát sứ nhò, thêm 1 g natrisuỉ/at khan (77), khuấy 
kỳ rồi lọc qua giấy lọc khô gấp nếp. 
c) Xác định chỉ số xà phòng hóa của chế phấm đã acetyl 
hóa theo Phụ lục 7.7.
đ) Tính chi so acetyl của chế phẩm theo công thức sau:

Chỉ sổ acetyl —
(b -  a) X 1335 

1335 -  a

Trong đỏ:
a !à chỉ số xà phòng hỏa cua chế phẩm chưa acetyl hóa; 
b là chi số xà phòng hóa cùa chế phârn đà acetyl hỏa.

7.2 XÁC ĐỊNH CHỈ SÓACID

Chỉ số acid là số miligam kali hydroxyđ càn thiết đe trung 
hòa các acid tự đo chứa trong 1 g chế phẩm.

Cách xác định
Nếu không có chi dẵn khác trong chuyên luận riêng, cân 
chính xác khoảng 10 g che phẩm, thêm 50 ml hỗn hc.Tp dong 
thổ tích cthanoỉ 96 % (TT) và ether (77) đã được trung hòa 
trưởc vái dung dịch kali hydroxyd 0,1 N (CD) hoặc nai rì 
hvdroxyd 0, ỉ N(CĐ), dùng 0,5 rnl dung dịchphenoỉphtaỉein 
(TTi) làm chì thị. Lấc để chá phẩm tan hoàn toàn. Nếu chế 
phâm khó tan, có thổ đun hồi lưu trên cách thủy. Chuẩn độ 
bằng dung dịch kaỉi hydroxyd 0, ỉ N (CO), lắc liên tục cho 
đến khi xuất hiện màu hồng bền vững trong 15 s.

Tính chi so acid của chế phẩm theo công thức sau:
í 5,610 xaChi so acid = —----------

p
Trong đó:
a là số ml dung dịch kaỉi hydroxyd 0, Ị N (CĐ) đã dùng; 
p là lượng chế phầm dem thử (g).

7.3 XÁC ĐỊNH CHỈ SỚ ESTER

Chi so cstcr là số miligam kali hydroxyd cần thiết để xà 
phòng hỏa các ester cỏ trong 1 g chê phẩm.

Cách xác định
a) Xác định chi số xà phòng hóa của che phẩm theo Phụ 
lục 7.7.
b) Xác định chỉ so acid cùa chế phẩm theo Phụ lục 7.2. 
Tính chì số ester bàng cách lấy chỉ số xà phòng hóa trừ đi 
chỉ số acid cua chế phẩm.
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7.4 XÁC ĐỊNH CHÌ SÓ HYDROXYL

Chi sổ hydroxyl là số miligam kali hydroxyd cần thiết để 
trung hòa acid tổ hợp do acyl hóa 1 g chế phẩm.

Cách xác định
Sử dụng phương pháp A, trừ khì có chi dẫn khác trong 
chuyên luận riêng.

Phương pháp A
Nếu không có chỉ dần khác trong chuyên luận riêng, cân 
chính xác một lượng ché phẩm (theo chi dẫn trong Bảng 
7.4) cho vào bình acetyl hóa dung tích 150 ml có lẳp ong 
sinh hàn ngược dùng nguồn ỉàm lạnh là không khí, thêm 
lượng thuốc thử pvridin - anhydrid acetic (TT) tương ứng. 
Đun sôi 1 h trong cách thủy, điều chỉnh đê mực nước cao 
hơn mực chất lỏng trong bình khoảng 2,5 cm. Lẩy bình 
cùng ổng sinh hàn ra khỏi nồi cách thủy, ítể nguội, dùng 
5 ml nước rửa ong sinh hàn. Neu hỗn hợp bị đục, thêm 
pvridỉn (Tỉ) vừa đù đề làm trong. Ghi lại sổ ml pyridin 
(Ti) dã thêm. Lắc và dun lại trong cách thủy 10 min nữa, 
rồi lấy ra. để nguội. Rửa ốne sính hàn và thành binh với 
5 ml cthanoỉ 96 % (77) dà trung tính trước với dung 
dịch phcnoỉphtaỉein (Tỉ)). Chuẩn độ bàng dung dịch kaỉi 
hydroxyd 0,5 N  trong clhanol (CĐ), dùng 0,2 ml dung dịch 
phenoỉphtaỉein (77/). Song song tiến hành một mẫu trắng. 
Tính chì số hydroxy! của chế phẩm theo công thức sau:

(b -a )x  28,05 ,
Chỉ sô hydroxyl = ------------------  -t- chỉ sô acid

Trong đó:
a là số ml dung dịch kaỉi hydroxyd 0,5 N trong ethanol 
(CD) đã dùng trong mầu thừ;
b là số ml dung dịch kali hydroxyd 0,5 /V trong ethanoỉ 
(CĐ) dã dùng trong mẫu trang; 
p là lượng chế phẩm dcm thử (g).

PL-1X0
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Hàng 7.4 - Lượng ché pliẩm và lượng thuốc thừ tương ứng

Chỉ số LuụTig chc phẩm
1 _ í

Lưọng thuốc thử 
pyridin - anhydrid

hydroxyl căn lay (g) acetic (ml)
10- 100 2,0 5.0
100-150 1,5 5,0
150-200 LO 5,0
200 - 250 0,75 5,0
250 - 300 0,60 hay 1,20 5,0 hay 10,0
300 - 350 1,0 10,0

350 - 700 0,75 15,0
700 - 950 0,5 15,0

Phương pháp B

toàn khô dung tích 5 ml. thêm 2 mi thuốc thừ anhydrid 
propionic (TT). Đậy nút và lắc nhẹ nhàng cho đến khi chế 
phẩm tan hoàn toàn. Đẻ yên trong 2 h. Nếu không cỏ chỉ 
dẫn khác, mở nấp, cho ca binh vào một bình nón rộng 
miệng dung tích 500 ml, cỏ chứa sằn 25,0 ml dung dịch 
aniỉĩn trong cvclohexan (77) và 30 ml acid acetic báng 
(TT). Lẳc tròn, đề yên 5 min và chuẩn độ bàng dung dịch 
acid percỉoric 0,1 N (CD) cho đến màu xanh ngọc, dùng 
0,05 ml dung dịch tim tình thê (77) làm chi thị. Song song 
tiến hành một mầu trắng.
Tính chỉ so hydroxyl của che phẩm theo công thức sau:

_  ; (b " a) X 5,610
Chi sò hydroxyl = ------- _---------p

Trong đỏ:
a là sô ml dung dịch acid pcrcỉoric 0,1 N (CD) đã dùng 
trong mẫu thử;
b là sô ml dung dịch acid pcrcỉoric 0,1 N (CD) đã dùng 
trong mẫu trắng;
p là lượng chế phẩm đem thừ (g).
Xác định hàm lượng (%) nước trong chế phẩm (A) theo 
Phụ lục 10.3. Tính chi so hydroxyl hiệu chỉnh theo còng 
thức sau:
Chỉ sổ hydroxyl hiệu chinh -  Chi số hydroxyl -31,1 X A.

7.5 XÁC ĐỊNH CHỈ SÓIOD

Chi số iod lả so garn halogen. tính theo iod, kết hợp với 
100 g chế phâm trong những điều kiện qui định.

Cách xác định
Sừ dụng phương pháp iod bromid, trừ khi có chì dẫn khác 
trong chuyên luận riêng.

Phu ưng pháp ỉod bromid
Nêu không có chỉ dẫn khác trong chuyên luận riêng, lây 
lượng chế phàm theo chi dan trong Bàng 7.5 để thử.

PHỤ I.ục 7

Dàng 7.5 - Lượng chế phẩm cần lây

Chỉ số iod Lượng chế phẩm cần lấy (g)
Dưới 20 1,0

20-60 0,5 đốn 0,25
60- 100 0,25-0,15
Trẽn 100 0,15-0,10

Cản lượng chế phẩm đã chi dần, cho vào bình nón núi 
mài dã dược làm khô hoặc được tráng băng acid acetic 
băng (TT), ncu không chỉ dẫn khác, hòa tan trong 15 ml 
dom  form (77). Thêm từ từ 25,0 ml dung dịch iod bromìd 
(77), đậy nút, nếu không có chỉ dẫn khác, đê yên trong chỗ 
tối 30 min, thinh thoảng lắc. Thêm 10 ml dung dịch kali 
iodid 10%  (77) và 100 ml nước cất. Chuẩn độ bằng dung 
dịch natri thioaulfat 0,1 N (CD), lắc mạnh cho đến khi 
dung dịch có màu vàng nhạt, thêm 5 ml dung dịch ho tinh 
bột (77) và tiếp lục chuẩn độ chậm cho đến khi dung dịch 
mất màu. Song song tiến hành một mẫu trắng.
Tính chỉ số iod của chế phẩm theo công thức sau:

Chi số iođ “
1,269 X (b -a )  

p
Trong đó:
a là số ml dung dịch natri thiosulfat 0, Ị N  (CĐ) đà dùng 
trong mẫu thử;
b là so ml dung dịch natri thiosulfat 0, ỉ N  (CĐ) dùng trong 
mẫu trắng;
p ià lượng che phẩm đem thử (g).

Phương pháp iod monoclorid
Neu chuyên luận quy định dũng binh định lượng 
iod, trừ khi có chi dần khác, dùng loại bình dung tích 
250 ml và đáp ứng các tiêu cliuân quốc gia.
Hòa tan lượng chá phẩm đã chỉ dẫn với 10 ml dicỉoromethan 
(TT) trong một bỉnh định lượng iod khô. Thêm 20 ml dung 
dịch iod monodor id (TT). Đậy nút đã được lảm ướt với 
dung dịch kaỉi ịodid 10 % (77), đe yên 30 min trong chỗ 
tôi ờ nhiệt độ 15 °c đến 25 %\ Nho 15 mỉ dung dịch kali 
iodid 10 % (TT) lên miệng bình và cân thận mờ nút. Rửa 
nút, miệng và thành bình với 100 ml nước, lẳc đều. Chuân 
độ bằng dung dịch natri thiosuựaỉ 0,1 .V (CD), lắc mạnh 
cho đen khi dung dịch có màu vàng nhạt, thêm 0,5 ml dung 
dịch hồ tinh bột (TỴ) và tiếp tục chuẩn độ chậm cho đến khi 
dung dịch mất màu. Song song tiến hành một mẫu tráng. 
Tính chi so iod của chế phâm theo công thức sau:

] .269 >' (h a)
Chì sô iod = ----- ..—

p
Trong đỏ:
a là số ml dung dịch natri thiosuựat 0,1 N (CĐ) đà dùng 
trong mẫu thử;
b là số ml dung dịch na tri thiosulỊat 0,1 bỉ (CĐ) dừng trong 
mau trang;
p là lượng chế phẩm đem thử (g).
Có thể tính lượng chế phẩm dem thử (g) bảng cách 
láy 20 chia cho chi số iod lý thavết cao nhất cua che
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phẩm. Neu mẫu thử tiéu thụ quá nửa Ỉượníỉ thuốc thử iod 
monoclorid cho vào, phải lảm lại thí nẹhiệm với lưựniĩ 
chế phẩm nhò hon.

