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PHU LUC 9

9.1 ONG NGHIEM DUNG TRONG CAC PHEP THU
SO SANH

Ong Nesslcr

Khi cac phép thlr yéu cau sir dung 6ng Ncsslcr thi cac ong
Nessler duoc st dung phai dat cac yéu cau sau:

Ong Nesslcr phai dat cac yéu cau vé tiéu chudn clia 6ng
Nessler do nha san xuat dua ra. 6ng dwoc lam tir thiy tinh
trung tinh trong sudt va co tho tich danh dinh 50 ml. Chiéu
cao clia 6ng khoang 15 c¢m, chiéu cao do bdn ngoai 6ng tir
day dén vach 50 ml 1a 11,0 cm dén 12,4 cm, do day cla
thanh 6ng tir 1.0 mm dén 1,5 mm, do day cla day ong tlr
1.0 inm dén 3,0 mm. Chiéu cao do bcn ngoai ong tir day
dén vach 50 ml doi véi céc 6ng dung trong mot phép thir
khong duoc sai khac qua 1nun.

Ong nghiém dung cho cac phép thi so sanh

Néu khong c6 chi dan gi khac, cac 6ng nghiém ding trong
cac phép thr so sanh Ia nhitng 6ng thich hop dugc lam
bang thiy tinh khdng mau, cé dwong kinh trong donp nhat.
DPéav trong sudt va phang. Khi Cluan sét, nhin cot chat long
theo truc thing ding tir trén xudng trén nén tring hodc nén
den (neu can thiét) dwgi anh sang khuyéch tan ban ngay.
Thuong ding nhitng 6ng ¢ dwdng kinh trong 16 mm. C6
thé dung nhung 6ng dwong kinh 16n hon nhung thé tich
chét 16ng dem thir phai tdng 1én sao cho chiéu cao cua I6p
chat long khong thap hon chiéu cao cta lép chat I6ng khi
thtr bang nhirng 6ng cé dudng kinh trong bang 16 mm.

9.2 XAC BDINH B9 TRONG CUA DUNG DICH

Do trong cua céc dung dich dugc xac dinh bang cach so
sanh cac dung dich dd voi cac hén dich doi chicu.

Dung dich Hydrazin Sulfat: Hoa tan 1,0 g Hydrazin
Sulfat (TT) trong nuwéc, pha lodng véi nwéc thanh 100,0 ml
va dé yén trong thoi gian 4 h dén 6 h.

Dung dich hexamethylentctramin: Trong mdt binh
nén thdy tinh nGt mai dung tich 100 ml, hoa tan 2,5 e
hexamethylentetramin trong 25,0 ml nuwéc.

Hon dich duc g6c

Thém 25,0 ml dung dich hvdrazin Sulfat vao 25.0 ml dung
dich hexamethylentetramin, I&c k§ va de yén trong 24 h.
Neu dugc bao quan trons lo thuy tinh t6t (khong cé khuyét
tat & b& mat) thi hon dich duc géc bon viing trong vong
2 thang. Hon dich nay phai khéng duoc bam dinh vao thay
tinh va phai dwgc lac ky trwéce khi dung.

Chuén duc: Pha lodng 15,0 ml hon dich duc gbc thanh
1000.0 ml v6&i nwéc.
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Chuan duc duoc chtian bi ngay triéc khi ding va cé thé
bdo quén toi da trong vong 24 h.

Hon dich d6i chiéu

Céc hon dich d6i chiéu tir | téi 1V dwoc chudn bi nhw chi
dan trong Bang 9.2.

M®Bi hén dich phai dwoc tron ky va lac trede khi st dung.

Bang 9.2 - Céc hon dich ddi chiéu

| ] ] AV
Chuén duc (ml) 50 100 300 2300
Nuéc ;95,0 90,0 70,0 1500

Céch tht

Viéc so sanh dugc tién hanh trong cac dng nghiétn giong
nhau, bang thiy tinh trung tinh, trong, khdng mau, day
bang, ¢d duong kinh trong khoang tir 15 mm dén 25 ram,
Chiéu day cta I16p dung dich thir va ctia hdn dich doi chiéu
1440 mm. Hon dich d6i chiéu sau khi pha 5 min phai dwoc
so sanh ngay véi dung dich can thir bang cach quan sét chat
long tlr trén xubng trong cac 6ng nghiém trén nén den dudi
anh sang khuéch tan ban ngay. Anh sang khuéch tan phai
phl hop d@ cé thé phan biét dwoc hdn dich ddi chiéu T véi
nuéc cat va véi hon dich déi chiéu Il

Cach danh gia két qua

M0t chat I6ng dugc coi nhu trong néu né tvong duong voi
dd trong cla nuéc cat hay clia dung méi dd dung khi thir
nghiém trong nhitng diéu kién nhw da mo ta, hodc néu chat
long d6 hoi duc nhe thi ciing khéng duoc duc qua hén dich
doi chiéu I.

Céc yéu cau khac nhau vé do duc duoc biéu thi theo hon
dich doi chiéu I, 11, 11, va IV.

9.3 XAC BINH MAU SAC CUA DUNG DICH

Viéc xac dinh mau séc clia dung dich trong pham vi nau -
vang - do duwoc tién hanh theo mét trong hai phvong phap
dudi day, tly theo chi dan trong chuyén luan. M6t dung
dich duoc coi 1a khéng mau néu né giéng nhu nwdc cit
hay dung mdi dung dé pha dung dich d6, hodc c6 mau
khdng thdm hon dung dich mau d6i chigu Ny.

Phiromg phép 1

Dung nhitng 6ng thay tinh trung tinh, khéng mau,
trong sudt va giong hét nhau, c6 duong kinh ngoai
12 mm d€ so sanh 2,0 ml dung dich thir v&i 2,0 ml nwéc
cat, hodc dung moi, hodc dung dich mau ddi chiéu (Bang
9.3.2a t6i 9.3.2e) theo chi dan trong chuyén luan. Quan
sat mau cta dung dich theo chiéu ngang 6ng nehiém, duobi
anh sang khuéch tan, trén nén trang.

Phuong phép 2

Dung nhitng 6ng thdy tinh trung tinh, day bang, khéng mau,
trong sudt, giéng hot nhau va cé dwong kinh trong t&r 15 inrn
den 25 mm d6 so sanh I6p dung dich thir véi nwéc cét, hodc
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dune mdi; hodc dung dich mau doi chiéu (Bang 9.3.2 a t6i
Bang 9.3.2 e) theo chi dan trong chuyén luan, bé day cla I6p
chat long la 40 null. Quan sat mau cla dung dich doc theo
truc 6ng. dudi anh sang khuéch tan trén nén trang.

Pha ché cé&c dung dich goc

Dung mdi A: 25 mi acid hvdrocioric (TT) hoa tan trong
975 ml nuwdc cat.

Dung dich g6c mau vang: Hoa tan 46 g x&t (iU) dorid
(TT) trong 900 ml dune méi A, cho vlra du dung méi A
thanh 1000 ml. Chuén do rdi diéu chinh bang dung moi A
d6 ¢ dung dich chira 45 tng FeCI3.6H2 trong 1 ml. Bao
quan tranh anh sang.

Chuén do: Cho vao mdt binh non dung tich 250 ml cé
nat mai 10 ml dung dich géc mau vang, 15 ml nuéc.
5 ml acid hydrochric (TT) va 4 g kali iodid (TT). Bay
nat, 1&c déu rdi dé yén 15 min & chd t6i. Thém vao binh
100 ml nuéc va chuén do iod gidi phdng bang dung dich
natri thiosulfat 0,i N (CD), chi thi Ia 0,5 ml dung dich ho
tinh b6t (TT) cbo vao ldc gan cubi chuén do.

1 mi dung dich natri thiosidfat 0,1 N (CD) tuone duwong
Vi 27,03 mg FeCI3.6H2.

Dung dich g6c mau dd: Hoa tan 60 g cobalt (11) c.lorid
(TT) trong 900 ml dung moi A, cho vlra di dung méi A
thanh 1000 ml. Chuén d8, rdi diéu chinh bang dung mai
Adgé co6 dung dich chtra 59,5 mg CoC!26H20 trong i ml.
Chuén do: Cho vao mét binh nén dung tich 250 mi c6 nt
mai 5 ml dung dich géc mau do, 5 ml dung dich hydrogen
peroxyd idtt (TT) va 10 ml dung dich natri hydroxyd 30 %
(TT). Bun s6i nhe trong 10 min, dé ngudi roi thérn 60 ml
dung dich acid sulfuric 7 \f (TT) va 2 g kali iodid (TT). Bay
binh va l&c nhe cho tan tdia, chuan do iod gidi phong bang
dung dich nairi thiosuiyat 0,1 N (CB) véi chi thi 1a 0,5 ml
dung dich ho tinh bot (T7) cho vao ldc gan cudi chuan do.
Dung dich chuyén thanh mau hong khi chuan do dén diém
twong duong.

1 mi dung dich natri thiosulfat 0,1 N (CD) twong duong
V@i 23,79 mg CoCl126HD.

Dung dich géc mau xanh: Hda tan 63 g dong (i) Sulfat
(TT) trong 900 ml dung mdi A, cho vlra dd dung méi A
thanh 1000 ml. Chuén d, rdi diu chinh béng dung mdi
A dé co dung dich chra 62,4 mg CuS04.5H->0 trong 1 ml.
Chuan do: Cho vao mét binh nén dung tich 250 ml cé
nGt mai 10 ml dung dich géc mau xanh, 50 mi nuéc,
12 ml dung dich acid acetic 2 M(TT) va 3 g kali iodid(TT).
Chuén do iod gidi pliong bang dung dich natri thiosulfat
0,7 N (CP) dén khi c6 mau nau nhat, chi thi 1a 0,5 ml dung
dich ho tinh bt (TT) cho vao lGc gan cudi chuan db.

1ml dung dich natri thiosulfal 0,7 N (CD) twong twong véi
24,97 mg CuS04.5112.

Pha ché cac dung dich mau chuan
Dung 3 dung dich gbc dé pha 5 dung dich mau chuan theo
Bang 9.3.1
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Hang 9.3.1 - Cac dung dich mau chuén

Dung dich Dung dich géc . .
mau chuan (ml) hD L(;ng (.j!ch acti
Mau Mau Mau rocu?rlc 1%
vang dé xanh (ni) ;
N (nau) 30 30 24 .. 16 u;
VN (van2 ndu) 24 10 4 62
V(vang) 24 6 0 70
VI. (vang luc) 96 2 2 0
D (do) 10 1 20"; 0 70

Pha ché cac dung dich mau déi chiéu (dung dich mau mau)
Dung 5 dung dich mau chuan pha cac dung dich mau doi
chidu theo cac Bang 9.3.2 a den 9.3.2 e sau day:

Bang 9.3.2 a - Dung dich mau doi chiéu N

Dung dich  Dung dich mau Dung dich

1man déi chiéu chuédn N (inl)  acid hydrocloric 1 % (ml)
N, 75,0 25,0 ;
n2 50,0 50,0
N, | 37,5 62,5
n4 25,0 75,0
nb5 125 875 ;
n6 50 i 95,0

1 n7 25 97,5
N* 15 98,5
No 10 99,0

Bang 9.3.2 b - Dung dich mau déi chiéu VN

. . . . Dung dich
Dung dich mau i Dung dich mau . N
dGi chiéu ! chuan VN jml) 2cid hdrocloric 19
- (ml) ;
@ i 100,0 Qe
vn2 75,0 25,0
vnl 50,0 50,0
vn4 25,0 75,0
VNs 125 87,5
VNt 50 95,0
vn7 25 97,5
Bang 9.3.2 ¢ - Dung dich mau ddi chiéu V
Dung dich mau Dung dich mau . Dung d!Ch
i . A, acid hydrocloric 1%
doi chiéu  : chuanV (ml)
(ml)
V, 100,0 0,0
v2 75,0 25,0
V, 50,0 50,0
v4 25,0 75,0
s 125 875
i 50 95,0
V- 25 97,5
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Bang 9.3.2 d- Dung dich mau d6i chiéu VL

Dung dich mau Dung dich acid

Dung dich mau ;

i chisu chuan VL hydrocloric 1%
(ml) (mi)
25.0 75,0
~ Vil 150 850
iked 85 91,5
vid 50 95,0
vi5 3,0 97,0
v16 15 98,5
vi7 0,75 99,25

Bang 9.3.2 e - Dung dich mau ddi chiéu B

Dung dich mau .Dung dichmau . . Dungdlch
e Lex iacid hvdrocJoric 1 %

d6i chiéu chuanb(mlj : (m%

D, 100,0 ! 0,0

a2 75.0 25.0

¢3 50.0 50.0

d4 37,5 62,5

a5 25,0 75,0

9% 125 87,5

i bv 5,0 1 95,0
Bao quan

V6i phrong phap 1, cac dung dich mau doi chiéu can duoc
bdo quan trong nhitng 6ng thiy tinh trung tinh, khong
mau, trong suét cé duong kinh ngoai 12 mm, dwoc han kin
va tranh anh sang.

V6i phwong phap 2, cac dung dich mau d6i chiéu phai dwgc
chudn bi ngay trudc khi ding tir dung dich mau chuan.

9.4 XAC BINH GIOI HAN CAC TAP CHAT

9.4.1 Amoni
Dung phuong phap A, triv khi c6 chi dan khac trong
chuyén luan.

Phuongphép A

Hoa tan mdt lwgng ché pham thir nhw chi dan trong chuyén
luan v6i 14 ml nuéc trong mét 6ng nghiém cé nit mai,
kiem hoa néu can bang dung dich natri hydroxyd 2 M
(TT), thém nwéc vira dd 15 ml. Thém 0,3 ml dung dich
kali tetraiddomercurat kigm (77), l&c déu roi dé yén 5 min.
So sanh mau tao thanh trong 6ng th&r v&éi mau mau dugc
chuan bi déng thoi trong cting diéu kién nhu dung dich th.
Mau mau; Lay chinh x&c 10 ml dung dich amoni mau
i phan trieu NH4 (TT) cho vao mdt dng nghiém, pha
lodng véi nuac thanh 15 inl. Thém 0,3 ml dung dich kali
tetraiodomercurat kiém (77), lac déu roi dé yén 5 min.
Khi so mau, quan sat doc theo truc 6ng nghiém, dudi anh
sang khuéch tan trén nén trang. Mau vang xuét hién trong
ong thir khong dugc dam hon mau trong 6ng mau.
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Piivongphap B

Cho mdt lwgng ché pham (theo chi dan trong chuyén luan
riéng) da nghién min vao mot binh 25 ml c6 nat day bang
polycthylen va hoa tan hodc phan tan trong 1 ml nuoc.
Thém 0,3 g magnesi oxyd nang (77). Bay binh ngay sau
khi da dat xuéng dudi nap polyethylen mdt mau gidy tadm
mangan bac (77) hinh vudng c6 canh 5 ram da dugc lam
am béng vai giot nudc. L&c xoay tron binh, tranh chét long
bén 1én va dé yén & 40 “C trong 30 min.

Mau xam néu xudt hién trén mau gidy tdm mangan bac &
hinh thir khong duoc dam hon & binh mau dwoc chuén bi
ddng thoi trong cung diéu kién véi lvong dung dich amoni
mau | phan trieu NH4(TT) d& duoc chi dan trong chuyén
luan, 1 ml nuéc va 0,3 g magnesi oxyd nang (TT).

9.4.2 Arsen i
Dung phuwong phap A, tru khi ¢6 chi dan khac trong
chuyén luan.

Phuongphép A

Dung cu: B6 dung cu tht arsen (Hinh 9.4.2) gém mét binh
nén nat mai ¢& 100 ml dwgc day bang nat thay tinh mai,
Xuyén gua ndt c6 mot ong thdy tinh dai khodng 200 mm,
dwdng kinh trong 1a 5 inm. Phan dudi cta 6ng thly tinh
dwoc kéo nho lai dé c6 duong kinh trong 1a 1,0 mm va
cach dau dng 15 mm c6 mot 16 trén thanh 6ng véi dueong
kinh 2 mm dén 3 mm. Khi gan 6ng thay tinh vao nat thi 16
nay phai 6 cach mat dwgi clia nit it nhat la 3 mm. Dau trén
clia ong thay tinh ¢6 mot dia tron phang, mat phang cua
dta vubng goc vai truc ong.

M0t 6ng thay tinh thi hai dai 30 mm, ¢6 cung duong kinh
va cling cé dfa tron phang tvong tw nhu 6ng thir nhat, dat
ti€p xUc mat dia tron véi 6ng thik nhat va duoc gilr chat véi
dng thir nhat bang 2 day 10 xo.

Tién hanh: Cho xudng dau thdp cla ong thly tinh dai
khoang 50 mg dén 60 mg bong tdm chi acetat (77) hodc
modt miéng gac cotton boc mot mau gidy tdm chi acetat
(77) c6 khdi lugng 50 mg dén 60 mg. Bat mot miéng gidy
tam thdy ngan (U) bromid (77), binh tron hay hinh vuéng,
c6 kich thudc da dé pha kin 16 tron gitra 2 6ng thiy tinh
(15111 x 15 ram), giir chat 2 6ng thay tinh bang 2 day 10 xo.
Cho vao binh nén mét lugng ché phadm thir theo chi dan
trong chuyén luan. Hoa tan hodc pha lodng (néu ché pham
thtr 1a dung dich) v6i nuéc thanh 25 ml. Thém 15 ml acid
hydrocioric (77), 0,1 m! dung dich thiéc (ii) ciorid AsT
(77) va 5 ml dung dich kali iodid 16,6 % (77). Dé yén
15 min roi thém 5 g kém khong cé arsen (77). Bay ngay
binh non bang nut da 13p san gidy thir & trén va ngam binh
trong nudc & nhiét do sao cho khi duoc gii phong déu dan.
Song song tién hanh mdt mau so sanh trong cung diéu
kién, dung 1ml dung dich arsen mau i phan triéu As (TT)
hoa lodng véi nwdc thanh 25 ml thay cho ché pham thi.
Sau it nhat 2 h ldy cac miéng gidy tam thay ngan (H)
bromid (77) ra so sanh cac v&t mau. vét mau néu cd trén
miéng gidy cla binh tht phai khong dugc dam hon vét
mau trén miéng gidy ctia binh mau.
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Phuong phép B

Ldy mdt lvong ché pham thir theo chi dan trong chuyén
luén cho vdo mdt 6ng nghiém chia 4 ml acid hydrodoric
(TT) va khoang 5 BEngkaii itidid (TT), thém 3 ml dung dich
hvpophosphit (TT). Bun céch thiy hén hop trong 15 min,
thinh thoang lac.

Tién hanh song song mot mau so sanh trong cung diéu
kién, thay ché phdm thir bang 0,5 ml dung dich arsen mau
10phan iriéu As (TT).

So sanh mau trong hai ng. Mau trong 6ng thir khong dwoc
dam hon mau trong 6ng so sanh.

Hinh 9.4.2 - Dung cu thir arsen
(Kich thwéc tinh bang miiimét)

9.4.3 Calci

Cac dung dich dung trong phép thir nay phai dwgc chuan
bi véi nuwdc cat.

Thém 1 ml dung dich amoni oxalat 4 % (Ti’) vao 0,2 ml
dung dich caici mau 700 phan trieu Ca trong ethonol
96 % (TT). Sau 1min, thém hon hop gdbm 1 ml dung dich
acidacetic 2M (TT) va 15 ml dung dich ché pham thir nhw
chi dan trong chuyén luan va lac.

Sau 15 min, so sanh dd duc tao thanh trong 6ng thir véi
dd duc mau dwoc chudn bi dong thoi trong cung diéu
kién nhune thay dung dich ché phatn thir bang hén hop
gom 10 ml dung dich caici mau 10 phan triéu Ca (TT) va
5 mi nuéc. i

Ong thr phai khong duoc duc hon 6ng mau.

9.4.4 Chi trong duwdng

Tién hanh theo phwrong phap quang phd hap thu nguyén
t (Phu [uc 4.4, phuong phap 2), dung ngon Ia acetylen -
khdng khi, dén cathod réng chi va cac dung dich sau:
Dung dich thir: Hoa tan 20,0 g ché pham, thir trong dung
dich aeid acetic 1 M (TT) dé dugc 100,0 ml. Thém 2,0 ml
dung dich bao hoa amoni pyroiidin dirhiocwrbamat (TT)
va 10,0 ml 4-methyipentan-2-on A7YL Ic trong 30 s, tranh
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anh sang. Dé yén cho tach l6p va lay 16p 4-methylpentan-
2-on.

Céc dung dich doi chiéu: Chuan bi 3 dung dich déi chiéu
tiong cung diéu kién nhu dung dich thir, bang cach thém
riéng biét 0,5 ml; 1,0 ml; 1,5 mi dung dich chi mau 10phan
triéu Pb (TT) vao mdi binh da c6 20,0 g ché pham thi.
Chuan bi mt indu trdng trong cung didu kién giéng nhu
dung dich thir nhung khong cd ché pham th.

Do do hap thu cla dung dich thlr, 3 dung dich d6i chiéu
va mau trang & cuc dai 283,3 nm, dung dung dich tréng
dé hiéu chinh diém 0 cba may. V& dudng biéu dién sy phu
thudc gitra dd hap thu voi ndng do chi trong cac dung dich
va xac dinh ham lwgng cla chi trong ché pham thi.

Ham lugng chi khéng dugc 16n hon 0,5 phan triéu trir khi
c6 chi dan khac.

9.4.5 Clorid

Chuén bi dung dich thir nhw chi dan trong chuyén luan,
cho vao mot 6ng nghiém, pha lodng véi mtéc dén 15 ml.
Thém 1 ml dung dich acid nitric 2 M (TT) va 1 ml dung
dich bac nitrat 2 % (TT). De yén 5 min, trdnh &nh sang. So
sanh d6 duc tao thanh trong 6ng thlr véi dd duc trong éng
mau dwoc chuén bi dong thoi trong cung diéu kién nhung
thay dung dich thir bang hon hop gdm 10 ml dung dich
clorid mau 5 phan triéu Ci (TT) va 5 ml nuéc. Quan sat
doc theo truc dng nghiém, dudi anh sang khuéch tan trén
nén den. Ong thr khéng duoc duc hon 6ng mau.

9.4.6 Fluorid

Dirng thiét bi cat nhw md ta trong Hinh 9.4.6 bao gdm mot
6ng nghiém nat mai néi véi mot ng ngung rudt thang.
Ong nghiém duoc dit trong mot bd phan dun bang thiy
tinh chiu nhiét kin c6 ndi véi mot dng sinh han va nhiét ké.

Hinh 9.4.6 - Dung cu th& gi¢i han Auorid
(Kich thuéc tinh bang mifimét)
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Can va chuyén mot lwgng ché pham nhw chi dan trong
chuyén luan vao 6ng nghiém, thém 0,1 g cat da dugc rlra
bang acid va 20 ml dung dich acid sulfuric 50 % (tt/tt).
R6t teiraclorocthan (77) vao binh dun, dun néng va gil
a nhiét do so6i cua tetracloroethan (146 °C). Ohimg cat
va hing dich cat vao binh dinh mtc 100 ml c6 chira sén
03 ml dung dich natri hydroxyd 0,1 jV (CD) va 01 ml
dung dich phenolphtaiein (77). Duy tri thé tich & trong éng
nghiém 12 20 ml trong su6t qua trinh cét, va gilr cho dich
trong binh cét luon ludn kiém bang cach thém dung dich
notri hydroxyd 0,1 N (CD) néu can. Thém nuéc vao binh
hiing dich cét vira di 100 m| dwgc dung dich thr. Chuan bi
mau chuan v6i cung digu kién nhu mau thir nhung thay ché
phain bang 5 ml dung dich ftuorid chuan i0 phan triéu F
(TT). Lay 2 6ng nghiém nGt mai, them riéng ré 20 ml dung
dich thr va dung dich chuén va thém 5 ml thudc thi acid
aminomcthxlahzarindiacctic (77) vao mdi dung dich, sau
20 min néu dung dich thir c6 mau xanh (ban dau la mau
dé) thi khdng dugc dam hon mau ctia dung dich d6i chiéu.

9.4.7 Kali

Them 2 ml dung dich riatri tetraphenyiborat i % (TT) m&i
pha vao 10 ml dung dich ché pham thir di chi dan trong
chuycn luén, dc yén 5 min. So sanh d6 duc tao thanh trong
6ng thir voi do duc trong 8ng mau duoc chuan bi dong thoi
trong cling diéu kién mot hon hop clia 5 ml dung dich kali
mau 20 phan triéu K (TT) va 5 ml nudéc.

D0 duc trong ong thir khdng dwoc dam him dd duc trong
6ng mau.

9.4.8 Kim loai nang

Céc phuwong phap sau day yéu cau dung dung dich
thioacetamid (77). C6 thé dung dung dich noth suifid
(TT) (0,1 ml) dé thay thd. Vi cac phwoug phap dugi day
dugc xay dung dua tron st dung dung dich thioacetamid
(TT) nén néu s dung dung dich natri sulfid (TT) thay thé
thi phai chudn bi thém dung dich kiém tra khi thir theo
phuong phap 1, 2 va 8. Dung dich kiém tra dugc chuén
bi tlr lwong ché pham giong nhw lugng ché pham ding dé
chuan bi dung dich thir va thém the tich dung dich chi mau
gidng nhu thé tich dung dich chi mau dung dé chuén bi
dung dich déi chiéu. Phép thlr chi c6 gia tri khi dung dich
kiém tra c6 mau dam it nhat la bang mau cua dung dich
doi chiéu.

Phwong phap |

Dung dich thir: 12 ml dung dich ché pham dugc chuén bi
nhv chi dan trong ehuvén luan.

Dung dich doi chiéu: Hon hop gdm 10 ml dung dich chi
mau 1phan triéu Ph (TT) hodc dung dich chi mau 2 phan
triéu Pb (TT) tuy theo chi dan trong chuyén luan va 2 mi
dung dich thuw.

Dung dich mau trang: 116n hgp gdm 10 ml nwéc va 2 mi
dung dich thu.

Thém 2 ml dung dich dam acetal pH 3,5 (IT) vao moi
dung dich tién. Lao déu va thém dung dich thu dugc vao
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1.2 ml dung dich thioacetamid (77), lac ngay. Quan sét cac
dung dich sau 2 min.

Tinh thich hop cua phép thr: Dung dich d6i chiéu phai cd
nau nau nhat khi so sanh v&i dung dich mau trang.

Danh gia két qua: Mau nau cla dung dich thtr, néu cé,
khong dwgc dam hon mau clia dung dich doi chiéu.

Neu nhu khé danh gia ket qua, loc cac dung dich qua mang
foc 0,45 |im néu khong co chi dan khac. Tién hanh loc
cham va déu voéi ap luc Ién piston nhe nhang va lién tuc.
So sanh mau séc clia cac Vét trén mang loc thu duoc tir cac
dung dich.

Phuong phép 2

Dung dich thir: 12 ml dung dich ché phdm dwoc chuén bi
nhu chi dan trong chuyén luan, ding dung mai hitu co co
chira mot ty 18 nudc t6i thiéu [Vi du nhu 7,4-dioxan (77)
hodc aceton (TT) cé chira 15 % metre (tt/tt)].

Dung dich doi chiéu: H6n hop gdm 10 ml dung dich chi
mau (i hay 2 phan triéu Pb tiy theo chi dan trong chwvén
luan) va 2 ml dung dich tht.

Dung dich ion chi mau 1 hodc 2 phan triéu Pb duoc pha
ché bang cach pha lodng dung dich chi mau 100 phan triéu
Pb (TT) v6i dung méi dwgc dung dé pha dung dich tht.
Dung dich mau trang: Hon hop gdbm 10 ml dung mai duoc
diing dé pha dung dich thir va 2 ml dung dich tht.

Thém 2 ml dung dich dém acetot pH 3,5 (TT) vao moi
dung dich trén. Lic déu va thém dung dich thu dwoc vao
1.2 ml dung dich thioacetamid (77), lac déu ngay. Quan
sat cac dwng dich sau 2 min.

Tinh thich hgp claphép thir: Dung dich déi chiéu phai cé
nau nau nhat khi so sanh v&i dung dich mau tréng.

Panh giad két qua: Mau nau cua dung dich thu, neu cd,
khong duge dam hon mau clia dung dich déi chiéu.

Neu nhv khé danh gia két qua, loc cac dung dich qua mane
loc 0,45 pm néu khdng c6 chi dan khéc. Tién hanh loc
cham va déu v6i ap luc 1én piston nhe nhang va lién tuc.
So sanh mau séc clia cac vét trén mang loc thu duoc tir céc
dung dich.

Phwong phap 3

Dung dich thir: L&y mdt lwvong ché phdm nhu chi dan
trong cluiyen luan (khéng qua 2 g) cho vao mét chén nung
str. Thém 4 mi dung dich mognesi sulfat 25 % trong acid
sulfuric T M (77). Tron déu bang mot ddia thiy tinh nho
roi dun néng can than. Néu hon hop la mot chét léng thi
lam bay hoi tlr tu trén cach thdy den kho. Dot dan dan dé
ché pham ehav hét va tiép tuc dot cho den khi thu duoc
cdn c6 mau gan trang hay it nhét la xam nhat. Tién hanh
nung & nhiét do khdng qua 800 °c. Beé ngudi. Lam &m cén
bang vai ciot ¢ittni* dich acid sulfuric 1 AT/77). BOC hoi.
nung lai va dé ngudi. Toan b9 thoi gian nung khéng duoc
qua 2 h. Hoa tan cén trong dung dich acid hvdrocloric
2 M (TT) 2 lan, mbi 1an ding 5 ml. Them 0,1 ml dung dich
phenolphtaicin (iT), cho ting giot amoniac (77) den khi
c6 mau hong. Be ngudi, thém acid acetic hang (77) dén
khi dung dich mat mau va thém thira 0,5 ml nita. Loc néu
can va pha loang dung dich véi nuwéc thanh 20 ml.
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Dung dich ddi chiéu: Tién hanh theo chi dan & phan dung
dich tht, dung mot thé lich dung dich chi tv.au 10 phan triéu
Pb (77) nhw da ghi trong ehuvén luén thav cho ché pham.
Thém 2 mi dung dich thir vao 10 ml dung dich thu dugc.
Dung dich kiém tra: Tién hanh theo chi dan & phan dung
dich thir, dung lvgng ché pham nhu lwgng dung do chuén
bi dung dich thir va thé tich dung dich chi mau il phan
triéu Pb (TT) nhw thé tich dung dé chudn bi dung dich
doi chiéu. Thém 2 ml dung dich thir vao 10 ml dung dich
thu duoc.

Dung dich mau trang: Hon hgp gdm 10 mi nwéc va 2 ml
dung dich tht.

Ldy 12 ml ctia mbi dung dich trén, thém 2 mi dung dich
dém acetat pTi 3,5 (77). Lac déu va them dung dich thu
dwgc vao 1,2 ml dung dich thioacetamid (77), lac déu
ngay. Quan sét cac dung dich sau 2 min.

Tinh thich hgp cltia phép thir: Dung dich déi chiéu phai co
nan nau nhat khi so sanh v&i dung dich mau trang va dung
dich kiém tra phai c6 mau it nhat 14 ddm bang mau cla
dung dich ddi chiéu.

Déanh gia két qua: Mau nau cla dung dich thit, néu co,
khong dugc dam hon mau clia dung dich ddi chiéu.

Néu nhuw khé danh gid két qua. loc cac dung dich qua
mang loc 0,45 pm néu khong cé chi dan khac. Tién hanh
loc chdm va déu véi ap luc Ién piston nhe nhang va lién
tuc. So sanh mau sic clia cac Vét trén mang loc thu duoc
tlr cac dung dich.

Phuongphap 4

Dung dich thi: Tron déu mot lwong ché phdm nhu chi dan
trong chuyén luan véi 0,5 g magnesi dxyd (77) trong mot
chén stt. Nung dé hon hop cho dén khi thu dwoc mét khéi
dong nhdt mau trang hay trdng xam. Néu sau khi nung
30 min ma hon hop van ¢ mau thi dé ngudi, ding dia
thay linh trdn déu roi nung lai. Néu can, 1ap lai thao tac doé.
Cudi ciing nung & 800 °c trong 1h. Hoa tan can trong hon
hep dong thé tich clia dung dich acid hydrocioric 2 M (77)
va nwdc, 2 1an, mdi 1an dang 5 ml. Thém 0,1 ml dung dich
phenoiphtalein (77), cho tirng giot amoniac (77) dén khi
c6 mau hong. BE ngudi, thém acid acetic hdng (Tf) dén
khi dung dich mat mau va thém thira 0,5 ml nlra. Loc néu
can va pha loang dung dich véi nwéc thanh 20 ml.

Dung dich d6i chiéu: Lay thé tich dung dich chi mau
[0 phan triéu Ph (77) nhw da ghi trong chuyén luan, 1am
kho & 100 °c dén 105 °c, thay cho ché phdm va tién hanh
theo chi dan & phan dung dich thir. Thém 2 ml dung dich
thr vao 10 ml dung dich thu duogc.

Dung dich kiém tra: Ly lugng ché phdm nhu lugng ding
dé chuan bi dung dich thir va thé tich dung dich chi mau
i0phan triéu Ph (Vi') nhw thé tich dung dé chuan bi dung
dich d6i chiéu, lam khd & 100 °c dén 105 cc va tién hanh
theo chi d&n & phan dung dich thit. Them 2 ml dung dich
thir vao 10 ml dung dich thu duoc.

Dung dich mau trang: Hon hgp gom 10 ml nwéc va 2 ml
dung dich th.

Ldy 12 ml ctia mdi dung dich trén, thém 2 ml dung dich
dém acetal pii 3.5 (77). Lac déu va thém dung dich thu
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dwoc vao 12 ml dung dich thioacetamid (Ti), lac déu
ngay. Quan sét cac dung dich sau 2 min.

Tinh thich hop cua phép thir: Dung dich ddi chicu phai co
nau nau nhat khi so sanh véi dung dich mau trang va dung
dich kiem tra phai c6 mau it nhat 1a ddm bang mau cla
dung dich doi chiéu.

Panh gia két qua: Mau nau cla dung dich thir, néu co,
khéng dwoc ddm hun mau cla dung dich doi chiéu.

Neu nhu kho danh gia két qua, loc cac dung dich qua
mang loc 0,45 pm néu khéng c6 chi dan khac. Tién hanh
loc cham va déu voi ap luc 1én piston nhe nhang va lién
tuc. So sanh mau sac ca cac vét trén mang loc thu duoc
tlr cac dung dich.

Phwongphéap 5

Dung dich thir: Hoa tan mdt lugng ché pham nhu chi dan
trong chuyén luén trong 30 ml nwéc hay trong thé tich nhw
chi dan.

Dung dich d6i chiéu: Néu khoéng co chi dan khac, pha
lodng thé tich dung dich chi mau I phan triéu Ph (77) nhw
chi dan trong chuyén lun thanh thé tich bang the tich clia
dung dich tht.

Chuan bi mot thiét bi loc bang cach I1&p than mét bom
tiém, khéng co piston, dung tich 50 ml v&i mot gia dd co
chta, trén mét dia, mot mang loc (Kich thwéc 16 3 pm) va
phia trén c6 mang loc phu (Hinh 9.4.8).

Chuyén dung dich thir vao bom tiém, lap piston, an nhe
va déu dcn khi dung dich duoc loc hét. Thao gia do va lay
mang loc phu ra, kiém tra xem mang loc ¢6 bi nhiém bén
khong, néu can thi thay mang loc va loc lai trong cung
dieu kién.

Thém 2 ml dung dich dém acetat pH 3,5 (77) vao toan
bd hay mét phan dich loc nhw chi dan & chuyén luan, lac
déu va thém dung dich thu dwoc vao 1,2 ml dung dich
thioacciamid (77), lac déu ngav va dé yén 10 min. Loc lai
nhw chi dan ¢ trén nhung dao trat tv mang loc, dung dich
qua mang loc réi méi qua mang loc phu. Qua trinh loc phai
duoc thuc hién tir tir va déu bang cach an piston nhe nhang
va lién tuc. Sau khi loc xong lay mang [oc ra, lam khé bang
cach ép trén giay luc.

Song song tién hanh nhw chi dan & trén v6i dung dich déi chiéu.

Hinh 9.4.H- Dung cu thlr gi¢i han kim loai ndne
(Kich thwéc tinh hang milimeti
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DPanh gia két qua: Mau cua vét thu dirye tir dung dich thir
khéng dugc dam mau hem mau ctia VA thu dwoc tir dung
dich déi chiéu.

Phuwong phéap 6

Dung dich thir: Ly mt ivong ché phdm nhw chi dan trong
chuyén luén vao mdt binh Kjeldahl khoé va sach dung tich
100 mi (c6 thé dung binh dung tich 300 ml néu phan (ng
tao bot nhiéu). Gilr binh nghiéng mot géc 45°. Neu che
phdm 1a chét ran, thém vira di mot thé tich hon hop acid
gdm 8 ml acid sul/uric ITT) va 10 ml acid nitric (TT) do
lam dm toan bd mau. Neu ché pham la chat I6ng, thém vai
ml hén hop acid. Bun ndng nhe dén khi phan (ng bat dau,
doi phan (rng giam bt va tiép tuc thém ting phan hon hop
acid, dun néng sau mdi ian thcm, dén khi hét 18 ml hon hop
acid. Tang nhiét do va dun sdi nhe dén khi dung dich tham
mau. Bé ngudi, thcm 2 ml acidnitric (TT) va dun néng dén
khi dung dich tham mau. Tiép tuc dun va thém ac.id nitric
(TT) dén khi dung dich khéng con thdm mau thém nira.
Bun néng manh dén khi c6 khoi tring, day dic tao thanh.
De ngudi, them cén than 5 mi nwdc, dun s6i nhe dén khi
c6 khoéi trang, day dic tao thanh va ti€p tuc dun dén khi
con 2 ml dén 3 mi. e ngudi, thém can than 5 ml nwéc va
quan sat mau cla dung dich. Neu dung dich c6 mau vang,
thém can than 1 ml dung dich hydrogen peroxyd dam dac
(TT) va tiép tuc dun dén khi cd khéi trang, day dac tao
thanh va dung dich con khoang 2 ml dén 3 ml. Néu dung
dich vAn c6 mau vang, iap lai budc thém 5 ml nudc va
1 ml dung dich hydrogen peroxyd dam dac (77) dén khi
dung dich khong mau. D& ngudi, pha lodng can than vai
nwdc va trang vao 6ng Nessler dung tich 50 ml sao cho
thé tich dung dich thu dugc khéng vuut qua 25 m). Diéu
chinh pil dung dich dén 3,0 - 4,0 bdng amoniac (TT) [cd
thé dung dung dich amoniac 6 M (77) dé dicu chinh khi
dén gan khoang pH yéu cau], dung chi thi ngoai la gidy
chi thi c6 khoang chi thi pH hep. Thém nuéc dé duoc
40 ml va tron déu. Thém 2 ml dung dich dém acetatpH 3,5
(77). Lac déu va thém dung dich thu dugc vao 1,2 mi dung
dich thioacctamid (77). Lé&c déu ngay. Pha lodng véi nuwoc
thanh 50 ml, l&c deu.

Dung dich mau (doi chiéu): Tién hanh dong thoi nhu dung
dich thir, thay ché phdm bang thé tich dung dich chi mau
i0Ophan triéu Pb (TT) nhu chi dan trong chuyén luan.
Dung dich kiém tra: Tién hanh nhu dung dich thtr, ding
lvong ché phdm nhv lwvgng ding dé chudn bi dung dich
thir va thé tich dung dich chi mau 10 phon triéu Pb (77)
nhu thé tich dung dé chuan bi dung dich di chiéu.

Dung dich mau trang: Tién hanh nhv dung dich thir nhimg
khong cé ché pham.

Sau 2 min quan sat cac dung dich doc theo chiéu dai 6ng
nghiém trén nén trang.