7.6 XÁC ĐỊNH CHỈ SÓ PEROXYD

Chỉ sổ peroxyd lả sổ mili dương lượng gam oxyeen hoạt 
tinh biểu thị lượn ạ peroxyd chứa trong 1000 g chế phẩm 
khi được xác định theo các phương pháp dưới đây.
Cách xác định
Sử dụng phương pháp A, khi chuyên luận riêng không qui 
định phương pháp thử.

Phtrtmg pháp A
Cân 5,00 g chế phám cho vào bình nón nút mài dung tích 
250 ml, thêm 30 ml hồn hợp gồm 3 thể tích acicí Ítceíic 
hãng (Tỉ) và 2 thổ tích cloroform (77), lắc cho tan và thêm 
0.5 ml dung dịch kali ioảỉd bão hòa (TT). Lắc đúng 1 min, 
thcm 30 mỉ nước. Chuẩn độ chậm bang dung dịch natri 
thiosuifat 0,01 N (CD), liên tục lẳc mạnh, cho đến khi màu 
vàng gần như biến mất. Thèm 0,5 ml dung dịch hò linh 
hột (Tỉ) vả tiếp tục chuân độ, lắc mạnh, đến khi đung dịch 
mất màu.
Song song tiến hành một mẫu trắng. Lượng dung dịch 
natri thiosuỉýat 0,01 N (CĐ) đã dùng trong mẫu trẳng 
không được vượt quá 0,1 ml.
Chi số peroxyd của chế phẩm được tính theo công thức sau:

(a -  b) X 10 
Chì sỏ pcroxyd = —------ --------

Trong đó:
a là số ml dung dịch natri thiosulfat 0,01 N (CĐ) đã dùng 
trong mầu thử;
b là sổ ml dung dịch natri thỉosuỉ/at 0,0ì N (CĐ) đfi dùng 
trong mẫu trắng;
p là lượng chế phẩm đem thử (g).

Phưong pháp B
Tiến hành thử trong điều kiện tránh ánh sáng.
Cân chính xác một lượng chế phẩm (theo chỉ dẫn trong 
Bảng 7.6.) cho vào bình nón nút mài dung tích 250 ml, 
thẻm 50 ml hỗn hợp gồm 3 thể tích acid acetic hãng (TT) 
và 2 thể tích írimelhylpentan (TT). Đậy nút, lấc cho tan và 
thêm 0,5 mỉ dung dịch kali ỉodid bão hỏa (TT). Đậy nứt, 
để yên dung dịch trong (60 ± 1) s. Tiếp tục lắc mạnh, rồi 
thêm 30 ml nước. Chuẩn độ chậm bằng dung dịch natri 
thìosuỉ/at 0,01 N (CD), liên tục lắc mạnh cho đến khi màu 
vàng gần như biên mất. Thêm 0,5 ml dung dịch hồ tình bột 
(Ti) và tiếp tục chuẩn độ, liên tục lắc mạnh, nhát là gàn 
diêm kêt thúc đổ giải phóng hết iod ra khôi lớp dung môi. 
Thcm từng giọt dung dịch natri thiosuỉ/at 0,01 N (CĐ) cho 
đến khi mất màu lam.
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Bàng 7.6 - Lượng chế phẩm cần lấy

Chì sỗ peroxyd Lưựng chế phẩm cần lấy (g)
0 - 12 2,00-5,00
12-20 1,20 - 2,00

20 - 30 0,80- 1,20

30 - 50 0,50 - 0,80
50 - 90 0,30-0,50

Tùy thuộc vào lượng dung dịch natri thiosul/at 0,0Ị N 
(CD) đã sử dựng, nếu cần có thể thay thế bảng dung dịch 
natri thiosulỊat 0,1 ;V (CD).
Ghi chú: Đoi với chi số peroxyd > 70, khi chuân độ đến 
dunu dịch có màu vàng nhạt, chờ 15 s đen 30 s mới thêm
dung dịch hồ tỉnh bột (TT), do trimcthylpentan có xu 
hướng nôi lẽn bề mặt lớp nước và đây là thời gian cần thiết 
để trộn dung môi với dung dịch định lượng, đông thời giải 
phóng hét iod. Nên dùng dung dịch natri thiosuỉfat 0,1 N 
(CD) khi chi sô peroxvd lớn hon 150. Có thê cho lượng 
nhò dung dịch chất nhũ hóa cân bằng ưa nước/ưa dầu cao 
(như polysọrbat 60) 0,5 % đốn 1,0 % (kl/kl) vào hỗn hợp 
phản ứng đê làm chậm sự tách pha và đây nhanh thời gian 
giải phóng iod.
Song song tién hành một mẫu trắng. Nếu lượng dung dịch 
natri thiosulíat dùng trong mâu trăng vượt quá 0,1 ml, thay 
các thuốc thử tinh khiết và tién hành thử nghiệm lại.
Chì số pcroxyd của chế phẩm được tính theo công thức sau:

(a -  b) X 1000 X c 
Chỉ sô pcroxyd = ----------------------

Trone đó:
a lả số ml dung dịch natri thiosulíat đà đùng trong mẫu thừ: 
b là số ml dung dịch natri thiosulíat đã dùng trong mâu trăng: 
c là nồng độ đương lượng của dung dịch natri thiosulíat; 
p là lượng chế phẩm dem thừ (g).

7.7 XÁC ĐỊNH CHỈ SỐ XÀ PHÒNG HỎA

Chi số xà phòng hóa là sổ mili gam kali hydroxyd cân thiết 
để trung hòa các aeiđ Lự do và để xà phòng hóa các estcr 
chứa trong 1 g chất thử.

Cách xác định
Nếu không có chi dần khác trong chuycn luận riêng, lay 
lượng chế phẩm theo chi dẫn trong Bảng 7.7 (tổ thủ.

Bcìng 7.7 - Lượng chế phẩm cần lấv

Clù số xà phòng hóa lượng chế phẩm cần
3-10 12,0 15,0
10-40 8,0 -  12,0
40-60 5,0 -  8,0

5 ° 
;

3,0 5,0
100- 200 2 5 -  3,0
200 - 300 1,0 2,0
300 - 400 0,5 1,0

PI.-IK2



Cân chính xác lượng chế phẩm đã chỉ dẫn cho vào bình 
nón nút mài dung tích 250 ml. Thêm 25,0 ml dung dịch 
kaỉi hydroxyd 0,5 N trong ethanol (CD) và vài viên bi thủy 
tinh. Lắp ổng sinh hàn ngược và, trừ khi có chỉ dẫn khác, 
đun sôi 30 min trên cách thủy, thỉnh thoảng lăc. Thêm 
1 mỉ dung dịch phcnoỉphtaỉeìn (Ti'ị) vả chuan độ ngay (khi 
dung dịch còn đang nóng) bang dung dịch acid hvdroclvric 
0,5 N (CĐ). Song song tiến hành một mẫu trắng.
Chi số xà phòng hóa của chế phẩm được tỉnh theo công 
thức sau:

28,05 X (b -  a)
Chỉ sô xà phòng hóa -  ------ ------ -

Trong đó:
a là sổ ml dung dịch kali hvdroxyd 0,5 N trong ethanoỉ 
(CĐ) đă dùng troníi mẫu trắng;
b là sổ ml dung dịch kaỉi hvdroxyd 0,5 N trong ethcmơì 
(CD) đã dùng trone mẫu thử; 
p là lưọme chế phẩm đem thử (g).

7.8 XÁC ĐỊNH CHÁT KHÔNG BỊ XÀ PHÒNG HỎA

Chất không bị xà phòng hóa, được tính bằng tỷ lệ phần 
trăm (kl/kl), là phần không bay hơi ờ 100 °C’ đến 105 cc  
thu được khi chiết chá phẩm đằ được xà phòng hóa với 
một dung môi hữu cơ.

Cách xác định
Dùng phương pháp 1, trừ khi có chỉ dẫn khác trong chuyên 
luận riêng.

Phương pháp 1
Cân chính xác khoảng 2,0 g đén 2,5 g ché phẩm cho vào 
bình dung tích 250 ml, thêm 25 nil dung dịch kaỉi hydroxyd 
0,5 N  trong eihanoỉ ÍTT) và đun sôi 1 h dưới ống sinh hàn 
ngược trên cách thủy, thỉnh thoảng íấc. Chuyên đung dịch 
sang bình gạn, tráng rửa bình với 50 m! nước và khi dung 
dịch còn đang âm, chiết bàng cách lác mạnh 3 lần, mỗi lần 
với 50 ml ether không có peroxyd (TT), dùng 50 mỉ ethcr 
đâu đê tráng rửa bình. Tập trung dịch chiết ether vảo một 
bình gạn khác chứa sẵn 20 ml nước. Nếu dịch chiết ether có 
chứa các tiểu phân rắn lơ lửng, lọc qua giấy lọc loại không 
có chất béo, rồi rửa giây lọc bàng ethcr không có perưxyd 
777). Lăc nhẹ bình gạn trong vài phút, đê yên cho tách lộp 
và loại bò lớp nước. Rừa dịch chiêt ether bàng cách ỉẳc 
mạnh 2 lần, mồi lần với 20 ml nước và sau đó 3 iàn, mỗi 
lần với 20 ml dung dịch kaii hvdroxvd 0,5 N  (77), lắc mạnh 
và rửa với 20 ml nước sau mỗi lần xử lý. Cuối cùng rửa 
nhiều lần, mỗi lần với 20 rnl nước, cho đến khi nước íừa 
không còn phản ứng kiềm với dung dịch phenuìphtuỉeìn 
(Tỉlì- Chuyên dịch chiêt ether vào một bình đã cân bì và 
tráng binh gạn bàng ether không có peroxy'd (7T). cất bav 
hưi cthcr, rôi thêm 3 ml aceion (TT). Dùng ỉuồng không khí 
nhẹ nhàng đuôi hổt dung môi ra klìòi binh được ngâm ngập 
trong nước đang sôi. đê nghiêng vả quay tròn, sấy bình đến 
khôi lượng không đối ở nhiệt độ không quá 80 cc.