Tinh thich hop ctia phép thir: Dung dich d6i chiéu phai cé
nau nau nhat khi so séanh vo&i dung dich mau trang va dung
dich kiém tra phai c6 mau it nhat la dam bang mau cla
dung dich doi chiéu.

Panh giad két qua: Mau nau cla dung dich thir, néu cé,
khéng duge ddm hon mau cta dung dicli doi chiéu.
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NéEu nhu khé danh gia két qua, loc cac (lung dich qua mang
loc 0,45 pm néu khdng cé chi dan khéac. Tién hanh loc
cham va déu voi ap luc Ién piston nhe nhang va lién tuc.
So sanh mau séc clia cac vét trén mang foc thu dwoc tir cac
dung dich.

Phuongphap 7

Chu v: Khi dung thiét bi phad mau Up suat cao phai theo
ding huéng dan van hanh va chi y vé an toan do nha san
xuat dwa ra. Thiét 1ap chu ky pht mau tdy thudc kiéu o vi
song (Vi du kiéu 10 kiém soat nang lwgng, kiéu 10 kiém soat
nhiét do hodc 10 4p suat cao). Chu ky navpiiai theo hwéng
dan coia nha san xudt. Ciut ky' pha mau ictphu hgp néu thu
dugc dung dich trong.

Dung dich thi: L&y mét lugng ché phdm nhu chi dan trong
chuycn luan (khéng qud 0,5 g) vao mét coc phu hgp, sach.
Thém lan lwgt 2,7 ml acidsuturic (77), 3,3 ml acidnitric
(IT) va 2,0 ml dung dich hydrogen peroxyd dam dac (77)
vira thém vira khudy déu bang may khudy tir, dé tirng thudc
thir phan (ng vai ché pham trude khi thém thube thir tiép
theo. Chuyén hdn hop vao binh pha mau chiu &p suét cao
(béng Auoropoiyme hodc thach anh), binh phéi dugc lam
kho trede khi cho méu vao.

Dung dich doi chi€u: Tién hanh nhv dung dich tht, thay
ché pham béng thé tich dung dich chi mau ]O phan triéu
Pb (TT) nhu chi dan trong chuyén luan.

Dung dich kiém tra: Tién hanh nhw dung dich thl, dung
lvgng ché phdm nhu luvgng dung dé chuén bi dung dich
thir va thé tich dung dich chi mau i0 phan triéu Pb (77)
nhu thé tich dung dé chuén bi dung dich d6i chiéu.

Dung dich mau trang: Tién hanh nhv dung dich thir nhwng
khong co6 ché pham.

DBay binh pha mau va dat vao trong 16 vi séng. Tién hanh
pha mau bang céach st dung ndi tiép 2 chuong trinh tach
biét thich hop. Thiét lap cac chwong trinh theo indt s6
budc dé co the kibm soat phan (ng, theo ddi ap suat, nhiét
dd hodc nang lwgng thy theo kiéu 10 vi séng sir dung. Sau
khi ap dung chwong trinh dau tién, dé ngudi cac binh pha
mau truéc khi mo. Thém vao mdi binh 2 ml dung dich
hydrogen peroxvd dam dac (77) va ap dung chuwong trinh
thi hai. Sau khi &p dung chwong trinh th hai, dé ngudi cac
binh pha mau trudc khi mo. Néu can thiét dé cé duoc dung
dich trong, 1dp lai bwéc thém dung dich hydrogen peroxyd
dam d&c (TT7) va chrong trinh pha mau thi hai.

Pe ngudi, pha loang can than vo&i nwéc va trang vao mot
binh non sao cho thé tich dung dich thu dwgc khong vugt
qua 25 ml. Biéu chinh pH dung dich dén 3,0 - 4,0 bang
amoniac (77) (co thé diing dung dich amoniac 6 M (77)
dé diéu chinh khi dén gan khoang piT yéu cau), dung chi
thi ngoai la gidy chi thi cd khoang chi thi pli hep. D& tranh
lam néng dung dich, ngdm dung dich trong nwéc da va
dung may khudy tir. Pha loang thanh 40- ml véi nuwéc va
tron déu. Thém 2 mi dung dich dém acetat pii 3.5 (77).
Lac déu va thém dung dich thu duoc vao 1,2 M) dung
dich thioacetomid (77). Lac déu ngay. Pha lodng véi nuéc
thanh 50 mi, I&c (ttu va dé yén 2 min.
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Loc cac dung dich qua mang loc thich hgp 0,45 pm néu
khdng c6 chi dan khac. Tién hanh loc cham va déu véi ép
luc 1én piston nhe nhang va lién tuc. So sdnh mau sic cla
cé&c Vet trén mang loc thu duoc tir cac dung dich trén.
Tinh thich hgp cuta phép thir: vét thu dwgc tr dung dich
ddi chiéu phai c6 mau nau khi so sanh vii vet thu duoc tlir
dung dich mau tréng va vét thu duoc Iir dung dich kiém tra
phai ¢d mau it nhat 1a ddm bdng mau cla vét thu dugc tir
dung dich ddi chiéu.

Panh gia két qua: Mau nau cla vét thu duoc tir dung dich
thir khong dwgc dam hon mau cla vet thu dugc tr dung
dich dbi chicu.

Phuvongphéap 8

Dung dich thir: Hoa tan mdt lwong ché pham theo chi dan
trong chuyén luan trong 20 ml dung méi hay hén hop dung
moi duoc chi dan trong chuyén luan.

Dung dich ddi chiéu: Pha lodng thé tich dung dich chi
mau i 0phan triéu Ph (TT) theo chi dan trong chuycn luén
thanh 20 ml véi dung moi dé pha dung dich thi.

Dung dich mau trang: 20 ml dung méi dé pha dung dich tht.
Thém 2 mi dung dich dém acctat phi 3,5 (TT) vao moi
dung dich trén. Lac déu (Trong mdt vai tredng hop cé tla
tao thanh, khi dé chuyén luan riéng c6 hwéng dan hoa tan
lai trong thé tich xac dinh clia dung moi cho san). Thém
dung dich thu dwgc vao 1,2 ml dung dich thioacetamid
(TT). L&c ngay va d6é yén 2 min. Loc cac dung dich qua
mang loc 0,45 pm néu khdng c6 chi dan khac. So sanh cac
vét trén mang loc thu duoc hr cac dung dich trén.

Tinh thich hgp cua phép thr: vét thu dugc tir dung dich
ddi chiéu phai c6 mau den nau so véi vét thu dwoc tir dung
dich mau tring.

Danh gia két qittt: Mau den nau cla vét thu dwogc tir dung
dich thir khéng duwoc dam hon mau cua vét thu dwoc tir
dung dich déi chiéu.

9.4.9 Nhém

Chuyén dung dich che phdm tht dd chi dan trong
chuyén luan vao mot binh gan va chiét lan lugt voi
20 ml, 20 ml va 10 ml dung dich 8-hydrox)>quinoiin 0,5 %
trong cloro/orm (T1). Gop cac dich chiét cloroiorm va pha
loang t¢i 50,0 ml bang cloroform (TT) (dung dich tht).
Trir khi ¢6 chi dan khac, chuan bi dung dich trang va dung
dich chuan trong cting diéu kién nhw dung dich tht.

Dung dich trdng i hon hop 10 ml dung dich dém acetat
pH 6,0 va 100 ml nuoc.

Dung dich chuan la hon hgp 2 ml dung dich nhdm mau
2 phan triéu AT (Ti), 10 ml dung dich dém actdat pH 6,0
va 98 ml nuoc.

Do huynh quang cta dung dich thtr (lj), dung dich chuén
(L) va dung dich trang (139 (Phu luc 4.3) v6i budc song
kich thich la 392 nm va mét kinh loc phu c6 dai truydn
quang tap trung ¢ 518 nm, hodc dat mot thiét bi lam don
s&c anh sang dc truy@n quang & chinh bwdc séng do.
Cuong d6 huynh quang cta dung dich thir (1) - O khéng
dwoc 1én hon cua dung dich chuén (L - L).
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9.4.10 Nickel trong polyol

Tién hanh theo phwomg phap Il clia quang phé hép thu
nguyén t& (Phu luc 4.4). dung ngon ltra acetylen - khong
khi, dén cathod rong nickel va c&c dung dich sau:

Dung dich tht: Hoa tan 20,0 g ché pham th(r trong dung
dich acid acetic i A/ (TT) va pha lodng thanh 100,0 ml voi
cung dung mdi. Them 2,0 ml dung dich bdo hoa amoni
pyroiidin duhiocarhamat (TT) (khoang 1 %) va 10,0 ml
4-methy!pentan-2-on (TT) Iac trong 30 s, tranh anh sang.
DE yén cho tach I6p va lay 16p methylpcntanon.

Dung dich ddi chiéu: Chwan bi 3 dung dich d6i chiéu trong
cung diéu kién nhu dung dich thir bang cach thém riéng
biét 0,5 ml; 1.0 ml; 1,5 ml dung dich nickel mau 10phan
triéu Ni (TT) vao moi binh da c¢6 20.0 g ché pham thr.
Chu&n bi mdt mau trang trong cung diéu kién gidng nhu
dung dich thtr, nhwng khong c6 ché pham thlr va dung
dung dich nay de hiéu chinh diém “0” clia may.

Do do hap thu ctia dung dich thl, 3 dung dich doi chiéu va
mau trng & cuc dai 232,0 nm. V& dudng cong biéu dién
sk phu thudc gitra do hap thu véi ndng dd nickel trong céac
dung dich va xac dinh ham lwgng clua nickel trong ché
pham thi.

Ham lvong nickel khing 16n hon 1 phan triéu, triv khi c6
chi dan khéc.

9.4.11 Kim loai ndng trong dwoc liéu va trong dau béo
Tién hanh bang phurong phap quang ph6 hdp thu nguyén
tl (Phu luc 4.4).

Cha y: Khi dung thiét bi pha mau 4p suét cao va io vi séng
dung trong phong thi nghiém, phai ihimh thao cac thao tac
an toan vit van hitnh thiét bi ma nha san xuat dua ra.

Thiét bi

Bao gdm cac bd phan sau:

Binh pha mau bang polytetrafluoroethylen thé tich 120 ml
c6 nap day kin, c6 van diéu chinh ap suft bén trong va mot
dng bang polytctrailuoroethylen dé xa khi.

Mot hd théng gitk cac binh pha mau kin véi cling mdt luc xoan.
L6 vi séng voi tan s6 2450 MHz c6 cong suét diéu chinh
dwoc tlr 0 d6n (630 + 70) w, ndi véi mot may tinh co
phan mém diéu khién chwong trinh. Vach 16 phdt mét 16p
polvtetraiiuoroethylen. Lo c6 quat hat thay doi dwgc toc
dd. c6 hé théng dia quay va dng ht de xa khoi.

May quang phd hap thu nguyén ti dung dén cathod rong
la ngudn phét xa va den deuterium hiéu chinh dwong nén.
May duoc noi voi:

a) BO hoa hoi nguycn tr khong ngon Ira 10 graphit ddi voi
callimi, dong, chi, sat, nickel va kém.

b) B6 hod hoi hydrid ddi voi arsen va bd phan hda hoi lanh
cho tliav ligar, hodc mot bd hoa hoi khac c6 tinh nang phu
hop cho 2 nguyén td nay.

Tién hanh

Néu dunti trang thiét bi khac vi mo ta ¢ trén thi can diéu
chinh céc thong s thiét bi cho phu hop.

Rtra sach cac d6 dwng bang thay tinh va dung cu thi nghiém
bang dung dich acid nitric (TT) 10 ¢/1 trwdc khi ding.
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Bang 9.4.11.7 - Céc thong sb ky thuat dé tién hanh phép thir

o .. Ccd 1 Cu Fe Ni Pb Zn
Budc song tim 228,8 324,8 2483 732 283,5 2139
D0 rong khe nm 05 05 02 0,22 0,5 05
Cudng do den mA 6 7 5 10 5 7
Nhiét do tro hda °c 800 800 800 800 800 800
Nhiét dd nguyén tir hda °c 1800 1 2300 2300 2500 2200 2000
Hiéu chinh dwong nén co khong khong ! khong khong khdng
Toc do khi nitrogen L/min 3 3 3 3 3 3

Dung dich thir: Can va chuyén vao binh pha mau mot
Ivgng ché phém theo chi dan trong chuyén luan (khoang
0,5 g bot dwoc liéu hodc dau bco). Thém 6 ml acici nitric
khong ct kim loai nang (77) va 4 ml acid hydrocloric.
khéng c6 kim loai nang (71"). Day kin binh.

Dit binh pha mau vao 10 vi séng. Tién hanh pha mau theo
3 buéc nhw sau (dung cho 7 binh chi*ra mau thir): 80 %
cong suat & 15 min dau, 100 % cdng suat & 5 min tiép theo
va 80 % & 20 min cudi.

Pe ngudi cac binh ngoai khong khi, thém vao mdi binh
4 mi acidsul/uric khéng c6 kim loai nang (77). Lap lai cac
buéc pha mau nhw trén mét lan nra. Sau khi dé ngudi, mo
binh pha mau ra, thu dugc dung dich trong va khéng mau.
Chuyeén toan bd dung dich vao binh dinh mic 50 ml, trang
binh pha mau 2 1an, mdi 1an véi 15 ml nwéc va tap trung
dich trdng vao binh dinh mc trén. Thém 1,0 ml dung
dich magnesi nitrat (77) 1% va 1,0 ml dung dich amoni
dihydrophosphat (77) 10 %. thém nwéc vira da 50 ml.
Dung dich mau trang: Trén 6 mi acid nitric khéng c6 kim
loai ndng (77) va 4 ml acid hydrocioric khéng c6 kim loai
nang (TT) vao binh pha mau va tién hanh pha mau nhu doi
VGi dung dich tht.

Dinh lwong Ciidimi, ddng, sat, chi, nickel va kém

Xac dinh ham lvong cadimi, dong, sat, chi, nickel, kém
bdng phuong phdp thém chudn (Phu luc 4.4), ding céc
dung dich doi chiéu ctia mdi kim loai ning va ap dung cac
thdng so k¥ thuat nhu Bang 9.4.11. 1. B hap thu cla dung
dich mau tring duoc ty dong trir vao do hap thu ctia dung
dich tht.

binh lvgng arsen va thay ngan

Xac dinh ham lugng arsen va thdly ngan trong mau duwa vao
céc dung dich chuéan arsen hodc thly ngan da biét ndong do
bang phuong phéap xac dinh truc tiép (Phu luc 4.4) véi hé
thdng hoda hoi hydrid doi voi arscn va héa hoi lanh doi voi
thdy ngan, hodc véi mot thiét bi hoa hoi khac phu hop.

Arsen

Dung dich mau: L&y 19.0 ml dung dich th* hodc trang
chuan bi nhv trén, thém | ml dung dich kali i&édid (77)
20 %. Dé yén dung dich ¢ nhiét d6 phong trong 50 min
hodc & 70 "C trong 4 min.

Acid: Acid hydrocioric khdng cé kim loai nang (77).
Dung dich kht: Dung dich natri borohydrid (77) 0,6 %
trong dong dich natri hydroxyd (77) 0,5 %.

Ap dung cac théng s6 k¥ thuat trong Bang 9.4.11.2.

Thay ngan

Dung dich mau: Dung dich thi hodc dung dich trang
chuén bi nhu trén.

Acid: Dung dich chira 515 g/i acid hydrocloric khéng cé
kim loai nang (77).

Dung dich khtr: Dung dich thiéc (ii) ciorid 1% trong dung
dich acid hvdrocioric lodng khdng cé kim loai ndng (77).
Ap dung cac théng s6 k¥ thuat trong Bang 9.4.11.2.

Bang 9.4.11.2 - Cac théng s6 ky thuat dé tién hanh phép thir

As T *ﬁé
Budc song nm 193,7 253,7
D6 rong khe nm 0,2 05
Cuong do den mA 10 4
Toc do acid ml/min : 10 10
Toc do dung dich khr  ml/min 1 1,0 i 10
Téc dd dung dich mau  ml/min T° 7.0
Buong do Thach anh Thach
(lam néng) anh
(khdng
lam néng)
Hieu chinh dwong nén Khong Khéng
Toc do khi nitrogen L/min 0.1 01

9.4.12 Phosphat

Thém 4 ml dung dich su/omolybdic (77) vao 100 ml
dung dich da dwgc chuan bi, néu céan thi trung hoa nhw
chi dan. L&c va thém 0,1 ml dung dich thiéc (Il) ciorid
(77)). Chuan bi dung dich chuan trong cling diéu kién,
ding 2 ml dung dich phosphut mau 5 phan triéu POj
(77) va 98 ml nudc. Sau 10 min, 1dy mdi dung dich
20 ml va so sdnh mau. Mau trong dng thir phai khong dugc
dam hon mau trong 6ng chuan.

PL-20I
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9.4.13 Sat

Hoa tan mot lvgng ché phdm thu quy dinh trong nuéc
roi pha lodng véi nwéc thanh 10 ml, hoac ldy 10 mi dung
dich che pham thlr nhi chi dan trong chuyén luan cho vao
mot 6ng Ncssler. Them 2 ml dung dich acid citric 20 %
va 0,1 ml acid mercaptoacetic (77). Lac déu, kiém hoa
bang dung dich amoniac 10 M (77) va pha v&i nudc thanh
20 mi. B8 yén 5 min.

Chuén bi mot dung dich chuén trong cling diéu kién, ding
10 ml dung dich seit mau i phan triéu Fe (77) thay cho
dung dich ché pham th.

Mau hong tao thanh trong dung dich thir khdng dwoc dam
hon mau trong dung dich chuén.

9.4.14 Sulfat

Cac dung dich dung trong phép thlr nay phai dugc chuan
bi trong nuéc céat.

Thém 1 ml dung dich ban ciorid 25 % (77) vao 1,5 ml
dung dich Sulfat mau 10phan triéuso 4 (77), l&c va dé yén
1 min. Them 15 ml dung dich ché pham thir da duoc chi
dan trong chuyén luan hoc them mét lugng ché pham thir
quy dinh da hoa tan trong 15 ml nuwéc, va 0,5 ml dung dich
acid acctic 5 M (77). Be yén 5 min.

D0 duc tao thanh trong ong thtr khéng dwgc dam hon trong
ong chuén dugc chuan bi dong thoi trong clng diéu kién,
nhwng dung 15 ml dung dich Sulfat mau 10phan triéu so s
(77) thay cho dung dich ché pham thi.

9.4.15 Magnesi

L&y 10 ml dung dich thr dwoc pha nhu chi dan ctia chuyén
luan, thém 0,1 g natri tetraborat /77). Neu can thi diéu
chinh pll cla dung dich t6i khodng tlr 8,8 dén 9.2 hang
dung dich acid hydrocioric 2 M (77) hoac dung dich mitri
hydroxyd 2 Af (77). L&c 2 lan, moi lan véi 5 ml dung dich
8-hydroxyquinoiin 0,1 % trong cloroforrn (77), mdi lan
I&c 1 min, d6 yén cho tach I6p rdi gan bo 16p cloroform
phia du¢i. Thém vao Iép nuéc 0,4 ml n-butyiamin (77)
va 0,1 mi triethanolamin (77). Neu can thi diéu chinh
pH t6i khoang tir 10,5 dén 11.5. Thém 4 ml dung dich
8-hydroxyquinolin O,/ % trong cloroform (77), lac 1 min

Ul F1 u2
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roi dé yén cho tach 16p. Neu 16p clorofomi ¢ mau thi
khong dugc dam hon mau mau Ihu dugc khi tién hanh nhu
tron voi | ml dung dich magnesi mau 10 phan triéu Mg
(TT) va 9 ml nuéc.

9.4.16 Magnesi va kim loai kiém tho

Lay 200 ml nwéc, thém 0,1 g hydroxyiamin hydrociorid
(77); 10 ml dung dich dém amoniacpH 10,0 (77); 1 ml
dung dich kém Sulfat 0,i M (CD) va khoang 15 mg hon
hop den criocrom 7 (77). Bun néng téi 40 °c va chuén
do véi dung dich trilon B 0,01 M (CDb) dén khi mau tim
chuvén hidn sang xanh. Thém vao dung dich mét lvong
ché plidam da dugc hoa tan trong 100 ml nuéc, hodc mot
thd tich dung dich ché phdm, nhu chi dan trong chuyén
luan. Neu mau dung dich chuyén sang tim, thi chuan do
ti€p véi dung dich trilon B 0,01 M(CB) dén khi mau hoan
toan trlr iai xanh. Thé tich dung dich trifon B 0,01 M (CD)
diing trong lan chudn do thir hai khéng dugc qua lwvong
quy dinh.

95 XAC PINH GIOI HAN CARBON MONOXYD
TRONG KHI Y TE

Thiét bi

Thiét bi (Hinh 9.5) gdbm cé4c phan sau duoc mac ndi tiép
V@i nhau:

Ul: Ong hinh chit v chira silica gel khan duoc tdm
crom (Vi) oxyd (77).

F 1 Binh rta chira 100 ml dung dich kalt hvdroxyd 40 % (77).
U2: Ong hinh chit u chtra cac hat kali hydroxyd (77) (6ng
nav khong can khi thr carbon dioxyd).

U3: Ong hinh chir U’ chita phosphor pentoxyd duoc phan
tan trén da bot.

U4: Ong hinh chir U chtta 30 g cac hat iod pentoxyd két
tinh lai da dugc sav trwdec ¢ 200 WL va duy tri v 120 °c
trong su6t qua trinh thir. lod pentoxyd dwgc nhdi trong
mot 6ng thanh céc cot 1cm dwoc phan cach béng cac cot
bong thay tinh 1cm dé dwgc mét doan hiru hiéu dai 5cm.
F2: Ong phan (rng chira 2,0 ml dung dich kalt iodid 16,6%
(77) va 0,15 ml dung dich ho tinh bot (77).

u3 ua F2

Ilinh 9.5 - Thiét bi th& gi¢i han carbon monoxvd
(Kich thudc tinh bang mifuné)

P1.-202
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Tién hanh

Rira thiét bi bang 5,0 L khi argon va néu can, lam méat mau
clia dung dich iodid bang cach thém lwgng it nhat dung dich
natri thiosuifal 0,002 N (CD) méi pha. Tiép tuc rira dén khi
lugng dung dich natri thiosulfat fi:002 N (CD) can dung
khong qua 0,045 ml sau khi cho 5,0 L khi argon chay qua.
Cho khi can kiém tra chay qua thiét bi, dung thc tich va tc
dd dong theo qui dinh trong chuyén luan riéng. Rlra vét
iod giai phong vao binh phan (rng bang cach cho 1,0 L khi
argon chay qua. Chuén dd iod giai phong bang dung dich
natri thiosulfat 0,002 N (CD).

Tién hanh mau trang trong cung diéu kién, dung thé tich
argon theo qui dinh trong chuyén luén riéng. Thé tich dung
dich natri thiosulfat 0,002 N (CD) chénh Iéch gilta hai lan
chuan do khong dwoc qua gioi han qui dinh trong chuyén
luan riéng.

9.6 XAC BINH MAT KHOI LUONG DO LAM KHO

Mat khéi lugng do 1am kho 1a sw gidm khéi lugng clia mau
thir bi€u thi bang phan tram (khdi lwvong/khdi lugng) khi
duoc lam kho trong diéu kién xac dinh & mdi chuyén luan.
Phucmg phap nay dung dé xac dinh ham lwgng nwéc, mot
phan hodc toan bo lugng nuéc két tinh va lwgng chét dé
bay hoi khac trong mau thi.

Viéc xac dinh mét khdi lvong do lon khé khéng duoc lam
thay d&i tinh chat Iy hoa co ban clia mau thi, vi vay moi
chuyén luan riéng sé cd quy dinh cach lam khd theo mot
trong cac phwong phap sau day:

a) Trong hinh hit am. Tién hanh lam khé trong binh hat
am vai nhitng chat hat nwde nhw phosphor pentoxyd, silica
gei v.v...

b) Trong chan khong. Tién hanh lam kho & diéu kién ap
suat tir 1,5 kPa dén 2,5 kPa cd mét chat hat &m phosphor
pentoxyd va ¢ nhiét do phong.

) Trong chan khong & diéu kién nhiét do xac dinh. 'lién
hanh lam kho & diéu kién &p sudt tr 1,5 kPa dén 2,5 kPa
c6 mat chat hat &m phosphor pentoxyd va trong diéu kién
nhiét do quy dinh trong chuyén luén riéng.

d) Trong t0 say ¢ diéu kién nhiét d6 xac dinh. Tién hanh
lam khd trong tu sdy ¢ diéu kién nhiét do quy dinh trong
chuyén luéan riéng.

e) Trong chan khong hocin toan. Tién hanh Iam kho trong
diéu kién ap suat khong qua 0,1 kPa c6 mat chat hat 4m
phosphor pentoxyd va & diéu kién nhiét dé qui dinh trong
chuyén luan riéng.

Céch tién hanh

Duing dung cu dung dé sav bang thly tinh rdng miéng day
bang c6 ndp mai lam bi dwng méu thir; 1am khd bi trong
thoi gian 30 min theo phwong phap va diéu kién quy dinh
trong chuycn luan rdi can dé xac dinh khéi lwgng bi. Can
ngay vao bi ndy mot luong chinh xac mau thir bang khéi
lvgng quy dinh trong chuvéii luan véi sai s6 - 10 %. Neu
khong c6 chi dan gi dic biét thi lvone mau thir dwoc dan
mong thanh 16p c6 dé day khdng qua 5 inm. Ncu mau thir
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c6 kich thudc I6n thi phai nghién nhanh téi kich thuéc
dwgi 2 nim truwéc khi can. Tién hanh lam kho trong diéu
kién quy dinh cua chuyén luan. Neu dung phwong phap
sdv thi nhiét do thuc cho phép chénh léch = 2 °c so véi
nhiét d6 quy dinh. Sau khi sdy phai lam ngudi téi nhiét
dd phong can trong binh hit am co silica gel roi can ngay.
Néu chuyén luan khoéng quy dinh thoi gian lam kho co
nghta la phai l1am kho dén khoi lvong khéng déi, tic la sw
chénh léch khoi humg sau khi sdy thém 1 h trong t0 sdy
hodc 6 h trong binh hit dm so véi lan sdy truée dd khong
qué 0,5 mg.

Néu mau thir bi chay r nhiét do thdp hon nhiét do sdy quy
dinh thi trwéc khi dwa lén nhiét do do, can duy tri tir 1 h
dén 2 h & nhiét dd thap hon nhiét dd néng chay clia mau
thirtr 5 ¢ dén 10°c.

Neu mau thir & dang nang hodc vién bao thi phai bo vo
(lay khoéng it hon 4 vién) va nghién nhanh t6i kich thuéc
dwdi 2 inm rdi 18y luong bot vién nhw chi dan trong chuyén
luén ricng.

Neu méu thtr 1a duoc liéu, khi chuyén luan riéng khong
c6 chi dan gi dic biét thi tién hanh sdy trong t0 sdy & ap
sudt thuong. Dugc HOu phai dwgc lam thanh manh nhd
duwdng kinh khéng qua 3 mtn; lwgng dem thir tlr 2 g den
5 g; chiéu day 16p mau thir dem say la 5 mm va khéng qua
10 mm d6i v6i dugc liéu cd clu tao x6p. Nhiét do va thoi
gian sdy theo yéu cau cla chuyén luan riéng. Neu chuvcn
luan khong qui dinh thoi gian sdy c6 nghta la sdy dén khdi
lvgng khong d6i, tic la sy chénh léch khoi lvgng sau khi
sdy thém 1h so véi lan sdy trwdc do khéng qua 5 mg.

9.7 XAC BINH TRO KHONG TAN TRONG ACID

Neu khong c6 huéng dan khac trong chuyén luan thi dung
phuong phap 1.

Phuwong phap 1

Cho 25 ml dung dich acid hydrocioric 2 M (TT) vao tro
toan phan, dun sbi 5 min, loc d6 tap trung nhitng chét
khong tan vao mot phéu thiy tinh x6p da can bi, hoic vao
mot gidy loc khong tro, rira bang nwéc néng roi dem nung
O 500 °c dén khéi lvong khong doi. Tinh ty ié phan trdm
cla tro khong tan trong acid so v&i dwgc liéu da lam kho
trong khang khi.

Phwong phap 2

Cho vao chén nung chtra tro toan phan hay tro Sulfat (ndu
trong chuyén luan riéng khéng c6 chi dan khac) 15 ml
nuéc va 10 ml acid hvdrocioric. (TT). Day chén bang mot
mét kinh déng hd, dun sbi can than 10 min rdi dé nguodi.
Rra mat kinh déng hd voi 5 ml nuwéc nong rdi cho vao
chén nung. Tap trung chat khéng tan vao mot phéu loc
thay tinh x0p da can bi hodc vao mét gidy loc khong tro,
rira bang nudc nong téi khi dich loc cho phan (¢ng trung
tinh. Lam kho r6i nung t6i dd toi, dé ngudi trong binh hit
am réi can. Nung ticp t6i khi gitra 2 1an can khdi lugng
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chenh 1éch lihim khonu vuot qua 1 ing. Tinh ty [0 phén
tram cla tro khong tan trong acid so véi dwgc liéu ua dwgc
1am kirn trong khong khi.

9.8 XAC BINH TRO TOAN PHAN

Nen khong c6 huéng dan khéc trong chuyén luan thi ap
dung phwomg phap 1.

Phuwong phap 1

V6i mau thir 1a dwoc liéu, thude tr duoc lidu: Cho 2 g dén
3 g bdt mau thir vao mdt chén st hodc chén platin da nung
va can bi. Nung & nhiét do khong quéa 450 °c t6i khi khong
con carbon, lam ngudi roi can. Bang cach nay ma tro chua
loai dugc hét carbon thi ding mét it nwéc ndng cho vao
khdi chat da than hoa, dung dfia thdy tinh khudy déu, loc
qua gidy loc khong tro. Rtra dfia thay tinh va gidy loc, tap
trung nuirc rira vao dich loc. Cho gidy loc va cén vao chén
nung roi nung dén khi thu dugc tro mau trang hodc gan
nhu trdng. Tap trung dich loc vao cén trong chén nung, dem
bdc hoi dén kho rdi nung & nhiét do khong qua 450 °c dén
khi khéi lvong khong doi. Tinh ty I& phan tram cla tro toan
phan theo dugc liéu da lam kho trone khong khi.

V6i cac mau thr khac: Ciing thuc hién nhu trén nhung
chi dung 1g mau thir néu khéng co6 chi dan gi khac trong
chuyén luan.

Phuong phap 2

Ldy mot chén st hodc chén platin nung t6i dé trong
30 min. Dé ngudi trong binh hit dm rdi can. Neu trong
chuyén luan riéng khéng cé hudng dan gi khac thi 1dy 1g
mau thir réi déu vao chén mine, syl h & 100 °C dén 105 °c
réi dem nung trong 10 nung & 600 °c i- 25 R. Sau mdi lan
nung, ldy chén nung cuing cén tro dem 1am ngudi trong binh
hit &m r6i can. Trong qua trinh thao tac khong dugc dé tao
thanh ngon Ira. Neu sau khi d& nung lau ma van chua loai
hét carbon clia tro thi dung nuéc nong dé 14y can ra, loc qua
gidy loc khong tro rdi lai nung cén va gidy loc trong chén
nung. Tap trung dich loc vao tro & trong chén, lam béc hoi
cén thén toi kho rdi nung dén khéi lugng khong doi.

9.9 XAC PINH iRO SULFAT

Ap dung mét trong cac phwong phap sau day néu trong
chuyén lun riéng khdng c6 hwéng dan khéc.

Phwong phap 1

Nung mét chén st hodc chén platin téi dé trong 10 min, dé
ngudi trong binh hat &m rdi can. Neu khdng c6 chi dan gi
dac biéi trong chuyén luan riéng thi cho 1g mau thir vdo
chén nung, lam dm véi acid sulfuric (TT), dot can than
roi lai lam @m voi acid sulfuric (TT) va nung ¢ khoang
800 °c. Lam ngudi roi can. Nung lai 15 min, lam ngudi roi
can nhéc lai. Lap lai qua trinh nay cho dén khi hai lan can
lién tiép, khoi lvgng khdng chénh léch nhau quéa 0,5 mg.

PL-204
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Phuong phép 2

Nung mot chén nung st hodc platin & 600 °c -h50 °c trong
30 min, dé ngudi trong binh hat &m rbi can. Cho vao chén
nung mdt lugng mau thir nhu chi dan trong chuyen luan va
can. Lam am mau bing mdt lvgng nhd acid sufuric (TY)
(khoang 1 m), dét nong & mic do nhe nhat cé thé dén khi
mau hda tro hoan toan. D& ngudi, 1am &m can bang mot
lvgng nho acid sufuric (TT), d6t néng nhe dén khi bay hét
khoi trdng va nung & 600 °c + 50 °c dén khi cin thanh
tro hoan toan. Trong khi d6t va nung khéng duwoc dé tao
thanh ngon Ira. Bc ngudi trong binh hat dm, can va tinh
kh6i lugng cia can. Néu khdi lugng cin vuot ngoai gidi
han cho phép thi lai 1am &m cén béng ticidsu/uric (TT) va
nung nhir trecn den khoi lvgng khéng ddi néu khdng co chi
dan gi khac.

Luong mau thir thwong dung (ttr 1g den 2 g) duoc tinh tir
gidi han tro Sulfat da qui dinh sao cho khoi lvgng tro Sulfat
(khodng 1 mg) co thé can dugc dé dam bao do chinh xac.

9.10 XAC PINH TRO TAN TRONG NUOC

Pun sdi tro toan phan (Phu luc 9.8) vai 25 ml nudc trong
5 min. T4p trung nhitng chéat khong tan vao mdt phéu thay
tinh xdp, hodc vao trong mot chén loc thdy tinh xdp, hoac
trén mot gidy loc khdng tro da can bi tredc, rira bang nudc
néng réi nung 15 min ¢ nhiét dé6 khong qua 450 °c. Dé
ngudi rdi can dé xac dinh khdi luong can khong tan trong
nwoc. LAy khéi luong tro toan phan trir di khéi lueong cn
khong tan trong nuéc, duwgc khdi lwgng tro tan trong nuéc.
Tinh tv 1& phan tram tro tan trong nuéc so vai dugc liéu da
lam khd trong khong khi.
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101 PHUONG PHAP CIIUAN B0 DO AMPE

Trong chuén do do ainpe, diém két thic dugc xac dinh
bang cach quan sat sy bién d6i cta cuOTig do dong dién
do gitra hai dién cuc (mot dién cwc chi thi va mot dién cuc
so sanh hodc hai dién cyc chi thi) nhang trong dung dich
khao sat va duy tri mot hiéu dién thé khong ddi. Cuong
d6 dong dién nay la mot ham s6 ma bién s6 la lwgng dung
dich chuén do thém vao.
Thé cua dién cyc do can phai di dé dam bao dong khuéch
tan d6i voi chat dién hoat.
May
May gdm c6 mot ngudn cung cap dién thé diéu chinh duoc
va mdt déng ho do microampe nhay. Hé thong dé phat hién
ndi chung gdbm mot dién cuc chi thi (vi du: dién cuc platin,
dién cuc giot thiy ngan, dién cuc cé dia quay hodc dién
cuc than) ghép doi voi mét dién cuc so sanh nhu dién cuc
calomel hodc dién cuc bac - bac clorid.
C6 thé dung may cd 3 dién cuc, may nay ngoai dién cuc
chi thi va dién cuc so sanh con cé dién cuwc bo trg phan cuc.
A

A: Ngudn cung cép
dong co thé khéng doi
B: Micro - ampe ké

C: Dién thé ké

D: Dung dich chuén do
E: Pién cuc bb tro

F: Bién cwc chi thi

G: Dién cuc so sanh

H: Khudy ttr

Hinh 0.1 ~So dd chuan d6 do Ampe

Céch tién hanh

Chinh thé cuia dién cuc chi thi theo cac chi dan trong
chuyén luan riéng. Lap do thi biéu dién cuong do dong
ban dau va céc gia tri cvong do dong khac thu dwoc trong
khi chuan do, dudi dang mot ham s6 véi bién s3 ia lugng
dung dich chuan dd thém vao. Khi tong lvong dung dich
chuan do thém vao dai x&p xi 80 % thé tich Iv thuyét dung
dich chuan dd can ding dé dat diém tvong dwong, thém
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dung dich chuén do khéng it hon 3 Ian lién tiép dé tién dan
t¢i diém twong dwong. Cac gia tri thu dugc nay can phai o
trén mot duong thang. Tiép tuc thém dung dich chuan do
dén qua diém tvong dwong va lai thém khéng it hon ba Ian
lién tiép dung dich chuan do nira, cac gia tri thu dugc lan
nay phai & trén mot duong thang khac. Diém két thic clia
phép chuin dd 1a giao diém clia hai dudng thang noi trén.
Trong trudng hop chudn dd do ampc bang hai dién cuc chi
thi nén ghi lai toan bd dwong cong chuén dd va ding do thi
nay dé xac dinh diém twcmg duong.

10.2 PHUONG PHAP CHUAN PO PO BPIEN THE

Trong chuin dd do dién thé, diém két thic cta chuin dd
dwoc xéac dinh béng cach quan sat sw bién doi hiéu so dién
thé do duoc gilra hai dién cuc (mot dién cuc chi thi va mot
dién cuwc so sanh hodc hai dién cuc chi thi) nhang trong
dung dich khao sat. Sy bién d6i nay nhw 1a mét ham s6 ma
bién s la lugng dung dich chudn do thém vao. Dién thé
thuong duoc do & cwdng dd dong dién bang khong hodc
thuc t€ bang khong.

May

May duoc st dung (may do thé don hodc may co té hop
mach dién t) gdbm cé mot von ké cho phép doc dwoc téi
1 mVv.

Tuy theo ban chét cta hgp chéat can dinh lvgng ma chon
dién cwc chi thi, co thé la dién cwc thdy tinh hoac dién
cwe kim loai (nhv platin, vang, bac, thdy ngan....). Bién
cwc so sanh thuong la dién cuc calomel hodc dién cuc
bac - bac clorid.

Trong chuan dd add kiém, trlr treong hop c6 nhitng chi dan
khac cla chuyén luén riéng, nguoi ta thuwdng dung dién cuc
kép thay tinh - calomel hodc thay tinh - bac - bac clorid.

Céach tién hanh

Lap dd thi biéu dién nhitng bién di v dién thé twong (rng
vGi lugng dung dich chuan do thém vao cho dén va vuot
diém twong dwong gia dinh. Diém két thic cla chuan do
twong (ng véi diém ma ¢ do cd su thay doi dot bién vé
dién thé.

10.3 BINH LUQNG NUGC

Néu khong cé chi dan khac trong chuyén luan riéng, ap
dung Phurong phap 1va dinh lvgng truc tiép.

Phwong phap 1 (Pinh lvong nuéc bang thude thir Karl
Fischer)

Nguyén tic

Phwong phép dinh luvgng nuéc nay dya trén phan ng toan
lvgng cla nuéc véi lvu huynh dioxyd va iod trong dung
moi khan chi*ra mot chat base hitu co thich hop.

Dung méi hiru co thong dung 'a methanoi khan nuéc, cung
c6 khi duoc thay bang dung mdi hitu co khac thich hop dd
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hoa tan ché pham. Chét hasc hiru co 1a pyridin, nhwng hién
nay da diing nhirng chat base lGru co kliac dé thay thé nhuw
imidazol, 2-mcthylaminopyridin.