Dược ĐI ỀN VIỆT N A M  V

Hòa tan cắn trong bình với Ỉ0 mì ethcmoỉ 96 % (77) mới 
đun sôi và đã được trung tính với dung dịch phenolphtaỉein 
(TTị). Chuẩn độ bằng dung dịch nơ tri hyđroxyd 0, ỉ N trong 
ethanoỉ (CD) với chì thị là dung dịch phenoỉphtaỉeìn (TTị). 
Nếu lương dung dịch natri hỵdroxyd 0,ỉ N trong ethanoỉ 
(CD) tiêu thụ không quá 0,1 ml, khôi lượng căn cân được 
là lượng chất không bị xà phòng hóa. Tỉnh tỳ lệ phần trăm 
chất không bị xà phòng hóa cỏ trong chê phâm.
Nếu lượng dung dịch natri hydroxyd 0,1 N  trong cthanoỉ 
(CĐ) tiêu thụ quá 0,1 mỉ, phải làm lại thí nghiệm.

Phương pháp 2
Cân chính xác lượng chế phẩm theo chỉ dẫn (P g) cho vào 
một bỉnh dung tích 250 ml, thêm 50 ml dung dịch kaỉi 
hvdroxyd 2 M trong ethanoỉ (77) và đun 1 h dưới ông sinh 
hàn ngược trên cách thủy, thỉnh thoảng lăc. Làin nguội tới 
nhiệt độ dưới 25 °c và chuvcn dung dịch sang một bình 
gạn, tráng rừa với 100 ml nước, rồi chiết cân thận 3 lân, 
mồi lan với 100 ml ether không có peroxyd(TT). Tập trung 
dịch chiết ether vào một bình gạn khác chứa sẵn 40 ml 
nước, lac nhẹ vài phút, đê yên cho tách lớp và loại bó ỉứp 
nước. Rửa dịch chiết ether 2 ỉần, mỗi lần với 40 ml nưởc 
và sau đỏ 3 lẩn, mỗi lần với 40 ml dung địch kaỉi hydroxyd 
3 % (Tỉ'), rừa với 40 ml nước sau mỗi lần xử lý. Cuối củng 
rửa nhiều lần, mỗi lần với 40 ml nước, cho đến khi nước rửa 
không còn phản ứng kiềm với dung dịch phenoỉphtaỉeỉn 
(TTị). Chuyên dung dịch ether vào bình đã cân bì, rửa bình 
gạn với ether không có peroxyd (77). cất cẩn thận cho 
bay hơi hết ether, thêm 6 ml ace.ton (TT) vào cắn. Dùng 
luồng khí nhẹ nhàng đuồi hểt dune môi ra khòi bình và sấy 
khô căn đên khôi lượng không đôi ờ nhiệt độ 100 °c đên 
105 °c. Dê nguội bình trong bình hút ẩm và càn xác định 
khối lưọug cắn (A g).
TỲ lệ phần trăm chất không bị xà phòng hóa trone chế 
phẩm -  100 A/P
Hòa tan cắn trong 20 mi ethanoì 96 % (TT) đã được trung 
hòa trước với dung dịch phenoìphtctìein (77) và chuẩn độ 
băng dung dịch natri hvdroxyd 0, Ị N trong ethcmoỉ (CĐ). 
Nêu lượng dung dịch natri hydroxxd 0, ỉ N trong cthanoỉ 
(CĐ) tiêu thụ quá 0,2 ml, can đã cân không được coi là 
chất không bị xà phòng hóa và phài làm lại thí nghiệm.

7.9 XÁC ĐỊNH LƯU HUỲNH DIOXYD

Áp dụng phương pháp 1, trừ khi có chì dẫn khác.

Phương pháp 1
Dụng cụ: Bình cầu dung lích 1000 mỉ đến 1500 ml được 
lấp với sinh hàn ngược. Đầu trên cùa sinh hàn nối liên 
tiếp với hai ống hấp thụ, mồi ống chứa 10 ml dung dịch 
hvdrogen peroxyd 20 thê tích (77) mới được trung hòa 
với dung dịch natri hydroxyd 0,1 N (CĐ), dùng dung dịch 
xanh hmmophenol (TT) làm chi thị. Bình được lấp một vòi 
sục khí với đẩu gần chạm đáy bỉnh.
Cách tiến hành:
Cho 500 ml nước và 20 ml acidhvdrocỉoric (77) vào binh. 
Sục luồng khí nitrogen hay caroon dioxỵd dã di qua dung
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dịch na tri carbonat 10 % (77), đun từ từ dung dịch trong 
binh cho đến sỏi. Duy tri luông khí sục, để dung dịch sôi 
trong khoảng 10 min, làm nguội bằng cách nhúng bình từ 
từ vào nước. Mỡ nắp, cho nhanh lượng chế phẩm đã cân 
(50 g đền 100 g) vào bình, đun nhẹ và để sôi trong 45 min. 
Tháo hai ống hấp thụ trước khi ngừng sục khí. Gộp dung 
dịch trong hai ổng hấp thụ vả chuấn độ bằng dung dịch 
natri hydroxyd 0, ỉ N  (CD).
1 rnl dung dịch naỉri hydroxyd 0,ỉ N (C.Đ) tương đương 
với 3,203 mg S02.
Lặp lại phép thừ trên, nhưng không có che phẩm. Dung 
dịch trong ong hấp thụ vần phải trung tính.

Phương pháp 2
Cho 150 ml nước vào bình A (Hình 7.9.) và sực khí earbon 
dioxyd 15 min qua toàn bộ hộ thống với tốc độ 100 mLmin. 
Lây 10 ml dung dịch hvdrogen peroxyd loãng (77), thêm 
0,15 ml dung dịch xanh bromophenoỉ trong ethanoỉ (77). 
Thêm dung dịch natri hydroxvd I0,1 N (CĐ) ciio dến khi 
xuất hiện màu tím xanh (không vượt quả điểm tương 
đương) và chuyển dung dịch thu được vào ổng nghiệm D. 
Duy trì luồng khí sục carbon đioxyd, tháo bình gạn B ra 
và dùng 100 mỉ nước chuyển khoảng 25,0 g chế phẩm 
váo bình A. Qua bình gạn, cho 80 ml dung dịch acid 
hydrocloric lồ % (77) vào bình A và đun sôi 1 h. Mờ khóa 
bình gạn, ngừng sục khí, dừng đun nóng và nước sinh hàn. 
Dùng một ít nước chuyển dung dịch trong ống nghiêm D 
sang bình nón miệng rộng dung tích 200 ml. Đun 15 min 
trên cách thủy và để nguội. Thêm 0,1 ml dung dịch xanh 
hromophenoỉ trong ethanol (77) và chuân độ băng dưng 
dịch natri hvdroxvd 0,1 N (CD) cho đến khi chuycn màu từ 
vàng sang xanh tím.
Song song tiến hành một mầu trăng.
Hàm lượng lưu huỳnh dioxyd (phẩn triệu) được tính theo 
công thức sau:

32030 = (Ư -  ự )  X — 
m

Trong đó:
V ị là số 111Ì dung dịch nơtri hydroxyd 0,1 N (CĐ) đã dùng 
trong mẫu thử;
v 2 là số ml dung dịch na trị hydroxyd 0,1 N (CD) dã dùng 
trong mau trắng;
n là nồng độ dương lượng thực của dung dịch natri 
hydroxyd 0. ỉ ;V (CỌ); 
m ià lượng ché phẩm đem thứ (g).

7.10 XÁC ĐỊNH CÁC CHẤT OXY HÓA 

Cách xác định
Nếu không có chi dẫn khác trong chuyên luận riêng, cân 
chính xác khoảng 4,0 g che phẩm cho vào hình nón nút 
mài dung tích 125 ml, thêm 50,0 ml nước. Đậy nút và lấc 
5 min. Chuyên sang ông nút mài dung tích 50 mi vả ly tâm. 
Lấy 25,0 ml dung dịch trong ờ trên cho vào bỉnh nón nút 
mài dung tích 125 ml, thêm 1 ml acid acetic băng (TT) và 
0,5 g đổn 1,0 g kaỉi iỡdid (77). Đậy nút, lắc nhẹ và đế yên 
25 min đến 30 min trong chỗ tối. Thêm I ml dung dịch hồ 
tinh bột (77) và định lượng bằng dung dịch natri thỉosul/at 
0,002 N (CD) cho đến khi dung dịch mất màu. Song song 
tiển hành một mầu trắng.
ỉ ml dung dịch natrỉ thiosuựat 0,002 'V (CĐ) tương ứng 
với 34 ịig chất oxy hóa, tính theo H20 2.
Hàm lượng chất oxy hóa, tính theo H20 2, không được quá 
0,002 % (ki/kl), trừ khi cỏ chỉ dẫn khác trong chuyên luận riêng.