Thiét bi

[lién nay c6 nhiéu loai dung cu, nhuns nguyén tic dcu
phai cdu tao sao cho thao tac thuan tién va tranh am. Dung
cu gbm c6 mot cde chudn dd dung tich khoang 60 ml, c6
nap gan dién cuc kép platin, mot 6ng dan khi nitrogen,
c6 16 cam voi hurct va 16 cdm 6ng théng hoi chira chét
hat &m. Ché phadm duoc dwa vao binh chudn do qua 16
trén n&p hodc miéng bén canh cé ndt mai. Trong qua trinh
chuén dd, khudy bang may khudy tlr hodc bang ludng khi
nitrogen kho di qua dung dich. Diém két thic phan ng
duoc xéac dinh bang dién ké gan trong mach cé bién tro
2000 12, ndi v6i mdt ngudn pin 15 V. Lic bat dau kim
dién ké chi diém khong, vi dong dién chay qua 2 dién cuc
platin khong dang ké. Kilt nhé thudc thir Karl Fischer vao
dung dich, do hién twgng khir cwc nén kim dién ké léch di
nhung 1ap tlrc trd \C i tri ban dau, chi khi den diem két
thic thi mot giot thudc thlr thira sé& lam kim Iéch di va duy
tri it nhat 30 s.

Thudc thi

Thudc thir Karl Fischer goc goin 4 thanh phan chinh la luu
huynh dioxyd, iod, pyridin hodc mot base hitru co khac va
mcthanol pha thanh mét dung dich, hodc hai dung dich.
Trwong hgp pha thanh hai dung dich thi dung dich A chtra
lvu huynh dioxyd va pyridin pha trong mcthanol khan,
dung dich B chtra iod pha trong methanol khan. Truéc khi
dung 1h, trén déu 1thé tich dung dich A véi 1thé tich
dung dich B, sau dé xac dinh duwong lvgng nwéc cla thude
thtr. Lwgng thwdc tht thu dwgc chi dung trong ngay. Hién
nay tron thi trwong vira ¢6 cac loai thuoc thw nhu trén,
vira ¢6 loai da thay pyridin va nicthanol bang chat kiém
hiru co khac va dung mdi hitu cr khac. Do vay, can kiém
tra k§ thanh phan thu6c thir va cach s dung cho dlng
muc dich. Céc thudc thir Karl Fischer va dung méi dung
trong phuong phap déu phai khan nuéc, bao quan trong lo
mau, tranh anh sang, chdng am va phai xac dinh lai dwong
lwgng nwéc trwde khi ding.

Xac dinh dwong lvgng nwéc cua thude thiv

Purong lvong nuéc cla thude thir Karl Fischer dé bi thay
doi theo thoi gian nén trudc khi dung phdi xé&c dinh lai va
phai dat t6i thiéu 3,5 mg nwéc cho 1 ml thube thir. Cé thd
xac dinh theo 2 céach:

a. Ap dung xac dinh ham lvong nuéc nhd hon 1 %.

Dung mot héa chat ¢ ham lwgng nwéc két tinh xac dinh,
sau khi d& sdy ¢ nhiét do quy dinh dan khéi lwvgng khong
doi dé loai hét &m, cho tac dung véGi thudc thir roi tinh
ra duong lugng. Thuong dung natri tartrat dihydrai
(C4HsNa20 62HD ).

Céch tién hanh:

Cho mét lugng methanoi khan (TT) hodc dung mbi thich
hop dung cho thudc thir Karl Fischer vao céc chudn do
du ngap dién cuc piatin rdi chudn dd bang thudc thir Karl

p1-206

DUQC DIEN VIET NAM V

Fischer don diém dirng. Cho nhanh khoang tlr 250 mg dén
350 mg natri tartrat dihydrat da can chinh xac vao céc va
chuan do bang thudc thir Karl Fischer dén diém két thic
tinh hd s6 duong lvong nude F (tinh bang mg nudc/ml
thudc thl) cua thudc thi theo cong thirc:

F =2 x (18,02/230,08) x (W/V)

Trong do:

18.02 va 230,08 la khéi lvgng phan ti cla nwéc va cla

natri taitrat dihydrat;

w la khdi lvgng natri tartrat dihydrat (tinh bang mg);

V lathé tich ctia thude thirKarl Fischer da dung (tinh bang mi),

b. Ap dung xac dinh ham lwgng nudc l6n hon hoic bang 1%.

Dung nwéc tinh khiét da chwng cét dat tiéu chuén lam chat

chuén hoa vao methanol khan (TT) hodc dung méi thich

hop loai dung cho thu6c thtr Karl Fischer réi dung thudc

thtr Karl Fischer dé chuén do.

Céch tién hanh:

Cho 25 ml methcmol khan (TT) vao c6c chuan dd, chuan

dd bang thudc thir Karl Fischer dén diém két thic. Thém

nhanh khodng 50 mg nuéc tinh khiét dd can chinh xac vao

c6c chudn dd trén va chudn do bang thudc thir Karl Fischer

dén diém két thuc. Tinh hé so duong lvong nuéc F (tinh

b&ng mg nwéc/ml thudc thir) clia thudc thir theo cong thirc:
F= W/V

Trong do:

w la khéi lvgng nudc (tinh bang mg);

V la thé tich thudc thir Karl Fischer da diing (tinh bang ml).

binh lvgng

Chuén bi mu thir: Néu khéng c6 chi dan gi khac trong
chuyén luén riéng, can hodc lay chinh xac mot lwong ché
pham wéc lugng chira khodng 10 mgdén 50 mg nudc dem
dinh lwgng. Thao tac phai nhanh va thuc hién trong phong
c6 do am thap dé tranh d&m & ngoai anh hwong dén chat
phén tich.

Phuong phap dinh lugng truc tiép

Neu khénu c6 chi dan gi khac trong chuyén luan riéng, cho
khoadng 20 inl methanoi khan (TT) hodc dung mdi thich
hop dung cho thudc thir Karl Fischer vao cdc chuan do,
chudn dd hang thudc thir Karl Fischer dén diém dirng. Cho
nhanh mot lvong ché phdm da chi dan trong chuyén luan
riéng vao cdc chudn do, dong nit ngay, khudy déu do phan
(*ng tac dung trong khoadng 1 min roi ti€p tuc chuan do bang
thuc th( Karl Fischer den diém dirng. Tinh ham lugng
turne X (tinh bang mg) clia che phdm theo cong thirc:

X~NxF

Trong do:

N la thé tich thudc thtr Karl Fischer dé& dung cho lan chuén
d6 sau khi cho ché pham (tinh bang ml);

F la ho s6 dwong lvgng nudc cla thube thir Karl Fischer
(tinh bang mg/ml).

Phuong phap dinh lvgng gian tiép

Dung dich nwdc chudn: Pha lodng 2 ml nugc tinh khiét
voi methanui khan (777 hoac dung mdi thich hgp thanh
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1000 ml. L&y chinh xac 25,0 ml dung dich nay cho vao
c6c dinh Iwong va chudn do bang thudc thir Karl Fischer
vlra méi xac dinh do chuén. Tinh ham lwvgng nwéc w (tinh
bang mg/ml) ctra dung dich nuéc chun theo cong thirc:
w =V x F/25
Trong do:
V la thé tich thudc thir Karl Fischer da ding (ml);
F la hé s6 duong lwong nuéc cla thube thir Karl Fischer
(tinh bang mg/ml).
Céach tién hanh: Neu khong c6 chi dan gi khéac trong
chuyén luan riéng, cho mét lvgng methanoi khan (TT)>
hodc dung mdi dwoc chi dan trong chuyén luan riéng vao
cdc dinh lugng vira di ngap dién cuc, chudn do béng thuée
thr Karl Fischer den diém két thdc. Cho nhanh mot lugng
ché phdm da chi dan trong chuyén luan riéng vao céc,
déng nat ngay, thém ti€p mot lwgng chinh xac thudc thur
Karl Fischer vao coc sao cho thira khoang 1ml, hodc theo
mat thé tich da chi dan trong chuyén luén riéng. Bong nit
d€ yén 1min, tranh anh sang, thinh thoang khudy. Chuan
do phan thudc thir Karl Fischer thira bang dung dich nuwéc
chuén vira méi pha ¢ trén. Tinh ham lwgng nuéc A (tinh
bang mg) c6 trong ché phdm theo cong thirc:
A=FxV,-w xVv2

Trong do:

F la dvong lvong nuéc clia thude tht Karl Fischer (tinh
bang mg/ml);

V) iathé tich thudc thir Karl Fischer da thém vao (ml);

v 2la thé tich dung dich nwéc chuan da dung (ml);

w la ham lwgng nuée clia dung dich nudc chudn & trén
(tinh bang mg/ml).

Chay:

Can phai kicm tra xem chét thir c6 twong ky véi thude thi
Karl Fischer khon2 trwge khi 4p dung phuong phap nay.
Nhirng chéat c6 kha nang phan (rng véi mét hay nhiéu thanh
phan cua thudc thir nhu acid ascorbic, cac mereaptan, cac
suliid, cac mudi hydrocarbonat va carbonat kiém, cac
oxyd va hydrat clia oxyd kim loai... khong &p dung duoc
phwong phap nay. D6i voi cac aldehvd va ceton, hién nay
da cd loai thude thi danh riéng dc dinh lvong nuéc trong
cac chat nav.

Nhitng dung mdi hitu co sau day c6 thé dung thay thé
methanol trong thudc thtr Karl Fischer khi chéat thkr
khong tan trong methanol: Cloroform, methyl celosolve,
diethylen glyco! monoethyl ethcr. Truéc khi st dung phai
lam khan béng y.eolit dat tiéu chuan cho dinh luvgng nuwéc.
Nhi*ng chat base hitu co sau day co thé thay pyridin trong
thudce thir Karl Fischer: Imidazol, 2-methvl-aminopyridin.
Phai kiém tra ham lwgng nuéc trwée khi dung.

Phwong phap 2 (Phwrong phap chudn doé do dién tich)

Nguyén tic

Phuong phap chudn dd do dién tich c6 nguyén tac tuong
ty phurong phap 1tic la dwa trén phan (ng toan lwgng clia
nuéc véi lvu huynh dioxyd va iod trong dung mdi khan
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chira mot chat base hiru co thich hgp. Tuy nhién, khac voi
phuvong phép t, iod dwoc tao ra bang cach oxy héda ion
iodid tai budng phan (rng dién hda. iod tao thanh & anod
phdn ng ngay véi nuéc va lvu huynh dioxyd co trong
bubng phan (ng. Ham lwgng nuéc trong ché pham ty &
thuan véi lvong dién tich tang thém cho dén khi két thic
chuan do. Biém két thic dat dugc khi toan bd nwdc phan
(ng hét va iod dw xuat hién. | moi iod twong tng véi 1mol
nwéc, 10,71°c dién tich twong (ng véi 1 mg nuéc.

D06 dm bi loai khdi hé théng bang quy trinh trudc dién phan.
Céc 1an dinh lugng cd thé thwc hién néi tiép nhau trong
cting mét dung dich thudc thi, trong cac digu kién sau:

- M@i thanh phan clia hén hop thir khdng twong Ky 1an nhau,
- Khong c6 phan ting nao khac xay ra,

- Thudc thir dién phan phai dd vé thé tich va c6 du kha
nang trung hoa nuéc.

Phwong phap chuén dd do dién tich chi ap dung dwoc vai
nhirng mau c6 ham lvgng nuéc nho, khodng tir 10 pg dén
10 mg nuéce 1a phu hop.

Do dang va do chinh xac clia phuong phap chid yéu phu
thudc vao mic do loai bd duge dd dm cuia mdi trwdng ra
khoi hé thong. Viéc kiém soat hé thdng phai duoc theo dbi
bang cach do d trdi clia dwdng nén.

Thiét bj

Thiét bi bao gdm mét budng phan ¢ng, dién cuc va khudy
tlr. Budng phan ring c6 mo6t ngan anod réng va mot ngan
cathod nho hon. Cé thé cd vach ngan phan cach hai ngan
dién cuc tly theo thiét k€. MOi ngan c6 mot dién cuc
platin, Chat I6ng hodc mau thir da hoa tan duoc dwa véo
budng phan (rng bang mdt xi lanh qua ndp septum. CH thé
ap dung ky thuat bay hoi trong d6 mau thir dwoc lam néng
Ién trong mdt 6ng dung mau (budng sdv) va hoi nwoc tir
mau duoc dua dén budng phan (ng nho mot dong khi tro
kho. Phai tranh viéc dua mau ran vao budng phan tng.
Tuy nhién, néu khong c6 cach nao khac thi viéc dwa mau
ran vao phai qua mot cng nap mau kin, phai ap dung cac
bién phap thich hgp dé tranh dwa thém d6 am cla moi
trwong vao, vi du phai lam viéc trong hop cd léng gang
tay va trong mdi twong khi tro khd. Quy trinh thir nghiém
duoc theo d6i bang indt thiét bi dién t& phir hop, c6 hién
thi két qua.

Céch tién hanh

D0 day cac ngan clia bubng phan (ing bang thuéc thir dién
phan dung trong vi dinh lugng nudc theo hwdng dan cla
nha san xudt va tién hanh chudn do den dicm két thac on
dinh. Pua lugng mau theo chi dan vao budng phan tng va
khudly 30 s. néu khong c6 chi dan khéac trong chuyén luan
riéng, chuan do dén khi dat dwoc dicm két thdc 6n dinh.
Truong hop phai diang k¥ thuat bay hoi, dua lugng mau
nhu chi dan vao bubng sdy va lam néng. Sau khi hoi nuéc
bay hét sang budng phan tng, qua trinh chudn do bat du.
Doc két qua trén mdy va tinh phan tram nudc cé trong ché
phdm, néu can. Thyc hién mau trang Ny theo loai mau
hodc cach chuén bi mau.
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Kiém tra do dang

Gifra hai 1an chuén, d6, duva mot lvong nudc dugc can chinh
xac twong duong véi lugng nwde trong mot 1an chudn do
mau thir, c6 thd dung nwdc hodc dung dich chuan dung
cho vi dinh lvgng tméc, tién hanh chuan do. Ty Ié tim. thay
phai tlr 97,5 % dén 102,5 % trong trwong hop luong nude
thém vao khoang 1000 ge; tir 90,0 % dén 110,0 % trong
trudng hop lvgng nwdc thém vao khodng 100 pg.

10.4 PHUONG PHAP CHUAN B 6 BANG NITRIT

Chuén dd bang nitrit ia phwong phéap dinh lugng thé tich,
trong d6 dung dich chuin do6 1a dung dich natri nitrit.
Phwong phap nay dwoc ding chd yéu dé dinh lvgng cac
ché pham c6 chita nhdm atnin thom béc nhét hoéc nhiing
ché pham khac ma qua bién déi héa hoc chuyén duoc
thanh hop chat c6 nhém arnin thom bac nhat.

Céch tién hanh

Can chinh xac mdt lvgng ché pham trong (ng véi khodng
0,002 phan tir gam hoat chét (hoic theo chi dan ttong
chuyén luan riéng) hoa tan trong 20 ml acid hydrocioric
(77), va 50 mi nwéc. Cho thém 2 g kaii bromid (77), lam
lanh trong nuGc dé rdi chudn do bang dung dich natri nitrit
0,1 M (CD) (phai dé dau nho dung dich chuan do cla buret
ngap dudi mat dung dich can chudn dd). Trong qua trinh
chudn do phai lac binh lién tuc, nhe nhang sao cho khdng
tao ra dong xody khong khi trong dung dich (t6t nhét la
dung may khudy tir). Nhé dung dich chuan do véi toc do
IGc dau chirng 2 ml trong mat pht, dén trwdc diém tuong
dwong khoang 1 ml thi nhé tirng 0,1 mi mot va dé yén it
nhat 1 min sau mdi lan thém dung dich.

Diém két thic duoc xac dinh bang phuong phap do dién
(theo hwéng dan trong cac Phu luc 10.1, Phurong phép
chuén dd do arnpe hodc Phu luc 10.2, Phrong phap chuan
d6 do dién thé) hoic bang chi thi mau thich hop.

10.5 PHUONG PHAP CHUAN 6 COMPLEXON

Nhoém (Al)

Lav mdt lvong dung dich nhu chi dan trong chuyén luan
riéng cho vao mdt binh nén 500 ml. Thém 25 ml dwng dich
Trilon B 0,1 M (CP) va 10 ml hon hop déng thé tich cla
dung dich amoni acetat 2 M va acid acetic loang (TT).
Pun sbi dung dich 2 min, dé ngudi, thém 50 ml ethanoi
(77) va 3 ml dung dich dithizon 0,025 % (ki/tt) m&i pha
trong ethanol (77) roi chuan d6 dung dich Triion BO,I M
thira bang dung dich kém Sulfat 0,1 M (CD) den khi mau
cta dung dich chuyén clr xanh sang tim do.

1 ml dung dich Triion B 0,1 M (CB) twong duoug voi
2,698 mg Al

Bismuth (Bi) i
Neu khong co chi dan gi khac, pha lodng ché pham
vGi nuoc thanh 250 ml. Vira lac vira thém tirng giot
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amoniac 13,5 M (77) cho dén khi tlia bt dau xuét hién.
Thém 0,5 ml acidnitric (TT) va dun néng dén 70 °c, duy
tri nhiét d6 nay cho dén khi dung dich trong su6t. Thém
khoang 50 mg hén herp da cam xyienoi (77) roi chudn do
bang dung dich Trilon B 0, M (CB) dén khi mau clia dung
dich chuyén tir tim hdng sang vang.

1 ml dung dich Trilon B 0,1 M (CDB) twong dwong voi
20,90 mg Bi.

Calci (Ca)

Ldy mdt lwgng dung dich ché phdm nhu chi dan trong
chuyén luan cho vao mét binh nén 500 ml rdi pha lodng voi
nuwdc thanh 300 ml, Thém 6 m! dung dich natri hydroxyd
10 M (77) va khoang 200 mg hon h(fp caicon (77) rdi
chuén d6 bang dung dich Trilon B 0,1 M (CP) dén khi mau
ctia dung dich chuyén tir tim sang xanh hoan toan.

1 ml dung dich Triion B 0,1 M (CB) lucmg duwong véi
4,008 mg Ca.

Chi (Pb)

Ldy mét luong dung dich ché phdm nhw chi dan trong
chuvén luan cho vao mét binh 500 ml r6i pha loang v6i
nwéc thanh 200 ml. Thém khoang 50 mg hon hgp da cam
xyienoi (77) va mot lugng hexamin (77) vira da dé thu
duoc dung dich ¢ mau hdng tim rdi chudn do bang dung
dich Trilon B 0,1 M (CB) dén khi dung dich chuyén sang
mau vang.

1 ml dung dich Trilon B 0,1 M (CDb) twong dwong voi
20,72 mg Ph.

Magnesi (Mg)

Cho vao mot binh nén 500 ml mdt lwgng dung dich ché
phdm nhw chi dan trong chuycn luan va pha loang véi
nuée thanh 300 ml hodc hoa tan mot lvgng ché pham nhw
chi dan trong chuyén luan trong 5 mi dén 10 mi nwéc hoic
trong mot lugng nhé dung dich acid hydrocioric 2 M (77)
roi pha lodng véi nwéc thanh 50 ml. Thém 10 ml dung dich
dém amoniac pH 10,0 (77) va khodng 50 mg hén iurp den
eriocrom T (77) vao dung dich cudi cung. Bun néng dung
dich dén 40 °c va chudn dd & nhiét do d6 bang dung dich
Trilon B 0,1 M (CD) dén khi mau clia dung dich chuyén tir
tim sang xanh lam hoan toan.

1 ml dung dich Triion B 0,1 M (CB) twcmg duong voi
2,431 ing Mg.

Ké&m (zn)

Cho vao mdt binh nén 500 ml mdt lvgng dung dich nhw
d4 chi dan trong chuyén luan rdi pha lodng véi nudc thanh
200 ml. Thém khoang 50 mg hon hop da cam xylenoi
(77) va mot lwvone hexamin (77) vira du dé lam dung dich
chuy6n sang mau hong tim. Thcm 2 g hexanltn (TT) nira
roi chuén dd bang dung dich Trifon B 0,1 M (C.B) dén khi
mau clia dung dich chuyén sang vang.

1 ml dung dich Trilon B 0,1 M (CD) twong duong voi
6,54 me Zn.
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10.6 PHUONG PHAP CHUAN B 6 TRONG MOI
TRUONG KHAN

Chuén db trong méi truong khan 13 phrong phap chuin do
acid va base yéu hodc nhitng mudi cltia ching trong mdi
treong khong phai la nuéce.

Phuong phap 1

(Ap dung cho base va mudi clia chling)

Hoa tan mot lvong ché phdm nhw chi dan trong chuyén
luan riéng trong mot thd tich thich hop acid acetic khan
(77) da dwgc trung tinh hoéa trwde véi chi thi quy dinh
trong chuyén luan riéng, néu can thiét cé tho lam d4m hay
Iam lanh, hodc chudn bi mét dung dich nhw chi dan trong
chuyén luén riéng.

Khi ché pbam la mubi cua acid hydrocloric hodc acid
hydrobromic thi thém 15 ml dung dich thdy ngan ili)
acetai 5 % (77) trudc khi trung tinh dung méi, triv khi c6
nhitng chi dan khéac trong chuyén luan riéng.

Chuén dd bang dung dich acid pcrcioric 0,i N (CD) dén
khi c6 s chuyén mau cda chi thi, diéu nay tuong (ng voi
gia tri tuyét d6i cao nhét clia dL/dV trong chuén dé do thé
clia ché pham thir, & day E la the dién dong va V la thd tich
dung dich chuén d6 (Phu luc 10.2).

Viéc trung tinh héa dung dich thiy ngan (Il) acetat va
chuan hoéa dung dich chuan dd cling phai ding cung mot
chi thi dwgc quy dinh trong chuyén luan riéng cho chuan
dd ché pham.

Khi nhiét d t2cla dung dich chuan do & thoi diém dinh
lvgng khac véi nhiét d6 t) cta dung dich chuén db Iic
dugc chuan hoa thi tinh két qua dinh lwgng cén clr vao thé
tich dung dich chuan do hiéu chinh.

V(h) = V() x [L +0,0011 x(t, -t2)]

Trong do:

V(h) lathé tich dung dich chudn dd hiéu chinh;
V(c) la thé tich dung dich chuin do da dung.
Tién hanh chuén do mau trang khi can thiét.

Phuwong phép 2

(Ap dung cho acid yéu)

Dung dich chudn d6, dung moi va chi thi dugc chi dan
trong chuyén luén riéng.

Bdo vé dung dich thir va dung dich chuan do khéi su tham
nhap clia carbon dioxyd va dé 4m ctia khéng khi trong suét
qua trinh chuan da.

Hoa tan ché pham trong mdt thd tich thich hgp dung moi
da trung tinh héa tredc véi chi thi quy dinh, néu can co thé
I1dam am hay lanh, hodc chuan bi mét dung dich ché pham
nhw da chi dan trong chuyén luan riéng.

Chuan do cho den khi ¢d sw chuy&n mau cua chi thi, diéu
nay twong Gng voi gia tri tuyét déi cao nhat cua dL/dV
trong chuén do do thé clia ché pham, & day E la thé dién
déng va V la tho tich dung dich chuan do (Phu luc 10.2).
Dung dich chuén dd duoc chuan héa bang cach st dung
dung mdi va chi thi gibng nhw da si¢ dung cho chuan do
ché pham.

Tién hanh chudn d6 mau trang khi can thiét.

PHU LUC 10

10.7 PINH LUQING CAC KHANG SINH HO
PENICTLIN BANG PHUONG PHAP DO loi>

Phwong phap sau day duoc ap dung dé dinh lugng phan 16n
thudc khang sinh ho penicillin trong Duoc dién va nhirng
dang bao ché clia chiing ma phép chuén do do iod la dac biét
thich hop. Tién hanh thi nghiém & nhiét do 25 °c + 2 °c.

Dung dich chuén

Can chinh xac mot lwgng thich hgp chat chuan quy dinh
trong tirng chuyén luén, hoa tan vao dung mdi da duoc
ghi trong Bang 10.7 va pha lodng véi cung dung moi do
dé dwoc mot dung dich cd néng do ¢ khoang nong do quy
dinh trong Bang 10.7.

Dung dich thir

Néu khong c6 chi dinh gi khac trong chuyén luan riéng,
can chinh xac mét lwvong mau thé thich hop hoa lan trong
dung mdi ghi trong Bang 10.7 va pha lodng v&i dung méi
do6 dé dugc mot dung dich co6 ndng dd ¢ vao khoang nong
dd ghi trong Bang 10.7.

Phuwoiig phap tién hanh
Lam mat hoat tinh va chuan do: Hut riéng ré 2,0 ml dung
dich chuén va 2,0 ml dung dich thir vao 2 binh nén nGt
mai dung tich 125 ml twong (¢ng. Thém vao moi binh
2,0 ml dung dich natri hvdroxyd i M (77), lac déu va dé
yén 15 min. Tiép tuc cho vao mdi binh 2,4 ml dung dich
acid hydrocioric i M (77), thém 10,0 ml dung dich iod
0,01 N (CD), day ngay nut binh va dé yén 15 min. Chuén
dd bang dung dich nairi thiosuyat 0,01 N (CD) dén gan
diém két thlc, thém 1 giot dung dich ho tinh bot (77) va
ti€p tuc chuan do dén khi mat mau xanh.
Mau trang: Hut 2,0 ml dung dich chuén cho vao mét binh
non nat mai, thém 10,0 ml dung dich iod 0.0i N (CB).
Néu dung dich chudn la amoxicilin hay ampieilin thi thém
ngay lap tic 0,12 ml dung dich acid hydrocioric T M (77).
Chuan dd ngay bang dung dich natri thiosul/at 0,01N ICD)
dcn gan diém két thac, thém 1 giot dung dich ho tinh bot
(77) va tiép tuc chuan do dén khi mat mau xanh. Ciing lam
nhu vy doi véi binh cd chira 2,0 mi dung dich thu.
Tinh toan: Tinh duong lugng F [s6 microgatn (hav don
vi) khang sinh chuan tuong Gng véi ] ml dung dich noiri
thiosuifat 0,0 N (CD)} bang cong thtc:

2Xc Xp

" 101
Trong do:
¢ ia ndng do chat chuén tinh bang mg trong 1 ml cua dung
dich chuan;
p lahoat luc tinh bang mierogam (hav dom vi ) trong | ma
clia chat chuén;
B Ia the tich tinh bang ml cia dung dich natri ihiosui/at
0,01 N (CD) tiéu thu trong mau trang ctia dung dich chuaa;
I la thé tich tinh bang ml cta dung dich natri thiosuiiat
0,01 ,V(CD) tiéu thu trong phép th&r lam mat hoat tinh va
chudn do ctia dung dich chuén;
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Bang JO. 7 - Nhitng dung mdi va ném: dd cudi cing cua
dung dich khang sinh

Chaét khang sinh Dung moi Né_ng‘d(f)
cudi cung
Ainoxicilin Nudc 1,0 mg/ml
Ampicilin Nuéc 1,25 mg/ml
Ampicilin natri Pém phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Cloxacilin natri ~ Nuéc 1,25 mg/ml
'Dicloxacilin natri ‘Bé&m phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Methicilin natri Dém phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Oxacilin natri Pém phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Penicilin G kali Dém phosphat pH 6,0 2000 don vi/ml
Penicilin G natri  B&m phosphat pH 6,0 2000 don vi/ml
Penicilin Vkali ~ Dém phosphat pH 6,0 12000 don vi/ml

10.8 DINH LUONG CAC STEROID BANG
TETRAZOLIUM

Phirone phap nay duoc ap dung dé dinh lwong céc Steroid
chira cac nhdm chirc c6 tinh khir.

Céc san pham cla phan ¥ng mau nay c6 khuynh huéng
hap phu lén bé mat clia thay tinh. DE tranh sw sai léch két
qua, nén xt ly cac binh phan &ng thdy tinh bang cach dé
ching chita chinh cac san pham cla phan (ng mau nay
truvéc khi dung. Ncn gilr cac binh thly tinh da dugc xt ly
dé dung riéng cho phép dinh lwgng nay va chi rira binh
bang nuwéc gitra cac lan dinh lwgng. Phrong phap ndy dugc
ti€n hanh trong diéu kién tranh anh sang.

Dung dich thtr

Trlr khi ¢6 chi dan cu thé trong chuyén Iuan ricng, hoa tan
mot lwvgng ché pham trong eihanol khdng cd aldehvd (TT)
dé thu (twoc mét dung dich thir c6 ndng do tir 30 pg/ml dén
35 iig/ml.

Dung dich chuan

Chuén bi mot dung dich chéat chuin twong (ng trong
ethanol khong c6 aidehvd (TT) cé néng d6 twong duong
vGi nong do cua dung dich tht.

Tién hanh

L4y chinh x4c 10 ml mdi dung dich thu va dung dich
chuén cho vao hai binh dinh mrc 25 ml riéng biét va cho
10 ml ethanol khiing cd aldehyd (TT) vao mét binh dinh
mtc 25 ml thi ba. Lan lugt thém vao céc binh 2 ml dung
dich triphanyitetrazoVmm ciorid (TT), 2 ml dung dich
tctramethyiamoni hydroxyd loang (TT). Day binh, tron
déu béng céch l&c xoay tron nhe nhang va ngadm cac binh
phén (ing nay trong céch thiy & 30 °c trong 1h, trir khi c6
quv dinh cu thé trong chuyén luan ricng. Lam lanh nhanh,
them ethanol khéng cé aldehvd (TT) den dinh mic 25 ml.
Léc déu va do ngay (t6 hap thu anh sang cla cac dung dich
thu duoc trong hai binh dau (theo thi tw khi cho thudc thir)
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o cuwc dai 485 nm (Phu luc 4.1), trong coc do cc} ndp day,
lay dung dich thu dwoc trong binh thi ba lam mau tréng.

109 DPINH LUONG NITROGEN TRONG HOP
CHAT HOU co

Nitrogen trong hgp chat hitu co dwgc dinh lwong duwdi
dang amoniac trong amoni Sulfat thu dwgc khi vo co hoa
cac hgp chét hitu co cé chira nitrogen véi acid sulfuric.
Ap dung phrong phép 1 néu khong c6 chi dan khac.

Phuong phéap |

Dung cu

B dung cu dinh lugng nitrogen cé thé dugc ché tao
nguvén bo chuycn dung cat amoniac hodc dwgc lap ghép
tlr cac dung cu thly tinh can thiét véi nhau sao cho dam
bdo du cac bd phan va yéu cau nhv Hinh 10.9. Céac phan
bang cao su cla thiét bi nén duoc xi ly bang cach dun soi
10 min den 30 min trong dung dich natri hydroxyd i M
(TT), tidp theo 30 min dén 60 min trong nuéc, cudi cung
riva lai bang nwéc trwée khi dung.

Hinh 10.9 - Dung cu dinh lvong nitrogen
(Don vi do tinh hang miiimet)

A Binh Kjeidahl dé vé arhéa mau thir va thyc hién phan tng.
B. Binh cau do cung cép hoi nuoc,

c. Khoa an toan.

D. Phéu cdp nwéc vao binh B.

E. Ong dan hoi nuéc tir binh B sang binh phan tng A

F. Phéu cap dung dich kiém vao binh phan (ng A.

G. Ong néi bang cao su c6 kep khoa.

H. L6 nho c6 duong kinh bang dwong kinh 6ng cép hoi.
J. Ong sinh han.

K. Binh hirng dich cét dugc.
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Céch tién hanh i

Neu chuyén iuén riéng khdng co chi dan gi déc biét thi tién
hanh nhu sau:

a. Vo co hoda i

Lay chinh x4c mét lwgng mau thlr ¢é chira khoang 5 mg
nitrogen cho vao binh Kjeldahl A, thém 1 g hén hop kali
sulfai (TT) hoac natri sulfa! khan (77) va dong sui/at (77)
(ty 18 10 : 1) da dwgc tan nho, 7 ml acid sulfuric dam dac
(TT) va vai vién bi thiy tinh. Bay binh bang mgt phéu cé
cubng dai. Bat binh nghiéng 45° trén ngon lira nho dé hén
hop néng Ién tlr tlr rdi tang dan nhiét do toi khi sbi va tiép
tuc dun t6i khi chat léng trong binh c6 mau luc twoi va
khong con nhiing dém den cla chat héa than trén thanh
binh. Neu chat Iéng trong hinh chua chuyén sang mau
luc tuoi, c6 thé thém 1 ml dén 2 ml dung dich hydrogen
peroxyd i 00 tt (77) khi da dé ngudi va dun tiép den khi thu
dwgc mau nay. Bun them 30 min nira, de ngudi.

b. Chuén hi cat

Thém 20 ml nwéc cat vao binh Kjeldahl da vo co hoa, dé
ngudi tr lai rdi 1&p binh nay vao bd dung cu cét da duoc
lam sach trwéc bang cach cho hoi nwéc chay qua. Neu bd
dung cu cat amoniac c6 binh phan *ng A gan lién thi ding
20 ml nwoc cat dé chuyén hon hop tir binh Kjeldahl vao
binh phan img.

Cho nuéc cat vao khodng 2/3 binh cdp hoi nuéc B, thém
vai giot acid sulfuric (77) de acid hda chdng s thAm nhap
cla amoniac tir khdng khi.

Lay chinh x&c 30,0 ml dung dich acid sulfuric 0,02 /(CD)
va 2 giot dung dich hon hop do methyl (77) cho vao binh
hitng K

Ldp ndi cac bd phan voi nhau nhw hinh vé sao cho tao
thanh mat hé thong kin, dau cudi ctia 6ng sinh han thu dich
cét dwoc phai ngap sau trong dung dich cta binh hiing K.
¢\ Tién hanh cat

Khi viéc chuan bi cét da hoan tét, cho nuéc lanh chay qua
6ng sinh han va bat dau dun nudc trong binh B. Khi nudc
s6i thi cho vao binh phan (ng A qua phéu F timg it mot
30 ml dung dich natri hydroxvd 40 % (77) bang céch sau:
do hét lvong kiem nay vao phéu F va dung kep G diéu
chinh cho dung dich kiém chay xudng ti tl, khi xong khoéa
chat kep lai. Tiép tuc cat don khi hirng duoc khoang 100
ml dich cit. Ha thap binh hirng va rira dau sinh han véi
mot it nwéce cat.

d. Chuén db

Chuan db acid sulfuric thira trong binh hiing dich cét bang
dung dich natri hvdroxyd 0,02 jV(CD) t6i khi chuyén sang
mau vang, ghi s6 ml duMl dich natri hydroxyd 0,02 A/(CD)
da dung (a ml).

Tién hanh song song mdt mau trang theo trinh ty trén. Ghi
s6 ml dung dich nofri hydroxyd 0.02 N (CD) da dung (b ml).
Tinh ket qua: Lugng nitrogen trong mau thir (X) linh bang
gam theo cong thtc:

X - (b - a) x 0,00028

PHU 1uc: 10

Trudng hop mau thir ¢d 1an nitrat va nitrit:

Tién hanh tuong ty nhu trén nhwng giai doan vo co hda can
tién hanh loai trlr &nh hwdng cua nitrat va nitrit nhw sau:
Sau khi cho mau thir vao binh Kjeldahl A, thém 10 ml acid
suyuric (TT) d4 hoa tan 0,4 g and saiicylic (77), lac déu
va dé yén 30 min (thinh thoang lac déu). Thém 2 g nairi
thiosuifat (77). lac déu, thém 200 mg bot ddngsulfat khan
(77) rdi tién hanh vo co hoa nhu trén bét dau tir "Dét binh
nghiéng 45°... "

Phwong phap Il

Binh lugng protein trong cac ché pham mau

D06i vai cac ché phdm mau kho, chuan bi dung dich ché
phdm nhu chi dén trong chuyén luan riéng.

Lay mét thé tich ché phdm tuong (ng voi 0,1 g protcin,
pha lodng thanh 20 ml bang dung dich natri ciorid 0,9 %
(77). Lay 2 ml dung dich thu dugc chuvén vao 6ng nghiém
dung tich 75 ml, thém 2 ml dung dich chta 75 % acid
suwiric khéng c6 nitrogen (77), 4,5 % kali suiidt (77) va
0,5 % dong Stiifat (77), trén déu va day ong nghiém mdl
céch 1dng leo. Bun néng tir tir dén s6i va tiép tuc dun sdi
manh trong khoang 1,5 h va dé ngudi. Néu dung dich thu
duwgc khéng trong thi thém 0,25 ml dung dich dung dich
hvdrogen peroxyd 20 tt (77) va dun tiép dén khi thu duoc
dung dich trong va dé ngudi. Trong qua trinh dun, chd y
khong de phan trén ctia 6ng nghiém bi néng qua.

Chuyén dung dich thu dwgc vao bo dung cu cét, dung nuéc
trang rira 3 1an, moi l1an 3 ml. Thém vao binh cit 10 ml
dung dich natri hydroxyd 10 M (77) va cét nhanh trong
vong 4 min. Huang dich cét vao trong hon hop 5 mi dung
dich acid horic. hdo hoa (77) va 5 m! mcéc, gilr dau cudi
cua ong sinh han ngap trong dich hirng. Ha thap binh hitng
dd dau ong sinh han khdng con ngap trong dich hing va
ti€p tuc cdt thém 1 min nita. Chudn dd bang dung dich
acid hydrocioric 0,02 N (CD) dung dung dich hén hop dé
methyi (77) lam chi thi (YI).

Lay mot thé tich ché phdm tuimg (ng véi 0,1 g protein,
thém 12 mi dung dich natri ciorid 0.9 % (77), thém 2 ml
dung dich natri moiybdat 7,5 % va 2 ml hon hop acid
sulyihc khong cé nitrogen - nwéc (1 : 30). Lic déu, dé yén
15 min va thém nuwéc vira dd 20 mi. Lac va Iv tam. Lay
2 ml dich ly tdm & trén chuyén vao 6ng nghiém dung tich
75 ml va ti€p tuc ti€n hanh nhuw trén, bat dau tir: “thém
2 ml dung dich chia 75 %acadsulfiric khéng cé nitrogen...”
(V2. Tinh ham lugng protein trong ché pham (X mg(ml) ap
dung c6ng thirc sau (can tinh dén hé s6 pha lodng ban dau);

X - 6,25 X0.280(V| - v 3

10.10 DINH LUONG VITAMIN A

Hoat lyc cua vitamin A dugc tinh theo don vi quéc ta
(kv hiéu TU). 11U vitamin A tuung duong voi 0,300 pg
retinol; 0,344 pg retinyl aceuit; 0.359 pe retinyl propionat
hodc 0,550 pg retinyl paimitat.

Tién hanh dinh lugng nhanh nhét cé thé trong diéu kién
tranh anh sang, khong khi va cac chédt oxy hoéa, cde chat
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xUc tac sy oxy héa (nhw dong, sat), acid va tranh dun néng
(v6i vitamin Acé ngudn goc ty nhién), tranh dun néng kéo
dai v6i retinol tong hgp dam dac dana b6t va dang dau. Str
dung céac dung dich méi pha.

Tuy theo dac diem cla vitamin A trong cac thudc va
nguyén liéu lam thuéc ma ap dung 1trong 5 phvong phap
dudi day dé dinh lugng.

Phuwong phap 1
(Phuong phap do quang truc tiép)

Cé thé ap dung d6i vai nguyén liéu la cac ester cla retino!
dam dédc dang dau véi ham lwgng I6n (> 5000 1U/g).

Can chinh xac den 0,1 % (so v6i lugng can) khoang tir
25 mg den 100 mg che phdm va dem hoa tan trong 5 ml
pentan (Ti), pha lodng bang 2-propano! (T7)) dé duwoc
dung dich chita chinh xac khoang 10 IU den 15 IU vitamin
Atrong 1ml.

Xac dinh do hap thu cuc dai clia dung dich do. néu cuc dai
hap thu nam trong khoang budc song tir 325 nm dén 327 nm
thi do d6 hap thy cua dung dich tai cac buwéc séng 300 tun,
326 rim, 350 nrn va 370 nm trong coc do day 1cm, dung
2-propcmoi (TTi) lam mau trang, do 2 lan ldy gia tri trung
binh lam két qua do. Tinh ty 16 d6 hap thu tai moi buéc séng
so v&i do hap thu tai budc séng 326 nm (A)/A3D).

Néu ty 1&é AXAr6 khong 16n hon céc gia tri ghi dudi day:
0,600 X-300nm

0,54 & X=350 nin

0,14 & x= 370nm

thi tinh két qua ham lwong vitamin A trong mau thir (IU7g)
theo cdng thuc:

AIB x Vx 1900

100 Xm
Trong do:
A3D la do hap thu tai budc song 326 nm.
m  1a lugng ché pham dcm thir (g).
V  lalwgng thé tich dung dich thu dwoc sau khi pha loang
dén ndng do 10 IU/ml dén 15 IU/ml de dem do (ml).
1900 la hé s6 chuyén do6i do hap thu riéng clia ester retinol
thanh iu/g.
Neu cuc dai hdp thu nam ngoai dai séng ti' 325 nm d6n
327 nm hodc c6 mot gia tri A;/AZBI6n hon gia tri qui dinh
thi két qua khong c6 gia tri, ti€én hanh dinh lvong theo
phuong phép 4.

Phuwong phap 2
(Phtrung phdp do quang sau khi chiét tach viramin A)

C6 thé 4p dung cho cac nguyén liéu vitamin A c6 ngudn
gdc tw nhién va da sd cac dang thubc chlra vitamin A:
Thudc nang, vién nén, thudc bot, thuéc mo, dau gan ca...

Lay mot lugng ché pham chira khoang 50 000 IU vitamin
A vao binh nat mai, thém 3 ml dung dich kaii hvciroxyd
(TT) 50 % méi pha, 30 ml ethcinol (TT), dun sbi 30 min
trén cach thdy co lap ong sinh han hoi lvu, dwéi dong khi
nitrogen khdéng cd oxygen. Lam ngudi nhanh réi ding
30 ml mric cai chuyén héi hon hop sang binh oan. Chiei
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4 lan moi lan véi 50 ml ether (TT) va bo 16p dudi khi tach
I6p hoan toan. Tap trung dich chiét lai roi r&a dich chiét
4 1an, mbi 1an 50 ml nwoc cat, (cha y lac rat nhe nhang &
2 lau dau dé trénh tao thanh nhi twong). Lam hay hoi dich
chiét ether trén cach thuy duwéi dong khi nitrogen khéng
c6 oxygen hodc cat quay chan khéng ¢ nhiét do khong
qua 30 °c den het dung mdi. Hoa tan can trong mot lugng
2-propanoi (TT) vira du dé thu dwgc dung dich chia 10 1U
den 15 IU vitamin A trong 1 ml. Do dd hdp thu cla dung
dich thu duvoc ¢ cac buwéc séne 300 nm, 310 ntn, 325 nm,
va 334 nm trong coc day 1cm véi mau trang la 2-propanol
(T7), sau dé xac dinh butc séng c6 hap thu cuc dai.
X&u cuc dai hop thu nam trong khoang 323 nm den 327 nm
va ty ié Ay, (/Ai?i < 0,73 thi két qua dugc tinh nhu sau:
Tinh d6 hap thu hiéu chinh AZAK):

6,815A35- 2,555A30- 4,260A334
Néu AHKIA 35> 0,970 thi tinh két qua ham lvgng vitamin
A trong mau th* (IU/g) theo cbng thirc sau:

[ia15 x 1830 ,

Néu A A35< 0,970 thi tinh két qua ham lugng vitamin
A trong mau thr (1U/g) theo cong thirc sau:

1830
X
100m

A 325(A) X
Trong dé:

A35 la do hap thu quang tai budc séng 325nm;

m la lwgng ché pham dem thir (g);

V  la lvgng thé tich dung dich thu dwoc sau khi hoa tan
cén dén nong d6 10 IU dén 15 IU vitamin Adé dem do (mT);
1830 la hé sb chuyén doi dd hap thu riéng cla ester retinol
thanh 1U.

Néu cuc fiai hap thu ndm ngoai khoang 323 nm dén 327 nm
hodc ty-18 Ajfs/Aj '3> 0,73 till phai tién hanh theo phuong phap 5.

Chay

Trong cach tién hanh cta phwong phap 2 néu chépham ¢
dang thudc nang, vién nén hodc dang bao ché thé ran khéc,
sau khi da bo v, nghién thanh bot ma van khong xa phong
hoa dwoc (do & dang vi nang) thi phai x& ly truéc bang
cach dun néng voi 10 ml nuwéc cat trén cach thdy 5 min,
dung diia thay tinh nghién nhd céc chat ran con lai va gil
néng 5 min nita.

Khi tién hanh xa phong héa, néu khong cé khi nitrogen
cd thd thay thé bang cach cho chéat chéng oxy hda vao
binh phan tng nhr 3 ml dung dich hydroiltiinon | % trong
ethanol, hodc 30 mg BHT [butyl hydroxytoiuen (iT)].

Pe chiét vitamin A co thé thay ether (TT) bang ether dau
héa (TT) hodc n-hexcm (77).

Phuoiig phap 3
(Phuong phap sac ky long truc tiép)

C6 thé 4p dung doi véi cac nguyén liéu vitamin A tong
hop. cac thanh phdm chia vitamin A 16nii hop ma trong
thanh phan chi chia vitamin A & mot dang ester dong nhat
hoac dang retinol.
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Phuong phap sac ky Iéng (Phu luc 5.3).
Pha ddng: Methanol - vthy! acctai - nwéc (90 : 7 : 3).
Dung dich thir: Lay chinh xac mot lvong ché pham cé
chtra khodng 4000 IU vitamin A cho vao binh dinh muc
dung tich 100 mi, thém ethanol (77), l& ky roi thém
eihanoi (77) dén dinh muc, lac déu. loc.
Dung dich chudn: Pha chét chuan vitamin A (dang giéng
voi dung dich thi: retinol, retinyl acetat, rctinyl palmitat...)
trong ethonoi (77) d6 thu dwoc dung dich chuén cd ndng do
vitamin A chinh xéac khoang 40 1U/ml.
Digu kién sac ky:
Cot kich thudc (25 cm X 4 mm) dwgc nhdi pha tinh ¢
(5 pm dén 10 pin),
Dctector quang ph6 tir ngoai dét & bwéc séng 325 nm.
Toc dd dong: 1,5 mPmin den 2,0 ml/min.
Thé tich tiém: 20 jil.
Céch tién hcmh:
Kiém tra tinh pht hop clia hé thong sac ky: Tién hanh sac
ky v6i dung dich chuan, do léch chuan tvong déi (RSD)
clia dién tich pic thu duoc trén sic ky do cua 6 Ian tiem 13p
lai mau chudn khong dwoc 16n hon 2,0 %.
Tién hanh sic ky lan luot v&i dung dich chudn va dung
dich tht.
Céch tinh két qua:
Ham lwgng vitamin A trong mau thir (1U/g) dugc tinh theo
cbng thtrc:

STxCx 100

Sexmr (IU/g)
Trong d6:

STva sc la dién tich cua pic vitamin A trén sac do cua thir
va chuén;

m, la lwong céan mau thir (gi;

¢ landng dd vitamin A trong dung dich chuan (fu/ml).
Chay

Trong viéc chudn bi dung dich thr, néu ché pham & dang
thu6c nang, vién nén hodc dang bao ché thé ran khac, sau
khi bo vo, nghién thanh bdt, ma vitamin A van khdng hoa
tan dwogc trong ethanol (do ¢ dang vi nang) thi phai xtr ly
trwdc bang cach dun nong véi 10 ml nuwdc cat trén cach
thdy 5 min, dung da thay tinh nghién nho céc kh6i ran
con lai va gitt néng them 5 min nita r6i méi cho ethanol
vao de hoa tan.

Neu mau thtr cé nhiéu ta dwvgc dang dau thi nen thém 2 mi
ethyl acetal (77) ho&c 2 ml n-hexan (77) va iac k¥ trwoc
khi cho ethanol vao dé hoa tan.

Néu trén sac do thu dugc ngoai pic clia dang vitamin A can
do con c6 pic cla dang vitamin A khac thi phai tién hanh
theo phuwong phép 2 hodc 5.

Phwong phép 4
(Phuongphéap sac ky long sau khi thly phan)

C6 the &p dung déi voi nguyén ligu vitamin A tdng hop
dang bét, dang dau va dang nhu twong.
Phuwong phap séac ky long (Phu luc 5.3).

PHU Luc 10

Pha dong: Methanol - nugc (95 : 5).
Dung dich thtr (7):
D6i vai nguyén Tidit dang bot: Can 0,200 g ché pham vao
binh dinh m&c 100 ml. Thém khoang 20 mg dén 30 mg
bromclain (77), 5,0 ml nwvéc va 0,15 m! 2-propanoi (77).
Bun trong cach thiy ¢ 60 cc dén 65 °c trong 5 min va thinh
thoang khudv. Thém 40 mi dung dich tetrabutylamoni
hydroxyd 0.1 M trong 2-propanoi (77). Khudy nhe va
dé thuv phan trong céach thdy ¢ 60 °c den 65 °c trong
10 min, thinh thodng khudy. Bam bao ché pham dugc lam
wdt hoan toan. Bé ngudi dén nhiét dd phong roi pha lodng
thanh 100,0 ml bang 2-propanoi (77) c6 chira 0,1 % butyi
hydroxyiohtcn (77). Lac déu cin than tranh tao bot khi.
Dung dich c6 thé van duc.
Daéi v6i nguyén iiéu dang dau hodc nhii tuwong: Céan
0,100 g ché phdm vao binh dinh mirc 100 ml. Hoa tan
ngay trong 5 m! pentan (TT). Them 40 ml dung dich
telrabutyiamoni hvdroxvd 0,1 A/ trong 2-propanoi. Khudy
nhe va dé tblv phan trong cach llitv & 60 °c den 65 °c
trong 10 min, thinh thodng khudy nhe. Dc ngudi dén nhiét
do phong, roi pha lodng thanh 100,0 ml bang 2-propanoi
(77) c6 chtra 0,1 % butyi hydruxytoiiien (TT). L&c cin than
tranh tao bot khi.
Dung dich thw (2): Pha lodng dung dich thir (1) bang
2-propanoi (77) dé thu duoc dung dich cé néng do
100 1U/mi.
Loc trugc khi tiém doi vai dung dich thir dugc chuén bi tir
nguyén liéu dang bét.
Dung dich chnan (i): Can chinh xéac 0,100 g retinyl acetat
chuan (ham lwgng khoang 1000 000 iU/g) vao binh dinh
mirc 100 ml va tién hanh nhu dung dich thtr (1) doi véi
nguyén liéu dang dau hodc nhii tuong.
Dung dich chuan (2): Pha lodng 5,0 ml dung dich chuan
(1) thanh 50,0 ml bang 2-propanol (77). Lac can than
tranh tao bot khi.
Didu kién sac ky:
Cot kich thwéc (12,5 cm x 4 mm) dwgc nhoi pha tinh ¢
(5 pm). 1
Detector quang pho tlr ngoai dat (vhudc song 325 nm.
Tocdddong: ! ml/min.
Thé tich tiém: 10 pl.
Céch tién hanh:
Tién hanh sic kv dung dich thir (2) va dung dich chuén (2)
véi thoi gian gap 1,5 lan thoi gian luu cla rctinol.
Thai gian lwu cua retinol khoang 3 min.
Caéch tinh két qua:
Ham lwgng vitamin A trong mau thir (IU/g) dwoc tinh theo
cdng thc:

STXc¢c X 11V X F

Sc x mr x 1000
Trong do:
ST, §- ladién lich pic cua retinol trén sac d6 cla dung dich
thir va dung dich chuén;
nv, 1! 1a lugng can mau chuén, thir Ong);
¢ laham lwgng retinvl acctat chudn duoc xac dinh theo phurong
phap 1(ILvg);
F la d6 pha lodng cua dung dich ihtr.
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Phuong phap 5
(Phuongphéap sac ky 16ng sau khi chiéi tach vitamin A)

Co6 thé ap dung d6i voi cac ché pliam phirc tap va cé chlra
vitamin A v6i ham lwgng thdp khong thuc hién dugc
1trong 4 phwong phap trén.
Phuong phép sic ky long (Phu luc 5.3).
Pha dong: Methanol - nuéc (97 : 3).
Dung dich thlr; Lay mot lwgng ché pham chira khoang
2000 IV vitamin A vao binh cau nit mai, thém 5 ml dune
dich acid ascorbic (TT) 10 % méi pha va 10 ml dung dich
kali hydroxyd (77) 80 % mé&i pha, 100 ml ethanol 96 %
(TT), dun s6i 15 min trén cach thav c6 lap 6ng sinh han
hoi Iru. thém 100 ml dune dich natri ciorid (TT) 1% va dé
ngudi. Chuyén dung dich vao binh chiét dung tich 500 mi,
trang r&ra binh ndt mai bang 75 ml dung dich natri ciorid
(77) 1% va rira ti€p v6i 150 ml dune dich dong the lich
ether dau hdéa (40 °c dén 60 °C) va ether (77), chuyén
hét dich trang rira vao binh chiét ¢ trén. Lac 1 min, khi
tach I6p hoan toan, bo 16p duwéi, ria 16p trén lan dau véi
50 ml dung dich kali hydroxyd (77) 3 % trong dung dich
10 % (tt/tt) ethanol 96 % (77), sau d6 rtra 3 1an, moi lan voi
50 ml dung dich natri ciorid (77) 1%. Loc nhanh Iép trén
qua gidy loc cd chira 5 g notri sulfat khan (77) vao binh
cau 250 ml thich hop dé& 18p vao dung cu cét quay. Rira
binh chiét bang 10 ml hon hop dune mdi diing dé chiet
méi pha [dung dich dong thé tich ether dau héa (40 °c dén
60 °C) va ether (77)], loc va gbp céac dich loc lai. Cat quay
0 nhiét do khéng qua 30 °c dudi ap suat gidam (dudi nuéc)
va dong day voi khi nitrogen khi bay hoi xong. Hodc cd
thé bay hoi dung méi duéi ludng khi nitrogen @ nhiét do
khdng qua 30 °c. Hoa tan can trong 2-propanoi (77) va
chuyén vao binh dinh mtc 25 ml, pha lodng thadnh 25 ml
vbi cling dung mdi, dun none nhe hay siéu am néu can.
Dung dich chudn g6c: Hoa tan retinyl acetat chuén trong
2-propanol (77)) d6 thu dwgc dung dich c6 nong do
khodng 1000 IU vitamin A trong 1 mi. N6ng do chinh xac
cuia dung dich chuén géc dugc xac dinh bane phuong phap
quang pho hap thu tir ngoai va kha kién (Phu luc 4.1). Pha
lodng dung dich chuan gdc bang 2-propanol (77)) 16i ndng
dd 10 dén 15 1U trong 1 ml rdi do d6 hap thu & budc séng
326 nm trong cdc do day 1cm, dung 2-propanol (Ti') lam
mau trang.
Tinh nong do vitamin A trong dung dich chuin goc
(1U/ml) tinh theo retinyl acetat theo cdng thtrc:

1900 x v 2

— B—

100 xV,
Trong dé:
Ay la do hap thu quang cla dung dich & 326 nm;
V] la thé tich dung dich chuan gdc dem pha lodng (ml);
Vi la thé tich dung dich lodne da pha (ml);
1900 14 hé so chuyén d6i do hap thu riéng cla ester retinol
thanh 1U.
Dung dich chucm: L&y chinh xac 2 ml dung dich chuan
g6c dem x& ly hoan toan ninr mau thir. Xéac dinh nong
dd chinh xac cla dune dich chuan bang phutmg phap
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quang phd hép thu hr ngoai va kha kion (Phu luc 4.1). Pha
lodng dung dich chuan bang 2-pmpanof (Ti)) téi none d
10 lu den 15 IU trong 1 ml roi do dd hap thu & buéc séng
325 THI trong céc do day 1em, dung 2-propanoi (T1)) lam
mau trang.

Tinh ndng dd all-/raw-retinol trong dune dich chuan
(fU/mi) theo cdng thirc:

1830 x v4

100 Xv 3

A q2n x
Trong do:
A30 la dd hdp thy clia dung dich & 325 nm;
V, la the tich dung dich chuan dem pha loang (ml);
v 413 tho tich dung dich da pha loang (ml);
1830 la hé s6 chuyén d6i db hap thu riéng cla all-trans-
refinol thanh 1U.
Diéu kién sac ky:
Cot kich thuéc (25 cm x 4 mm) dwgc nhdi pha tinh ¢
(5 dén 10 pin).
Toc dd done: 1 mbmin.
Detector quang phd tlr ngoai dat & bwdc sdng 325 nm.
Thé tich tiém: 10 pl.
Céch tién hanh:
Tién hanh s&c ky 3 1an véi moi dung dich thr va dung dich
cbuan.
Thoi gian luu cua all-P'é»5-retinol khoang (5 = 1) min.
Két qua dugc chap nhan néu dap (ng cac yéu cau sau:
Trén sic ky do clia dung dich thir c6 pic trong (rng véi pic
clia all-/m/u-retinol trén sic ky d6 cla dung dich chuén.
Khi dung phucme phap them chudn vao dung dich thi
thi phan trdm thu hoi retinol acetat chuan phai lén hon
95 % va phan tram thu hoi all-/ra»5-retinoi trong dung dich
chudn duoc xac dinh bang phwong phap do quang phai 16n
hon 95 % so v&i ndng dd tinh tir dung dich chuin géc.
Tinh kéi qué:
Ham luegng vitamin A trong mau thir (IU/g) duoc tinh theo
cong thic:

cxV 1

Trong do:

Si la dién tich pic cla all-/r«m--retinol trén s&c d6 clia dung
dich thir;

s 2ladién tich pic cua all-irart.v-retinol trén sic dd ctia dung
dich chuan;

¢ landng dd retinyl acetat trong dung dich chuén géc (TU/mI);
tn 1a lwvong ché pham dem x& Iy thanh dung dich thir (g);
V la the tich dung dich chuan goc da dem xt ly (ml).

10.11 PHUONG PHAP PHAN TiCIl AC71> AMIN

Phuong phép phan tich acid amin la phuong phép xac dinh
thanh phan va ham luvgng céc acid amin trong cac protein
va peptid, cling nhu trong cac ché pham thudc. Phuong
phéap phan tich acid amin dwgc &p dung dé dinh tinh va
dinh lugng cac protein va peptid dwa trén cac cau tir acid
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amin tao ra chiing, dé gidp viéc xac dinh céu tric cua cac
protein va peptid cling nhu viéc xac dinh cach phan doan
cua ching nham thiét 1ap gian dé peptid va dé phat hién
céc acid amin khong dién hinh c6 thé c6 mat trong mot
protein hodc pepud.

Truwdc khi phan tich acid amin trong protein hodc pcptid,
can thiét phai thiy phan protein hodc peptid thanh cac acid
amin. Sau d6 tién hanh phan tach céac acid amin thu duoc
gidng nhu khi ta phan tach cac acid amin ty do c6 trong
cac ché pham thudc. Biéu quan trong la chiing phai dugc
bién d6i thanh cac dan chét thich hop cho viéc phan tach
va phat hién.

Thiét bi

Céc phuong phap dé phan tich acid amin thuwong dua trén
viéc tach cac acid amin ¢ trong mau thir bing phuong
phap s&c ky. Cac thiét bi sic ky tw dong thuwong chiém loi
thé. Thiét bi phan tich acid amin dién hinh 1a mdt may sic
ky 16ng ap suat thap hodc ap suat cao, c6 khd nang thuc
hién chwong trinh dung moi dé tach cac acid amin khi qua
cot sac ky. May can co thém thiét bi tao dan chét acid amin
sau cot, trr khi mau thtr duoc tao thanh dan chat truéc
cot. De phat hién két qua, thuong ding detector hap thu tir
ngoai - kha kién hodc detector huynh quang, tly thuéc vao
cach tao dan chat da ap dung. MGt thiét bi tich phan cho
phép chuyén déi tin hiéu twong tw di tlr detector ra va cho
phép dinh lwgng.

Thuong st dung cac may chuyén dung dé phan tich acid amin.

Chay

Nhiéu duong nén ludn 1a méi quan tdm clia nguoi tién
hanh phan tich acid amin. Dé khic phuc, phai dung céc
thudc thir ¢6 do tinh khiét cao (vi du acid hydrocloric cd
do tinh khiét thap co thé gay nhiém glycin). Thong thudng
cach mot vai tuan lai phai thay méi céc thube thi. Chi
duing cac dung médi dung cho sac ky 1ong. Loc lai cac dung
moi trude khi dung dé giam thiéu sy nhiém khuén va cac
tap chéat. Day kin cac binh dwng dung méi. Khong dé céac
thiét bi phan tich acid amin tiép x(c tryc tiép vai tia sng
mat troi.

Chat lugng thuc hanh phong thi nghiém co thé quyét dinh
chat luvgng phan tich acid amin. Gilr phong thi nghiém
sach sé. Dat thiét bi phan tich trong phong thi nghiém tai
cho6 riéng biét, it bi anh huong cla cac hoat dong khac.
Dinh ky rlra sach va chuén hoa lai cac pipet. Bao quan dau
pipet trong hop day kin. Khéng duoc cdm dau piped bang
tay tran, phai mang gang tay bang cao su khéng xoa bt
talc hodc loai khac c6 chat lugng twong dwong. Han cha sé
1an m& va dong binh dwng mau thir vi bui co thé lam gia
tang kéi qua vé ham lugng céc chat glycin, serin va alanin.
Can bao dutng tét thiét bi phan tich acid amin dé cé két
qua chap nhan dwoc. Néu thiét bi dwgc dung thuong ngay
thi hang ngay phai kicm tra do ro ri dung moi cla thiét bi,
dd on dinh ctia den va detector, d6 phan giai cla cot.

ninh ky lam sach hodc thav the céac kinh loc cla thiét bi va
céc linh phu kién can bao dudng khac.

PILY LUC U

Céc chat déi chiéu

Tren thi trudng ¢6 san cac acid amin diudn dé dung trong
phan tich acid amin; ching thwong la dung dich hén hop
céc acid amin chuén trong nuwéc. Khi cn xac dinh thanh
phan acid amin trong mot mau thir, cac protein hoic peptid
chudn phai dwoc phan tich song song voi mau thir dé kicm
tra s toan ven cla thir nghiém. Trong trOTig hop nay,
chuén protein dwoc st dung la albumin huyét thanh bo
tinh khiét cao.

Chuén hoa thiét bi

Viéc chuén héa thiét bi phan tich acid amin dugc thuc hién
bang cach phan tich mot chuén acid amin, gdm hon hop
cac acid amin chuan da biét truéc ham lwgng cla tiing
chét, do xac dinh hé s6 dap (ng va khoang tuyén tinh (ng
v6i mdi mot acid amin chuén di thi.

Pha loang mau chudn acid amin thanh nhiéu dung dich c6
nong do khac nhau, nam trong khoang luyén tinh dy doan
truéc cla cac acid amin co trong mau chuan. Tién hanh
phan tich nhiéu ian v&i mdi ndng do. Biéu thi két qua thu
duoc trén biéu do the hién twong quan gilra dién tich pic
thu dugc (ng véi mdi ndng do cla acid amin da thi. Nhoy
biéu dd nay, co thé xac dinh dugc khoadng tuyén tinh cla
moi acid amin, tai d6, cac dién tich pic thu dwoc cd tuong
quan xdp xi tuyén tinh vgi cac nong do clia cac acid amin
da thu. Khi phan tich acid amin, d€ c6 két qua ding va lap
lai, didu quan trong 1a phai pha va thir nghiém trén cac mau
thir c6 ndng dd nam trong khoang tuyén tinh tuong tng
voi k¥ thuat phén tich dang 4p dung.

Pe xac dinh hé s dap (rng cho mdi acid amin, ta phan tich
hr 4 ndng do dén 6 ndng do cla acid amin chuin twong
(bng. Hé s6 dap (rng tinh dwgc la gid tri trung binh cla
dién tich pic (hodc cuia chigu cao pic) (ng véi ndng do
1 nanomol cla dung dich acid amin chuan. Thiét 1ap mot
day chudn hda bao gbm hé s6 dap (ng tuong (ing clia cac
acid amin va st dung day nay dé tinh nong do (nanomol)
clia mdi acid amin c6 trong mau thir bang cach chia dién
tich pic (hodc chiéu cao pic) thu dwgc cla acid amin dé
cho hé so dap (ng tuong tng ¢d trong dav chuan hoa.
Trong viéc phan tich thuong ngay, khi dung day chudn
héa, ta chi can xac dinh mét dién tich pic la da. Tuy nhién,
day chudn hoa nay phai thuong xuven duoc thir lai bang
cac phan tich kiém tra va dugc cap nhat dé bao dam tinh
toan ven cla no.

Do 1ap lai

Mudn cé cac két qua phan tich acid amin cé chat lvong
on dinh tai mét phong thi nghiém phan tich, can quan tam
dén do 13p lai clia phép dinh lwong, Can c6 mot hé thong
thiét bi phan tich cac acid amin cé kha nang cung cép céc
gia tri Idp lai cGa thoi gian luu cla pic (d6 dinh tinh) va cac
gia tri 13p lai cla dién tich pic (d€ dinh lwgng). Cach xéc
dinh tiéu biéu do ldp lai bao gbm viéc pha chc mot dung
dich chuén cac acid amin, r6i tién hanh do mau do6 nhiéu
1an (6 1an hodc nhiéu hem). Sau do, tinh dd léch chuan cua
céc gia tri thoi gian Um va do léch chuén céc gia tri clien
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tich pic da dwoc tich phan, (ng véi méi acid amin o dugc
phan tich. Viéc xac dinh do Idp lai con dwgc mo rong bang
cach nhiéu ngudi phan tich khac nhau cting tien hanh xéc
dinh d6 lap lai do6 trong nhiéu ngay. Nguoi ta con thuc hién
vidc dinh lvgng nhiéu dung dich cé nong dé khac nhau ctia
chudn géc do xac dinh sy hién thién do viéc pha ché mau
thr. Thwong nguoi ta phan tich thanh phan acid amin cua
mot protein chuan (vi du albumin huyét thanh bo) de danh
gia do 1ap lai. Nho viéc xéac dinh dd Iéch chuan. ta cd thé
thiét 1ap céc gi¢i han phan tich dé dat két qua tot, voi do
léch chuén thap nhat. Pe gidm bat sai sO trong phan tich,
nhiéu yéu t6 can dwgc quan tam va xem xét day du nhu:
cach chuén bi mau thi, nhiéu duong nen do chét lvong
cla cac ihudc thlr, viéc thuc hanh thi nghiém, tinh nang va
viéc bao dudng may moéc thiét bi, cac di liéu phan tich va
cach bién giai va cudi cung la viéc thuc thi thanh thao cua
nguoi lam phan tich.

Chuén bi mau thi

Muon c6 két qua phan tich acid amin ding, phai dung céc
mau thir protein va pcptid da tinh ché. Cac tap chat nhw
cac mubi, ure, chat tay rira... ¢d thé gay nhiéu, nen can phai
loai khdi mau thir trvge khi tién hanh phan tich. Phrong
phap didu ché dan chat sau cot sic ky khdng bi nhiém boi
cac tap chat & mirc d 16n nhu khi diéu che dan chat truwdc
cot séc ky. Nén giam sé thao tac trén mau thir dé giam
nhiéu dudng nén, tang két qua tim thdy va giam cong lao
dong. Cac cach thong thuong dé loai tap chat trong mau
thi protein bao gom:

Téach bang sic ky long cao ap pha dao, thu protein bang
mot dung mdi bav hoi ¢d chira mot lwgng thich hop thanh
phan hiru co r6i 1am khd bang ly tdm chan khéng;

Tham tach loai bd tap chai;

Lv tdm siéu loc;

Két tlia protein bang mdt dung moi hitu co (vi du accton);
Loc qua gel.

Chat chuan noi

Can dung mot chat chuan ndi dé kiém soat nhung mat mat
va hién doi ly héa hoc xay ra trong qua trinh phan tich acid
amin. Do do, tridc khi tién hanh thiy phan phai thém mot
lvgng chinh xac chat chuan ndi vao dung dich protein can
phan tich. Lwong chudn ndi tim thay dwoc sb 1a mot théng
s6 chung cho lugng tim thdy duogc cua céc acid amin c6
trong protein. Tuy nhién céc acid amin ty do va cac acid
amin lién két trong cau tric protein khéng giong nhau vé
toc do thdy phan hodc phan hly. Vi vay viéc dung chat
chuan ndi de hiéu chinh sy mat mét trong qua trinh thay
phan c6 the cho két qua khong dang tin cy. can chi y diéu
nay khi bién giai ket qua phan tich. Ta con c6 the thém chat
chuan noi vao hon hgp cac acid amin sau khi da dugc thay
phan de hiéu chinh nhitng sai léch vé két qua phéan tich gay
ra do cac sai léch khi tiém mau. do thav d6i dd 8n dinh cla
thuéc thir cling nhw téc do dong clia dung moi. Chat chuan
ndi ly twéng la mot acid ainin bac nhat nhan tao. c6 san
trén thi truong v6i gia ro. Chat nay phai bén virng trong
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qua trinh thly phéan, cé hé s6 dap tng tuyén tinh véi ndng
do va phai duoc rira gidi cho mét pic cé thoi gian lvu duv
nhat va dugc phan gidi tot v6i cac pic tuong ing v6i cac
acid amin khéac. Céc chat chuan ndi thuvong dugc dung bao
gom norleucin, nitrotyrosin va acid a-aminobutyric.

Thuav phan protein

Can thiét phai tién hanh thdy phan cac mau thir protein
va peptid mréc khi phan tich cac acid amin tao thanh. Bé
tranh sai két qua, cac do thidy tinh dung trong thly phan
phai het stc sach. Dau van tay trén 6ng thly phan hoac
bot tach ra tir bao tay cling c6 thd lam nhiém ban méau
thtr. D& rlra sach cac ong thly tinh ding trong thiy phan
(6ng thly phén), ta dun s6i ching 1h trong dung dich acid
hydrocloric 1 M hodc ngdm chdng trong acid nitric dam
dic hodc trong hon hop ddng thé tich acid hydrocloric va
dung dich nitric ddm dac. Sau d6 trang sach bang nudc cét
tinh khiét cao, tiép den bang methanol ding trong sic ky
Iong cao dp. Cudi cling sdy qua dém trong ti sdy roi bao
quan kin cho dén khi dung. Cling c6 thé nung do thay tinh
ding do thly phan & nhiét d6 500 “C trong 4 h dé tranh
nhiém hén. Ciing c6 thé sir dung loai dung cu thich hop,
chi diing mét lan ri bo.

Thiy phéan bane acid la phwong phéap théng dung nhét
dé thGv phan mdt mau thlr protein truéc khi tién hanh
phan tach cac acid amin tao ra mau thir d6. Thly phan
bang acid c6 thd cho két qua phan tich thay d6i vi mot
s6 acid amin bi phan hdy mot phan hay hoan toan. Cu
tho la: Tryptophan bi phan hdy, scrin va threonin bi phan
hiy mot phan, methionin cé thé bi oxy hoa con cystcin
thi chuyén doi thdnh cystin (tuy nhién lugng cystin tim
thdy dugc thuong thdp hon thuc t€ vi mot phan bi phan
hav hodc bi khi tro lai thanh cystein). C6 thé giam thiéu
si phan hly do bi oxy hoa bang céach tien hanh thiy phéan
trong moi treong chan khong thich hop (&p suéat thap hon
200 pm thiy ngan hodc 26,7 Pa) hodc bang cach nap mot
khi tro (argon) vao khoang trong phia trén cla binh phan
ing. Cac dwong ndi peptid gitra isoleuein - isoleucin, valin
- valin. isoleudn - valin va valin - isoleucin chi c6 mot
phan duoc cat dit dé giai phong acid amin thoi. Asparagin
va glutamin déu bi khtr amid dé thanh acid aspartic va acid
glutamic twong ng. Vi tryptophan, asparagin va glutamin
bi mat mat trong khi thiy phan bang acid nén ta chi con
dinh lvong duge 17 acid amtn. Mot s6 ky thuat thiy phan
mo ta sau day s dé cap cach khac phuc cac tré ngai néu
trén Tuy nhién mot s6 Kk thuat (tir s6 4 dén s6 11) lai cé
thi bién ddi mot s6 acid amin khac. Vi vay can can nhac
loi hai khi chon k¥ thuat thay phan protein/peptid va phai
thuc nghiém duach hop truwéc khi chon mot ky thuat thay
phan khac k¥ thuat thy phan bang acid.

Thuwong hay dung phwong phap phén tich acid amin theo
chwong trinh thoi gian thay phéan (tic la phéan tich acid
amin ¢ cac thoi diém thay phan la 24 h, 48 h va 72 h) dé
xac dinh ndng do ban dau cua cac acid amin dé bi phan
hdy hodc cham bi phan tach khi thuv phan: Ve do thi biéu
thi sy lién quan gilra nong dd thu duoc cla acid amin de
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bi phan hdy (vi du serin, tlweonin) voi thoi gian thdy phan
réi ngoai suv tGi diom gdc thoi gian, ta s& dwoc ndng do
ban dau (néng dod & gbc thoi gian) cla acid amin dé bi phan
huy do. Ap dung phwong phap chucmg trinh thdi gian thay
phan nay cho cac acid amin chdm duwgc phéan tach (vi du
isoleucin va valin), trén do thi s& c6 mdt doan bang (doan
thang ndm ngang) (ng v6i ndng do cua acid amin can phan
lich dé. Ncu thoi gian thdy phan qua dai, néng do cla cac
acid amin can phan tich sé bat dau giam, chiing to acid
amin d6 da bi phan hiy do diéu kién thly phan.

M@t céch khéac cua phén tich acid amin theo chuwong trinh
thoi gian thdy phan dugc chap thudn la cho mot chuan acid
amin trai qua cung cac diéu kién nhw khi thdy phan mau
thir protein/peptid. Acid amin chuan, ¢ thé t do, cd thé sé
khong co két qua hoan toan tiéu biéu cho toc do phan hay
clia cac acid amin do bi phan hily c6 trong mau thir protein/
peptid. Diéu nay déc biét dune déi voi cac lién két peptid
cham bi phan tach (nhu lién két isoleucin - valin). Tuy
nhién cach phan tich nay sé cho phép giai thich mét vai
treong hop phan hly acid amin trong mau thi.

Céch thiy phan bang acid trong 10 vi song ciing da dugc
str dung, cho két qua nhanh chéng nhuwng doi héi thiét bi
dac biét va can than trong dac biét. Phai xac dinh duogc cac
didu kién thav phan trong 10 vi song t6i vu cho méi mau
thir proteiivpeptid riéng hiét. Thav phan trong 10 vi séng
chi can thoi gian it phit, nhung néu chi thém hodc bét indt
phit so v&i yéu cdu thoi cling sé cd thé ¢ két qua sai léch
(hodc do cac acid amin dé bi phan hlly s bi phan hlly hoc
do mau thlr chura dugce thiy phan hoan toan).

Céch thily phan hoan toan bang mot hon hop cac mcn
protease cting dwoc ap dung nhung phirc tap, doi hdi phéi
dwgc kicm soét chat ché va thuwong duoc ap dung nhiéu dc
phan tich céac peptid hon la cac protein.

Khi tién hanh phan tich lan dau mdt mau thir protein méi,
can phai lam thuc nghiém de xac dinh cac diéu kién toi uu
vé thoi gian va nhiét do lhay phan.

Ky thuat thdy phan 7

Thiy phan béang acid hydrocloric ¢d chira mdt lugng
phenol 1a ky thuat théng dung nhét dé thiy phan mau thlr
protein/peptid treéc khi tién hanh phan tich acid amin.
Thém phcnol vao mdi tnrong thiv phan c6t dé ngan nglra
hién twgng halogen héa tyrosin.

Dung dich thiv phan: Dung dich acid hydrocloric 6 M
chtra 1tr 0.1 % dén i % phenol.

Thiy phéan pha long: Cho vao 0ng thdy phan mau thi
protcin 'peptid rdi l1am kho (dé loai nwéc, tranh pha lodng
dung dich thdly phan). C 500 pg mau thir déng kho, ta
thém 200 p! dung dich thiy phan. Ladm lanh 6ng thi trong
aceton dong bang khan. Han 6ng thdy phan & chan khong.
Thay phan mau thir trong 24 h & 110 °c va trong chan
khong hodc khi tro dé tranh oxy hdéa. Néu lo ngai mau thir
chua dugc thuy phan hoan toan, can nghién ctu kéo dai
thém thoi gian thay phan (vi du trong 48 h va 72 h).

Thay phan pha hoi: Day 1a mot trong céc ky thuat thay
phan théng dung nhat duoc wa dung dé lam vi phan tich.
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khi chi c6 mot lugng nho mau thtr. K§ thuat nay cung cho
phép giam thiéu viéc mau thir bi nhiém ban boi dung dich
thay phan. Bat 6ng thlly phan chira mau thir da lam kho
trong mot dng thir to hon, dng nay chira mét lvgng thich
hgp dung dich thay phan va nhw vay ngan khéng cho mau
thir ti€p xuc trye tiép voi dung dich thdy phan. HGt chan
khong (&p suat thap hon 200 pm llitly ngan hoac 20,7 Pa),
hodc bom mot khi tro vao phan trcn clia 6ng thir. Han 6ng
Ién va thuy phan & 110 °c trong 24 h. Hoi acid sc thiy
phan mau thir va lugng acid ngung tu trong 6ng thiy phan
chtra mau thr 1 t6i thiéu. Sau khi thly phan xong, say khd
mau thr trong chan khong dé loai bo acid dv thua.

K¢ thuat thay phan 2

Gidm hién tugng oxy hoéa tryptophan trong khi thy phan
bang céch dung acid mercaptoethansulfonic (MESA) lam
acid kh.

Dung dich thay phan: Dung dich MESA 2,5 M.

Thay phan pha hoi: Lam khd 1 pg dén 100 pg mau thir
protein/pepud trong 6ng thuv phan. Bat 6ng thiy phan
trong mot éng Ién hon, chira khoang 200 p! dung dich
thay phan. Ilan 6ng I6n trong chan khong (ap suat khoang
50 pm thuv ngan hodc 6,7 Pa). Thiy phan & 170 °c dén
185 °c trong khodng 12.5 min. Sau khi thdv phan xong
lam kho 6ng thily phan & chan khong trong 15 min dé loai
acid du thira.

K¢ thuat thay phan 3

Ngan ngra hién tegng oxy hoa tryptophan bang cach ding
acid thioglvcolic (TGA) lam acid kht.

Dung dich thuv phan: Dime dich acid hvdrocloric 7 M
chita ] % phenol, 10 % acid trifluoroacetic va 20 % acid
thioglycolic.

Thly phan pha hoi: Lam kho tir 10 lig dén 50 pg mau
thir protein/peptid trong mot ong thay phan. Dat dng thly
phan trong mét éng I6n hon, chita khodng 200 pl dung
dich thdy phan. Han éng lem trong chan khéng (4p suat
khoang 50 pin thdy ngan hoic 6,7 Pa). Thly phan mau thi
o 166 cc trong khodng 15 min dén 30 min. Sau khi thay
phan xong, lam khé 6ng thly phan trong chan khéng trong
5 min dé loai acid dv thira.

Luong tryptophan tim thdy co thé phu thudc vao lvgng
mau lay th.

Ky thuat thay phan 4

Oxy hda cystein/cystin va methionin bang acid peribrmie
tride khi thiv phan mau thir.

Dung dich oxv hda: Dung acid performic méi pha bang
cach tron déu 1thé tich hydrogen peroxyd 30 % (77) voi
9 thé tich acidformic khan (77), roi d& & nhiét do phong
trong 1h.

Tién hanh: Hoa tan mau thir protein/peptid trong 20 pl
acid formic khan (77) va dé & 50 °c trong 5 min. Sau do
thém 100 pl dung dich oxv hda. D& phan (rng xay ra trong
10 min dén 30 min. Cystein s& chuvén thanh acid cysteic,
cén methionin thanh methionin swlion. Lv tdm chan khong
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dé loai thudc thi thiva, roi thily phan mau thir da duoc oxy
hoa theo kv thuat 7 hodc 2 ndi trén.