7.11 XÁC ĐỊNH CARBON h £Tư c ơ  TOÀN PHẦN 
TRONG NƯỚC DÙNG CHO NGÀNH D ư ợ c

Lượng carbon hừu cơ toàn phàn (TOC) có trong nước 
dùng cho ngành dược được xác định bằng một phcp định 
lượng giản tiếp các chất hữu cơ. Việc định lượng TOC 
cũng có thổ được dùng để kiểm soát quá trinh thực hiện 
các công đoạn khác nhau trong sàn xuất thuốc.
Có nhiều phương pháp xác định TOC. Bởi vậy, thav vì đưa 
ra một kỹ thuật cụ thể, chuyên luận chung này chi mỏ tả 
các quv trinh được sử dụng để đánh giá phương pháp dã
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chọn và xử lý kẻt quả trong các phép thừ giới hạn. Một 
dung dịch chuẩn được phân tích sau những khoảng thời 
gian thích hợp, tùy thuộc vào tân suất đo. Dung dịch chuân 
này được pha từ một chât dê bị oxỵ hóa (như đường trăng) 
có nồng độ dược điều chỉnh đù đê thiêt bị phát hiện được 
và tương ứng với giới hạn TOC cần đo. Độ thích hợp của 
hệ thống được xác định băng việc phân tích dung dịch một 
chất khó bị oxy hóa hơn (như 1,4-benzoquinon).
Nói chưng, các kiểu thiết bị dùng để xác định TOC trong 
nước đùng cho ngành dược đều hoạt động theo nguyên lý 
oxy hóa hoàn toàn các phân tử chất hữu cư trong mau nước 
thừ thành carbon dioxyd, sau đó định lượng carbon dioxyd 
tạo thành và dùng kết quả thu được để tính hàm lượng 
carbon trong nước.
Thiết bị sừ dụng phải phân biệt được carbon hữu cơ và 
carbon vô cơ (thường tồn tại ở dạng carbonat). Khả năng 
phân tách phải hiệu quà bang cách xác định lượng carbon 
vô cơ rồi tính lượng carbon hữu cơ bang cách trừ nó khỏi 
hàm lượng carbon toàn phần. Cùng có thê loại sạch carbon 
vô cơ khôi mẫu thừ trước khi oxy hóa. Trong trường hợp 
này cổ thể cỏ những phân t ử  carbon hữu CƯ cũng b ị  loại 
theo, tuy nhiên, những chất hừu cơ đó tồn tại rất ít trong 
nước dùng cho ngành dược.

Thỉết bị
Sử dụng loại thiết bị đã được hiệu chinh gắn trên dây chuyền 
hoặc đặt riêng rẽ. Kiểm tra độ thích hợp của hệ thổng sau 
những khoảng thời gian thích hợp như mô tả ở dưới đây. 
Thiết bị phải cỏ giới hạn phát hiện < 0,05 mg carbon/1.

Nước TOC
Sử dụng nước tinh khiết cao đạt các tiêu chuẩn sau:
Điện dẫn suất: Không quá 1,0 pS-cm ■' ờ 25 °c.
TOC: Không quá 0,1 mg/1.
Tùy thuộc vào loại thiết bị sử dụng, hàm lượng kim loại 
nặng và đông có thê phải được không chê. Cân tuân theo 
các hướng dân của nhà sản xuất thiết bị.

Chuẩn bị đồ thủy tinh
Sừ dụng đồ thùy tinh được rửa sạch cản thận bằng phương 
pháp thích hợp đè loại bò các chất hữu cơ. Cuối cùng, 
dùng nước TOC dể tráng lại.

Dung dịch chuẩn
Hòa tan đường trắng, đã dược sấy khô 3 h ờ 105 °c, trong 
nước TOC dê thu được dung dịch chứa 1,19 mg đường 
trắng/L (0,50 mg carbon/L).

Dung dịch thử
Thực hiện tất cá các biện pháp cần thiết để tránh ô nhiễm, 
kây đây nước cân thừ vào một binh kín. Kicm tra nước 
càng nhanh càng tốt để giâm thiểu ô nhiễm do đồ chứa và 
nút đậy của 11Ó.

Dung dịch kiểm tra độ thích họp của hệ thống
Hòa tan l,4-benzoquinon trong nước TOC để thu được 
dung dịch có nồng độ 0,75 mg l,4-benzoquinon/L 
(0,50 mc carbcm/L).

Dược ĐIỂN VIỆT NAM V

Kiểm soát nước TOC
Sử dụng nước TÓC thu được vào cùng thời điểm lấy đổ 
pha chê dung dịch chu ân và dung dịch kiêm tra độ thích 
hợp của hệ thống.

Các dung dịch kiểm tra
Ngoài việc kicm soát nước TOC, chuân bị các dung dịch 
trắng thích hợp hay các dung dịch cần thiết khác để hiệu 
chinh đường nền theo hướng dẫn của nhà sàn xuất thiết bị. 
Tiến hành thử các mẫu trắng thích hợp đê chinh thiết bị 
về không.

Đô thích hợp của hệ thống
Tiến hành thử và ghi lại đáp ứng cùa các dung dịch sau: 
Nước TOC (Rn), dung dịch chuẩn (Rc) và dung dịch kiểm 
tra độ thích hợp cùa hệ thống (Rrtl). Tính tỳ lệ phần trăm 
hiệu quả đáp ứng theo công thức sau:

R77/ — Ry
R E -  X 100

R( - R.v

Hệ thống được coi là thích hợp nếu RE nam trong khoảng 
85,0% đến 115,0%.

Cách tiến hành
Tiến hành kiểm tra mẫu nước thử và ghi lại đáp 
ứng (Ry). Mầu nước thử được coi là đạt yêu cầu khi
Rt ^ R<' — Rn.
Có thổ áp dụng phương pháp này khi sử dụng thiết bị đặt 
trong dây chuyên đã được hiệu chỉnh đúng mức và có độ 
thích hợp hậ thống chấp nhận được. Vị trí đặt thiết bị phải 
được lựa chọn đe đảm bảo các đáp ứng là đại diện cho 
nước được sử dụng.
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8.1 CÁC PHẢN ỪNC ĐỊNH TÍNH 

Acetat
A. Đun nóng chế phẩm với cùng một lượng acid oxaỉic 
(TT). Hưi xông ra có mùi acid acctic.
B. Hòa tan khoảng 30 mg chẻ phẩm trong 3 ml nước hoặc 
lấy 3 ml dung dịch theo chỉ dần trong chuyên luận. Thêm 
lẩn lượt 0,25 ml dung dịch lanthan nìtrat 5 Vo (Tí), 0,1 ml 
dung dịch iod 0,! N và 0,05 ml dung dịch ưmoniac 2 M 
(77) và đun nóng hồn hợp cân thận đến sôi, sau vài phút 
xuất hiện tủa màu xanh lam hay màu xanh lam thầm.

Nhóm acetyl
Lấy một ổng nghiệm (kích thước 18 mm X 180 mm), 
cho vào khoảng 15 mg chế phẩm hay một lượng theo chỉ 
dẫn trong chuyên luận và 0,15 ml acid phosphoric (77). 
Đậy ống nghiệm bàng một nút có mang bẽn trons một 
ổng nghiệm nhò hom (kích thước 10 mm X 100 mm), ong 
nghiệm này chứa nước để làm sinh hàn. Cho một giọt dung 
dịch lanthan nitrat 5 % (TT) bám vào thành đáy ngoài cùa 
ống nghiệm nhò (sao cho giọt thuoc thử này không bị roi 
xuống ống nghiệm chứa chế phẩm trong suốt quá trình thí 
nghiệm, nếu rơi phải làm lại thí nghiệm từ đầu). Đật thiết 
bị trong cách thủy sôi 5 min (trừ trường hợp chế phẩm khó 
thủy phân), sau đó lấy ống nghiệm nhò ra, gạt chất lùng thu 
được ở đáy ngoài ống nghiệm vào một tấm sứ trắng đà chứa 
sẵn 0,05 ml dung dịch iod 0,02 N (TT), thcm vào cạnh đỏ 
0,05 ml dung dịch amonỉac 2 M (TT). Sau 1 min đôn 2 min, 
ở vòng tiếp xúc giữa hai dung dịch xuất hiện màu xanh lam 
dần dần Ihẫm lên và bển trong một thời gian ngan.
Đối với các chế phẩm khó thủy phân, tiến hành theo chỉ 
dẫn ờ trên, nhưng đun hỗn hợp từ từ tới sỏi trên ngọn lừa, 
thay cho việc đun trong cách thủy.

Alcaloid
Hòa tan vài mg chế phẩm hoặc một lượng chế phẩm theo 
chi dẫn trong chuycn luận trong 5 ml nước, thỏm dung 
dịch acỉd hydroclorìc 2 M  (77) đen khi có phàn ứng acid, 
thêm 1 ml thuốc thửDrageììdor//(77), xuất hiện tủa màu 
cam hay đỏ cam.

Amin thơm bậc nhất
Acid hóa một lượng dung dịch chế phẩm theo chi dẫn 
trong chuyên luận bằng dung dịch acìd hydrodurìc 2 M 
(77) hoặc hòa tan 0,1 g chế phẩm trong 2 ml dung dịch 
acid hydrocỉoric 2 A/ (77). Thèm 0,2 ml dung dịch natri 
ni ỉ rít Ỉ0%  (77), sau 1 min đến 2 min thêm 1 ml dung dịch 
2-naphỉhol trong kiềm (77). Hỗn hợp có màu cam thầm 
hay màu đỏ và thường có tủa cùng màu.

Amoni (muối)
A. Ilòa tan khoảng 0,02 g chế phẩm trong 2 inl nước hoặc 
lây một lượng dung dịch theo chỉ dần trong chuyên luận 
thêm 2 ml dung dịch natri hydroxyd 2 M (77), đun nóng, 
sẽ xông ra khí có mùi dặc biệt và làm xanh giấy quỳ đỏ đã 
thấm nước.
B. Ilòa tan khoảng 10 nig chế phẩm trong 5 m! nước hay 
một lượng dung dịch theo chỉ dẫn trong chuycn luận, thcm 
0.2 ml thuốc thừ Nessìer (77), hồn hợp cỏ màu vàng hay 
tùa vàng nâu.

Arseniat
A. Đun cách thủy 5 ml dung dịch chế phẩm 5 % hoặc 
5 ml dung dịch chè phàm theo chỉ dẫn trong chuyên luận 
với cùng thể tích dung dịch hypophosphit (TT) (thuổc thử 
Tilé), sè cho tùa màu nâu.
B. Hỏa tan khoảng 0,10 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc 
lấv 2 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận, thêm 
1 ml dung dịch hạc nitrat 2 % (77) sẽ tạo thành tủa màu 
nâu đỏ, tủa này tan khi thêm một lượng dung dịch ctcỉd 
nỉtric loăng (77) hoặc một lượng dung dịch amoniac.
c. Hòa tan khoáng 0,20 g chế phẩm trong 5 ml nước hoặc 
lấy 5 ml dung dịch theo chi dần trong chuyên luận, thêm
5 ml dung dịch amoni cỉorid (77), 1 ml dung dịch amoniac 
và vài giọt dung dịch rnagnesi suỉfat 5 % (77) sè cho tủa 
kết tinh trắng.

Arsenit
A. Phản ứng A trong mục arseniat.
B. Hòa tan khoáng 0,10 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc 
lấy 2 inl dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. Thêm 
1 ml dung dịch bạc ni trai 2 % (ÍT) sẽ tạo thành tủa màu trăng 
hơi vàng, tủa này tan khi thêm một lượng dung dịch amoniac 
hoặc một lượng dung dịch acid nitric loăng (77).
c. Hòa tan 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước, hoặc lấy 2 ml 
dung dịch chế phẩm theo chi dẫn trong chuyên luận, thêm 
1 ml dung dịch đồng suỉ/at (77), tủa màu xanh lục sẽ được 
tạo thành, tách tủa và đun với dung dịch natri hỵdroxyd, 
tủa sè chuvển thành màu nâu đò.

Bạc (muối)
A. Hòa tan khoảng 10 mg chế phẩm trong 5 ml nước hoặc 
lấy một lượng dung dịch theo chi dần trong chuyên luận, 
thêm 3 giọt dung dịch acid hydroclohc 10 % (77) sẽ xuất 
hiện tủa tráng lổn nhổn, tủa này không tan trong dung dịch 
acid nitric lơâng (77) nhưng tan trong dung dịch amoniac
6 :V/ (77).
B. Hòa tan 20 mg chế phẩm trong 5 ml nước hoặc lấy một 
lượng dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận, thêm 2 ml 
dung dịch amoniac 6 M (77) và vài giọt [ormaỉdehyd (77), 
đun nóng dung dịch sẽ có tủa bạc kim loại bám vào thành 
ống nghiệm (phàn ứng tráng gương).

Barbiturat
A. Lẩy khoảng 5 mg chế phẩm, hòa tan trong 3 ml dung 
dịch cohaỉt (ỉỉ) acetat 0,2 % trong methanol (77), thêm
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90 mg đến 30 mg na tri te tra bora t (Tì") đã được tán mịn, 
(tun sôi sẽ xuất hiện màu xanh tím.
B. Barbiturat có hydro ờ nhỏm NH không bị thay the: Hòa 
tan khoảng 5 mg chế phầm trong 3 ml methanol (77), thêm 
0 1 ml dung dịch có chứa 10 % cobalt ịỉi) nitrat (77) và 
10 % calci clorid (Tỉ). Trộn đều, vừa lắc vừa thêm 0,1 ml 
dung dịch natri hvdroxyd 2 A4 (Tỉì sẽ xuất hiện màu và 
ma xanh tím.

Bari (muối)
A. Lẩy một lượng dung dịch muối bari như chỉ dẫn trong 
chuyên luận, thêm vài giọt dung dịch acid sulfuric loãng 
(77) sẽ xuất hiện tủa trắng, tùa này không tan trong dung 
dịch acìd hydrocỉoric 10 % (77) và dung dịch acid nitric 
loãng (77).
B. Dùng một dâỵ bạch kim hoặc đũa thủv tinh lây một 
lượng chất thư đốt trên ngọn lừa không màu, ngọn lửa sẽ 
nhuộm thành màu xanh lục hơi vàng, khi nhìn qua kính 
thủv tinh màu lục ngọn lửa sẽ cỏ màu xanh lam,

Benzoat
A. Lay 1 ml dung dịch trung tính 10 % chế phẩm trong 
nước hoặc một lượng che phẩm theo chi dẫn trong chuyên 
luận, thêm 0,5 ml dung dịch sắt (ỈU) cloricỉ ỉ 0,5 % (77) sẽ 
xuất hiện tủa màu vàng thầm, tủa này tan trong ether (77).
B. Lấy khoáng 0,2 g chế phẩm hoặc một lượng chá phẩm 
theo chi dần trong chuyên luận vào một ổng nghiệm, làm 
ẩm bằng 0,2 ml đến 0,3 ml acid sulfuric (TT) và đun nóng 
nhẹ ở đáy ống nghiệm, se có tinh the màu trắng thăng hoa 
bám ở thành trong của ổng.
c. Hòa tan 0,5 g chế phẩm trong 10 ml nước hoặc dùng 
10 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuvcn luận, them 
0,5 ml acid hvdrocỉoric (TT), sẽ cho tủa. Kết tinh ỉại tủa 
trong nước ấm rồi làm khỏ dưới áp suất giảm, tủa thu được 
có nhiệt độ nóng chảy từ 120 °c đến 124 °c (Phụ lục 6.7).

Bismuth (muối)
A. Thêm 10 ml dung dịch acid hydrocỉoric Ỉ O  %  (77) vào 
0,5 g chê phẩm hoặc dùng 10 ml dung dịch theo chỉ dẫn 
trong chuyên luận. Đun sôi trong 1 min, đẻ nguội rồi lọc nếu 
cân. Thêm 20 m! nước vào 1 ml dung dịch thu được ở trên, 
xuât hiện tủa trắng hay hơi vàng, tủa này sè chuyển thành 
náu khi thêm 0,05 ml đến 0,1 ml dung dịch natri Sulfid (77).
B. Thêm 10 ml dung dịch acid nitric 2 M (TT) vảo 40 rng 
đèn 50 mg chế phẩm hoặc dùng 10 ml che phầm đã được 
xừ lý theo chì dẫn trong chuyên luận. Đun sôi trong 1 min, 
dê nguội rồi lọc nêu cần. Thêm 2 ml dung dịch thioure 
40 % (TT) vào 5 ml dịch lọc thu được ở trên, xuất hiện màu 
vàng da cam hav tùa da cam. Thêm 4 mt dung dịch natri 
fluorid 2,5 'ỉo (77), dung dịch không dược mất màu trong 
vòng 30 min.

Borat
A. Hòa tan khoảng 0,1 g che phẩm vào 0,1 ml acid sulfuric 
(ỈT) trong một chén sứ. thêm 3 ml methanol (TT), trộn 
đêu rói châm lửa vào hỏn hợp, hồn hợp cháy với ngọn lừa 
màu lục.
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B. Lấy 5 ml dung dịch chế phẩm 10 %, them 0,5 ml dung 
dịch acid hvdroclohc loãng (TT) và 0.5 ml cồn nghệ (77), 
sẽ cho màu nâu; them 1 ml dung dịch natri Hydroxyd 10 % 
(TT), màu nâu chuyên thành lam hay lục.

Bromid
A. Hòa tan một lượng chế phâm có chứa khoang 3 mg 
ion bromìd trong 2 ml nước hoặc dùng 2 ml dung dịch 
theo chi dẫn trong chuyên luận. Acid hóa bằng dung dịch 
acid nitric loãng (TT) và thêm 0,4 ml dung dịch bạc nitrat 
4 % (77). Lắc và để yên, có tủa màu vàng nhạt lổn nhổn 
tạo thành. Lọc lấy tủa, rửa tủa ba lần, mỗi lần với 1 m! 
nước. Phân tán tủa trong 2 mỉ nước, them l ,5 ml dung dịch 
amaniac 10 M  (77), tủa khó tan.
B. líòa tan một lượng chế phẩin có chứa khoảng 5 mg ion 
bromid trong 2 ml nước hoặc lấy một lượng dưng dịch 
theo chi dẫn trong chuycn luận, acid hỏa dung dịch bằng 
acid sulfuric loãng (TT), thêm 1 ml nước clor (TT) vả 
2 ml cloroform (TT), lac. Lớp cloroform sẽ có màu đò đến 
màu nâu đỏ.

Carbonat và hydrocarbonat
A. Cho vào ống nghiệm khoảng 0,1 g chế phẩm, thêm 
2 ml nước hoặc lấy 2 ml dung dịch che phẩm đã được chỉ 
dẫn trong chuyên luận. Thêm 2 ml dung dịch acid acetic 
2 M  (77). Đậy ngay nứt đã lẳp sẵn một ống thủy tinh nhò 
uổn góc. Đun nhẹ ổng nghiệm, khí thoát ra được dần vào 
một ống nghiệm khác cỏ chứa sẵn 5 ml dung dịch bảo hòa 
calci hydroxyd (77), sao cho đầu ống thủy tinh nhỏ phải 
ngập trong dung dich này, tủa trắng tạo thành, tủa nảy tan 
trong acid hydrocỉoric (77) quá thừa.
B. Cho vào ổng nghiệm khoảng 0,1 g chể phẩm, thêm 2 ml 
nước hoặc lấy 2 ml dung dịch chế phẩm đã được chỉ dần 
trong chuyên luận. Thêm 2 ml dung dịch magnesi Sulfat 
(77), neu là Carbonat sc cho tủa trăng, nêu là hydrocarbonat 
sẽ không tạo tùa nhưng khi đun sôi cùng cho tủa tráng.

Calci (muối)
A. Lấy khoảng 20 mg chế phẩm hoặc một lượng chế phẩm 
theo chỉ dẫn trong chuyên luận, hòa tan trong 5 ml dung 
dịch acid acetic 5 At (77), them 0,5 ml dung dịch kali 
ferocyanid (TT), dung dịch vẫn trong, thêm khoảng 50 nig 
amoni clorìd (77), tạo thành tủa kết tinh trắng.
B. Them vào dung dịch chế phẩm theo chỉ dẫn trong 
chuyên luận vài giọt dung dịch amoni oxaỉat 4 % (77). tạo 
thành tủa trang, tủa này ít tan trong dung dịch acid acetic 
6 A4 (77), nhưng tan trong acid hydrocỉoric (77).

Chì (muối)
A. Hòa tan 0,1 tỉ chê phâm trong 1 ml dung dich acid 
acetic 5 A4 (TT) hoặc lay 1 ml dung dịch theo chỉ dẫn trone 
chuyên luận, thêm 2 ml dung dịch kali cromat 5 % (77), 
tủa vàng sẽ tạo thành, tủa này tan trong dung dịch natrì 
hydroxyd 10 A4 (77).
B. Hòa tan 50 mg chế phẩm trong 1 ml dung dịch acid 
acetic 5 M  (77) hoặc 1 ml dung dịch theo chỉ dần trong 
chuyên luận. Thêm 10 ml nước và 0,2 ml dung dịch kali
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iodid 10 % (77), tủa màu vàng sẽ tạo thành; đun sôi 1 min 
đen 2 n\:n cho tủa tan ra, đê nguội, tủa lại xuất hiện có 
dạng nhừng mảnh vàng lấp kính.