K¥ thuat 4 nay c6 thé lam bién doi tyrosin khi méi trwong
c6 mudi halid.

KY thuat thiy phan 5

Oxv hda cystcin/cystin trong qua trinh thiy phan pha Iong
bang nalri a/id.

Dungdich thiyphan: Thém vao dung dich acid hydrocioric
6 M (TT) cd chira 0,2 % phenol mot lugng natri azid (TT)
dé cd ndng dd 0,2 %. Phenol c6 trong dung dich thuy phan
ngan ngua sy halogen hoa cua tvrosin.

Thiv phan pha long: Thdy phan mau thir protcin/pcptid
& 110 °c trong 24 h. Trong qua trinh thdy phan, cystein/
cyslin trong mau thr chuyén thanh acid cystcic boi tac
dung cla natri azid c6 trong dung dich thly phan. Ky thuat
5 nay cho két qua tim thay cla tyrosin tot hon kv thuat 4
nhune lai khéne dinh lwvgng dwgc methionin. Methionin
chuyén thanh hén hop clia mcthionin véi 2 dan chat oxv
héa Ia methioiun sulfoxid va methionin sulibn.

Ky thuat thiyphan 6

Oxy hda cvstein/cystinbang dimethyl sui/oxid (DMSO) (IT).
Dung dich thiyphan: Thém vao dung dich acid hvdroclorie
6 M, chira 0,1 0 dén 1% phenol, mét lugng DMSO dé
dwoc dung dich nong d6 DMSO 2 % (tt/tt).

Thayphan pha hoi: Tien hanh thay phan méu thi protein/
peptid ¢ khodng 110 °c trong 24 h. Trong qud trinh thay
phan, cystein/cystin ¢ trong mau thir s& bi DMso co
trong dung dich thdy phan chuyén thanh acid cysteic. Dé
han ché su bat 6n dinh cla két qua thu dwgc va dé chinh ly
nhitng sai léch do sw phan hdy tirng phan, nguoi ta khuyén
nén xac dinh két qua tim thav acid cysteic sau khi da thay
phan oxy héa cac mau protein chuan chira hr 1 mol den
8 mol cystein. Cac hé sé dap ung thu dugc tlr cac dung
dich thdy phan protcin/pcptid thuong thap hon khoang
30 % so v@i hé sO dap tng thu dwgc tir cac chudn acid
eysteic khong qua thay phan.

Vi histidin, mcthionin, tvrosin va tryptophan déu bi bién
ddi nén ky thuat 6 nay khong cho két qua phan tich day du
thanh phan céu tao cla protein/peptid.

K§ thuat thiy phan 7

Khir oxy va alkyl héa cystein/cystin bing phan (ng
pyridylethyi héa & pha hoi.

Dung dich kh: Cho vao mét binh thich hgp: 83,3 pl
pvridin (TT), 16,7 pl 4-vinylpyridin, 16.7 |il irihutyi
phosphin va 83,3 pl nwéc cat rdi tron déu.

Tién hanh: Cho vao 6ng thiy phan mot lwgng mau thir
protein/peptid (trong khoadng tr 1 pg dén 100 pg). Dat éng
thiy phan vao mét 6ng Ién hon da cé san dime dich kho.
Han kin 6ng 16n & chan khong (ap suét khodng 50 pm thiy
ngan hodc 6,7 Pa) roi lam néng & 100 °c trong 5 min. Sau
d6 1dy ong thay phan ra, lam khé trong binh hit d&m chéan
khéng trong 15 min d€ loai bo thubc thir dw thira. Cudi
cung thiy phan mau thir da duoc pyridylcthvl héa, theo
mot trong céac k¥ thuat thiy phan mo ta ¢ trén. Song song,
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tien hanh pyridylethyl héa trong cung diéu kién mot mau
chuan protein chtta T mol dén 8 mol cystein dé xac dinh
gia tri tim thay cua pyridyicthyl cystein.

Chuay: Viéc kéo dai thoi gian phan Gng pyridvlethyl héa
sé gay bien ddi cac nhém a-amino va f:-amino cta lysin c6
troné mau thir protein/peptid.

Ky thuat thayphan 8

Khir oxy va alkyl hoa cystein/cystill bang phan (ng
pvridylcthyl hoa & pha long.

Céc dung dich goc: Pha ché va loc 3 dung dich trong nwéc
sau day:

Dung dich coc A: Dung dich Tris-hydmcioridi M (pH 8,5)
chtra 4 mM dinatri cdctat.

Dung dich gbc B: Dung dich guanidin hydrociarid 8 M.
Dung dich gdc C: Dung dich 2-mercaptoethanol 10 %
Dung dich khit: Pha hén hop gdbm 1 thé tich dung dich
gbc A va 3 thé lich dung dich goc B dé c6 dung dich dém
guanidin hvdroclorid 6 M trong Tris-hydroclorid 0,25 M.
Tien hanh: Hoa tan khoang 10 pg mau thir protein/pcptid
trong 50 pl dung dich kht, roi them 2,5 fil dung dich goc
c. DBé 2 h & nhiét do phong, trong kill nitrogen hoéc argon
va 0 cho t6i. Pe thuc hién phan tng pyridylethyl hoa, them
vao khoang 2 pl 4-vinvipyndin va dé yén 2 h trong t6i, &
nhiét do phonc. Sau dd, loai tap bang cach tach bang sic
ky 16ng cao &p pha dao. Lam khd mau thir protein/peptid
sau khi qua sic ky bang cach ly tdm chan khéng roi tién
hanh thiy phan bang acid.

K§ thuat thay phan 9

Khir oxy va alkyl hda cystein/cystin bdng phan (tng
carboxymethyl héa & pha long.

Céc dung dich gbc: Pha ninr ¢ k¥ thuat thiy phan 8.

Dung dich carboxymethyi hoa: Dung dich iodoacetamid
i0 % trong ethanol 96 %.

Dung dich dém: Dung dung dich khu cla ky thuat thay
phéan 8.

Tién hanh: Hoa tan mau thir protein/peptid trong 50 gl
dung dich dém, thém khoang 2,5 pl dung dich g6c c. Bao
quan 2 h trong khi nitrogen hodc argon ¢ nhiét do phéng
va trong t6i. Thém mdt lvgng dung dich carboxymethyl
hoa gdp 15 lan tone lugng cac thiol co trong mau thir
theo ly thuvct. Néu khdng bidt ham lugng cac thiol trong
mau thtr thi cr 20 nanornol protein dung 5 pl dung dich
iodoacetamid 100 m \i D& tiép 30 min trong t6i & nhiét do
phong. Sau dé thém lvgng dw 2-mercaptoethanoi do dirng
phan (ne. Loai tap va thu phan protein/peptid bang cach
phan tach trén sic ky 16ng pha dao. Lam kho phan protein/
peptid thu dwoc bang ly tam chan klidne trwdc khi thay
phan bang acid.

Chéat S-carboxyamidomcthylcystein mi tao thanh duwoc
chuyén déi thanh S-carboxymethylcystein trong qua trinh
thay phan.

K§ thuat thay phan T0
Cystein/cystin tac dung voi acid dithiodigiycolie hodc acid
dithiodipropionic dé cho mot disulfid hon tap. Tuy theo
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yéu Cau vé dd phan gidi cua k¥ thuat phan tich acid amin
duwgc ap dung ma chon dung acid dithiodiglycolic hodc
acid dithiodipropiomc.

Dung dich kht: Dung dich acid dithiodigiycoiic (hodc
acid dithiodipropionic) i % trong dung dich NaOH 0,2 M.
Tién hanh: Cho vao 6ng thiy phan khoang 20 pg mau
th&r protein/peptid. Thém 5 pl dung dich khtr va 10 pi
isopropanoi. Ly tam chan khéng dé loai pha léng roi thay
phan mau thir theo k¥ thuat thiy phan 1

Ky thuét 10 nay c6 lgi la cac thanh phan acid amin khac
trong mau thir khdng bi anh huong clia phan tng va khdng
can loai tap trudc khi thdy phan.

Ky thuat thay phéan 11

Trong qué trinh thly phan bang acid, asparagin va glutamin
dugc chuyén doi thanh acid aspartic va acid glutamic tworng
ng. Asparagin va acid aspartic duoc biéu thi bang mot dai
lugng chung Asx, con glutamin va acid glutamic bang GIx.
Tréi lai, khi thiy phan bang acid v&i si c6 mat clia thudc
thir bis (1,1-trifluoroacetoxy)iodébenzcn (BTI), asparagin
va glutamin bi tdc dung va chuvén twong (ng thanh acid
diaminopropionic va acid diaminobutyric. Nh& d6, ta xac
dinh dwgc asparagin va glutamin trong protein/peptid ngay
khi c6 mat cua acid aspartic va acid glutamic.

Cac dung dich khir: Pha ché va loc 3 dung dich sau:

Dung dich A: Dung dich acid tririuomacetic 10 mM.
Dung dich B: Dung dich chira guanidin hvdrociorid 5 M
va acid trifluoroacetic 10 mM.

Dung dich C: Dung dich méi pha BTI 3,6 % trong
dimethyl'formamid.

Tién hanh: Cho vao mot ong thiy phan sach khoang
200 pg mau thir protein'peptid, 2 ml dung dich A hoic
dung dich B va 2 ml dung dich c. Han éng thdy phan
trong chan khong. Bé 4 li & nhiét do 60 °c, trong t6i. Sau
dd tham tach mau thtr bang nudc cat dé loai bo thudc thir
du thira. Chiét mau thir da thdm tach 3 1an bang 3 thé tich
twong dwong hutyi acetat 677), roi lam dong kho.

Cudi cung lhuy phan mau thr dong kho theo céac k¥ thuat
thiy phan da ndi ¢ trén.

Céc acid cqp-diaminopropionic va d,y- diaminobutyric déu
khong dugc phan gidi rd rang véi lysin c6 trong mau thir,
khi phan tach bang sac ky trao ddi ion. Vi vav, khi ding
sac ky trao ddi ion dé tach cac acid amin, ham lwgng cua
asparagin va clia glutamin c6 mt trong mau thir dwoc xac
dinh bang hiéu sd gitta ham luvgng cua acid aspactic va
cua acid glutamic tuwong ¢ng thu dwgc khi thiy phén acid
khong c6 BTI va ham lugng cua acid aspartic va cua acid
glutamic twong tng thu duoc khi thiy phan c6 BTI.

Ham lugng cla thrconin, methionin, cystein. tvrosin va
histidin c6 thé bi sai léch khi thiv phan bang acid c6 BTI.
Vi vay, muon cé gia tri ding cta cac ham lugng nay, mau
thir phai dwoc thiy phan bang acid, khéng co thudc thir BTI.

Tach va phat hién cac acid amin
Cé nhiéu k¥ ihut dé tach va phat hién céc acid amin. Lua
chon k¥ thuat nao phu thudc vao ycu cau vé do nhay cla
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phép dinh lugng. Nhin chung, khoang mét nira cac phép
phan tich acid amin dya trén viéc tach thanh acid amiti tv
do bang sac ky 16ng trao doi 1011 rdi tao dan chat sau cot
phan tach. K§ thuat tao dan chat sau cot c6 thé ap dung cho
cac mau thir c6 mét luvong nhd chét dém (nhu cac mudi va
lire) va thuong can tlr 5 pg dén 10 pg mau thir protein cho
mot lan phan tich.

Cac k¥ thuat con lai, bao gdm viéc tao cac dan chat truéc
cdt rdi tach ching bang séc ky long cao ap pha déo. Céc
ky thuat tao dan chét tridc cot rat nhay va thuong chi can
tlr 0,5 pg dén 1,0 pg mau thir protedvpeptid cho mdi 1an
phan tich, nhing lai ¢6 thé bi anh hudng boi cac mubi dém
c6 trong mau thir. Mat khac, k§ thuat tao dan chat trudc
cdt con ¢6 thé cho nhiéu dan chét khac nhau ctia cing mot
acid amin, do dé gay trd ngai cho viéc bién gidi két qua
phan tich. So v6i k§ thuét tao dan chét tredc cot, thuong
ky thuat tao dan chét sau cot it bi anh huéng boi cac bién
thién trong viéc thuc hién phép dinh lwgng hon.

Co6 thé dlng cac k¥ thuat sau day dé phén tich dinh lwgng
cac acid amin.

Thiét bi va thubc thir déu co6 san trén thi truong. Hon nira,
hién c6 nhiéu cai tién vé cac mat nhu pha ché thudc tht,
cach tién hanh phan (rng, thiét bi sic ky dung trong cac
ky thuat nay, V.V... Cac thdng s6 déc trung co thé thay
ddi thy thudc vao thiét bi da dung va cach tién hanh phéan
tich. Nhiéu phong thi nghiém con 4p dung dong thai nhiéu
k§ thuat chir khéng chi mot, dé tan dung loi ich ciia moi
ky thuat da ap dung. Trong cac k¥ thuat sau day, tin hiéu
tvong tw dwgc hién thi trén may ghi va dién tich cac pic
dugc tich phan dé dinh luvgng.

K§ thuat T: Tao dan chét sau cdt v6i thube thu ninhydrin

sac ky trao doi ion tao dan chat sau cot voi thude thir
ninhydrin 1a mot trong céc k§ thuat thong dung nhét dé
phén tich dinh luong cac acid amin. Theo nguyén tac, sic
ky trao doi cation, dung lithi lam di ion trong pha dong
duoc &p dung dé phan tich cac mau thir sinh hoc phtc tap;
trai lai, sac ky trao d6i cation, dung natri lam d6i ion trong
pha déng, nhanh hon, dugc ding voi cac mau thir don gian
hon, gdbm hdn hop cac acid amin da duoc thiy phan tir
protein/peptid ra (ticu biéu gdbm 17 acid amin khéac nhau).
Viéc phan tich acid amin trén cft trao doi ion dwgc thyc
hién théng qua si phoi hop gilra thay d6i pH va thay doi
luc ion clia pha dong (chwong trinh dung méi), (‘huong
trinh nhiét do cling thudng duoc ap dung dé tang nhanh
sy phan tach.

Céc acid amin bac nhat tac dung vé&i ninhydrin cho hop
chat mau tim, hép thu cyc dai & buwéc séng 570 nm. Tréi
lai, cac acid amin bac 2 (cac imino acid) nhu prolin, tac
dung véi ninhydrill cho hgp chat mau vang, hap thu cuc
dai & 440 nm. Vi vay ta phat hién céc dan chat cla acid
amin thu duoc sau cot & cac budc séng 440 nm va 570 nm.
D6 v6i da s6 cac dan chat acid amin, gi¢i han phét
hién duoc xac dinh la 10 picomol; d6i voi dan chat cla
prolin, gi¢i han d6 la 50 picomol. Khoang tuyén tinh
la 20 picomol den 500 picomol, véi hé s6 twong quan
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r>0,999. Pb cb két qua t6t, ding mot lwong mau thir 16n
hon T pg dé thay phan trudc khi phan tich cac acid amin
trong protein/peptid la thich hgp nhat.

Ky thuat 2: Tao dan chat sau ¢t vai thube thir OPA
Thubc thir ortho-phthalaklichyd (OPA) tac dung voi cac
amin bac nhat, khi c6 mat mot hop chat thiol, cho cac hgp
chét isoindol phat huynh quang. OPA khong tac dung voi
cac amin bac 2 (cac imino acid nhu prolin) dé cé hop chat
phat huynh quang; tuy nhién, ncu oxy hoa ching bang
natri hypoclorid hodc cloramin T thi phdn (ng v&i OPA
s& xay ra. Do dd, d6 phan tich cac acid amin trong mau
thir protein/peptid bang ky thuét nay, ta phai tach cac acid
amin ty do bang sac ky trao d6i cation manh réi oxy hoa
sau cot bang natri hypoclorid hodc cloramin T va tiép do6
tao dan chét phat huvnh quang bang thudc thir OPA voi
sy c6 mat clla modt hop chat thiol nhw N-acetyl-L-cystein
hoac 2-mercaptocthanol. Cac acid amin bac nhat khong bi
anh hwéng béi sy oxy hda noi trén.

Viéc tach cac acid arnin bang sic ky 16ng trao doi ion duoc
thwe hién nho sy phoi hop gitra viéc thay doi pll va thay
ddi lyc ion clia pha dong (chwong trinh dung moi). Sau khi
duoc phan tach, cac dan chdt phat huynh quang sé duoc
phat hién véi buwdc séng kich thich ¢ 348 nm va buédc séng
phat quang ¢ 450 nm.

Gi6i han phéat hién dugc xac dinh & mic mot vai chuc
picomol, d6i véi da s6 cac dan chat OPA cia acid amin.
Khoang tuyén tinh la tlr vai picomol dén vai chuc nanomol.
Dé c6 két qua phan tich t6t, 14y mau thir proteinypcptid i6n
lum 500 ng dé thuy phan.

K¢ thuat 3: Tao dan chat truéc cot véi thube thir PITC
Thudc thir phenylisothiocyanat (PITC) tac dung véi cac
acid amin d6 thanh dan chédt phenylthiocarbamyl (PTC)
hdp thu manh bic xa & budc song 254 nm. Téach cac dan
chat PTC cua acid arnin, dd duoc tao trieéc cot. bang sac
ky Iong cao &p pha dao, dung c6t octadecylsilyl (ODS) va
phat hién & bwéc séng 254 nin.

Viéc phan tach céc dan chat acid amin bang sic ky long cao
ap pha dao duwoc thic hién nho viéc phoi hop gitta cac thay
d6i v ndng do acetonitril va vé lyc ion trong pha dong.
D06i voi da s6 cac dan chat PTC-acid amin, giéi han phat
hién dwoc xac dinh la 1 picomol. Khoang tuyén tinh la
20 picomol dén 500 picomol voéi hé sO twong quan
r> 0,999. D6 c6 két qua phan tich tot, 1dy lvgng mau thir
I6n hon 500 ng dé thay phan.

Chu y: Sau khi da loai bé trong chan khong thudc thir du,
cac dan chat PTC-aeid amin ¢6 thé bao quan khd va déng
bang trong vai tuan le rna khong c6 s phan hly nao dang
ké. Néu dung dich dé tiém vao mav sac ky duoc bao quan
lanh, sau 3 ngay ciing chuwa thay suv giam dap (ng sac ky
nao dang ké xay ra,

K§ thuat 4: Tao dan chat truéc cot voi thude thir AQC
Thudc thtt 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamat
(AQC) tac dung véi cac acid amin tao thanh cac dan chét uré bat
ddi xtrng, 6n dinh, phat huynh quang (cac dan chat AQC-acid
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amin) va duoc phan tach bang séc ky 16ng cao ap pha dao.
Do do, ta tao dan chat AQC trudc cot rbi tach ching bang
sac ky long cao ap pha dao, dung cot ODS va phat hién
bang detector huynh quang, ¢ buéc séng kich thich 250 nm
va budc song phat quang ¢ 395 nm. Viéc phén tach duoc
thiec hién nho viéc phdi hop sw thav doi ndng do acetonitril
va thav ddi luc ion cla pha dong (chuong trinh dung moi).
Ticm tryc liep hon hop mau thir va thudc thir vao may sac
ky. Khong c6 nhiéu dang ké gay ra boi 6-aminoquinolin,
san pham thir cap chd yéu phat huynh quang clia thudc thir.
Thu6c thtr du dugc thdy phan nhanh chéng (nira doi < 15s)
thanh céc chat 6-aminoquinolin, N-hydroxysuccinimid va
carbon dioxvd va sau 1 min, khong con phan img tao dan
chéat xay ra.

Dién tich pic cua cac dan chat AQC-aeid amin khong thay
doi chu véu trong thoi gian 1tuan, & nhiét do phong. Nho
tinh on dinh nay, cd thé tien hanh phan tich qua dém trén
cac may ty dong dugc.

Gi6i han phat hién dugc xac dinh ¢ vao khoang tu
40 iemtornol dén 320 femtomol, tinh cho mdi acid amin,
tri cystein. Gi¢i han phat hién cla cystein xap xi bang
800 femtomol. Khoang tuyén tinh la tv 2,5 micromol dén
200 micromol, vGi hé sO twong quan r > 0,999. C6 thé thu
duoc ket qua phéan tich tét véi lvgng mau protein/peptid
lay tht thap t6i 30 ng.

K{ thuat 5: Tao dan chat trudc cot voi thude thlr OPA
Thuéc thi ortho-phthalaldehyd (OFA), khi c6 mat mot
hop chét thiol (c6 thé dung 2-mercaptoethanol hodc acid
3-mercaptopropionic), sé tac dung véi cadc amin bac nhat
dé cho mét hop chét isoindol phcét huynh quang manh. Ban
than thudc thir OPA khdng phat huynh quang, nén khéng
gay tro ngai. Mat khac, vi OPA dé tan va 6n dinh trong
nwdc dong thoi cho phan (ng nhanh ncn co thé tao dan
chat va phan tich mau thr mét cach tv déng, dung thiét
bi tw nap mau thir dé tron 1an mau thir véi thude thi. Tuy
nhién, OPA khéng cho phan ng v&i cac amin bac 2, nén
k¥ thuat 5 nay khong &p dung dugc de phan tich cac acid
amin c6 hoa chitc amin bac 2 nhw prolin. Pe khéc phuc,
phai phdi hop k¥ thuat 5 nay véi ky thuat 7 hodc 8 mo ta
sau day.

Vi dan chat OPA-acid amin khong bén viing nén sau khi
tao dan chét trugc cot, phai tién hanh phan tich ngay trcn
séc kv long cao 4p pba déo va phat hién két qud bing
detector huyrih quang & buéc song kich thich 348 nm va
biréc séng phat quang 450 nm.

Gidi han phat hién bang huynh quang thap téi 50 femtomol
da duoc bdo cdo. Tuy nhién, gi¢i han phéat hién thuc té cla
phép phan tich la 1 picomol. ) X
KY thuat 6: Tao dan chat tnréc cot hang thuée thir DABS-CI
Thudc thtr dimethylamino-azobenzensulfonyl clorid
(DABS-CI) la mot thudc thlr cho mau dé phat hién acid
amin. Cac dan chét tao thanh (DABS-acid amin) rat
bén virng va hdp thu cuc dai & buwdc séng 436 nm. Tao
cac dan chat nay trwdc cot rbi tach chung bang sac ky
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18ng cao ap pha dao, dung cot ODS va phat hién két qua
0 budc séng 436 nm.

K§ thuat nay c6 tho phan tich ca céc acid atnin bac nhat va
acid amin bac hai (nhw prolin) vé&i cing d6 nhay nhu nhau.
Con ¢6 thé dinh iwwng dong thoi thanh phan tryptophan cd
trono' mau thr protein, peptid sau khi da thdly phan mau thr
bang céc acid sulfonic nhu: acid mercaptoethansultonic,
acid p-toluensulfonic hogc acid methansulfonic nhu da mé
ta & ky thuat thiy phan 2 o trcn. Cac thanh phan khac
dé héng vi acid nhu asparagin va glutamin cling dugc
phan tich sau khi da lam phan ¢ng chuyén doi thanh acid
diaminopropionic va acid diaminobutyric twong (tng bang
phan Ung véi thudc thir BT1 da mo ta & k¥ thuat thdy phan
1 & trén.

Trong k¥ thuat nay, khdng dung norleucin nhan tao dé lam
chudn ndi, vi né duoc rira giai ra tai ving day dac cac
pic clia c&c acid amiri bac nhat trén sic db. co thé dung
nitrotyrosin tam chuan ndi vi né dwgc rira gidi ra tai vung
¢ it pic trén sac do.

Gi6i han phat hién cac DABS-acid amin ¢ khoang
1picomol. Lugng nhé tr 2 dén 5 picomol clia mot DABS-
acid amin nao dd cling c6 thé cho két qua dinh lwgng dang
tin cay, va chi can dung 10 ng dén 30 ng protein thdy phan
da dwoc dan chat héa cho mbi lan phan tich.

K§ thuat 7: Tao dan chét tiiréc cot véi thude thir FMOC-CI
Thudc thtr 9-fluorenyimethyl cloroformat (FMOC-C1)
tdc dung v6i acid amin bac nhat va acid amin bac hai
d6 tao thanh cac dan chdt FMOC-acid amin phat huynh
quang manh.

Phan (rng xay ra nhe nhang trong méi trudng nwéc, trong
30 s. Cé4c dan chét dwgc tao thanh déu bén viing, chi riéng
dan chat clia histidin 12 ¢6 bicu hién phan hly nao do.
Mac du ban than thubc thir va cac san phdm phu clia phan
(rng déu phat huynh quang nhwng ta cd thé loai chiing ma
khong lam mat mét cac dan chat FMOC-acid amin.

Sau khi lao dan chat tnréc cot, tién hanh tach cac FMOC-
acid amin bantT sic ky 16ng cao ap pha dao, ding cot ODS,
v6i chwong trinh gradient dung méi, bién thién tuyén tinh
ttr hdn hop gdbm 10 thé tich acetonitril, 40 thé tich methanol
va 50 thé tich dém acid acetic den hén hop gom 50 thé tich
acetonitril, 50 thé tich dém acid acetic. Phat hién két qua
héng detector huynh quang & budc séng kich thich 260 nm
va budc song phat quang 313 nm. Co thé phan tich dugc
20 dan chéat acid amin trong vong 20 min.

Cii6i han phat hién vao c¢ ferntomol. Ba s0 c4c acid amin
0 khoang tuyén tinh tir 0,1 micromol dén 50 micromol.
Ky thuat 8: Tao dan chét trudc, cot bang thudc thir NUD-F
Thudc thir 7-fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-l,3-diazol (NBD-F)
tac dung v6i ca acid amin bac nhét va acid amin bac 2, ¢
nhiét do 60 °c, trong 5min, d6 cho cac dan chat NBD-acid
amin phat huynh quang manh. Sau khi tao dan chat tnréc
cot, tach chling béng sac ky 16ng cao ap pha dao, ding cot
ODS va chuong trinh gradient dung moi gém acetonitril va
hén hop dém trong nwdc. 17 dim chét acid amin dwoc tach
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ra trong vong 35 min. C4 thé dung acid e-aminocaproic lam
chét chuan néi, vi dugc rira giai & ving it pic trén sac do.
Phat hién két qua bang detector huynh quang, & buéc séng
kich thich 480 nm va bwéc séng phat quang & 5301l

K¥ thuat nay c6 do nhay gan tuong tw nhv do nhay cla ky
thuat tao dan chat trude cot voi thude thir OPA (k§ thuat
5) ddi vGi cac acid amin, trir prolin khéng phan tich dugc
bang k¥ thuat 5 vi khdng phan Gng vé6i thudc thir OPA.
Nhu vay, ky thuat 8 nay ich lgi hon ki thuét 5.

Gidi han phéat hién moi acid amin & khoang 10 femtomol
va lugng mau thir protein/peptid thiv phan cin l1dy dc tao
dan chét truedc cdt & khoang 1.5 rg.

Tinh két qua

Khi xac dinh ham luong céc acid amin trong mot mau
thir protein/peptid, can nhé rang, trong qua trinh thiy
phan bang acid, tryptophan va cystein bi pha hiy, serin
va threonin bi pha hiv mét phan, valin va isoleucin khéng
duoc tach hoan toan, methionin c6 thé bi oxy hda va mot
vai acid ainin nhu giycin va serin thuong bi nhiéu. Tién
hanh phéan tich & mdi trwdng chan khéng thich hop (4p
suat thap hon 200 Jim thdy ngan hodc 26,7 Pa) hodc & moi
treong cd khi tro (nhw argon) khi thay phan pha hoi, cé thé
gidm murc phan hdy do bi oxy hda. Cac két qua dinh lugng
cystein, tryptophan, threonin, isoleucin, valin, methionin.
glycin va serin trong mot mau thtr proteimpeptid da thay
phan c6 thé thay d6i va do dd thwdng can tién hanh xem
xét danh gia b6 sung.

Tinh ty [éphan tram ham lwvong clia mot loai acid amin
¢ trong mau thi protein/peptid

Do la sé lugng nanomol cua mét loai acid amin co trong
100 nanomol cuia toan thé cac acid amin c6 trong mau thir
protein/peptid. Ty I& nay c6 ich trong viéc danh giad cac
di liéu thu duoc khi phan tich cac acid amin trong mot
protein ma ta chwa biét khdi lvgng phan tir. N6 gilp cling
c6 két qua dinh tinh mdt protein/peptid chua biét bang
cach so sanh ty le phan tram ham lwong moi loai acid amin
trong mau thir chua biét véi ty 1& phan trdm ham lwong cla
moi loai acid amin tuong (ng co trong cac protein/peptid
da biét.

Tinh ty I& phan trdm ham lugng ctia mét acid amin trong
protein/peptid theo cbng thirc sau:

WOr,
r!

Trong doé:

i ladap tng (ham lwgng) tinh theo nanomol clia acid arnin i;
q ladap ng (ham lugng) tinh theo nanomol ca tat ca cac
acid amin thu dwoc trén sac do.

Mau thirproteiiwpeptid chua biét

Xac dinh khéi lwvgng Q, (tinh theo microgarn) cia moi loai
acid amin c6 mat trong mau protein/peptid chua biét
Tinh banc cbng thirc sau:
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m, XMj

1000

Trong do:

Q; 1a khdi lugng (tinh theo microgam) cda acid amin i cd
trong mau the;

m, la ham lwgng (tinh theo nanomol) cla tat ca céac acid
amin i tim thav trén sac do;

M, la phan t& lugng trung binh (tinh theo gam) cua acid
amin i, dd dwoc hiéu chinh ve khoi lvong H-,0 bi loai khi
tao thanh lién két peptid.

wéc hroiig tong khdi lwgng clia mau thirprotein/peptid:
Tong khoi lugng XQi cla céac loai acid amin tim thay cho
phép ta véc lvong khéi lvgng clia protein/peptid dem thir
sau khi da hiéu chinh vé khoi lwvgng mat mat do cd sy phan
hiy tirng phan hoic toan phan ctia mot so acid amin do b
phan hdy trong qua trinh thiy phan.

Xac ¢linh s hamg cua moi loai acid amin thum gia céu
tao mau thi protein/pcptid chura biét. Neu xac dinh dwoc
phan t& luong Mp cua protein/peptid dem thit (vi du béng
kh6i phd), ta tinh s& lwong clia mdi loai acid amin i theo
cdng thic sau:

m, m, x Mp
I000Qp = 1000Qp
Mo

Trong do:

m, la ham lwvgng (tinh theo nanomol) cua acid amin i tim
thdy trong mau thi;

Qp Takhdi lvgng (tinh theo microgam) cla protein dem thtr;
Mp la phan tr lugng cla protein dem thir (tinh theo garn).

Mau thtrprotein/peptid da biétphan tir lwvgng vathanh
phan cédu tao

Khi phan tich acid amin, mdi s acid amin cho k&t qua tim
thay tot, trai lai, mot s6 cho két qua tim thay khéng st dung
dwoc vi hodc bi phan hily mot phan hay toan phan (vi du:
tryptophan, cystein, threonin, serin, methionin), hodc lién
két peptid khong dugc tach hoan toan (nhu lién két cua
isoleucin, cta valin), hodc bi nhiéu b&i mdt s6 acid amin
tw do (nhw bdi glvcin va serin). Cac acid amin cho két
qua tim thay t6t dién hinh la aspartat-asparagin, glutamat-
glutamin, alanin, leucin, phenylalanin, lysin va arginin.
Danh séach nay co thé thay doi tuy thudc vao hd théng phan
tich d& dung. Cac acid amin cho két qua tim thay tot dai
dién cho protein, do d6 ta lgi dung ching dé xac dinh ham
lwong protein va s6 luong clia moi loai acid amin (con goi
la thanh phan cla acid amin) c6 trong mau thtr.

Xéac dinh ham lwgng protein trong mau thir

Chia ham lwgng (tinh theo nanomol) cla mdi loai acid
amin c6 gia tri tim thay tot cho s6 lwvgng dw doan clia acid
amin do trong protein d6 cd ham lugng protein linh theo
loai acid amin d6. Tinh gia tri trung binh cla tat c4 cac
ham lwgng protein tinh dugc theo tirng loai acid amin c6
gia tri tim thdy t6t clia mau thir. Cac ham luong protein
tinh theo tirng loai acid amin riéng ré phai dwgc phan bd
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ddng déu xung quanh gia tri trung binh ctia ham lwong
protcin méi tinh dwgc o trén. Phai loai bd cac gia tri ham
lugng protcin ricng ré cla tirng acid amin qua sai léch véi
gia tri trung binh da tinh dwoc. Thwdng cac gia tri sai léch
quéa 5 % phai loai bd. Khi do, phai tinh lai gia tri trung
binh cta ham lwgng protein mdi, dwa trén cac gia tri con
lai (khong bi loai bd) clia ham hrgng protein riéng ré tinh
theo tlrng loai acid amin con lai.
Xéac dinh s6 lvgng cua timg loai acid amin trong mau thi
Chia ham luong cua méi loai acid amin cho gi4 tri trung
binh ctia ham lwgng prolcin da tinh & trén, ta dwgc s
lvgng cua loai aeid amin dé (téc thanh phan acid arin)
trong mau thi.
Tinh sai s6 twong déi (theo ty I& phan tram) vé thanh phan
trong mau thtr
Ap dung cong thirc sau dé tinh sai s6 twtmg ddi vé thanh
phan déi véi mot loai acid amin i

100;«,

"U

Trong da:
m, la ham lwgng, tinh theo nanomol, xéac dinh bang thyc
nghiém, cla loai acid amin i ¢6 trong mau thi;
m,sla ham lwong (tinh theo nanomol) da biét cla loai acid
amin i ¢ trong mau tht.
Gia tri sai s6 twong ddi trung binh vé thanh phén ctia mau
thir a gia tri trung binh clia tat ca cac sai sO twong doi
vé thanh phéan tinh theo tirng loai acid amin riéng ré, trlr
tryptophan va cystein. Gia tri sai so6 twmig déi trung binh
vé thanh phan cia mdt méu thir cung cdp thong tin quan
trong v& do On dinh cla phép phan tich theo thdi gian.
S phu hop gilta gia tri thanh phan acid amin trong mau
thu, tim thay bang thwc nghiém véi gid tri thanh phan acid
amin da biét trwéc cua protein dem thir cd thé gilp cho
viéc clng c0 ket qua dinh tinh va xac dinh do tinh khiét
clia protein trong mau thi.

10.12 XAC DINIl HAM LUQNG ETHANOL

St dung phuong phap 1 hodc phwong phap 2 triv khi cé
nhitng chi dan khac trong chuyén luan liéng.

Phuong phap i

Tién hanh phuong phap sic ky khi (Phu luc 5.2) s dung
céac dung dich sau:

Dung dich I: Chlta 5 % (tt/tt) ethanoi (TT) va 5 % (tt/tt)
propan-i-oi (TT) (chuén ndi).

Dung dich 2' Hoa lodng m6t thé tich ché pham thir bang
nwéc de duge dung dich c¢d nong do ethanol tir 4,0 % den
6.0 % (tt/tt).

Dung dich 3: Chuén bi nhuw dung dich 2 nhumg thém vira
du chat chuan ndi dé tao ra nong do cudi cung cla chuén
ndi trong dung dich nay la 5,0 % (tt/tt).

Qua trinh sic ky co thé thuc hién bang cach dung cot
(1,5 ni X4 mm) da nhoi hat x6p polvmer (100 mesh (I6n
120 mesh) (Porapak Q hodc Chromosorb 101 déu thich
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hop) v6i nhiét do 10 cot dat & 150 °c, nhiét do budng tiém
va dctcctor & 170 °c.

Tinh ham lwvgng phan tram ethanol cun cv vao cac dién
tich pic ethanol trong sac ky d6 thu duoc tir dung dich 1
va dung dich 3.

Phwromg phap 2

V6i nhitng ché pham thlr ma trong do theo quy dinh clia
chuyén luén riéng da s dung con cone nghiép, xac dinh
ham lwgng cthanol giéng nhw phwong phap 1 nhwng chuén
bi dung dich 2 bang céach hoa lodng mot thé tich ché pham
tht voi nwdc dé tao mot dung dich c6 nong do tong cong
clia methanol va ethanol tir 4,0 % dén 6,0 % (tt/tt).

Xac dinh ham luvgng methanol bang cach thuc hién qua
trinh séc ky nhu d3 mé ta & phuong phap 1 nhung chuén bi
cac dung dich nhuv sau:

Dung dich T: Chra 0,25 % (tt/tt) methanol (T) va 0,25 %
(tt/tt) propan i-oi (Ti).

Dung dich 2: Hoa lodng mt thé tich ché pham thi bang
nwéc dé dwgc dung dich ¢ ndng do methanoi tir 0.2 %
dan 0,3 % (tt/tt).

Dung dich 3: Chuén bi nhu dung dich 2 nhung thém vira
d0 chat chuan ndi dé cd ndng do cudi cting clia chuén ndi
trong dung dich nay la 0,25 %.

Tong lwgng cthanol va methanol phai ¢ trong gidi han quy
dinh cta chuyén luan riéng va ty s6 gitta lvgng methanol
va lvgng cthanol tim dugc phdi tvong (ng voi ty 1é nay
cla con cong nghiép da s dung.

Phwong phap 3

Phwong phap nay chi ding dé khao sat nhitng ché pham
thudc dang 16ng, chic chdn chira ethanoi dong thoi véi
céc chét tan khac, nhtmg cac chat nay phai dugc tach khdi
ethanoi khi cét.

Khi cét néu trong mau thir, ngoai cthanol va nudc, con co
Ian cac chat bay hoi khac thi cac hwéng dan thich hop sé
duoc quy dinh trong chuyén luan riéng.

Ham lwgng cthanol chita trong mdt chét 16ng dugc biéu thi
bang s6 thé tich etbanol trong 100 thé tich chét long dy &
20 °c i-0,j °c vadugc hiéu la phan trdm cthanol tinh theo
thé tich/thc tich.

Ham lwong ciing c6 thé duoc biéu thi bang gam cthanol
cho 100 g chat 16ng va duoc hiéu la phan trdam ethanoi tinh
theo khoi luvgng/khdi lugng.

Lién quan gitra ty trong & 20 °c = 0,1 °c, ty trong (uong
doi (da hiéu chinh & chan khéng) va ham luvgng ethanol
clia hdn hop nudc va cthanol duwge ghi trong Bang cia T
chirc Qudc ta vé Do luong hop phap (1972)* Khuyén céo
Qubc t€ s§ 22**,

iInternational Organisaton ior Legal Metrology (1972).

** International Recommcndation (No 22)].

Thiét bi

Thiét bi (Hinh 10.12) bao gom mét binh cau thiy tinh dav
tron (A) gan véi mot dau cat co bd phan bay hoi (B), bd
phan nay duwoc ndi v6i mot dng sinh han (C) dat thang
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dirng. Tiép theo 1a mdt 6ng dan gan vao phan thap ctia Uing
sinh han dé dan dich cét vao binh hing (D). Binh hiing co
vach dinh mic dung tich 100 ml hodc 250 ml. Trong sudt
qua trinh cét, binh hitng nay dugc nhing trong coc (E)
chtra hon hgp da va nuwéc da. Ngoai ra con c6 thém mot dia
c6 khoét thing mat 16 tron dudng kinh khoang 6 cin dat
dwdi binh cit dé bao hiém.

Hinh 70.12 - Dung cu dé xac dinh ham luong ethanol
(Kich thwéc tinh bang mifimét)

Xac dinh bang lo do ty trong (Pycnomet)

Pong chinh xac 25 ml ché phdm & 20 °c 1.0,1 °c chuyén
vao binh cat. Pha lodng véi 100 ml dén 150 ml nuéc cat
va thém vai hat da bot. Lap hé théng chung cat. Chung
cat va hirng khéng dudi 90 mi dich cat vao binh dinh muc
100 ml. Piéu chinh nhiét do dich cat t¢i 20 °c + 0,i°c,
pha lodng dén 100 ml bang nwéc cit & 20 °C + 01 °c.
Xéc dinh ty trong twong d6i & 20 °c + 0,1 °c bang lo do tv
trong (Phu luc 6.5).