Citrat
A. Hòa tan khoảng 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước, nếu 
cần cỏ thê trung tính hỏa dung dịch bang amoniac (77), 
hoặc dùng một lượng dung dịch theo chi dẫn trong chuvên 
luận. Thèm 1 ml dung dịch calci cỉorid ¡0 % (Tỉ), dung 
dịch vần trong. Đun sôi đung dịch sê xuất hiện tùa tráng, 
tủa này tan trong dung dịch acid ace fie 6 M  (TT).
B. Hòa tun một lượng chế phẩm tirưng đương với khoảng 
50 me acid citric trong 5 ml nước hoặc lấy 5 ml dung dịch 
theo chi dẫn trong chuyên luận. Thêm 0,5 ml acid sulfuric 
(TT), 1 ml dung dịch kali permanganat (TT) và dun none 
đến khi mất màu. Thêm 0,5 ml du tig dich natri nỉtropnisitìt 
10% trong dung dịch acid sulfuric ỉ M, 4 e acid sulfamic 
(Tl) và từng giọt anumiac (77) đến khi acid sulfamic tan 
hết, khi cho thửa amoniac, xuất hiện màu tim chuyển dần 
thành xanh tím.

Ciorat
A. Thêm vài giọt acid sulfuric (TT) vào 0,1 g chế phẩm, có 
tiếng nổ lép bép và khí màu vảng lục bay ra.
B. Hòa tan khoảng 0,05 g che phẩm trong 5 ml nước, thêm 
0,5 ml dung dịch bạc niỉrat 2 % (77), không xuất hiện tìia. 
Khi thêm 2 giọt đến 3 giọt dung dịch natri nitrit (77) và 
2 giọt đen 3 giọt acid nitric loãng (Tỉ), sẽ có tủa trắng tạo 
thành, tùa này tan trong dung dịch amưniac 6 M  (77).

Clorid
A. Hòa tan một lượng chế phâm tương ứng với 2 mg ion 
clorid trong 2 ml nước hoặc dùng 2 ml dung dịch theo 
chi dẫn trong chuyên luận. Acid hóa bang dung dịch acid 
nitric 2  M  (77), thêm 0,4 ml dung dịch bạc nitrat 2 % 
(77), Lắc và đế yen, có tủa màu trâng, lôn nhôn tạo thành. 
Lọc lấy tủa, rửa tùa 3 lần, mồi lần với 1 ml nước, phân tán 
tủa trong 2 ml nước và thêm 1,5 ml dung dịch amonỉac 
10 M  (77), uìa tan dễ dàng.
B. Cho vào ống nghiệm một lượng che phẩm tưcmg ứng 
khoảng hr 10 mg đến 20 mg ion clorid hay một lượng 
theo chỉ dẫn trong chuycn luận. Thêm 1 ml dung dịch kali 
permanganat 5 % (77) và 1 ml acid sulfuric (TT), dun 
nóng, sc giải phóng khí clor có mùi đặc biệt, khí này lãm 
xanh giấy tâm hồ tỉnh bột cỏ kali ỉodid (ĨT) đã thám nước.

Đồng (muối)
A. í lòa tan khoảng 10 mg chế phẩm trong 2 ml nước hoặc 
dùng 2 ml dung dịch theo chì dẫn trong chuyên luận, thêm 
vài giọt dung dịch kali ferocyanid (TT), sẽ có tủa màu nàu 
đo không tan trong acid acetic (TT).
B. Hòa tan khoáng 10 mg chẻ phẩm trong 2 ml nước hoặc 
dùng 2 ml dung dịch theo chỉ dẫn trong chuyên luận. Thêm 
vài giọt dung dịch amonỉac (77), sẽ có tủa màu xanh, tua 
nảy tan trong thuốc thử quá thừa tạo thành dung dịch màu 
xanh lam thẫm.
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Ester
Lay khoảng 30 mg chế phẩm, hoặc một lượng chế phẩm 
theo chí dân trong chuyên luận, thêm 0,5 ml dung dịch 
chửa 7 % hydroxyỉamìn hydrocỉorid (77) trong methanol 
ị IT) và 0,5 ml dung dịch kali hydroxyd 10 % trong ethanol 
(77). Đun sôi. đẽ nguội, acid hóa dung dịch bằng dung 
dịch acid hydrocỉoric 2 M (Tỉ), rồi thêm vài giọt dung 
dịch sát (Ú!) cỉorid ỉ  %, sẽ xuảt hiện màu đỏ hay màu đò 
có ánh lam.

locHd
A. Hòa tan một hrợng chế phẩm tương ứng khoảng 4 mg 
ion iodid trong 2 ml nước hoặc dùng 2 ml dung dịch theo 
chi dẫn trong chuyên luận. Acid hóa bằng dung dịch acid 
nitric 2 M (77), thêm 0,4 ml dung dịch bạc nitrat 4 % (77). 
Lắc và để yên, cỏ tủa màu vàng nhạt, lổn nhổn tạo thành. 
Lọc lav tủa, lira tủa 3 lần, mỗi lần với 1 ml nước. Phân tán 
tua trong 2 ml nước, thêm 1,5 ml dung dịch amoniac 10 M 
(77), tủa không tan.
B. Hòa tan một lượng che phẩm tương ứng với 4 mg ion 
iodid trong 2 rn! nước, hocặc dùng 2 ml dung dịch theo 
chỉ dẫn ưong chuyên luận. Thêm vài giọt dung dịch sắt 
(Hỉ) clorid 3 % (Tỉ), 2 giọt acid hydrocỉoric (77), 1 ml 
chroform (77) và lắc, đe yên. Lớp cloroíbrm có màu tím.

Kali (muối)
A. Hòa tan 0,1 g chế phấm trong 2 rnl nước hoặc dùng 
2 ml dung dịch theo chỉ dẫn trong chuyên luận. Thêm 1 ml 
dung dịch natrỉ carbonat lữ % (77) rồi đun nóng, không 
tạo thành tủa. Thêm vào trong lúc nóng 0,05 ml dung dịch 
natrì sulfid (77), không tạo thành tủa. Làm nguội trong 
nước đá và thêm 1,5 mỉ dung dịch acid tartric 20 % (77) 
và dể yên, tạo thành tùa kết tinh màu trắng.
B. Hòa tan khoảng 40 mg chế phẩm trong 1 ml nước hoặc 
dùng 1 ml dune dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. Them 
1 ml dung dịch acid acetic 2 M  (77) và 1 ml dung dịch 
noth cưbaltinitrìt 10 % (77) mới pha, tạo thành tủa màu 
vàng hay da cam.

Kẽm (muối)
Hòa tan 0,1 e chế phẩm trong 5 ml nước hoặc dùng 5 rnl 
dunẹ dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. Thêm 0,2 ml 
dung dịch na tri hydroxyd 10 M (77), tạo thành tủa trắng, 
tủa nàv tan khi tiếp tục thêm 2 ml dung dịch natri hydroxyd 
H) M (77). Thêm 10 ml dung dịch amoni cỉorid 10% (77), 
dung dịch vẫn trong, thêm 0,1 ml dung dịch natrl sulfid 
[TI), tua bông tráng dược tạo thành.

Lactat
Hòa tan một lượng ché phẩm tương ứng khoảng 5 mg 
acid lactic trong 5 ml nước, hoặc lấy 5 ml dung dịch theo 
chì dần t ro n g  chuyên luận, Thêm 1 ml nước brom (77) 
và 0,5 ml dung dịch acid sulfuric ĩ M  (77). Đun trong 
cách thủy đến khí mat màu, thỉnh thoảng khuấy bàng đũa 
thủy tinh. Thêm 4 g amoni su!fat (ÍT) và trộn đều. Thêm 
từng giọt theo thcành ống 0,2 mỉ dung dịch có chứa 10 % 
natri nitroprusiat (7 7) trong dung dịch acid sulfuric ỉ M

DƯỢC DIÊN VIỆT NAM V

PL-188



PHỤ LỤC K

(chú ý không trộn) và 1 ml amoniac đậm đặc (TT). Đe yên 
30 min, sẽ xuất hiện một vòng màu lục giữa bề mặt cùa 
hai chất lỏng.

Magnesi (muối)
Hòa tan khoảng 15 mg che phẩm trong 2 rnl mcớc hoặc 
Ịấv 2 ml dung dịch theo chi dãn trong chuvên luận. Thêm 
1 ml dung dịch amoniac 6 M  (77), tạo thành tủa trắng, tủa 
này tan khi thêm 1 ml dung dịch amoni clorid (Tỉ'). Thêm
1 nil dung dịch dinatri hydrophosphat 9 %, sẽ có tủa kết 
tinh màu trắng.

Natri (muối)
A. Hòa tan 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc dùng
2 ml dung dịch đã được chỉ dẫn trong chuyên luận. Thêm 
2 ml dung dịch kali carbonat 15 % (77) và đun đến sôi. 
Không được có tủa tạo thành. Them 4 ml dung dịch kali 
pyroantìmonat (77) và đun đán sôi. Đc nguội trong nước 
đá, nếu cần cọ thành cốc bang đũa thủy tinh. Tủa trắng 
dược tạo thành.
B. Dùng một dây bạch kim hay đùa thủy tinh, lấy một hạt 
chất thử hay một giọt dung dịch chế phẩm, dưa vào ngọn 
lửa không màu. ngọn lửa sẽ nhuộm thành màu vàng.

Nhôm (muối)
Hòa tan khoảng 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc 
dùng 2 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. Thêm 
từng giọt dung dịch amoniac (Tí) cho tới khi tạo tủa keo 
trang, tủa này chuyển thành đỏ khi thêm vài giọt dung dịch 
alizarins (ừ ).