Ham luong ethanol tinh bang phan tram theo thé tich béng
4 lan tri so chi ra trong c6t 3 & Bang 10.12. (Lién quan
gilta ty trong, ty trong luong d6i va ham lwong ethanol
trong (lung dich). Biéu thi két qua véi mét chir s6 & phan
thap phan.

Xéac dinh bang ty trong ké (Phu luc 6.5)

DBong chinh xac 50 m! ché phdm ¢ 20 'IC + 0,1 °c chuyén
vao binh cét. Pha lodng v6éi 200 ml dén 250 ml nudc, cat
va thém vai hat da bot. l.ap hd thdng chwng cat. Chung cét
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va hirng khong dudi 180 ml dich cat vao hinh dinh mc  Ham Iwgng ethanol tinh bang phan trdm theo thé tich béng
250 ml. Biéu chinli nhiét do dich cat IGi 20 °c + 0,1 3C; 51an tri so chi ra trong c6t 3 ir BAng 10.12 (Lién quan gilta
pha lodng den 250 ml bang nwéc cat & 20 °c + 0.! °c. ty trong, ty trong twung déi va ham lwvong ethano! trong
Chuyén dich cét vao mot 6ng dong hinh tru ¢6 dwdng kinh  dung dich). Biéu thi két qua & dang cé mét chir s6 & phan
I6n hon dwong kinh bau cua ty trong ké it nhat 6 mm. Ncu  thap phan,

thé tich dich cat khong du, ting lugng mau gép doi va pha

lo&ng dich cét dén 500 ml bang nudc cat & 20 °c + 0,1 °c.

Bang i0.12 - Lién quan gitra ty trong, tv trong trong déi va ham lwgng ethanol

Ty trong tuwoii Ham luon Ty trong tuon R
pD doi)::ualdi%h cét%o ethanol "cin% paA d6iycua di%h cétgdo ':Iannr: iﬁg:%/ft(?s:gl
(kg-nr3 trong khong khi theo % (tt/tt) (kgr-m--") trong khong khi 820 °c
020°c (,E) 020 °c 1 d20°c (¢°)

1 2 3 1 2 ; 3
968,0 0,9697 25,09 983,5 0,9853 11,02
968,5 0,9702 24,64 984,0 0,9858 1 10,60
969,0 0,9707 24,19 984,5 0.9863 10,18
969,5 0,9712 23,74 985,0 0,9868 9,76
970,0 0,9717 23,29 985,5 0.9873 9,35
970,5 0,9722 22,83 986,0 i 0,9878 8,94
971,0 0,9727 22,37 , 986,5 0,9883 8,53
971,5 0,9733 21,91 987,0 0,9888 8,13
972,0 0,9738 21,45 987,5 0,9893 773
9725 0,9743 20,98 988,0 0,9898 7,34
973,0 0.9748 20,52 988,5 0,9903 6,95
9735 0,9753 20,05 989,0 0,9908 6,56
974,0 0,9758 19,59 989,5 0,9913 6,17
974,5 0,9763 19,12 990,0 0,9918 5,79
975,0 ! 0,9768 18,66 990,5 0,9923 542
975,5 | 0,9773 18,19 991,0 0,9928 5,04
976,0 0,9778 17,73 991,5 0,9933 4,67
976,5 0,9783 17,25 992,0 0,9938 4,30
977,0 ! 0,9788 16,80 992,5 0,9943 , 3,94
977,5 0,9793 16,34 993,0 0,9948 3,58
978,0 0,9798 15,88 993,5 1 0.9953 3,22
978,5 0,9803 1543 994,0 0,9958 2,86
979,0 0,9808 14,97 994,5 0.9963 2,51
979,5 [ 0,9813 14,52 995,0 0,9968 1 2,16
980,0 0,9818 14,07 995,5 . 0,9973 i 1,82
980,5 0,9823 13.63 996,0 0,9978 147"
981,0 0,9828 : 13,18 ! 996,5 0.9983 113
981,5 i 0,9833 12,74 997,0 0,9988 0,80
982,0 0,9838 12,31 997,5 0,9993 0,46
982,5 0,9843 11,87 998,0 0,9998 0,13
983,0 0,9848 11,44
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10.13 XAC PINH HAM LUONG METHANOL VA
PROPAN-2-OL

Phuwong phap )

Tién hanh phuong phap sac ky khi (Phu luc 5.2), str dung
cac dung dich sau:

Dung dich chuan ndi: Chuan bi mot dung dich chira
propan -i-oi (77) 2,5 %.

Dung dich ih&: Thém 2,0 ml dung dich chuin ndi vao
binh dinh mic dung tich 50 ml c6 chira dich cat mau thi
(dich cét thu dugc tir phuong phap 3, chuyén luan xac dinh
ham luwgng ethanol, Phu luc 10.12), diéu chinh ham luvgong
ethanol t&i 10 % (tt/tt) bang cach pha lodng v&i nuéc hodc
vGi ethanol 90 % (.77) vira du dé dat t6i 50 ml dung dich
thlr, ty theo hiam hrgng ethanol trong dich cét cao hay
thdp hon 10,0 % (tt/tt).

Dung dich doi chiéu'. Chuan bi 50 ml dung dich chta
2,0 ml dung dich chudn ndi. 10 % (tt/tt) ethanol (TT),
0. 05.% (tt/tt) propan-2-oi (77) va mot lugng methanol
khan (77) vira du dé cé ndng do tong cong clia methanol
trong dung dich nay 120,05 % (u/tt) k& ca lwong methanol
chira trong ethanol (TT).

Quaé trinh s&c ky

C6 thé thuc hién bang cach st dung co6t thdy tinh da
nhodi hat x6p copolvmer ethylvinylbenzen divinylbenzen
(125 pm dén 150 pm) véi nhiét do cot dat va duy tri &
130 °c, budng tiém & 200 °c, detector 220 °c. Tiém 1 pl
moi dung dich trén. Tl céc sac ky dd thu duoc, tinh ham
lvgng methanol va propan-2-ol ¢c6 trong san pham gac.

Do nhay clia phuong phap
V6i phwong phap nay cé thé phat hién duoc ham lvgng
methanol va propan-2-ol thdp hon 0,025 % (tt/tt).

10.14 XAC BINH DUNG MOI TON DV

Quy trinh md ta trong phu [uc nay duoc ap dung dé xac
dinh dung mdi ton dw trong cac truong hop:

1 Dinh tinh dung mdi nhém 1va dung mdi nhém 2 tén du
trong duoc chét, ta dwoc, hay dwoc pham;

2. Thir gi¢i han dung mdi nhém 1va dung mdi nhém 2 khi
chlng ton tai trong duwgc chat, ta duge, hav dugc pham,;

3. Dinh lwgng dung moi nhédm 2 khi lugng ton dw 16n hom
1000 phan triéu (0,1 %) hodc dinh lwgng dung méi nhém
3ton du khi cé yéu cau.

Céc dung méi tén du nhém 1, nhém 2, nhém 3 duoc liét
keé tai cac bang trong Phu luc 10.14.1 Quy dinh d6i véi tap
chat la dung moi ton duw.

Chuyén luan nay gidi thiéu 3 cach pha mau thlr va céc
diéu kién k¥ thuat liém pha hoi cac mau thir héa hoi Ién
hé thong séc ky khi. Sr dung hai hé sic ky, ho sc ky A
thudng dwoc chon truge, con hé sic ky B thuOTig duoc
dung dé cung co két qua phat hién. Viéc chon cach pha
mau thir tiy thubc vao do tan clia mau thir. Trong mot so
it treong hop cach pha mau tiy thudc dung méi ton du can
kiém tra.
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Céac dung mbi ton duv sau day khdéng de dang phéat hién
dwoc bang cac digu kién tiém pha hoi ghi trong chuyén
luan nay: fonnamid, 2-ethoxycthanoL 2-mcthoxyethanol,
elhylen glycol, N-methylpyrrolidon va sulfolan. Phai ap
dung cac qui trinh khéac thich hop dé kiém tra sy ton dw
cla cac dung mai trén.

Khi dting qui trinh clia chuyén luan nay dé dinh lvong cac
dung méi ton dw, phai tién hanh thdm dinh qui trinh.

Tién hanh
Thuc nghiém bang phuong phap séc ky khi (Phu luc 5.2)
V@i kY thuat liém pha hoi tinh (static head-space injection).

Pha mau thir

Céch 1 Dung do kiém tra dung méi ton dw trong cac chat
tan trong nuwéc.

Dung dich mau thi (!): Hoa tan 0,200 g mau thir trong
nwéc, pha lodng véi nwéc téi 20,0 mi.

Cach 2: Dung dé kiém tra dung moi tén dw trong cac chét
khoéng tan trong nuéc.

Dung dich mau thir (2): 1lda tan 0,200 g mau thir trong
N,N~dimethvlformamid (DMF) (77), pha loéng t&i 20,0 ml
V@i cung dung moi.

Céach 3: Dung dé kiém tra N,N-dimethylacetamid vadioac
N,N-dimethylformarnid khi biét rd hodc nghi ngo c6 mot
hodc c& hai dung méi nay ton du trong mau thir.

Dung dich mau thr (3): Hoa tan 0,200 g mau thir trong
iD-dimethyi-2-imidazoiidinon (DMI") va pha lodng dén
20.0 ml véi cung dung moi.

Khi khong ¢ cach pha mau nao néu trén phl hop véi mau
thr, thi cach pha mau thir va didu kién tiém pha hoi tinh ap
dung phai dwgc chirng minh la phu hop.

Dung dich dung méi (a): Hoa lan 1,0 ml dung dich dung
moi ton dw nhom i chuén véi 9 ml dimethyl sulfoxid (TT)
va pha loang véi nwéc thanh [00 ml. Pha lodng 1.0 ml
dung dich nay véi nuéc thanh 10,0 ml.

Dung dich dung mdi (b): Hoa tan mdt lugng thich hop
dung méi ton du nhém 2 trong dimethyl sulfoxid (TT). Pha
lodng v6i nwéc thanh 100,0 mi. Tiép tuc pha lodng dé thu
duwgc dung dich c6 ndong do bang 1/20 gi6i han quy dinh
tai Bang 10.14.1-2 trong Phu luc 10.14.1 Quy dinh doi voi
tap chat la dung moi ton du.

Dung dich dung méi (c): Hoa tan 1,00 g dung méi hodac
cac dung mdi ¢o trong mau thu voi dimethyl sulfoxid (77)
hodc nuéc (néu thich hop), va pha [oang véi nwéc thanh
100.0 mi. Tiép tuc pha lodng d6 thu dugc dung dich cd
néng dd bang 1/20 gidi han quy dinh tai Bang 10.14.1-1
hodc Bang 10.14.1-2. trong Phu luc 10.14.1 Qui dinh doi
v6i tap chat 1a dung méi ton duw.

Dung dich mau trang: Chuéan bi nhu cach pha dung dich
dung méi (c) nhung khéng thém dung méi can xéac dinh
(de kiém tra s vang mét cla cac pic nhiéu).

Dung dich thir: Lay 5,0 ml dung dich mau thir va 1,0 ml
dung dich mau trang cho vao mdt lo dung mau tiém.
Dung dich doi chiéu (a) (nhém 1): Lay 1,0 ml dung dich
dung moi (a) va 5,0 ml chat pha lodng thich hop vao mét
lo dwng mau tiém.
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Dang dich ddi chiéu (oi) (nhém 1): Lay 1,0 ml dunli dich
dung mdi (a) va 5,0 ml dung dich mau thir vao mét lo dwng
mau dem.

Dung dich d6i chiéu ib) (nhdm 2): Lay 1,0 ml dung dich
dung moi (b) va 5,0 ml chat pha loans thich hop vao mét
lo dung mau tiém.

Dung dich dbi chiéu (c): Lay 1,0 ml dung dich dung moi
(c) va5,0 ml dung dich mau thir vao mét lo dwng indu tiém.
Dung dich ddi chiéu (d): Lay 1,0 ml dung dich mau trang va

5,0 ml chat pha lodng thich hop vao mot lg dyng mau tiém.

Pong kin cac lo dyng mau tiém noi trén bang nut cao
su c6 bao 16p polytctrailuorocthylen va gitr boi mot véng
chup ngoai hang nhém. L&c manh dé c6 mét dung dich
dong nhat.

Cac diéu kién tiémpho hoi tinh cé thé dung:

. . Céach pha mau
Thung s6 hoat dong

2 3

Nhiét do can bang (°C) 80 105 80
:Thoi gian can bang (min) 60 m 45 45
"Nhiét do dong chay (°C) ' 8 ' 110 105
Khi mang Nitrosen hodc hell dung cho

séc ky khi ¢ &p sudt thich hop
Thoi gian diéu ap (s) 30 30 30
Thé tich tiém (ml) 1 i 1 1

Diéu kién sac ky

Hé sdc ky A

Cot mao quan thav tinh hodc cot c6 nong réng, dai 30 m,
duong kinh trong 0.32 mm hodc 0.53 mm dugc phd bang
I6p cac polymer lién két mang gom polvdimcthylsiloxan
94 % va polycyanopropylphenylsiloxan 6 % (day 1,8 pm
hodc 3,0 pin).

Khi mang: Nitrogen dirng cho stc ky khi hodc heii ding
cho s&c ky khi, ty 18 chia dong ] : 5, toc dd dong khoang
35 cm/s.

Detector ion hoa ngon lira [cé thé dung dctcctor khéi pho
hodc dé phat hién dung moi ton dw nhdom 1 & dang hop
chét clor hda co thé dung detcctor thu (bét) dién tir].

Duy tri nhiét dé cét ¢ 40 °c\ trong 20 min, sau dé gia tang
nhiét do voi toc do 10 °c/min cho ddn khi dat 240 °c, gilr
& 240 °c trong 20 min. Nhiét do budng tiém 140 °c, nhiét
dd dctector 250 °c.

Hé s&c ky H

Cot mao quan thay tinh hodc cot c6 nong rong, dai 30 m
c6 duwong kinh trong 0,32 mm hodc 0,53 mm, dwgc phu
macrogol 20 000 day 0,25 pm.

Khi mang: Nitrogen dung cho Stic ky khi hodc heli ding
cho sac ky’ khi, tv 1é chia dong 1: 5, toc do dong khoang
35 cmis.

Detector ion héa ngon Ilra (c6 thé dung detector khdi pho
hodc dé phat hién dune méi ton duv nhém 1 & dang hop
chét clorid c6 thé dung detector thu (hat) dién tir].

Duv tri nhiét d6 cot & 50 “(" trong 20 min, sau d6 gia tang
nhiét do voi toc do 6 °C7min cho den khi dat 165 °C. (il &
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165 °C trong 20 min. Nhiét d6 budng tiém & 140 °c, nhiét
dd detector Ir 250 °c.

Phan tich trén hé 4

Tiém 1nil pha hoi cta dung dich d6i chiéu (a), ghi sic ky
do ¢ cac diéu kién sao cho c6 thé xac dinh ducrc ty 10 tin
hiéudihibu cua 1,1,1-tricloroelhan. Ty I& tin hiéu/nhiéu ctia
1,1,1-triclorocthan khéng dugc nhd hon 5; xem séc ky do
tai Hinh 10.14-1.

Tiém 1 ml pha hoi cla dung dich d6i chiéu (a,). Pic clia
cac dung méi nhém 1 thuong duge phat hién.

Tiém 1ml pha hoi clia dung dich d6i chiéu (b), ghi sdc ky
dd o cac diéu kién sao cho hé sb phéan giai gita acetonitril
va methylen clorid c6 thé xac dinh dugc. Hé sic ky A sé
thich hop néu hd s6 phan gidi gilta acetonitril va ITietbylen
ciorid khéng nhé hun 1,0 va sic ky dd c6 dang nhu Hinh
10.14-2.

Ticm 1ml pha hoi ctia dung dich thir 1én c6t phan tich cla
hdé A. Neu sac ky do thu dugc khdng co pic nao twong (rng
vGi mdt trong cac pic clia nhiing dung madi ton du trong sic
ky dd cho bdi cac dung dich ddi chiéu (a) va (b) thi mau
thr dat ycu cau. Neu sac ky dd clia mau thir ¢ pic twong
(bns voi pic cla mot trong nhirng dung moi ton dw trong
sic kv dd cho bdi cac dung dich d6i chiéu (a) va (b), thi
phai tiép tuc phan tich trén hé B.

Phan tich trén hé B

Tiém 1 ml pha hoi clia dung dich d6i chiéu (a) ghi sic
ky db & cac diéu kién sao cho c6 thé xac dinh duoc ty I8
tin hiéu/nhidu ctia benzen. Ty Ié tin hiéu/nhiéu clia benzen
khdng duoc nhd hon 5. Xem sic ky do tai Hinh 10.14-3.
Ticm 1 ml pha hoi ctia dung dich doi chiéu (a,)- Pic cla
cac dung méi nhém 1thudng dwgc phat hién.

Tiém 1ml pha hoi cGia dung dich d6i chiéu (b), ghi sac ky do
& cac diéu kién sao cho hé s6 phan gidi gilra acetonitril va
tridoroethylcn c6 thé xac dinh dugc. Hé sc ky B sé thich
hop néu hé s6 phan giai gilra aeetonitri! va tricloroethylen
khong nho hon 1,0 va sac ky d6 cé dang nhw Hinh 10.14-4.
Tiém 1mi pha hoi cla dung dich thtr. Neu sac ky do thu
dwoc khong cé pic nao twong ng véi mot trong cac pic
cua dung méi ton dw trong sac ky dd cho boi cac dung dich
d6i chiéu (a) va (b) thi mau thir dat yéu ciu. Neu sac ky do
clia mau thir ¢d pic trong tng véi mot trong nhitng pic clia
dung mdi t6n du trong sic ky dd cho bdi cac dung dich doi
chiéu (a) va (b) va pht hgp voi két qua phan tich trén ho A
thi ticn hanh nhw sau:

Tiém 1mi pha hoi cGa dung dich déi chi€u (c) 1én c6t phan
tich clia hé A hodc B. Biéu chinh d nhay cla hé thong sao
cho chiéu cao cla pic dung méi ton du (hav cua cac dung
mai ton du) khong duéi 50 % cua thang do.

Tiém 1ml pha hiti cta dung dich déi chiéu (d) Ién cot. Phai
khong c6 pic nhiéu nao dwoc phat hién. Tiém 1,0 ml pha
hoi cla dung dich th® va 1,0 mi pha hoi cua dung dich doi
chiéu (c) 1én cot. Tiém l3p lai 2 Ian nira.

Dién tich pic trung binh clia dung méi ton du trong sac
ky do cho boi dung dich tht* khdng dugc 16n hon mét nira
(1/2) didn tich trung binh cla pic twong unti trong sac ky
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dd cho bi dung dich ddi chiéu (c). Thir nghiém chi c6 gia  Khi ham lugng dung moi ton du thugc nhom 2 hodc nhom
tri néu do léch chuan mong ddi cia c4c hiéu so gittabacdp 3 & mic 0,1 % hodc 16n hon thi c6 tho tién hanh dinh luong

dién tich pic cla chat phan tich thu duoc tir dung dich d6i  bang phuong phap thém chuan.

chiéu (a) va dung dich tht nho hom 15 %.

4. benzcn 14. 1,2-dicloroethan
10. carbon tetrachlorid 15. 1,1-dicloroethyien

52. 1,1,1-tricloroethan

Hinh §0.74-1 - sac ky dd cac dung moi nhém 1 phan tich trén hé théng A theo qui trinh 1
Detector ion héa ngon Ia

3. acetoniiril 17. dicloromethan

11 cloroibrm 23. 1,4-dioxan

13, cyclohexan 29. hexan

30. 2-hexanon 54.  xylen (ortho, mela. para)

16a. C7y-12- diclorocthylen  34. methanol

49.
51
53.
64.
58.

pyridin 61. tctralin
toluen 62. mcthylcyclohexan
1,1,2-tricloroethylen 63. nitromethan

1,2-dimethoxyethan
clorobenzen

Hinh 70.14-2 - s&c kv dd cac dune moi nhém 2 phén tich trén hé théng A theo qui trinh 1
Detector ion hda ngon ltra
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1 1,1-dicloroethen 3. carbon tetraclorid 5. 1,2-dicloroethan
2, 11,1-tricloroethan 4. benzen

Hinh 10.74-3 - sac ky do cac dung moi nhém 1 phan tich trén hd théng B theo qui trinh 1
Detector ion héa ngon Ira

1 methanol 7. clorofonn 13. pvridin

2. acctonitril 8. cyclohexan 14. toiuen

3. dicloromethan 9. 1,2-dimetbuxyetluin 15. 2-hexiinon

4. hexan 10. 1,1,2-tricloroethen 16. clorobenzen

5. cir-1,2-dichioroethen 11. methylcyclohexan 17. x) len (ortho, meta, para)
6. nitromethan 12. 1,4-dioxan 18. tctralin (tr- 28 min).

Hinh 70.14-4 - sac ky do cac dung moi nhém 2, phan tich trén hé théng B theo qui trinh 1
Detector ion héa ngon Ira
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Lén hon 1/2 dién tich pic cho
bé&i dung dich déi chiéu
t
Khéng dat

ilinh 10.74-5 - So d6 cac bwac tién hanli dinh tinh va thr gi¢i han cac dung moi ton dw
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10.14.1 Quy dinli ddi voi tap chat la dung moi ton dw
(['heo tai lieu CPMP/ICH/283/95)

i. M& dau

Muc tiéu cua Quy dinh nav la dé ra lugng dune moi cho
phép t6n du trone dwoc phdm, nham bao dam sy an toan
clia nguoi bénh. Quy dinh khuyén céo ding cac dung moi
it doc va dua ra nhirng gidi han doc tinh c6 thé chap nhon
dwoc doi voi mot s6 dung mai.

Dung méi ton du trong dugc phdm la cac chat hitu cw bay
hoi, dwoc ST dung hodc sinh ra trong qua trinh san xuft
céc duoc chat, ta dugc hodc trong qué trinh bao che cac
dwoc pham. Cac dung méi nay khong loai bo dugc hoan
toan trong qua trinh san xuat. S chon loc dung méi thich
hop dung trong téng hop cac dwoc chat cd thé nang cao san
lvgng hodc quyét dinh cac dic tinh nhw dang tinh thé, do
tinh khiét, tinh hoa tan ctia sdn pham. Vi vay, doi khi dung
mdi la mét yéu t6 quyét dinh trong quy trinh tom» hop.
Quy dinh nay khong dé cap dén céc dung méi dung co can
nhac ky luong nhi mot chat phu gia, hodc den céc solvat.
Tuy nhicn ham lugng dung méi trong cac san pham loai
nay phai dwgc xac dinh va chirng minh hop ly.

Vi cac dung méi tén du khdng co6 tac dung diéu tri, cac
dung moi nay phai dwgc loai bo den mic toi da dé dat
duoc cac yéu cau ky thuat cua san pham, viéc thic hanh
tot san xudt (GMP) hodc c&c yéu cau chét luung khéac.
Dugc phdm phai chira mot mirc dung méi ton du khéng
duwogc cao hon cac dir liéu an toan. Phai tranh ding mot s6
dung méi ¢ dbc tinh khdng thé chédp nhéan dwoc (dung moi
Nhom 1 Bang 10.14.1-1), tri khi lgi ich clua viéc str dung
ching dugc xac dinh chic chan. Mét sé dung mdi c6 ddc
tinh it nguy hiém hem (dung méi Nhom 2, Bang 10.14.1-2)
cling can phai dung han ché, dé bao vé nguoi bénh khoi
tac dung doc hai. T6t nhat phai ding cac dung moi it doc
(dung mdi Nhém 3, Bang 10.14.1-3).

2. Pham vi 4p dung

Cac dung mdi ton duw trong dwgc chat, ta dwoc va dugc
phadm thudc pham vi ap dung ctia quy dinh nay. Vi thé phai
thuc hién phép thlr tim cac dung moi ton du trong qua trinh
san xudt hay tinh ché de kiém soat su hién dién clia chlng.
Chi can kiém tra d6i véi cac dung moi da dwgc st dung
hay dugc san sinh ra trong qué trinh san xuat hodc tinh
che cac dugc chat, td dugc hodc dwge phadm dé. Mac du
cac nha san xuat ¢ thé chon phwong phap xac dinh ham
lvong dung moi ton duw trong san pham, ta van co thé tinh
ham lugng do, di tr ham lwgng dung moi ton du trong cac
thanh phan dling dé san xuét ra san pharn dé. Neu két qua
tinh toan bang hodc thap hon gi¢i han cho phép da duoc
khuyén céo trong ban quy dinh nay, thi khéng can tién
hanh thi nghiém trén san pham. Trai lai, néu két qua tinh
dwoc vugt mirc gioi han cho phép, dwgc phdm phai dwoc
thir nghiém dc biét chac chan lvong ton du dung méi dé
c6 nam trong pham vi cho phép khéng. San pham cung
phai duoc thi nghiém néu c6é dung dung moi trong qua
trinh san xuét.
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Quy trinh nay khong ap dung cho dugc chét, ta dwgc hodc
san pham méi dang trong qua trinh nghién ctu ap dung
Iam sang va cting khéng ap dung cho céc dwoc phdm dang
dwoc luu hanh tron thi truong,

Quy dinh nay 4p dung cho moi dang bao ché va moi cach
dung thudc. Trong mot vai trwong hop, co thé cho phép
giéi han dung mdi ton dw cao lum nhu khi dung trong thoi
gian ngdn (30 ngay hay it hon), hodc khi dung dang thudc
dap. Viéc chitng minh sy dirng dan clia gidi han cao nay
phai dua trén co s cla tirng truong hop mot.

Xem Chd thich 2 (0 bén dugi) dé biét thém thong tin co
ban c6 lién quan téi cac dung moi ton du.

3. Céc nguyén tac co ban

Phan loai dung méi ton du' theo mc dé6 nguy hiém
Thuat ngi® “litu c6 thé dung nap dugc cho mbdi ngay”
{tolerable daily intake, Ti)i) dwoc Chwong trinh quéc tc
V& an toan héa chat (1PCS) s dung va thuat ngl “liéu co
thé duing mdi ngay” (acceptable daily intake ADI) duoc To
chirc Y t6 The gidi, cac Vién va cac co quan quan Iy stic
kboe quéc gia va qudc té khac st dung dé chi gidi han ham
lwong cac hda chat doc co thé dung mdi ngay.

Thuat nglr m&i “liu phoi nhiém dugc phép moi ngay”
(permitted daily exposure, PDF.) dwgc néu trong Quy dinh
nay la mot lwgng dung mdi ton du trong duwoc pham cé
thé dwa vao co thé, dé tranh nham voi lieu ADI clia cung
dung moi.

Céac dung mdi ton du ghi trong Quy dinh nay duogc liét ké
theo tén théng thudng. Ching dwgc phan lam 3 nhom, tay
thudc kha nang gay doc di vai stic khoe con ngudi, nhu sau:
Nhém i: Cac dung mdi phai tranh sv dung

Céc chat gay ung thu cho nguoi hay co kha nang gay ung
thw cho ngudi rd rét. Cac chat gay nhiém doc méi truong.
Nhoém 2: Cac dung moi phti han ché st dung

Céc chat gay ung thw trcn dong vat, khong doc cho gen
hoac cac tac nhan co thé gay doc khong hdi phuc nhw doc
tinh trén than kinh hodc gay quai thai. Cac dung mdi nghi
c6 doc tinh quan trong, nhung hdi phuc dugc.

Nhém 3: Cac dung moi doc tinh thap

Céc dung mai c6 doc tinh thdp tron ngui: Khong can xac
dinh lieu gay tac hai cho strc khoe.

Céc dung mdi Nhém 3 ¢ lieu phoi nhiém duwoc phép moi
ngay (PDK) bang hodc I6n hon 50 mg/ngay.

Phuong phap xac dinh gi¢i han phoi nhiém

Phrong phap ding dé xac dinh lieu PDE clia cac dung moi
ton du dwoc gidi thidu trong Cha thich 3. Téom Iat cac di
liéu vé doc tinh dung de thiét 1ap PDE dwgc cong b6 trong
Pharmeuropa Voi i, No i, Supplement April/] 997.

Phuong phép xac dinh gi¢i han dung moi Nhém 2
Co hai cach co thé ap dung dé xac dinh gidi han cho cac
dung mbi Nhém 2.

Céach i:

Co the dime ham lwgng (ndng dd) eidi han tinh theo phan
triéu (ppm) ghi trong Bang 10.14.1-2. C4c none dd nav
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dugc tinh theo cong thire (1) véi lvong ché pham ding moi
ngay cho la 10 g.

o 1000 x PDE
Nong do (phan triéu) --------- --------- 1)

Trong do: i )

PDE la liéu phoi nhiém dugc phép mai ngav tinh theo mg/ngay;
10 la s6 14y 1am luwgng ché pham diing trong mbi ngay va tinh
theo g/ngay.

Gidi han nay ap dung cho moi duwoc chét, td dugc hoac
dugc phadm. Céach 1 c6 thé 4p dung ncu tiéu ding hang
ngay khong duoc biét hoac khong dugc quy dinh cu thé.
Khi moi ta dwoc, dugc chat c6 trong cong thirc bao che
dap Ung v6i gioi han cho boi cach 1, cac thanh phan cla
ché pham c6 thd ding theo bat ky ty' 18 nao. Khong can
tinh todn gi thém, néu lieu dung mdi ngay khdéng qua
10 g. Ché pham c6 liéu dung 16n hon 10 g mdi ngay phai
tinh theo cach 2.

Céch 2: . .. . .
Khéng nhét thiét moi thanh phan ctia dwgc pham déu phai
dap tng gidi han da dua ra trong cach 1. C6 thé ding PDE
tinh theo mg/ngay ghi trong Bang 10.14.1-2, cung voi liéu
t6i da mdi ngay va cong thirc (1) d6 xac dinh ham lugng
dung mai ton du cho phep trong dugc phdm. Cac gidi han
nay duoc chdp nhan mién Ia chitng minh dugc rang dung
moi tdn dw da duoc giam dén lwong thuc té t6i thiéu. Cac
gioi han nav phai thuc t€ co lién quan den do chinh xéc clia
phép phan tich, diéu kién san xuét, cac thay déi hop Iy clia
qua trinh san xudt va cac gioi han phai thuc hién cac tiéu
chudn cong nghé dwong thoi.

Co thé &p dung céch 2 bang cach cong cac lvgng dung moi
tdn dw trong mdi thanh phan ctia ché phdm. Tong lugng
dung méi dung trong ngay phai thdp hon PDE.

Hay xét mot vi du ap dung céach 1 va céch 2 cho dung
moi acetomtril trong mot dwoc phdm. PDE ctia acctonitril
la 4,1 mg/ngay. Nhw vay, gidi han tinh theo cach 1 la
410 phan triéu (410 ppm). Luong ding t6i da moéi ngay
clia dugc pham 14 5,0 g; dwoc phdm chira 2 ta dwgc. Thanh
phan dwgc phdm va ham lugng t6i da clia acetonitril ton duw
thé hién trong bang sau dav:

Luong trong . . Lwong phoi
X « . . Ham ivwng | —
Thanh phan  cong thic s nhicm moi
X K acetonitril . .
bao ché ngay i
, Duwoc chat 03g 800 X HU” 024mg ;
Ta duoc 1 09¢g 400x 106 : 036mg
Té& dugc 2 38¢g 800 x 106 3,04 mg
Dugc phdm 509 728 x 106 = 3,64 mg

Ta dwgc 1dap ¢ng gidi han tinh theo cach 1

Ta dugc 2, duge chat va dwoc pham khong dap tng gidi
han tinh theo cach 1

Tuy thé, dwgc pham tiiti theo cach 2 dap (ng gidi han
4,1 mg/ngay. va nhu vay phu hop véi yéu clu clia quy
dinh nay.
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Hay xét mot vi du khéc, coi acetonitril 1a dung moi ton dw.
Lwong ding t6i da méi ngay ctia mét duge pham la 5,0 g,
dugc pham cd chira 2 ta duge. Thanh phan dwgc pham va ham
lwgng t6i da cla acetonitril ton du thé hién trong bang sau:

Luon ;s Luon
Thanh phan trorig' cgljg gggoﬁm? phoAi_ nhi%m
thirc ché moi ngav
Duocchidt | 03g ! 800x 106 0,24 mg
Téaduwoc 1 09g , 2000x 10C; 180mg
T& duoc 2 38¢g ] 800x 106 1 304mg
Duoc phdm 509 1016 x 106 1 5,08 mg

Trong vi du nay, dwgc phdm khong dap (ng gidi han tinh
theo cach 1va cd cach 2 bang céch cdng. Nha san xuét
phai thlr nghiém dwoc phdm d6 xcm qua trinh bao ché cd
lam gidm mic d6 ton dw clia acetonitril khong. Néu sudt
qué trinh bao ché, mic acetonitril khdng gidm t6i gi¢i han
cho phép, khi d6 nha san xuat pbai tién hanh cac buwéc
lam gidm lugng acetonitril trong dwgc pham. Ncu tét
cd cac budc nay khéng lam gidam dwoc mic ton du cla
acetonilril, trong trwong hop dac biét, nha san xuét cé thé
cung cép ban tém tat nhitng c6 gang dé giam lwong dung
moi ton du, nham dat quy dinh nay, va dua ra ly 1& phan
tich nguy co/lgi ich khi ding ché phdm c6 chira dung méi
ton dv & mic cao nay.

Qui trinh phan tich dung maéi ton dw

Phuong phap phan tich dung moi ton dv théng thuong 1a
dung ky thuat sic ky’ nhu sic ky khi. Néu thich hop, dine
phuong phap xac dinh dung mdi ton dv mé ta trong dwgc
dién. Ngoai ra, nha san xudt c6 thé tv do chon lwa mot quy
trinh phéan tich c6 hiéu lyc thich hop nhat dé 4p dung riéng.
Néu chi hién dién dung méi Nhém 3 thdi, cé thé dung mot
phuong phap khéng dac hiéu nhw phuong phap Xac dinh
mat khoi lvgng do 1am kho (Phu luc 9.6).

Tham dinh cac phwong phap xac dinh dung méi ton du
phai tuan thl cac quy dinh ctia ICH (HG6i nghi qudc té vé
hai hoa cac yéu cau ky thuat dé dang ky cac thudc dung
cho nguoi) ghi trong “Van ban thdm dinh quv trinh phan
tich” (Text on validation ofanalytical procedures) va “Mo
rong van ban tham dinh quy trinh phan tich” (Extension of
the TCIT Text on validation ofanalytical procedures).

Bao cdo mirc duno mdi ton dw

Nha san xudt degc phdm can ndm ch&c théng tin ve ndng
dd dung moi ton du trong dwoc chét va ta dugc dé duoc
ph&m san xudt ra dat dwgc mirc cia Quy dinh nay.

Sau day la cac vi du vé cac thong tin ma nha cung cép ta
dwgc hay dwoc chat cé the cung cap cho nha san xuét dwgc
pham. Nha cung cp c6 thé chon mdt tnrong hop thich hop
trong s céc truong hop sau day:

Chi c6 cac dung méi Nhém 3 hién dién. Mat khoi lvong do
lam khé khéng qué 0,5 %.

Chi ¢6 cac dung mdi Nhém 2 (X, Y...) hién dién. Tat ca
phai thap hon gi¢i han linh theo rach ! (¢ day, nha cung
cdp chi rd tén cac dung méi Nném. 7: X, Y..).
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Chi c6 cac du\g mdi Nhom 2 (X, Y...) va cac dung mdi
Nhom 3 hién dién. Cac dung méi Nhém 2 ton duphai dudi
muc gi6i han tinh theo cach 1va cac dung moi Nhém 3 ton
dw khéng qua 0,5 %.

Neu chac chan hién dién cac dung méi Nhom 1 thi phai
dinh tinh va dinh lvong chiing. Dung méi chac chén hién
dién la nhitng dung méi dugc dung trong giai doan cudi
cla quy trinh san xuét va cac dung mdi khac dwgc dung
trudc d6 ma khéng duoc loai bd hoan toan bang cac bién
phap htru hiéu.

Néu dung m6i Nhdm 2 hodc Nhém 3 hién dién & mic 16n
hon gi¢i han cho phép linh theo Cach 1 (Nhém 2) hay
I6n hon 0,5 % (Nhém 3) thi ching phai dugc dinh tinh va
dinh lwgng.

4. Gio6i han dung mo6i ton dw

Bung maiphai tranh s dung

Khong duoc str dung cac dung mdi Nhém 1trong viéc san
xuat duoc chét, ta dugc va dwgc phdm. Chiing c6 doc tinh
khong thé chdp nhan dwoc, hodc o tac hai dén mdi trudong.
Khi budc phai st dung ching trong quy trinh san xuat mot
dwoc pham cé tac dung tri liéu vuot tri rd rét, phai tuan
tha gi¢i han ghi trong Bang 10.14.1-1; trir truong hop
budc phai chdp nhan gi¢i han 16n hon da duoc giai thich
chirng minh r6. Dung moi 1,1,1-tricloroethan dwgc xép
trong Bang 10.14.1-1 vi la m6t tac nhan nguy hai cho moi
treong. Gidi han 1500 phan triéu dua trén co s¢ thong tin
vé dir liéu an toan.

Bung méiphai han ché str dung

Céac dung médi trong Bang 10.14.1-2 phai duoc quy dinh
mic gidi han cO trong dwgc phani vi doc tinh von cé
cla chang. Céc gia tri PDE duoc duwa ra dao dong trong
khoang 0,1 mg/ngay. Ham lugng tén duv trong dugc pham
dao dong trong khoang 10 phan triéu.

Bung méi cé doc tinh thap

Cac dung moi Nhém 3 (cé trong Bang 10.14.1-3) c6 thé
coi nhv it doc va c6 nguy co thap doi voi sic khée con
ngudi. Nhém 3 bao gom cac dung moi khong nguy hiém
doi véi stic khoe con ngudi & ham lugng thudng duoc
chap nhan trong dwgc pham. Tuy nhién chua cé cac nghién
ctru vo doc tinh treong dién va vé kha nang gay ung thu
cta nhiéu dung moéi thuéc nhém nay. Cac dir liéu hién co
cho thdy cac dung moi nay té ra it doc trong cac nghién
clru cdp dién hodc ngan han va cho két qua am tinh véi
nhitng thir nghiém ddc tinh trén gen. Do dé, coi nhu duoc
phép dung cac dung méi nay véi lvong 50 mg moi ngay
hoac thap hon (twong (ng véi ham lwgng 5000 x 10'6hodc
0,5 % tinh theo cach 1) ma khoéng can phai thuyét minh.
C6 thé dung & mic cao hon, mién 14 thic té cac mic do co
lién quan dén kha nang san xuét va thic hanh san xuat tot.
Dung mdi chua cé du thong tin vé doc linh

Céac dung mdi trong Bang 10.14.1-4 c6 thé cung dugc cac
nha san xudt dwoc chat, td dwoc hodc dwgc phdm quan
tdm. Tuy nhién, chuwa co céc dir liéu day du vé doc tinh cua
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chiing dé lam co s& cho viéc xac dinh PDE. Khi sir dung
cac dung méi nay trong san xuat, nha san xual phai giai
trinh 16 rang sw ton du cua cac dung méi nay trong san
pham clia minh.

Bang 10.i4.1-i: Nhom 1, cac dung mdi phai tranh st
dung trong dugc pham

Nong do gidi

Dung moi han (pg/q) Pbc tinh
Benzen 2 Gay ung thw
Carbon tetraclorid 4 Boc va nguy hai cho 1
moi tnrong ;
1,2- Dicloroethan 5 1Déc
1,1- Dicloroethen 8 Poc
1,1,1-Tricloroethan 1500 Nguy hai cho méi tnremg -

Bang 10.14.7-2: Nhém 2, cac dung mdi phai han ché st
dung trong dwgc pham

Liéu phoi nhiém

. Nong do
Dung mai duoc phép moi gidi han
ngay (PDE) '
(mg/ngay) (pofg) !
Acetonitril 41 410
Clorobenzen 3,6 360
Cloroform 0,6 60 |
Cyclohexan 38,8 3880
1,2- Dicloroethen 18,7 1870
Dicloromethan 6,0 600
1,2- Dimethoxycthan EO 100
N,N- Dimethylacetamid 109, - X 1090 _i
*N,N- Dimethylformamid " 8,8 880 i
1.4- Dioxan 3,8 380
2- Fthoxyethanol 16 Lo 18L -
iEthylenglycol 6,2 620 !
Formamid 22 7 2200
Hexan 2,9 290 i
Methanol 30,0 3000
2- Methoxyethanol 05 50
Methylbutylketon 0,5 50
Methylcyciohexan 118 1180 "'m
N- Methylpyrrolidon 53 530
Nitromethan 05 50 _
;Pyridin 2,0 200
.Sulfolan 16 160 i
i Tetrahydrofuran 1 772 720 ;
; Tetralin 1 10 100
Toluen 8,9 890
1,1,2- Tricloroethen 0,8 80
iXylen* P iy . 2170

* Thuong dung hon hop gdm m-xylen 60 %; p-xyien i4 %;
u-xvien 9 Mva ethyl hemen 7 7 %.
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Bétig, 10.14.1-3: Nhom 3, cac dung méi phai dwgc gi¢i han
vi GMP hodc vi céc yéu cau chéat lvong khac

Acid acetic _ Heptan

Aceton Isobutyl acctat
Anisol ; 1sopropyl acetat

1- Butanol : Methyl acetat

2- Butanol 3- Methyl-1-butanol

Methylethylketon
j_Methylisobutylketon

Butyl acetat
; Tert - Butylmethyl ether

Cumen 1 2-Methyl-1-propanol
Dimethvlsulfoxid : Pentan

Ethanol i 1-Pentanol

Ethyl acetat " 1-Propanol

Ethyl ether 2- Propanol

Ethyl format Propyl acetat

Acid formic

Bang 10.14.1-4: Cac du:’g mdi chua co di thong tin vé
doc tinh
1,1-Diethoxypropan
1.1-Dimethoxymethan
2.2- Dimcthoxypropan
Isooctan
Isopropyl ether

j Methylisopropylketon
; Methyltetrahydrofuran
1Petroleum
Acid tricloracetic
Acid trifluoroacetie

Chu thich 1: Thuat ngir

Genotoxic carcinogens: Tac nhan gay ung thu do tac dong
Ién gen hay chromosom.

LOEL: Viét tit cla tir iflowest-observed effect level" (mirc
phat hién gay hai thap nhat), liéu thap nhét dung trong mot
thir nghiém hay nhém céc thr nghiém gav su gia tang co
y nghTa sinh hoc vé tan sd hodc vé mic do nghiém trong
cua béat ky cac tdc dung nao dé trén ngudi hay dong vat bi
phoi nhiém.

Modifying factor: Ho s6 hiéu chinh, 1a hd s6 dugc chuyén
gia doc chat hoc xac dinh va &p dung cho cac dit liéu dinh
Ivgng sinh hoc do tinh cac thong s6 an toan cho nguoi.
Neurotoxicity: Nhiém doc than kinh

NOEL: Viét tit cua tlr “no-observed effect level” (mic
khong phéat hién gay hai), liéu cao nhéat cua chat d dung
ma khéng gdy sw gia tang cd y nghia sinh hoc vé tan s6
hodc vé mic do nghiém trong clia bat ky cac tac dung nao
do trén nguoi hay dong vat bi phoi nhiém.

PDE: viét tat cua t& “Permitted daily exposure"
Permitted daily exposure: Lwgng cao nhat c6 thé ding
trong mot ngay cua dung méi ton du trong duwgc pham.
Reversible toxicity: Doc tinh phuc hoi dugc, tic la s€ mat
di sau khi két thirc phoi nhiém.

Strongly suspected human carcinogen: lac nhan nghi ng&
gay ung thw trén ngudi, mét chat khong cé dau hiéu dich
t6 hoc la c6 kha nang gay ung thr nhwng lai cho két qua
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dwong tinh vé doc tinh trén gen va cac dau hiéu rd rang vé
kha nang gay ung thu trén loai gadm nham.

Teratogenicity: Dac tinh gay quai thai, sw c6 gay di tat vé
cdu trlc trong qua trinh phét trién thai nhi khi sir dung mot
chét trong thoi ky mang thai.

Chu thich 2:

2.7 Quv ché bao vé mdi truong doi véi cac dung moi
hitru co bay hoi

Mot s6 dung mdi thwong diing trong san xuét dwgc pham
dwoc liét ké nhu cac héa chat doc trong cac chuyén luan
EHC (Environmental Health Criteria) va IRIS (Integrated
Risk Information System). Trong cac muc tiéu cua céc
t6 chirc nhr “Chuong trinh the gigi vé an toan hda chat”
(IPCS = International Programme on Chemical Safety),
“Co quan bao vé moi trweong My (USEPA = United States
Environmental Protection Agency) va “Co quan quan ly
thwc phdm va dugc phdm My (USEDA - United States
Food and Drug Administration) c6 viéc xac dinh cac muc
phoi nhiém c6 thé chdp nhan dwoc. Muc dich 1a bao vé
strc khoe con nguoi va gilt gin sy (rong sach ven toan
clia méi treong, chong lai cac tac dung cé thé cé hai cla
cac hoa chat do phoi nhiém lau dai tai méi truong. Céc
phrong phap ding dé xac dinh mikc toi da phoi nhiém an
toan thuong dwgc can cl trén cac thir nghiém dai han. Khi
khong co céac dir liu tlr nhitng thlr nghiém dai han, co thé
dung dr liéu tir cac thir nghiém ngan han véi viéc cai tién
cach tiép can nhu Viéc str dung cac yéu td hé sd an toan I6n
hon. Cach tiép can néi & trén day chd yéu lién quan téi cac
phoi nhiém dai han hay su6t doi, d6i vai cac cong dong
dan cu, trong mdi tredng xung quanh nhw khdng khi, thirc
an, nwdc udng va cac moi trwong khéc.

2.2. Dung madi tén du trong thudc

Cac gidi han phoi nhiém trong Quy dinh nay duoc thiét
Iap can clr vao cac phwong phap va cac dir liéu vé doc tinh
mo ta trong cac tiéu chuin KHC va trong cac chuyén luan
cla KHC va IRIS. Tuy nhién, mdt sb gia dinh déc biét vé
dung méi ton dw trong viéc téng hop va bao ché céc duwoc
phdm phai dugc tinh dén khi thiét 1ap cac gioi han phoi
nhiém. D6 Ia:

1/ Nhitng nguoi bénh (khong phai toan thé cong dong)
phai st dung thu6c dé phong hodc chira bénh.

2/ Viéc gia dinh nguoi bonh bi phoi nhiém sudt doi la
khong can thiét ddi vai da so cac dugc pham, song cé the
thich hop nhu mdt gid thiét nghién ctu, nham giam nguy
co dén stic khde con nguoi.

3/ Céc dung méi ton dv la nhung thanh phan khéng thd
tranh duoc trong san xuat dwgc pbam va con thwong 1a mot
phan cua thubc.

4/ Cac dung mdi t6n dv phdi khdng dwgc vuwot quéa cac
mtkc dd khuyén cdo, trlr nhitng truemg hop dac biét.

5/ Cac dir liéu tlr cac nghién clu ddc chét hoc dung dé
xac dinh cac mic chap nhan dugc cho cac dung moi ton
dv phai duoc thiét Iap bang cach sir dung cac quy trinh
thich hogp, chang han céc quv trinh do OECD mb ta va
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slr dung cubn sach do cia To chirc quan ly thuc phdm va
duoc phdm cua My (FDA Red book).

Cha thich 3: Phuong phap thiét 1ap cac gigi han phoi nhiém
Phwong phap danh gia nguy co clia Gaylor - Kodeil (Xem:
Gaylor, D.W. va Kodell, R. L. - Thuat toan ndi suy tuyén
tinh dé danh gia liéu thap cla c&c chdt doc. J. Environ
Pathology, 4, 305, i980) thich hgp v&i cac dung mdi gay
ung thw thugc Nhdm 1 Chi trong céc treong hop da co céc
dir liéu dang tin cdy vé tinh gay ung thw thi phai 4p dung
ngoai suy bang cach dung cdc md hinh toan hoc dé thiét
1ap cac gidi han phoi nhiém. Céac gidi han phoi nhiém cla
cac dung mdi Nhém 1cé thé duoc xac dinh véi viéc st
dung mot thong s6 an toan lén (tir 10 000 dén 100 000)
ddi vai “mirc khong phat hién gay hai” (NOEL). Viéc phat
hién va dinh lugng cac dung moi ndy phai duoc thic hién
bang cac kv thuat phan tich tién tién.
Cac murc phoi nhiém chap thuan duoc cla cac dung moi
Nhom 2 ghi trong quy dinh nay duoc thiét 1ap bang cach
tinh céc gia tri PDE theo cac quy trinh xac dinh gidi han
phoi nhiém cla céc thudc (xem Pharmacopeial Forum
[i-12/1989) va theo phuong phép da duoc Chuong trinh
thé gidi vé an toan hoa chét (1PCS) thira nhan nham danh
gia nguy co doi vai stic khoe con ngudi do hda chat (xem
Environmental Health Criteria 170, WHO, 1994). Céc
phuong phap nay tuong ty nhv cac phwong phap cta Co
quan bdo vé moi truong My (USEPA) va clia Co quan
quan ly thwc pham va dugc phdm My (USFDA) va céc to
chirc khac nita. Phrong phéap duoc gidi thiéu so lwoc & day
nhdm cung cdp mot hiéu biét t6t hon ngudn géc cla cac
liéu phoi nhiém dugc phép mdi ngay (PDE). Khéng nhat
thiét phti thuc hién cac phép tinh todn ndy ma stir dung
neay cac gia tri PDE dé ghi trong cac bang trinh bay & Muc
4 cla Quy dinh nay.
Gi6¢i han PDE dugc tinh tir “mkc khdng phat hién gay
hai” (NOEL) hodc tir “mic phat hién gay hai thap nhat”
(LOEL) trong thr nghiém trén stc vat nhv sau:

BDE = NOEL X thé trong quy wéc

FI x F2x F3x F4 x F5

Trong do:
The trong quy wéc la khéi lugng co thé nguoi trwdng
thanh, khong phan biét gi¢i tinh, dugc quy wéc do tinh &
dav la 50 kg;
F la cac hé so hiéu chinh.
PDE thuong duoc tinh tir NOEL. Khi khong thiét 1ap duoc
NOFL, c6 thé ding LOEL. Cac hé s hiéu chinh dé ra &
day d6 chuyén doi cac dit liéu thir nghiém trén sic vat
sang cho ngudi, cling twomg lv nhu cac “hé s6 khong chac
chén” (Uncertainty factors) dung trong “Tiéu chudn trong
sach clia mdi truong” (EUC) (Xem Environmental Health
Criteria | 70, WHO, Geneva, 1994) va “hé s6 hiéu chinh”
(modifying factors) hay “hé s6 an toan” (safety factors)
dung trong Pharmacopeial Forum. Gia dinh 100 % phoi
nhiém toan than dugc st dung trong tat ca cac tinh toan,
bét ké dung thudc theo duong nao.
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Cac hé so hiéu chinh

F1 la hé so ngoai suv gilra c&c loai:

F1 =2, khi ngoai suy tlr thir nghiém trén ché sang nguoi;
Fi- 2,5, khi ngoai suy tlr thtr nghiém trén tho sanit nguoi;
F1 = 3, khi ngoai suy tlr thir nghiém trén khi sang nguoi;

F1 - 5, khi ngoai suy tir thir nghiém trén chudt c6ng trng
(rat) sang ngudi;

F 1= 10, khi ngoai suy tir thtr nghiém trén céac loai déng vat
khac sang nguoi;

FI = 12, khi ngoai suy tir thir nghiém trén chudt nlit sang nguoi.
F1 tinh duoc khi so sanh ty 1é gita dién tich bé mat véi
khoi lugng co thé cua loai vat tham gia thir nghiém va clia
nguoi. Dién tich bé mal (S) dwoc tinh nhuw sau:

s - k.AP6&/

Trong do:

M ia khéi lugng co thé (khdi iwvcmg co thé cla sinh vt
tham gia th&r nghiém, duing trong cong thic trén, dwgc liét
ké trong Bang 10.14.2.5);

k= 1I<T

F2 la hé s6 chi sw khac biét gitra cac ca thé;

F2 = 10, thwong dung cho tat cd cdc dung moi hitu co va
dung théng nhét trong quy dinh nay;

F3 famot hé s6 khong hang dinh, dung cho céc thi nghiém
phoi nhiém ngén han;

F3 - 1, cho cac thir nghiém kéo dai it nhat bang 1/2 doi
song clia vat thi nghiém (I nam doi v&i loai gam nham
hodc thd, 7 ndm ddi voi chd, méo hodc khi);

F3 - 1, cho cac thr nghiém vé sinh san, kéo dai trong suét
thoi gian hinh thanh cac co quan pht tang;

F3 - 2, cho cac thir nghiém kéo dai 6 thang, trén loai gdm
nhdm hodc 3,5 nam trén cac con tha khong thudc loai
gam nham;

F3 =5, cho cac thir nghiém kéo dai 3 thang, trén loai
gam nham, hodc 2 ndm trén cac con th khéng thudc loai
gam nham;

F3 = 10, cho cac th nghiém ngan han hom.

Trong moi truwong hop, khi thir nghiém kéo dai trong
khoang thoi gian ndm gitta 2 méac thoi gian quy dinh &
trén, thi ta cho F3 gia tri cao, (ing v&i mdc thoi gian thir
nghiém ngan. Vi du: F3 = 2 trong thir nghiém kco dai
9 thang trén loai gam nham (vi 9 thang nam trong méc
1ndm va 6 thang, do dé lay F3 bang F3 clia méc 6 thang).
F4 la mot hé s6 4p dung trong cac trwong hop doc tinh
nghiém tron« nhw: Gay ung thuv khéng doc cho gen, déc
tinh than kinh, doc tinh gay quai thai. Trong cac thir
nghiém vé doc tinh sinh san, hé sé nay dwoc ding nhu sau:
F4 1, khi gay doc trén bao thai cung voi gay doc trén me;
F4 = 5, khi gay ddc trén bao thai, nhung khong gay doc
trén me;

F4 = 5, khi gay quai thai cung v&i gay doc trén me;

F4 - 10, khi gay quéi thai trén bao thai, nhwng khéng gay
doc trén me;

F5 Ia mdt hé sb klidntT hang dinh, ap dung khi khdng thiét
lap duoc “mic khdng phat hién gay hai” (NOKL). Khi chi
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Co thé xéc dinh diTOc “mic gay hai thap nhat” (LOFL), c6
thé cho F5 gid tri cao, ¢o thd t¢i F5 - 10, tuy thudc vao
mtc do nehiém trong cla doc tinh.
Khoi lugng co thé (can ndng) quy wdc cho ngudi trudng
thanh, khéng phan biét gigi tinh & day 1a 50 kg. Khdi lugng
nay tvong doi thap hon khéi lugng chuan muyc (60 kg don
70 kg) thuong ap dung trong céac tinh todn cung loai (tinh
liu dung thu6c) 'a nham muc dich an toan.
Mot s6 ngudi bénh c6 can nang nhe hon 50 kg, nhiing
ngudi bénh nay phai duoc xcin xét digu chinh béng cach
ding ho s6 an toan xac dinh PDE.
Neu dung méi c6 trong mdt cong thirc dwgc pham chuyén
dung cho Nhi khoa, ta phai diéu chinh thich hop, vi khéi
lwvgng co thé cua tré thap,
Vi du 4p dung cong thtic linh PDE:
Hay xét mot thir nghiém ddc tinh clia acctonitril trén chudt
nhét, thir nghiém nay dugc tom tat trong Pharmaeuropa
Mii 9, Noi, Supplement April 1 997 page s 24, “mtc khong
phat hién gay hai” (NOEL) la 50,7 mg/kg/ngay. PDF. clia
acetonitrii trong thi* nghiém nay dugc tinh nhw sau:
n 50,7mg.kg'Lngay'l X50kg
PDE = 35 1% 55 v

=4,22 mg/ngayJ
’ 6 6

Trong dé:
F1 = 12 1a hé s6 ngoai suy tlr thir nghiém trén chudt nhat
sang nguoi;
F2 = 10 la hé s0 khéc biét gitra cac ca thé (thdng nhat quy
dinh laF2 " 10);
F3 =5 khi thoi gian thir nghiém chi ¢d 13 tuan (> 3 thang);
F4 - 1khi khéng thay déc tinh nghiém trong nao;
F5 “ 1khi “mic khdng phat hién gay doc hai” (NOEL)
duoc xac dinh.
Phwong trinh dung cho khi ly tirong PV - nRT duoc ap
dung dé chuyén ham lwgng chat khi trong thir nghiém dung
phuong phap xdng (inhalation studies) tir don vi phan triéu
thanh don vi mg/L hay mg/m3
Hay xét thr nghiém doc tinh sinh san trén chudt trang
bang cach xdéng khi carbon tetraclorid (kh6i lwvgng phan t&
153,84) da dugc tém tat trong Pharmaeuropa Voi 9. Niri.
Supplement Aprii 1997, p.S9:
n= p ~300x1 x 153840mgwo(-J _ 46,15mg
V.  RT" 0.082L.alm.K-.moVlx 2025C " 2443 L

Dung cong thirc 1000 L - 1m' dé suy ra ham lwgng ing/m3

Bang w. i4.1-5: C4c gié tri dirng tinh toan trong tai liéu nay

Can ndng cla chudt cdng trang (Rat) 425 g

Can nang cla chudt céng trang co thai 330 g
(Pregnant rat)

Can nang cta chudt nhat (Mouse) 289

Can nng cla chudt nhét co thai 04
(Pregnant mouse)

Cén nadng cua chudt lang (Guinea - pig) 1 500g

Can nang @K khi An DO (Rhesus monkcy) 25 kg 1
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Can nang ctia thé (c6 thai hodc khung cd thai). 4 kg

.Can nang cla cho sén nho (Beagledog) j  11,5kg
Dung quo_ng hé hép cua chudt cong trang 290 Lingay
(Rat respiratory volume)

IDung lwgng hé hap ctia chudt nhat 43 l./ngay
Dung luvgng hé hap cua thd 1440L/ngay
Dung lugng ho hap cua chudt lang 4301 L/ngay
Dung lugng ho hap cla ngudi ;28800 L/ngay

IDung lugng hé hap ctia chod i 9000 L/ngay !
Dung lugng ho hép clia khi 1150 L/ngay
Lugng nuéc chubt nhat ding 5 ml/ngay
Lugng nudc chudt trang dung ; 30 ml/ngay

m_uwong thiic an chudt trang dung 30g/ngay |

10.15 XAC PINH ETHYLFN OXYD VA DIOXAN
TON DU

Thir nghiém nay xac dinh ethylen oxyd va dioxan t6n du
trong cac chét tan trong nuéc hay trong dimcthylacetamid.
Dai voi cac chat khong tan hodc tan khéng hoan toan trong
cac dung mdi tren, viéc chudn bi dung dich mau thtr va
cac dieu kién sac ky khi tiém pha hoi dwoc qui dinh trong
chuyén luén riéng.

Xac dinh bang phwrong phéap sic ky khi (Phu luc 5.2), ky
thuét tiém pha hoi (head-space gas chromatography).

Phuwong phap i: Dung cho chét thir hoa tan hay tron déu
dwgc trong nuéc.

Dung dich thr: Can 1,00 g (Mr) chét thir vao mot lo nhd
10 ml (hodc cd thé tich thich hop) va thém 1,0 ml nuéc.
Pong ndp lo va tron dé thu dugc dung dich déng nhét. Dé
yén & 70 °c trong 45 min.

Dung dich ddi chiéu (a): Can 1,00 g (Mc) chét thir vao
mot lo nho nhu trén, thém 0,50 ml dung dich ethyien oxyd
(TT') va 0,50 ml dung dich dit.xan (71)). Déng nap lo va
tron déu dé thu dugc mét dung dich dong nhat. Bé yén ¢
70 °c trong 45 min.

Dung dich d6i chiéu (h): Trong lo nho thé tich 10 ml, thém
vao 0,50 ml dunit dich ethylcn oxyd (77)7, 0,10 ml dung
dich acetaidehyd (77) 0,001 % mdi pha va 0,10 ml dung
dich dioxan (TTi). Déng nédp lo va tron dé thu dugc dung
dich dong nhat. Dc yén & 70 °c trong 45 min.

Phuongphap 2: Dung cho cac chéat thir hoa tan hay tron
déu duoc trong dimethylacetamid.

Dung dich thtr: Can 1,00 g (Mi) chat thtr vao mét lo
nho 10 ml (hodc c6 thé tich thich hgp) va thém 1,0 ml
dimcthylacetamid (TT) va 0.2 ml nugc. Dong nap lo va
tron dé thu duoc dung dich done nhat. Be yén & 90 °c
trong 45 min.

Dung dich doi chiéu (a): Can 1,00 g (Mc) chat thir vao
mot lg nhd nhu trén, thém 1,0 ml dimcthyiacctamid (77),
thém 0.10 ml dung dich divxan (Ti) va 0.10 ml dung dich
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cthyien oxvd (77)). Ddng nap lo va tron dé thu dwoc mot
dung dich dong nhét. Be yén ¢ 90 °c trong 45 min.

Dung dich doi chiéu (h); Trong lo nho thé tich 10 ml, thém
vao 0,10 ml dung dich ethylen oxyd (TT2, 0,10 nil dung
dich acetaidehyd (77) 0,01 % mti pha va 0,10 rnl dung
dich dioxan (TT). Pong nap lo va tron déu dé thu duoc
dung dich déng nhat. De yén & 70 °c trong 45 min.

Qué trinh sac ky

Diéu kién tiém pho hoi

Nhiét do can bang: 70 °c (90 °c ddi voi dung dich trong
dimethylacetamid).

Thoi gian can bang: 45 min.

Nhiét do dong chay: 75 °c (150 °c ddi voi dung dich trong
dimethylacetannd).

Thoi gian diéu ap: ] min.

Khi mang: Hell dung cho séc ky khi.

Thoi gian tiém: 12 s.

Diéu kién sac ky

Cot thay tinh hodc thach anh kich thuwéc (30 m X0,32 mm),
mat trong duoc phu 16p poiydimcthyisihxan day 1,0 jun.
Khi mang: Heii (hoac nitrogen) dung cho séc ky’khi, téc do
dong khoang 20 cm/s, ty 1é chia dong 1: 20.

Detector: ion hoa ngon lira.

Duy tri nhiét do cot & 50 °c trong 5 min, sau d6 tang dén
180 °c véi téc d6 5 °c/min, sau d6 lai tdng dén 230 °c VGi
toc do 30 °c/min va gitt & 230 °c trong 5 min. Nhiét do
detector Ia 250 °c, nhiét do budng tiém la 150 °c.

Tiom mot lwgng thich hgp pha hoi clia dung dich d6i chiéu
(b), chéng han | ml. Diéu chinh dd nhay clia hd théng sao
cho chiéu cao céc pic cho boi ethylen oxyd va acetaldehyd
trong sac ky do dat it nhat 15 % thang do. Tht nghiém
khong co hiéu luc néu ho sO phan gidi gitra pic cho béi
acetaldehyd va pic cho bédi ethylen oxyd nhé hon 2,0 va
pic cua dioxin va ethylene oxyd dugc phat hién voi ty ié
tin hiéu/nhiéu nhd hon 5.

Tiém lan lugt nhitng lvgng thich hop pha hoi cla dung
dich thir va dung dich d6i chiéu (a), chdng han 1ml (ho&c
bang lwong dung dich déi chiéu (b) da tiém).

Tiém ldp lai nhu trén thém 2 lan nita.

Dién tich trung binh cua pic ethylen oxyd va dioxan trong
séc ky dd cho boi dung dich thir khdng duoc 16n hon mot
ntra (1/2) dién tich trung binh cua pic twong tng trong sac
ky d6 cho boi dung dich d6i chiéu (a) (1 phan triéu cthylcn
oxyd va 50 phan triéu dioxan).

Kiém tra d6 tin cay

Tinh hiéu so cla dién tich pie, theo tling cdp, cho bai
dung dich thir va dung dich d6i chiéu (a), lan lwot (ng vai
ethylen oxyd va véi dioxan. Thr nghiém chi c6 hiéu luc
néu do6 léch chuan twong doi cla ba gia tri khac biét (3 hiéu
s0) (rng v6i cthylen oxyd khong Ién hon 15 % va do léch
chuan tuong ddi cta ba gia tri khac biét (3 hiéu sb) iing voi
dioxan khoéng 16n hon 15 %.

Ncu lvgng can mau thir va chét déi chiéu nam ngoai
khoang 0,995 g den 1,005 g can phai hiéu chinh két qua
cho thich hop.
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Ham luong ethylen oxyd tinh theo phan triéu dwoc tinh
bang biéu thtrc:

Afx ¢ /[(Af x Mt) - (A[-x Mf)]

Trong do:
Aj ia dién tich pic tirong ¢ng voi cthylen oxyd trong sic
ky dd cho boi dung dich thiy;
Ar la dién tich pic tvong (*ng véi ethylen oxvd trong sic
kv d6 cho boi dung dich doi chiéu (a);
Mt la khdi lvong chét tht trong dung dich th tinh theo
gam;
Mc la khéi lugng chét thir trong dung dich doi chiéu (a)
tinh theo gam;
¢ lakhdi lugng ethylen oxyd cho vao dung dich ddi chiéu
(a) tinli theo microgram.
Va ham luong dioxan tinh tlieo phan triéu duoc tinh bang
biéu thuc:

Dpxc / [(Dfx M) - (Dtx M)
Trong do:
Dj la dién lich pic lumig (rng voi dioxan trong sac ky do
cho boi dung dich thi;
Dc la dién tich pic twong (ng véi dioxan trong sac ky do
cho bai dung dich ddi chiéu (a);
Mi lakhdi lugng chat thtr trong dung dich thir tinh theo gam;
Mc la khéi lvong chét thi trong dung dich doi chiéu (a)
tinh theo gam;
¢ lakhéi lvong dioxan cho vao dung dich déi chiéu (a)
tinh theo microgram.

10.16 DINH LUQNG Ayv-DIMETIIYLANILIN
Xac dinh bang phuong phap séc ky khi (Phu luc 5.2).

Phuong phép 1

Dung dich chudn ndi: Hoa tan 50 mg N,N-diethyianiiin
(77) trong 4 ml dung dich acid hvdrocioric 0.1 M (77),
pha lodng bang nudc t6i 50 ml. Pha lofng 1 mi dung dich
thu dwgc téi 200 ml bang nuéc.

Dung dich thir; Hoa tan 0,50 g ché pham trong 30,0 ml
nwéc, them 1,0 nil dung dich chuan ndi. Biéu chinh nhiét
do cua dung dich t6i 26 °c don 28 °c. Thém 1,0 mi dung
dich natri hydroxyd 40 % /77). L&c cho tan hoan toan.
Thém 2,0 ml trimcihylpenton (77). L&c 2 min, dé yén cho
tach I6p, dung I6p trén.

Dung dich déi chiéu: Héa tan 50,0 mg N,N-dimethyloniiin
(77/ trong 4,0 ml dung dich ocid hvdrocioric 0.i M (77),
pha loang bang nudc téi 50,0 ml. Pha lodne 1 ml dung
dich thu duoc t6i 100,0 ml bang nudc. Tiép tuc pha lodng
1.0 ml dung dich thu duoc téi 30,0 ml bang nwdc, thém
10 ml dung dich chudn néi, 1,0 rl dung dich natri
hydroxyd 40 % (77), 2,0 ml trimethyipentan (TY). Lic
2 min, dé yén cho téach I6p, dung I6p trén.

Diéu kién sac ky’

Cot mao quéan bang silica nung chay, dai 25 m. dwong
kinh trong 0,32 mm. phl I6p polymer lién két mang
poivmethylphenylsiloxan day 0,52 ptn.
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Kill mang; tiefi diing cho sac ky khi, ty 16 chia dong 1 ; 20,
ap suat dau cot 5 kPa, lira lugng 20 ml/min.

Detector ion hoa ngon liva.

Bo6 chia dong (split-liner) la mot cot dai khodng 1 cm,
nhdi diatomit ding cho sac ky khi tdm 10 % (kI/kI)
polydimcthylsiloxan.

Nhiét d6: Duy tri nhiét dé cot 150 °c trong 5 min, sau dé
tang dén 275 °c v6i toc do 20 °c/min, r6i gilr & 275 °c
trong 3 min. Nhiét d6 detector 300 °c, nhiét dé bubng tiém
220 °c.

Thé tich tiem: 1 lil.

Thoi gian lwu cla N,;V-dimethylanilin khoang 3,6 min; clia
APV-dicthvianilin khoang 5,0 min.

Phuwong phap 2

Dung dich chuan néi: Dung dich naphtalen (77) 0,005 %
trong cvclohexan (77).

Dung dich thir: Hoa tan 1,00 g ché pham véi 5 mi dung
dich nath hydroxyd i M (77) trong 6ng thdy tinh c6 nat
mai, thém 1,0 ml dung dich chuén ndi. Day kin, lac manh
trong 1 min. Ly tdm ncu can, dung Iép trén.

Dung dich doi chiéu: Thém 2 ml acid hydrocloric (77)
va 20 ml nwéc vao 50,0 mg N,N- dimethylanilin (77), lac
cho tan va pha lodng bang nuéc téi 50,0 ml. Pha lodng
5.0 nil dung dich nay téi 250,0 ml bang nwéc. Cho 1,0 ml
dung dich thu dwoc vao ong thdy tinh c6 nit mai, thém
5 ml dung dich natri hydroxyd | M (77) va 1,0 ml dung
dich chun ndi. Dav kin, 1&c manh trong 1 min, ly tam néu
can va dung l6p trén.

Piéu kién sac ky: Cot thiy tinh dai 2 m, duong kinh
trong 2 mm, duoc nhoi bang diatomit silan hoa tdm
3% (KI/kI) polymethylphcnylsiloxan.

Khi mang: Nitrogen ding cho sc kyekhi, véi hru lvong
30 ml/min.

Detector ion hoa ngon Iua.

Duy tri nhiét d6 c6t & 120 °c, nhiét d6 detector va budng
tiém & 150 @k,

Thé tich tiém: 1pl.

10.17 BINH LUONG ACID 2-ETHYLHEXANOIC

Tién hanh phuong phép sac ky khi (Phu luc 5.2).
Dung dich chuan ngi: Hoa tan 100 mg acid 3-cyciohexyi
propionic (77) trong cyclohcxan (77) va pha loang vira du
100 mi v6i cung dung moi.
Dung dich thir: Thém 4,0 ml dwng dich acid hydrocloric
% (tutt) vao 0,300 g mau thir. LAc manh 2 1an, mdi lan
trong 1 min v&i 1,0 ml dung dich chuén ndi. Bgi tach 16p
(néu can thiét, co thé ly tam dé tach 16p duoc tot hon), st
dung dich gdp cla céc 16p dich chiét & trén.
Dung dich d6i chiéu: Hoa tan 75,0 mg acid2-ethyihexanoic
(77) trong dung dich chuén néi va pha loang vira di
50.0 ml véi dung dich chuén ndi. Thém 4,0 ml dung dich
acidhydrocloric 33 % (tt/tt) vao 1,0 ml dung dich vira pha.
Lac manh trong 1 min. Doi tach 16p (néu can thiét, co thé
ly tam dé tach lop duoc tot hon). Gan ldy i6p dich chiét
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o trén. Tiép tuc thém 1,0 ml dung dich chuan ndi vao I6p
dich con lai & dudi va lac manh trong 1 min. Boi tach 16p
(néu can thiét, cd thé ly tam dé tach 16p dugc tot hon), st
dung dich gbp cta cac i6p dich chiét & trén.

Diéu kién sac ky:

Cot silica nung chay cé nong rong, chiéu dai 10 m, duong
kinh trong 0,53 nnn, phu 16p pha tinh macrogol 20 000
2-nitroterephtalat (cé bé day 1,0 pin);

Khi mang: Tieli dung cho sac ky, Va1 téc do dong 10 ml/min;
Detector ion héa ngon Iura.

Chuong trinh nhiét dd nhu sau:

Thoi gian Nhiétdo | Téc 60 . ..
T - Ghi chu
(min) (°C)  (°c/min)
' Piang
0-2 40 4 1 nhiét
Cot 2 73 40 200 30 o nietdo
tang déu
73103 | 200 Déng
M 1 nhiét
Budng tiém 200 | !
Detector [ 300

Thé tich tiém: 1pl.
Céch tién hanh:
Tién hanh sac ky dung dich thir va dung dich d6i chiéu.
Phép thlr chi c6 gia tri khi do phan giai gitra pic tvong (ng
voi acid 2-ethylhexanoic (pic dau tién) va pic dung dich
chuén ndi it nhat 1a 2,0.
Ham lugng phan tram clia acid 2-cthylhexanoic dwgc tinh
theo cdng thic sau:

Aj.xlcxmex2

Acx ITxmT

Trong do:
At la dién tich pic twong ng v6i acid 2-ethylhexanoic trcn
s&c ky do clia dung dich th;
Ac ladién tich pic twemg (ng vai acid 2-ethylhexanoic trén
s&c ky do clia dung dich d6i chiéu;
IT ladién tich pic twong (bng v6i chat chuan ndi trén sic ky
do cda dung dich tht;
I( ladién tich pic twong (bng véi chat chudn ndi trén sic kv
do cla dung dich déi chiéu;
mTIa lvong can mau thir tinh hang gam;
mc la lvgng can acid 2-ethylhexanoic trong dung dich doi
chiéu, tinh bang gam.

10.18 XAC DINII AC1D ACETIC TRONG PEPTID
TONG HOP

Tién hanh phwong phép séc ky long (Phu luc 5.3).

Pha dong:

Pha dong A: Hoa tan 0,7 ml acid orthophosphoric (77)
trong vira da 1000 ml nwéc; diéu chinh pH t6i 3,0 voi dung
dich natri hydroxyd40 % (TI).
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Pha dong B: Methanoi diing cho sac ky long (TT).

Dung dich thir: Chuan bi nhv m6 ta @ chuyén luan riéng.
Dung dich di chiéu: Pha dung dich acid acetic 0,10 g'l tlr
acia acetic bang (77), st dung hon hop 5 the tich pha dong
B va 95 thd tich pha dong A lam dung méi.

Diéu kién sac ky:

Cot kich thuéc (250 mm X 4,6 min), nhdi pha tinh ¢
(5 um).

Detector quang phd tlr ngoai dat ¢ buwdc séng 210 nin.
Toc do dong: 1,2 ml/min.

Thé tich tiém: 10 [il.

Chuong trinh dung méi nhu sau:

Thoi gian Pha déng A Pha dong B
(min) (% t/tt) (% tt/tt)
0-5 95 5
5-10 95 -> 50 5-» 50
16- 20 50 50

20-22 50 — 95 50 —#6
22-30 9% 5

Tién hanh sac ky dung dich di chiéu va dung dich thir.
Trong céac sic ky do thu dwoc, pic twong ng voi acid
acetic c6 thoi gian lvu khodng 3 min dén 4 min. Buong
nén co thé cao dan do hién twong rira giai peptid.

Xéc dinh ham luvgng acid acetic trong peptid dva vao dién
tich pic acid acetic twong (*ng wong sac ky do cua dung
dich thir va dung dich doi chiéu.

10.19 BOT TRONG OXYGEN

Thiét bi

NEu khong cé nhitng qui dinh khac wong chuyén luan riéng,
binh d6t 1a mot binh nén bang thiy tinh borosilicat dung
tich it nhat la 500 ml, nat thay tinh mai c6 gan mét bo phan
mang mau thich hop bang platin hoic bang platin - iridi.

Phwong phap

Nghién nhd mau thir. it mot lvgng mau theo qui dinh
vao gitta mot manh gidy loc khong tro, kich thuéc 40 nun
x 30 mm, ¢c6 mdt dai nho kich thwéc 10 mm x 30 ITini. Néu
gidy loc duoc qui dinh tdm bang lithi carbonat thi lam &m
vling gitra gidy loc bang dung dich h&o hoa lithi carbomit
(Ti) roi sdy khd & 100 cc dén 105 °c trudce khi dung. Goi
mau thir vao trong gidy va cai vao bd phan mang mau.
Thém nudc hodc dung dich hdp thu nhw chi dan vao trong
binh. Bom khi oxygen vao binh qua mét 6ng ma dau cudi
clia n6 dat & phia trén voi khoang cach vira du so véi
mat thoang cua chat Iéng hap thu. Lam dm c¢6 binh bang
nwéc. Nap day khi oxygen vao binh. D6t dau tv do cla dai
gidy loc hep bang mot dung cu thich hop va cén than day
ngay ndt binh lai. Gilr chac nat. Khi bt dau chay manh,
lat nguwoc binh de tao ra mot Iép ngan cach bang nuéc
nhung cén chl y ngan khong cho nhitng san phdm chay
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chua hoan loan roi xuéng chat 1dng. Ngay sau khi d6t chay
xong, lac binh that manh dé hoa tan hoan toan nhung san
pham d@dt. Lam lanh. Néu khong c6 nhiing chi dan khac,
sau khoadng 5 min, can than thao nlt ra. Rtra nit, day, luGi
platin va thanh binh bang nwéc réi tién hanh tiép nhu qui
dinh trong chuyén luén riéng.

D6i v6i mau thir 1a chat 16ng, cho mot lugng mau thir vao
nang lam bang methylcelulose c6 c& thich hgp da c6 chia
san khoang 15 mg bot gidy loc khong tro. Day nép nang,
kep dau cubi cua dai gidy loc hop vao giira 2 phan than va
nap. Budc nang vao ludi piatin.

Doi v6i mail thtr a thudc mé, can phai boc trong 1o gidy
khoéng tham m& truée khi boc trong gidy loc.

A1) dung cho nhitng ché phdm cha iod

D6t indt lvong qui dinh mau thir bang phuong phap da
mo ta & trén, si dung chat long hap thu la hon hop 10 ml
nwéc va 2 mi dung dich nairi hydroxyd i M (TY), Khi qua
trinh dot da hoan thanh, thém vao binh mét lvgng thira
dung dich brom trong acid acetic (TT) (khodng 5 ml dén
10 ml) va dé yén trong 2 min. Loai brom thira bang cach
thém acidformic (IT) (0,5 ml dén 1 mi). Rira thanh binh
VGi nuéc cdt. Bubi hoi brom & trén I6p chat long bang
mot ludng khi dong. Thém 1g kaii iodid (77) va chuan do
bang dung dich natri thiosui/at 0,02 N (CP), dung chi thi
Ia dung dich ho tinh bat (77) thém vao ldc cubi clia qua
trinh chuan do.

1 ml dung dich natri thiosul/at 0,02 N (CD) twvong duong
V@i 0,4230 mg iod.

Diém dét
IVBu thir trong
giay goi -

B6 ph&n mang
mau thir bang Platin

Chét I6ng hap thu
Nt birh

Hinh 10.19 - Dung cu d6t trong oxygen

10.20 XAC DIMI CAC CHAT BAO QUAN KHANG
KHUAN

M6t thanh phan quan trong clia cac ché phdm thudc tiém
da liéu la cac chat lam gidm thiéu nguy co xam nhap cula
vi khuén cho phan con lai sau khi da ding mot phan ché
phdm. Céc chat nav thudc nhém chét bao quan khang
khuan. Tén va ham luegng cac chat bao quan phai ghi tron
nhén thudc. Cac phrong phap phéan tich sau day ap dung
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cho mot sb chét bao quan thong dung nhat, nham kiém tra
st ¢ mat cua chat bao quan véi ham lvgng khong duoc
vuot qua 20 % lugng ghi trén nhan.