Nitrat
A. Hòa tan 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc dùng 2 ml 
dung dịch theo chỉ dẫn trong chuyên luận. Thêm từ từ 2 ml 
acid sulfuric (77), trộn và đê nguội. Cho can thận (không 
trộn) dọc theo thành ổnậ nghiệm 1 ml dung dịch sắt (II) 
suỉ/at 1,5 % (77). Ở miền tiếp giáp giữa hai chất lỏng có 
một vỏng màu nâu.
B. Trộn 0,1 ml nitrobenzen (77) với 0,2 ml acid sulfuric 
(Tỉ), thêm một lượng chế phẩm đã tán nhò tương ứng với 
khoảng 1 mg ion nitrat hoặc một lượng dung dịch theo chi 
dẫn trong chuyên luận, để yen 5 min, lảm lạnh trong nước 
đá vài mìn, vừa lắc vừa thêm từ tử 5 ml nước, sau đỏ 5 ml 
dung dịch natrì hydroxyd Ỉ0 M (77) và 5 mỉ aceton (77), 
lác rồi để yên. Lứp chất lỏng ờ trên có màu tím thầm.

Oxaiat
A. Hòa tan khoảng 0,1 g chế phẩm trong 5 ml nước hoặc 
dùng 5 ml dune dịch theo chi dần trong chuyên luận. Thêm 
0,5 ml dung dịch calci cỉorid ỈO % (77), tủa màu trắng tạo 
thành, tủa tan trong acid vô cơ, không tan trong dung dịch 
acid acetic 6 M  (77).
B. Hòa tan khoảng 0,1 g chế phẩm trong 5 ml nước hoặc 
dùng 5 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. Acid 
hỏa dung dịch bằng dung dịch acid sulfuric 10 % (TT), 
dung dịch này sẽ làm mất màu dung dịch kalipermanganat 
5 % (77) khi đun nóng.
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Peroxyd
A. Nhò 1 giọt dung dịch chế phẩm vào 10 nil dung dịch 
acid sulfuric 2 % (TT), thêm 2 ml ether (IT) và 1 giọt dung 
dịch kali dlcromat 5 % (TT), lắc, lớp ether có màu xanh.
B. Lây 1 ml dung dịch chế phẩm, acid hóa Iihẹ bàng dung 
dịch acid sulfuric ¡0 % (TT), thêm từng giọt dung dịch kali 
iodid (77), sẽ giãi phỏng iod, làm xanh hồ tinh bột (77).

Phosphat
A. Hòa tan khoảng 50 mg chế phẩm trong 3 ml nước hoặc 
dùng 3 ml dung dịch theo chì dẫn trong chuyên luận. Acid 
hóa dung dịch bằng dung dịch acid nitric loãng (77), them
2 ml dung dịch amonỉ molỵbdat (Tỉ) sẽ hiện tủa màu vàng.
B. Hòa lan khoáng 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc 
dùng 2 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. 
Trung tính hóa dung dịch bằng dung dịch acid nitric loăng 
(77) hoặc dung dịch na tri hydroxyd (77). Them 1 ml dung 
dịch bạc ni trai 4 % (77) sẽ tạo tủa màu vàng, màu cùa tủa 
không thay đổi khi đun sỏi, tủa tan khi thêm dung dịch 
amoniac 10 M (77).

Salicylat
A. Lấy 1 mi dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. 
Thêm 0,5 ml dung dịch sắt (UI) clorid 10,5 % (77), xuất 
hiện màu tím, màu không bị mất khi thêm 0,1 mi dung 
dịch acid acetic 5 M (IT).
B. Hòa tan khoảng 0,5 g chế phẩm trong 10 mi nước hoặc 
dùng 10 ml dung dịch theo chi dẫn cùa chuyên luận. Thêm 
0,5 ml acid hvdrocỉoric (77), sẽ xuất hiện tùa két tinh màu 
trắng. Lọc lấy tủa, rửa tủa bàng nước đến phản ứng trung 
tính với giấy quỳ và làm khô trong bình hút âm có chứa 
acid sulfuric (TT). Nhiệt độ nóng chày của tủa từ 156 °c 
đến 161 °c  (Phụ lục 6.7).

Sất (II) (muối)
Hòa tan một lượng chế phẩm tương ứng với 10 mg sat (II) 
trong 1 ml nước, hoặc dùng 1 ml dung dịch theo chì dẫn 
trong chuyên luận. Thêm 1 ml dung dịch kali fc.r icy an id 
5 % (TT), tủa màu xanh lam tạo thành, tủa nàv không tan 
trong dung dịch acid hydrocỉoric 2 M (Tỉ).

Sắt (IIĨ) (muối)
A. Hòa tan một lượng chế phẩm có chứa khoảng 0,1 mg 
sắt (III) trong 3 tnl nước hoặc dùng 3 ml dung dịch theo 
chì dẫn trong chuvên luận. Thêm 1 ml dung dịch acid 
hydrocloric. 2 M  (77) và 1 ml dung dịch kali thiocyanat 
(77), dung dịch có màu (lò. Dime 2 ống nghiệm, cho vào 
mỗi ống 1 ml dung dịch thu được ở trên. Một ống cho 
thêm 5 ml al col amyl if (IT) hoặc ether (77), lắc và de 
yên, lớp dune môi cỏ màu hòng. Cho vào ống nghiệm kia
3 mỉ dung dịch thủy ngân (II) clorid 5 % (Tí), màu đỏ sẽ 
biến mất.
B. Hòa tan một lượng chế phẩm tương ứng với 1 mg sắt 
(III) trong 1 ml nưòc hoặc dùng 1 ml dung dịch theo chi dan 
trong chuyên luận. Thêm 1 ml dung dịch kali feroevanid 
(77) tủa màu xa till lam tạo thành, tủa này không tan trong 
dung dịch acid hydrocỉoric 2 M (Tỉ).
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Silicat
Trong một chén nung bang chi hay bàng bạch kim, dùng 
một sợi dâv đồng trộn đều một l ư ợ n g  chất đề thu với 
10 mg natri fiuorid (77) và 0,2 ml acid sulfuric đậm đặc 
( T T ) . Đậy chén bằng một nãp nhựa dẽo trong, móng; dưới 
nắp nhựa có một giọt nước. Đun nóng nhẹ, sẽ thày xuât 
hiện một vòng màu trắng xung quanh giọt nước.

Stibi (antimony, họp chất)
Hòa tan bằng cách đun nóng nhẹ khoảng 10 mg chê phẩm 
trong 10 mỉ dung dịch natri kali tarirai 5 % và để nguội. 
Lấy 2 ml dung dịch này hoặc 2 ml đung dịch chế phẩm 
theo chỉ đẫn trong chuyên luận, nhò vào đó từng giọt dung 
dịch naỉri Sulfid ( T T ) , tủa màu đỏ cam tạo thành, tủa này sẽ 
tan kill thêm dung dịch na tri hydroxvd 2 M (11).

Sulfat
A. Hòa tan 45 mg chế phẩm trong 5 ml nước hoặc đùng 
5 mỉ dung dịch theo chi dần trong chuvôn luận, thêm 1 ml 
dung dịch acid hydrocỉoric. 2 M (TT) và 1 nil dung dịch 
bari cỉorìd5 % (77), sẽ có tủa màu trang tạo thành.
B. Thêm 0,1 ml dung dịch iod 0,1 N vào hỗn dịch thu 
được ở phản ímg trên, hồn dịch có màu vàng (phân biệt 
với Sulfit và dithionit) nhưng mat màu khi thêm từng giọt 
dung dịch thiểc (ỉỊ) cỉorid (77) (phân biệt với iodat). Đun 
sôi hỗn họp, không được tạo thành tủa có màu (phân biệt 
với selenat và tungstat).

Sulfid
Hòa tan 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc dùng 2 ml 
dung dịch theo chỉ dẫn trong chuyên luận. Thêm 1 ml dung 
dịch acid hydrocỉoric Ỉ0 % (77), khí bav ra có mùi của 
hydrosulíiđ, khí này sẽ làm nâu hoặc đen giấy tẩm dung 
dịch chì acetat (77) đã thấm nước.

Bisulfit và Sulfit
A. Hòa tan khoảng 0,1 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc 
dùng 2 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. Thêm 
1 ml dung dịch acid sulfuric 10 % ( T T ) . Đun nóng nhẹ, sẽ 
có khí lưu huỳnh dioxyd bay ra và làm đen giấy tẩm dung 
dịch thủy ngân (Ịỉ) nitrat (77).
B. Nhỏ tùng giọt dung dịch iod 0,1 N  vào dung dịch chế 
phâm, màu của dung dịch iod SC mất.

Tartrat
A. Hòa tan khoảng 15 mg che phẩm trong 5 rnl nước hoặc 
dùng 5 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuyên luận. Thêm 
0,05 ml dung dịch sắt (ỉỉ) siil/at ỉ % và 0,05 ml dung dịch 
hydrogen peroxyd 10 tt (77); màu vàng không bền vững 
được tạo thành, sau khi màu vàng biến mất, thêm từng giọt 
dung dịch natri hydroxyd 2 M (77), xuất hiện màu tím hay 
đỏ tía.
B. Lẩy 0,1 ml dung dịch chế phẩm chứa khoảng 15 mg 
acid taríric trong 1 ml hoặc dùng 0,1 ml dung dịch theo chỉ 
dẫn trong chuyên luận. Thêm 0,1 ml dung dịch kali bromid 
¡0 % (77), 0,1 ml dung dịch resorcin 2 % (77) và 3 ml 
acid sulfuric (TT). Đun trên cách thủy 5 min đán 10 min sè

xuất biện màu xanh lam thẳm. Đê nguội và rót dung dịch 
vào nước, màu chuyên thành đò.

Thiosulfat
A. Hòa tan 0,10 g ché phẩm trong 2 ml nước hoặc đùng 
2 ml dung dịch theo chi dần trong chuyên luận. Thêm vài 
giọt dung dịch iod 0, ỉ N , màu cùa iod biên mất.
B. Hòa tan 0,10 g chế phẩm trong 2 ml nước hoặc dùng 
2 ml dung dịch theo chì dẫn trong chuyên luận. Thêm vài 
giọt dung dịch acid hydrocỉoric. 10 % (Tỉ), có tủa màu 
trắng dàn chuyển thành màu vàng và có khí lưu huỳnh 
dioxyd bay ra làm đen giấy tẩm dung dịch thủy ngăn (11) 
nitral (77).
c. Hòa tan 0,10 g che phẩm trong 2 ml nước hoặc dùng 
2 ml dung dịch theo chi dẫn trong chuvên luận. Thêm 1 ml 
dung dịch hạc nitral 4 % (77), tija màu trang xuât hiện, chuyên 
nhanh sang màu vàng rồi dần dần sang màu đen.

Thủy ngân (muối)
A. Nhò 2 giọt đến 3 giọt dung dịch thử lên một miếng đồng 
phôi (77) đà được cọ sạch, sè xuất hiện vết hoen màu xám 
tối; vét này sáng ra khi được lau nhẹ. Đôt nóng phôi đông 
đó trong ống nghiệm thi vết hoen sẽ mất.
B. Hòa tan khoảng 0,10 g chế phẩm trong 2 ml nước, nếu 
là thùy ngân oxyd thì hòa tan trong 2 ml dung dịch acid 
hydrocỉoric 10 % (77), hoặc dùng 2 ml dung dịch theo 
chỉ dẫn trong chuycn luận. Thêm từng giọt dung dịch kàli 
iodid (77) sẽ cho tủa màu đò, tủa tan trong thuốc thử quá 
thừa [đổi với muối thủy ngân (II)].
Nốu là muối thùy ngân (ỉ), khi thêm từng giọt dung dịch 
kaỉi iodid (77) sẽ cho lùa màu vàng, sau đó chuyển sang 
màu lục.

Nhóm xanthin
Trộn vài miligam che phẩm hoặc lấy một lượng che phẩm 
theo chỉ dần trong chuycn luận với 0,1 ml dung dịch 
hydrogen peroxvd ỉ 00 tt (77) và 0,3 ml dung dịch ơcid 
hydrocỉoric 2 M (77), đun trên cách thủy tới khô, sẽ có 
cán màu đò hơi vàng, thêm 0,1 ml dung dịch amoniac. 2 M 
(77), màu của can sẽ chuyên thành tím đỏ.

8.2 ĐỊNH TÍNH CÁC PENICILIN

Phưoìig pháp sắc ký lớp mỏng
Tiến hành phương pháp sắc ký lớp mỏng (Phụ lục 5.4), 
bản mỏng (pha tĩnh) là silica gel H đã được silan hoá. 
Chăm riêng biệt lên bàn mỏng 2 pl mỗi dung dịch sau: 
Dung dịch 1: Dung dịch thử.
Dung dịch 2 và 3: Các dung dịch có chứa các chất đôi 
chiếu tương ứng trong Bàng 8.2.
Sau khi triền khai sác kỷ, đẻ khô bản inỏng ngoài không 
khí, đặt bản mỏng vào bình có hơi iod cho đến khi xuất hiện 
các vết. Quan sát các vét dưới ánh sáng ban ngày. Trên sắc 
ký đồ, vết chính thu được cùa dung dịch (1) phải tương ứng 
về vị trí, màu sắc và kích thước với vết thu được của dung 
dịch (2). Dối với benzatliin peniciỉin và procain penicilin.
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Bàng 8.2 - Định tính các pcniciỉin bane phương pháp sắc ký iớp mòng

Tên niẫu

Dung 
môi i

Nồng
độ
%

Chất đối chiếu trong Chất đối chicu trong Pha
Yêu cầu 
đối với

để hoà dung dịch 2 dung dịch 3 động phép
tan Ị thử

Amoxycilin natrí A 0,25 Amoxycitin trihydrat Amoxvcilin trihydrat + B A
1 Ampicilin trihydrat

' Amoxycilin trihydrat A 0,25 ị Amoxycilin trihyđrat ; Amoxycílin trihydrat + R A
Ampicilin trihydrat

Ampicilin A ! 0,25 Ampicilin khan Ainpicilin khan + B A
Amoxycilin tri hy dr at

Ampiciíin natri A 0,25 Ampicilin trihydrat Ampicilin trihvdrat + B A
J Amoxycilin trihydrat

Ampicilin trihydrat A 0,25 Ampicilin trihydrat Ampicilin trihydrat ■!- 
Amoxycilin trihydrat

B A

Benzalhin penicilin c 0,5 ị Benzathin benzy]pemcilin - A* B
Benzylpenicilin kali D 0,5 ' Benzylpenicilin kali 1 Benzylpcniciiin kali A A

Ị ' i +Phenoxymethylpenicilin kali
i Benzylpenicilin nain D 0,5 Benzylpcnicilin natri ! Benzylpenicilin na tri A A

+PhenoxymethylpeniciIin kali
■ Cloxacilin natri D 0,5 I Cloxacilin natri Cloxacilín natri + 

Dicloxaciỉin natri +
! A ; c

Ị ! Plucloxacilin natri i1
Dicloxacilin natri B 0,5 1 Dicloxacilin natri Cloxacilin natri + A i c

Dicloxacilin natri + 
Flucloxacilin natri

Flucloxacilin natri D 0,5 Flucloxacilin natri , Cloxacilin natri 4 
Dicloxacilin natri +

A c

!
i Flucloxacilin natri

Phcnoxymethvl- E* 0,5 Phcnoxymethvlpenicilin Phenoxymethylpenicilin kali A A
penicilin + Benzylpenicilin kali
Phcnoxy methyl- D o

 ;
"Ư

I 
1

i Phenoxymethylpenicilin kali Phenoxymetiiylpenicilin kali A A
penicilin kali + Benzylpenicilin kali
Procain penieilin E 0,5 Procain bcnzylpenicilin i A* B

dung dịch 1 phái có 2 vet chính tương ứng về vị tri, màu 
sãc vả kích thước với 2 vet chính trên sắc ký dồ cùa dung 
dịch 2. Phép thử chỉ có giá trị khi đạt các yêu cầu được chi 
ra trong Bảng 8.2.

Các hệ dung môi khai triền (Pha động)
A: Hồn họp của dung dịch amonỉ acetal ỉ 5,4 % (77) và 
aceton (77) (70 ; 30), được điều chỉnh tới pH 5,0 bang 
acid acetic khan (Tỉ) nếu như không có các chì dần khác 
trong bàng [A*: Diều chình pH cùa pha động tới 7,0 bằng 
amoniưc (77)].
B: Hôn họp cùa dung dịch amoni ace.tat ỉ 5,4 % (77) và 
aceton (ÍT) (00 : 10) được điều chinh tới pH 5,0 bằng acid 
acetic khan ( 77).

Dung môi
A: Dung dịch mit ri hydrocarboruit 4.2 % (77).
B: Hỗn họp accton - methanol ( 1 : 1).
C: Methanol.
D: Nước.
E: Aceton (H*: Dùng nước là dung môi cho dung dịch 3). 

Yêu cầu đoi VÓI phép thử
A: Phép thử chì có giá trị khi trên sắc ký đo dung dịch (3) 
tách ra 2 vet rõ ràng, riêng biệt.
B: Phép thử chi có giá trị khi trên sắc kv đồ dung dịch (2) 
tách ra 2 vết rõ ràng, riêng biệt.
C: Phép thừ chì có giá trị khi trcn sắc ký đò dune dịch (3) 
tách ra 3 vết rõ ràng, riêng biệt.
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8.3 P H Ả N  Ủ N G  M À U  C Ủ A  C Á C  P E N I C I U N  V À  C E P H A L O S P O R I N

DƯỢC HIÊN VIỆT NAM V

A. Cho 2 mg chế phẩm vào một ổng nghiệm (kích thước 15 cm x 1.5 cm), làm ầm với 0,05 ml nước, thêm 2 ml acicỉ 
sui furie (TT). Lấc đều hỗn họp và quan sát màu cùa dung dịch. Dặt ống nghiệm trong cách thủy sôi trong 1 min và lại 
quan sát màu. Dun lĩ dịch có màu tương ứng trong Bảng 8.3.
B. Lặp lại cách thử như phản ứng A, nhung thay 2 ml acid su!furie (TT) băng 2 ml dung dịch formaidehyd trong acỉd 
su!furie (TT). Dung dịch có màu tương ứng trong Bảng 8.3.

Bàng 8.3 - Phản ứng màu của các penicilin và cephalosporin

Dung dịch

T ê n  m ẫ u Acid sul/uríc (TT)
Acid sulfuric (TT) 
sau  1 m in ờ  1 0 0 ° c

Dung dịch/ormaldehvd 
trong acid sulfuric (TT) j

formaldehyd trong ' 
acid sulfuric (TT) ị 

sau  1 m in  ở 1 0 0  °c  ị

: Arnoxicilin natri i Hầu như không màu ' Vàng sẫm

Amoxicilin trihydrat i > Hầu như không màu Vảng sẫm

Ampicilin Hầu như không màu Vàng sầm ị

Ampicilin natrí 1 I lầu như không màu 1 Vàng sẫm :

Ampicilin trihvdrat
Ị ........................... -

Hầu như không màu Vàng sẫm

Bcn/athin penicilin Hầu như không màu Nâu đỏ

; Bcnzylpcnicilin kali * Hầu như không màu Nâu đỏ

; Bcnzylpcnicilin natri ; Hầu như không màu Nâu đỏ

Cefaclor i 1 ỉ Hầu như không màu 1 Vàng nâu i

Cefadroxil Vàng ' Da cam i

ị Ccíìxim Vàng Da cam

Cefotaxim natri Vàng sáng Nâu

\ Cefradin 1
1

ị Vàng nhạt Vàng sẫm

1 Cephalexin 1 Ị ; Vảng nhạt Vàng sẫm 1

Cephaloridin Vàng nhạt Hau như 
không màu

Đò 1 Dò nâu

Cephalothin natri Vàng (màu 
chu ven nhanh)

Hồng náu 1 Đỏ ị Đò nâu I
i

Cloxacilin natri ! ị ; Vàng xanh lá nhạt Vàng !

Dicloxacilin natri Vàng xanh lá nhạt Vàng :

Flucloxacilin natri ì

i

1
Vàng xanh lá nhạt Vàng

Phenoxymethyl peniciiin Ị Nâu đỏ Nâu đỏ sẫm

Phcnoxymethyl pcnicilin kal Nâu đò Nâu đò sẫm

Procain penicilin Hầu như 
không màu

Hầu như 
không màu

Hấu như 
không màu

Nâu đỏ
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