Nong do chat bao quan khang khuan dugc thém vao mot
thudc tiém da liéu hay don lieu, mot che pham thudc nho
tai nhd mdi hay nhd mét c6 thé bi giam di trong thoi han
dung ctia san pham. Vi thé, nha san xuét can xac dinh mirc
lieu thap nhat con tac dung, va cong thirc san xudt phai
dwoc nghién clru sao cho mic lidu nay van gilr dugc cao
hon mirc toi thiéu trong subt thoi han str dung. Tai thoi
diém san xudt, san pham can chira mot lugne chét bao quan
khang khuan dwoc céng bo (trong pham vi + 20 % dao dong
cho phép trong san xuét va kiém nghiém). Viéc cong bd
vé lwgng trén nhén cua chat bao quan khang khuan khong
c6 nghia la lugng nay duogc gitr nguyén trong thoi han st
dung, ma chi la sw khéng dinh vé& ham luvgng dwoc thém vao
nam trong gidi han clia quy trinh san xuét va khong vuot
qua 20 %. Cach chi ham luwgng chét bao quan sé la mot tri
s0 tiép theo la don vi do, vi du 0,015 mg/ml hay 0,1 %.
Céc chat khang khudn thong dung nhét 1a 2 hop chét co
kim thdy ngan {phenylmercuric nitrat va thimerosal),
4 ester dong dang cla acid p-hydroxybenzoic. phenol,
benzyl alcol va clorobutanol. Phuong phdp xac dinh
2 hop chét co kim thiy ngan la phwong phap cwc phd cac
chét con lai c6 thé xac dinh bang phuong phap séc ky khi.
Ngoai ra, phuong phap thong dung hién nay dé xac dinli
cac paraben la phwong phap séc kv 1dng.

Phuong phap sac ky khi

Quy trinh chung ghi dudi day cd thé 4p dung dé dinh lvong
benzyl alcol, clorobutanol, phenol va cac paraben (methyl,
ethyl, propyl va butyl ester cla acid p-hydroxybenzoic).
Doi vai cac paraben néu cd mét thi co thé xac dinh riéng
tlrng chat mét. Chuan bi dung dich chudn ndi va dung dich
chuan cho mdi chét nhw chi dan dudi day. Trir khi ¢ chi
dan khéc, chudn bi dung dich thir tir nhung lueng do chinh
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xac dung dich chuan néi va mau thw sao cho néng do clia
chét bado quan can phan tich va thanh phan dung méi gan
V@i ndng do va thanh phan dung méi clia dung dich chuan.
Céc thong s6 clia may sic ky khi dwoc khuyén céo trong
Bang 10.20.1 kém theo, khi mang cd thé la khi heli hodc
nitrogen, detector ion héa ngon Itra.

Hemyl alcoi

Dung dich chuén noi: Hoa tan khoang 380 mg phenol
(77) trong 10 ml methanol (77) trong mét binh dinh mic
200 mi. Thém nwéc dén vach, lac déu.

Dung dich chuén: Hoa tan khoang 180 mg chat chuén
benzyl alcol dugc cén chinh xéc, trong 20,0 ml methanol
(77) chla trong mot binh dinh mic 100 ml. Thém dung
dich chuén ndi den vach, lac déu.

Clch tién hanh: Tiém riéng biét cac thé tich bang nhau
(khoang 5 iil) cua dung dich chuén va dung dich thtr vao
hd thénti sac ky, ghi lai cac sdc do voi thiét bi sic kv da
dwoc diéu chinh theo céc théng so ghi trong Bang 10.20.1.
T ty s6 dién tich pic benzyl alcol va dién tich pic phenol
thu duwoc trén sac ky d6 cla dung dich thir va dumi dich
chuan, nong do chat d6i chiéu benzyl alcol trong dung
dich chuan, tinh ham lugng benzyl alcoi (C7H|iO) trong
ché pham.

Ciorobutanoi

Dung dich chuén ndi: Hoa tan khoang 140 mg bemaidehyd
(TT) trong mét binh dinh m&¥c 100 ml. Thém 10 ml
methanol (77), 1c nhe dé hoa tan rdi thém nudc cho dén
vach, lac déu.

Dung dich chuan: Chuyén khoang 125 mg chat chuén
clorobutanol dwoc can chinh xac vao mot binh dinh mic
25 ml. Thém 2 ml methanol (77), lac nhe dé hoa tan roi
pha lodng v&i nudc dén vach, lac déu. Lay 5,0 ml dung
dich thu dwoc va 5,0 ml dung dich chuén ndi cho vao mot
binh dinh mic 25 ml, lac déu dé thu dwoc dung dich cé
nong do clorobutanol khoang 2,5 mg/ml.

Bang 70.20.7 - Cac thong s6 clia méy sic ky

X n A e Kich thudc cot
Chat han tich R, X ;
at can phan fic i (chiéu dai x dutrng kinh trong)

Benzyl alcoi 1,8 m x 3 [Tim

Clorobutanol 18 mx 2mm

Phenol 1,2m x 3mm

Céac paraben

Ghi cha:
G1i6: Polyethylen glycol c6 phan t& lvgng khoang 15000.
G2: Nhua dimethvipolvsiloxan.

1,8m x 2 mm

1

Pha tinh va chat mang ; Ti%ii?r?)ng : Nhié(to g)@ cot
5% G16/S1A 50 140
5% G16/S1A i 20 110
5% G10/S1A 50 145
5% G2/S1A 20 150

SI A: Pat silic loai dung cho sic ky khi dugc nung bang céach tron diatomit véi natri carbonat va nung ¢ nhiét do trén yoo °c\
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Dung dich thir: Pha lodng (néu can) mot thé tich chinh
xac ché phdm thr véi mcthanoi (77) dé thu dwoc dung
dich chira khéng qua khoang 5.0 mg dorobutanol trong
1ml. Trén 3,0 ml duns dich thu dwoc véi 3,0 mi dung dich
chuén néi, lac déu.

Kiétn tra tinh phii hop ctia hé thong:

Tiém 1ul dung dich chuan. Tién hanh séc ky theo cac diéu
kién ghi trong Bang 10.20.1, Dét nhiét do budng tiém &
180 °c va nhiét do clia detector & 220 cc. Ghi sac ky do.
Thoi gian lvu tudng doi cla pic ben/aldehyd la 0,8 va cua
pic clorobutanol la 1,0; d6 phan gidi gilra pic ben/aldehyd
va pic elorobutanol khdéng dugc nhd hon 2,0; do léch
chudn twong d6i cla dién tich pic clia cac lan tiém 13p lai
phai khéng dwgc 16n hon 2,0 %.

Céach tién hanh: Tiém riéng biét cac thé tich bang nhau
(khoang 1|il) dung dich chuén va dung dich thir vao may
s&c ky. Tl ty s6 dién tich pic clorobutanol va dién tich pic
benzaldehyd thu dwoc trén sic ky do chia dung dich thir
va dung dich chuan, none do chat doi chiéu clorobutanol
trong dung dich chuén, tinh ham lugng clorobutanol
(C4HTCIZO) trong ché pham.

Phenol

Dung dich chuan ndi: HGt 1,0 ml benzyl alcol chuén cho
vao mét binh dinh mic 500 ml, thém methanol (77) dén
vach, lc déu.

Dung dich chuan: Hoa tan khoang 75 mg chat chuén
phenol dwgc can chinh xac, trong 7,5 ml methanol (TT)
chtra trong mot binh dinh méc 100 ml. Thém 20,0 ml dung
dich chuéin ndi roi thém nudc dén vach, lac déu.

Céach tién hanh: Tiém riéng biét cac thé tich bang nhau
(khoadng 3 pl) dung dich chuin va dung dich thir vao hé
thdng sac ky, ghi lai cac sic do trén hd thong sic ky da
duoc diéu chinh cac thong s6 theo Bang 10.20.1. Tl tv s
dién tich pic phenol va dién tich pie benzyl aleol thu dwgc
trcn sic ky do clia dung dich thir va dung dich chuén, ndng
dd chat déi chiéu phenol trong dung dich chuan, tinh ham
Iwvgng phenol (C6lIAD) trong ché pham.

Methyiparaben VApropylparaben

Dung dich chuéan ndi: Cho khoang 200 mg bemophenon
(77) vao mot binh dinh mic 250 ml, pha lodng bang
diethylether (TT) dén vach, 1ac déu.

Dutiii dich chuén: Can chinh xac khoang 100 mg methyl-
paraben chuin va 10 mg propylparaben chuan vao mot
binh dinh mic 200 ml. Pha lodng bang dung dich chuén
ndi dén vach, lac déu. HAat 10,0 ml dwng dich thu duoc cho
vao mét binh nén c& 25 ml rdi tién hanh nhu chi dan & muc
Dung dich thtr bat dau tr “Thém 3 ml pyridin (77)...".
Dung dich thi: Hat 10,0 ml mu thir va 10,0 ml dung dich
chuun ndi cho vao m6t binh gan nho. 1.& manh, d6 cho phan
I6p, rat 16p nwéc vao mot hinh gan khac va chuyén 16p ether
vao mdt hinh thiy tinh nhd qua mot phéu loc ¢ natri Siii/at
khan (77). Chiét I6p nwéc 2 1an, moi 1an vai 10 ml diethylether
(77) va luc dich chict qua phéu c6 natri sulfat khan (77).
Lam bay hoi dich chiét ether duéi mot ludng khong khi kho
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chu dén khi con khoang 10 ml thi chuyén sang mot binh
nén 25 ml. Thém 3 ml pyridin (77) roi lam bay hoi ether
hoan toan va dun séi trén bép néng cho den khi con khoang
1ml. Lam ngudi, thém 1 mi thudc thir silan héa thich hop
nhu his(trimcthylsilyl)- trifluoroaectamid, bis(trimethylsilyl)
acetamid, hodc hon hop cla hexamcthyldisiiazan va
trimcthylclorosilan (tv 1é 2:1 hodc 3:1 theo thé tich). Tron
déu ro6i dé van it nhat 15 min.

Céch tién hanh: Tiém riéng biét cac thd tich bang nhau
(2 pl) dung dich da dugc silan hda clia dung dich chuéan va
cuia dung dich thi vao hé théng sac ky, ghi lai cac séc do
trén hé thdng thiét bi da dwgc diéu chinh theo cac thdng s6
ghi trong Bang 10.20.1.

TU ty s6 dién tich pic methviparaben va dién tich pic
benzophenon thu dwgc trén sac ky dé clia dung dich thr va
dung dich chuan, néng do chat ddi chiéu methylparabcn
trong dung dich chuén, tinh ham lwgng methylparabcn
(C811g03 trong ché pham.

Ciing theo cach tuong ty, tlr ty s dién tich pic propyl paraben
va dién tich pic benzophenon thu duoc trén sic ky dd cla
dung dich thir va dung dich chuén, ndng d6 chat doi chiéu
propylparaben trong dung dich chuan, tinh ham lugng clia
propylparaben .(CiolbAi) trong ché pham. Ethylparaben
va butylparaben ciing cé thé dwoc dinh lvgng bang cach
tuwong tw nhw trén.

Phirong phap séc ky khi st dung cdt mao quan
Ngoai phwong phap sac ky khi st dung cot nhdi nhu trén,
cac chat benzyl alcol, ciorobutanol, phenol c6 thé dugc xac
dinh bang phrong phép sac ky khi sir dung c6t mao quan
vGi cac didu kién sac ky nhu sau; Cot DB1(30 m X0,25 IOl
X0,25 pm), pha tinh 100 % dimethylpolysiloxan, toc do
dong 1,2 mbmin, nhiét dé cét la 320 °c.

Phuong phap sic kv 16ng xac dinh methylparaben
va propylparaben

Pha dong: Nudc - ac.etonitril (50 ; 50), diéu chinh ty Ié
neu can.

Dung dich thtr: Pha lodng chinh xac mét thé tich dung dich
ché phdm co chla khoang 0,5 mg methylparaben hodc
0. 2 me propvlparaben t¢i vira dii 20,0 ml bang pha déng.
1. acdéu, loc.

Dung dich chuan: Can chinh xac mot lvgng methylparabcn
chuan va propylparaben chuén, hoa tan trong pha
dong dé thu dugc dung dich c6 nbng dd methylparaben
khodng 0,025 mguinl va ndong do propylparaben khoang
0,010 mg/ml.

Diéu kién sac ky:

Cot kich thwdc (15 cm x 4,6 mm) dugc nhéi pha tinh ¢
(5 pin).

Detector quang phd hép thu tir ngoai dat & budc séng 256 nni.
Thé tich tiém: 20 pl.

'ro¢c do dong: 1 ml/min.

Céach tién hanh:

Kiém tra tinh phu hop cia hé thong sac ky; Tién hanh
séc kv d6i voi dung dich chuén, trén sic ky do, thr tuw
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rira gidi 1an lwot 1a mcthvlparaben va propylparaben. Do
léch chudn twong doi cua thoi gian Iwu va dién tich pic
methylparaben va propylparaben trong 6 lan tiém l3p lai
khong duoc Ién hon 2,0 %; hé s6 ddi xiing cla cac pic nho
hon 2; hd s6 phan giai gitra cac pic 16n hon 2,5.

TiCH hanh séc ky véi dung dich chuén va dung dich thi.
Tinh ham lwgng cuia inethylparaben, C8HgO?va propy Iparaben,
Cin,A (rong ché pham dua vao dién tich pic trén sic ky do
ctia dung dich chuan va dung dich thlr, ham lugng CSHA va
CioH|2 3trong methylparaben va propylparaben chuan.

Phuwong phap cuc pho

Phenvintercuric nitrai

Dung dich thir: HGt 10,0 mi mau thir cho vao mot binh
dinh mitc 25 ml. thém 2 ml dung dich kaii nifrat i % (TT)
va 10 ml dung dich dam burat kiémphi 9,2 (77), diéu chinh
dén pli 9,2 néu can bang cach thém ac.id nitric 2 M (T).
Thém 1,5 ml dung dic.h ge.latin 0,1 % (Ti) mé&i pha, thém
dung dich dém borat kiém pH 9,2 (T1) dén vach, tron déu.
Dungdich chuan: Hoa tan khoang 100 mg phenylmercuric
nitrat chuan duoc can chinh xac trong dung dich natri
hydroxyd 0,4 % (77) chtta trong mot binh dinh muc
1000 ml, lIam &m néu can dé dé hoa tan. Thém dung
dich nalri hydroxvd 0,4 % (77) den vach, lac déu. Hat
10,0 ml dung dich thu dwgc cho vao mét binh dinh muc
25 ml ri tién hanh nhw chi dan & muc Dung dich thi bat
dau tir “Thém 2 mi dung dich kalii nitrat i

Cach tién hanh: Hat mot phan dung dich thu cho vao binh
cyc pho, dudi khdng khi trong dung dich béng dong khi
nitrogen thoi qua trong 15 min. Dat dién cwc giot thay
ngan clia may cuc phd thich h(7p va ghi lai cuc pho do
trong khoang dién thé tir -0,6 V dén -1,5 V so v6i dién cuc
calome! bao hoa. Xac dinh cwong do dong khuéch tan clia
dung dich thtr, (ij)u> la hiéu s6 gitta cwong do dong lon
du va cwong do dong giG¢i han. Theo céch twong Iy, xéc
dinh dong thoi cwdong do dong khuéch tan, (ij)s, clia dung
dich chuan. Tinh ham lwgng cta phcnylmercuric nitrat
(CBH5HgGNOV) trong mau thir tinh bang pg/inl theo cong
thirc sau:

2,5%p L
Odh
Trong dé:
¢ landng do (pg'ml) cta phenvimercurie nitrat trong dung
dich chuén.

Thimerosai

Dung dich chuén: Vao ngay si dung, cdn chinh xéac
khoang 25 mg thimerosal chuan, chuyén vao binh dinh
muc 250 ml, thém nuwoc cat dén vach, 1ac déu. Tién hanh
trong diéu kién tranh anh sang. Hat 15,0 mi dung dich thu
duwoc cho vao mot binh dinh mdc 25 mi. thém 1,5 ml thtng
dich geiatin &.1 % (77) rdi thém dung dich kaii nitrut i [t
(TT) dén vach, l&c déu.
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Dung dich thi: HGt 150 ml mau thir cho vao mét binh
dinh mi&rc 25 ml, thém 1,5 mi dung dich gelatin 0,1 % (Ti)
roi thém dung dich kali nitrat i % (71) dén vach, lac deu.
Céch tién hanh: HGt mot phan dung dich thir cho vao binh
curc phd, dudi khdng khi bang cach suc dong khi nitrogen
qua dung dich do trong 15 min. Bat dién cuc giot thay
ngan ctia may cwc phd thich hop va ghi lai cuc phd do
trong khoang dién thé tir -0,2 V dén -1,4 V so sanh véi dién
cwc calomel bdo hoa. Xac dinh cwong dé dong khuéch tan
cta dung dich thtr, (idu> la hiéu sé gilra cwvong do dong
ton du va cuong dd dong gidi han. Theo cach twvong tu,
xac dinh dong thoi cuvong do dong khuéch tan, (id)s, cla
dung dich chuén. Tinh ham lwgng (pg/ml) ctia thimcrosa!
(C6HHgNa02s) trong mau thir theo cong thic sau:

1,667*0—7~
Ud)s
Trong do:
¢ landng dd (pgdtil) cla thimerosal trong dung dich chuan.

10.21 PINH LUONG ACID OMEGA-3 TRONG
DAU CA

Dau cé la san phdm cé ngubn gdc tlr cac loai ca thudc
ho Cé trong (Engrauiidae), Céa khé (Carangidae), Ca trich
OCiupeidae), Cé4 6t me (Osmeridae), C& Ho6i (Salmonidae),
Ca ngur (Scombridae). Dau ca co chira acid omega-3. Acid
omega-3 bao gdm acid @#/p/ig-linolenic (Ci8:3 n-3), acid
moroctic (08:4 n-3), acid eicosatetraenoic (C20:4 n-3),
acid timnodonic (eicosapentaenoic) (C20:5 n-3; EPA),
acid heneicosapentaenoic (C21:5 n-3), acid clupanodonic
(C22:5 n-3) va acid cervonic (docosahexaenoic) (C22:6
n-3; DIIA).

EPA va DHA

Phrong phap sac ky khi (Phu luc 5.2).

QU4 trinh xr Iy mau can dugc tién hanh nhanh, tranh tiép
xUc v6i anh sang, cac tac nhan arv hda, chat xtc tac qua
trinh avv hoa (vi du: dong, sat) vor khang khi.

Phuong phap duoc ap dung dé phén tich dang methyl hodc
ethyl ester cla acid (all-Z)-dcosa-5.8,1 1,14,17-pentaenoic
(EPA; 20:5 n-3) va acid (all-Z)-docosa-4,7,10,13,16,19-
hexacnoic (DHA; 22:6 n-3).

Chuan noi: Methyl trieCBanoat 777).

Dung Gich tht (a)

A. Ap dung véi che pham chita acid omega-3 & dang
ethyl ester: Hoa tan mét luvgng ché pham twong ng trong
Bang 1 va khoang 70,0 mg chuin ndi bang dune dich
butyihvdroxytoluen (T1) 0,005 % trong trimethyipentan
(77) va pha lodng thanh 10,0 ml v6i cung dung mdi. Co
thé dun nong nhe (t¢i 60 °C) dé hoa Lan chuan néi.
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Bang i - Khéi lwvong mau cha pham dung thr nghiém

Kh&i lvong mau ché phdm ding
thtr nghiém (g)

Tong ham lugng
EPA va HA (%)

30-50 04-05
50-70 03
70-90 0,25

B. Ap dung v6i ché phdm chita acid omega-3 ¢ dang
triglycerid: Lav 2,0 ml dung dich thu dwoc ¢ phép thir A
vao 8ng thav tinh thach anh ¢ nép xody dung tich thich
hop, bay hoi dung mdi den khé duwgi dong khi nitrogen
(77). Thém 1,5 ml ciung dich natri hvdroxvd (77) 2 % trong
methanoi (TT), théi khi nilrogen, n&p kin bang np day co
c6 bao 16p polytetrafluorocthylen, l&c déu. Bun trén cach
thily trong 7 min, dé ngudi. Thém 2 ml dung dich D)i)ron
triciorid trong methanoi (77), thdi khi nitrogen (77), ndp
kin, lac nhe. Dun trén cach thdy trong 30 min. Be ngudi
t6i 40 - 50°c, thém 1 ml trimethyipentciii (77), nap kin,
lic manh it nhat 30 s. Ngay lap ttc, thém 5 ml dung dich
natri ciorid bdo hoa (77), thGi khi nitrogen (Tf), nap kin,
l&c k¥ trong it nhat 15's, lv tam 3000 r/min trong 5 min,
hodc dé tach I6p. Chuyén 16p trimcthylpentan (I6p trén)
sang lo thay tinh khac, phan con fai (I6p duéi) duoc chiét
voi 1 ml trimethyipentan (TT) thém mdt lan nita. Gop cac
dich chiét trimethyipentan. Rira dich chiét trimcthylpentan
v6i nwdc hai 1an, mdi 1an 1 ml, sau dé 1am khd dich chiét
trimethylpentan bang natri Sulfat khan (77) dwgc dung
dich tiém sac ky. Chuén bi 3 dung dich tht,

Dung dich thtr (h): Hoa tan 0,300 g ché phdm bang
dung dich hutvihydroxytoiuen (TT) 0,005 % trong
trimethyipc.ntan (TT) va pha lodng thanh 10,0 mi bang
cling dung moi. Tiép tuc cac budc twong tw nhu chudn bi
dung dich thir (a).

Dung dich d6i chiéu (a)): Hoa lan khoang 70,0 mg
chuan noi va 90,0 mg acid eicosapentacnoic cthyl ester
chuén trong dung dich butyihydroxytoiuen (77) 0,005 %
trong trimethylpentan (77), pha lodng thanh 10,0 ml hang
cling dung méi. C6 thé dun néng nhe (t6i 60 °C) dé hoa
tan chuan noi,

Dung dich ddi chiéu (ti2): Hoa tan khoang 60,0 mg acid
docosahexaenoic ethyl ester chuan va 70,0 mg chuén ndi
trong dung dich butyihydroxyioluen (77) 0,005 % trong
trimethyipentan (77), pha loang thanh 10,0 ml banc cung
dung méi. C6 thé dun ndéng nhe (t6i 60 °C) de hoa tan
chuén noi.

Chuan bi dung dich doi chiéu («,) va (a2) theo cac budc
nhr mo ta tai muc A clia phan Dung dich tht (a) néu kiém
tra ché pham chia acid omega-3 ¢ dang cthyl estc; tiép tuc
theo cac budc mo td tai muc B clia phan Dung dich tht
(@) néu ché pham chia acid omega-3 & dang trigiycerid.
Chuan bi 3 dung dich ddi chiéu doi vai mdi mau ché pham
can kiém tra.
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Dung dich doi chiéu (bi: Hoa tan 0,3 g methyipaimitat
(T). 0,3 g methyi stearat (Ti), 0,3 g methyi arachidat
(77; and 0,3 2 methyi behenat (77) trong dung dich
buryihydroxytolucn (77) 0,005 % trong trimethylpentan
(77), pha loang thanh 10,0 ml hang cung dung méi.

Dung dich déi chiéu (c); Hoa tan khoang 55,0 mg acid
docosahexaenoic methyl ester (77) va khoang 5,0 mg
tiCid tetruco.s-is-enoic mc.thyl ester (77) trong dung dich
buiylhydroxytniuen (77) 0,005 % trong trimeihyipentan
(77;. pha lodng thanh 10,0 ml bang cting dung moi.

Diéu kién sac ky

Cot mao quan bang silica nung chay, chiéu dai it nhat 25 m,
dwdng kinh 0,25 mm. dwgc phu 16p phim macrogol 20000
day 0,2 pin.

Khi mang: fiydrogen (77) hodc heii dung cho s&c ky khi (77).
Toc do dong: 1,0 ml/min.

Dctector ion héa ngon Ilra

Tho tich tiém: 1pl. tiém 2 [an.

Ty 18 chia dong 1: 200. Néu hé théng sé&c ky sir dung ché do
khéng chia dong, cac dung dich thlr va d6i chiéu phai dugc
pha lo&ng 200 14n béng dung dich butyihydroxytoiuen (IT)
0,005 % trong irimethxipentan (Ti) trwdc khi ticm sic ky.
Chuong trinh nhiét do:

Thoi gian Nhiét do
(min) (°C)
Cot 0-2 170
2-257 170 —*240
25.7 -2« 240
Budng ticm | 250
Detector 270

Tinh pht hop hd théng:

Trén sac ky dd thu dwoc cua dung dich d6i chiéu (b), phan
tram dién tich cla céc pic tang dan twong (ng véi cac chét
sau: methyl palmitat, methyl stearat, methyl arachidal,
methyl behenat. Phan tram dién tich clia pic methyl palmitat
vu pic methyl bchenat khac nhau khéng qué 2,0 %.

Do phan gidi: Trén sac kv doé thu duoc cla dung dich doi
chiéu (c). do phan giai gilra pie cla acid docosahexaenoat
mcthvl ester va acid ictracos-15-enoic methyl ester khong
nhé hon 1,2,

Trén séc ky dd cua dung dich thir (a), pic clia methyl
tricosanoat va bat ky pic cua acid hencicosapentaenoie
methyl ester hodc ethyl ester (C21:5) khi so sanh voi sac
ky do cua dung dich thtr (b) phai cho thay su tach biét rd
(néu khong phai ding hé so hiéu chinh).

Tinh ham liryng phan trdm cta EPA va DIIA theo c6ng
thirc sau:

Ax) mil mir 1 .
. Wy X —-
X i A Ak iy X0
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Trong do: ]

m, 1a khoi lwgng chuén ndi trong dung dich thir (a), linh
bang mg;

m2 la khoi lwgng ché pham trong dung dich th (a), tinh
bang mg;

mxdia khéi lvong chudn ndi trong dung dich ddi chiéu
(aj) (dinh lwgng EPA) hodc trong dung dich dbi chiéu (a2)
(dinh lvgng DMA), tinh bang mg;

fla khoi lvong acid eicosapcntaenoic ethyl cster cliudn
trong dung dich déi chiéu (a,) hodc acid docosahexaenoic
ethyl esler chuadn trong dung dich ddi chiéu (@>), tinh
bang tng;
AxIa dién tich pic cua acid eicosapentaenoic ester hoac
acid docosahexaenoic ester trong sic ky dd cla dung dich
thir (a);
Axr la dién tich pic cla acid eicosapentaenoic ester
trong sic ky do cla dung dich déi chiéu (a,) hodc acid
docosahexaenoic ester trong sic ky dd cla dung dich d6i
chiéu (a2,
Al la dién tich pic chuén néi trong séc ky dd cia dung dich
thtr (a);
Ax31a dién tich pic chuan ndi trong sac ky dd dung cla
dich d6i chiéu (aj) (dinh lvong EPA) hodc trong sic ky do
cla dung dich ddi chiéu (a2 (dinh lvgng DHA);

3.06:1 n-7 6.08:1 n9 908:3 113 12 C?.0:In-9

14. C20:4 n-6
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c la hé s6 chuyén doi gitra dang ethyl cster va dang

triglycerid: ¢ = 1,00 déi voi ethyl ester; ¢ =0,954 doi véi

EPA; ¢ = 0,957 d6i vai DI1A.

Aciil omcga-3 toan phan

Xcm séc ky do cla acid omega-3 toan phan trong dau ca

trong Hinh 10.21.

ITr két qua dinh luvgng EPA va DHA, tinh ham lwgng phan

trdm cua acid om.cga-3 toan phan theo cong thirc sau:
Ans(EPA +DHA)

ARA + ADHA

EPA+DHA +

Trong do:

EPA Ia ham lwgng phan trdm cua EPA,;

DHA la ham lugng phan trdm cta DHA;

An| téng dién tich cla cac pic CT8:3 11:3 08:4 n-3,
C20:4 n-3, 021:5 T1-3 and C22:5 n-3 ester trong sac ky dd
cta dung dich thir (b);

ALv= |2 dién tich pic clia EPA cster trong séc ky do cla
dung dich thtr (b);

Adha la dién tich pic ctia DHA cster trong sac ky dd cla
dung dich thtr (b).

17. C22:) n-11 20. 022:5 n-6

Hinh §0.21 - Sac ky do 1 111 liroug acid omega-3 toan phan trong dau ca
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10.22 BINH LUONG VITAMIN D

Hoat lyc cua vitamin D dwgc tinh theo don vi quéc té
(ky hiéu TU). 1 IU vitamin D tuotig duong voi 0,025 |ig
ergocalciteroi hoac cholecalciferol.

Quy trinh dinh lvgng vitamin D can duoc ti€n hanh nhanh,
han ché t6i da ticp xic véi khéng khi va anh sang, t6t hon
hét la st dung sw che phd cua khi tro va thiy tinh mau,

Phwong phap 1: Phuong phéap sac ky 16ng

Quy trinh sac ky ldng sau day duoc ap dung cho dinh lugng
vitamin D duwéi dang crgocalciferol hodc cholccalcifcrol
trong céc che pham thudc da vitamin.

iida chéat va thudc thir dac hiét

Ether (TTi): Ether (TT) dwoc s& dung trong vong 24 h sau
khi mé& lu.

Hexan khan (TTi): Buoc diéu ché bang séc ky cot hap phu.
Chuan bi cot sac ky (60 cm x 8 cm) nhdi 500 g dat silic
dang cho séc ky (50 - 250 um) (TT) da duoc hoat hoa bang
cach sdy & 150 °c trong 4 h. Cho 500 ml hexan (TT) qua
cOt va hirng dich rita gidi vao binh nén nat mai.

Dung dich butyl hydroxytoluen (T7): Hoa tan 1,0 g butyi
hydroxvtoiuen (TT) trong ether dau hoa tinh khiét sic ky
(77) vira du 100 ml.

Dung dich kali hydroxyd (TTi): Hoa tan 50,0 g kali
hydroxvd (77) trong 50,0 mi nwéc vira dun soi, lac déu va
dé ngudi. Pha méi dung dich hang ngay.

Dung dich kali hvdroxyd trong ethanol 96 % (77/); Hoa
tan 3 g kali hydroxvd (TT) trong 50 ml nwéc vira dun s6i,
thém 10 ml ethanol 96 % (TT). pha loang thanh 100 ml v&i
nuGe vira moi dun soi, lac déu va dé ngudi. Pha mai dung
dich hang ngay.

Dung dich natri ascorbat (TT): Hoa tan 3,5 g acid ascorbic
(77) trong 20 ml dung dich natri hydroxyd i N (77). Pha
mé&i dung dich hang ngay.

Dung dich natri suld (77/): Hoa tan 12 g natri Sulfid (T1)
trong 20 ml nwéc, pha loadng thanh 100 ml bang glycerin
(IT) va lac déu.

Phuong phap séc ky 16ng (Phu luc 5.3).

Pha dong:

Pha dong A: Hon hop acetonitrii - methanol - nudc
(25 : 25 : 1). Lrgng nudc va toc do dong co thé thay doi dé
dap (ng yéu cau clia do thich hop hé théng.

Pha donu B; Hon hop alctii n-amylic - hexon khan
(3 :997). Ty Ié cac thanh phan va toc do dong cé thé thay
doi dé dap ng ycu cau clia do thich hgp hé théng.

Dung dich chudn ndi: Can chinh xic 15 mg
Ad6-cholestadienol chuan vao binh dinh mic dung tich
200 ml, thém hon hup toiuen - pha dong B (10 : 90) dén
vach va lac déu.

Dung dich chuadn: Can chinh xac khodng 25 mg
ergocalciferol chuan hoéc cholecalciferol chuan vao binh
dinh mtc dung tich 50 ml, hoa tan khéng lam néng trong
toluen (77), pha lodng dén vach véi cung dung moi va lac
déu. Ldy 10 ml dung dich chudn g6c vao binh dinh miic
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dung tich 100 mi, pha lodng dén vach véi tollten (TT) va
lac déu. Pha rmri dung dich chuén géc hang ngay.

Dung dich tht:

Doi véi dung dich dau: Can chinh xac mot lvgng ché pham
(khong it hon 0,5 g) twong tng véi khoang 125 |ig (5000 iU)
cholecalciferol hodc ergocalcifcrol. Thém 1 ml dung dich
natri ascorbat (77), 25 ml ethanoi 96 % (Ti) va 2 tnl dung
dich kafi hydroxyd (T7)) va fac déu.

Doi voi vién nang va vién nén: Bun hoi luu tron cach thiy
khong it hon 10 vién nang hodc vién ncn véi hdn hop gdm
I0Oml dung dich natri ascorbat (77) va 2 giot dung dich
natri Sulfid (TTi) trong 10 min, nghién nhitng m4u rén con
lai bang dfia thly tinh dau tu va tiép tuc dun néng trong
5 min. Lam mat, thém 25 ml ethanol 96 % (77), 3 ml dung
dich kali hydroxyd (T7)) va lac déu.

Ddi v6i ché pham khd va ché pham phan tan trong nuéc:
Can chinh xac mot lwgng ché phdm (khong qua 0,5 g)
twong (ng v6&i khoang 125 pg (5000 IU) cholccalciferol
hodc ergoealciferol. Thém tirng luwgng nho kém theo lac
tron nhe nhang 25 ml ethanoi 96 % (77), 5 ml dung dich
natri ascorhat (77) va 3 ml dung dich kali hydroxyd (77/).
Tién hanh xa phong héa va chiét: Bun hdi luu hon hop
dwoc chuan bi tr ehe phdm trén cach thly trong 30 min.
Lam lanh nhanh dwéi voi nuéc va chuyén hon hop da
dugc xa phong hda vao binh gan, trang binh nén dung de
xa phong hoa lan luot voi: 2 1an, mdi lan 15 ml nuéc,
10 ml ethanoi 96 % (77): 2 Ian, m&i 1an 50 ml ether (77/).
Chuyén toan bd dich rira vao binh gan trén va Iac manh
trong 30 s, dé yén tdi khi ca hai I6p trong. Chuyén Iép
nwdc vao binh gan thr hai, thém hén hop 10 ml ethanoi
96 % (77) va 50 ml ethcr dau hoa (77) va lac manh. Bc
tach 16p va chuyén lop nwéc vao binh gan thi ba, chuyén
I6p ether dau hoa vao binh ean thir nhét, trang binh gan thir
hai bang ether dau héa (77) 2 1an, mdi I1an 10 ml, chuyén
dich rira vao binh gan thi* nhat. Lac I6p nuéc ¢ binh gan
thr ba v&i 50 mi ether dau héa (77) va chuyén Iép ether
dau héa vao binh gan thr nhat. Rira toan bd dich chiét
ether - ether dau hoa vé6i dung dich kali hydroxyd trong
ethanol 96 % (77/) 3 1an, mdi 1an 50 ml va tiép tuc ria
bang Iac manh v&i nwdc modi lan 50 ml t6i khi nudc rira
trung tinh voi phenoiphthaiein fTT). Lam kiét nhiing giot
nuwdc con lai cua dich chiét cther - ether dau hoa, thém
2 miéng gidy loc dwong kinh 9 em, cét thanh dai vao binh
gan va lac. Chuyén dich chiét ether - ether dau hoa vao
binh cau day tron, rita binh gan va gidy loc bang ether
dau héa (77). Gop dich rira ether dau héa véi dich chiét
ether - ether dau hoa, thém 5,0 ml dung dich chudn ndi va
100 pl dung dich butvl hydroxytoluen (77) va lac déu. Boc
hoi dén kho bang cat quay chan khong ¥ nhiét do khong
qua 40 °c. Lam mat dugi voi nwéc va dua nitrogen vao
db d& phuc hoi &p sudt khong khi. Hoa tan ngay can trong
5 mi hon hop methanol - acetonitril (1 : 1) hoic trong
mot thé tich chinh xac ctia hdn hgp methanol - acetonitrii
(1 : 1) dé thu dwoc dung dich thir ¢6 ndng do Vitamin D la
25 pg 'ml.
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Diéu kién sac ky:

Cot Lamsach: Cot kich thudc (30 cm X4,6 mm) dugc nhoi
pha tinh B (5 pm hodc 10 pm) s dung pha dong A.

C6t phan tich: Cot kich thuwdc (25 cin x 4,6 mm) duwogc nhoi
pha tinh A (5 pm hodc 10 pm) str dung pha déng B.

Toc d6 dong: 1 ml/min.

Dctcctor quang pho tlr ngoai dét & budc song 254 nm.

Céch tién hanh:
Kiém tra tinh phl hgp cla hé thong doi vai cot lam sach:
L4y chinh xac 5,0 mi dung dich chuén vao binh cau day
tron ndi vgi dng sinh han hoi luvu, thém 2 hodc 3 tinh
thé butyl hydroxytoiuen (TT). Thay thé khong khi bang
nitrogen, dun ndéng trong cach thdy duy tri & nhiét do
90 °c trong anh sang diu dudi khi nitrogen trong 45 min
dé thu dwoc dung dich cd chira vitamin D va tién vitamin
D. Lam lanh va thém 10,0 mi dung dich chuén ndi, lac déu
va bdc hori bang cét quay chan khong ¢ nhiét do khdng qua
40 °c. Lam lanh duwéi voi nwéc va dua mtrogen vao du do
phuc hdi ap sudt khong khi. Hoa tan ngay can trong 10 mi
hén hop methanol - acetonitril (I : 1) va lac déu.
Tiém 500 pl dung dich nay vao cot lam sach. Sac ky do
¢6 mot pic c6 thoi gian luu khodng 5 min dén 9 min twvong
(bng v&i pic ctia hon hop gdm vitamin D, tién vitamin D va
A46-cholc$tadienol duoc tach khdi cac chat khac. Diéu chinh
ti 1é nudc hodc téc d6 dong néu can (xem pha dong A).
Kiém tra tinh phu hop clia hé thong doéi vai cdt phan tich:
Can khoang 100 mg chét chuén thir do thich hop hé thong
clia dinh Tuyfig vitamin D vao binh dinh mirc dung tich
100 ml. hoa tan va pha loing dén vach bang hon hop toiuen
-pha dong B (5 : 95) va lac déu. Bun hdi luu mot phan
dung dich nay & 90 °c trong 45 min va lam lanh, thu dugc
dung dich thir do thich hop hé théng clia cot phéan tich.
Tiém dung dich thir d6 thich hop hé théng cla cdt phan
tich 5 lan: Thoi gian luu twong doi ia khoang 0,4 v6i
pre-cholecalciferol, 0,5 véi trans-cholecalciferol va 1,0 véi
cholecalciierol. g phan gidi gilta pic trans-cholecalciierol
va pre-cholecalciferoi khéng nho hon 1,0 va dd léch chuan
tuong déi clia dap ng pic cholecalciferol khéng qué 2,0 %.
Hiéu chuan hé s6 dap t'mg cua viiamin D: Lay chinh xac
4,0 ml dung dich chuén va 10,0 ml dung dich chuén ndi vao
binh dinh mic dune tich 100 ml, pha loang dén vach véi
pha dong B va lac déu dé thu dugc dung dich chudn lam
viéc. Bao quan dung dich chuén lam viéc r nhiét do khong
qua 0 °c (gil phan chuwa dung cho tién hanh dinh lugng).
Tiém 200 gi dung dich chuan lam viéc vao c6t phan tich va
do dap ng pic cua vitamin D va Ad6-cholestadienol. Thoi
gian luu trong d6i clia Ad6-cholestadienol Ia khoang 1,3.
Tinh toan hé sd dap ng, FD, bang cong thirc sau:
Cs

bD~ Rs xCR
Trong do:
cs va CR la ndng do tuwong Gng cua vitamin D va
AtAcholestadieno] trong dung dich chudn lam viéc (gg/ml).
Rs lati so dap (rng pic clia vitamin Dd6i veViAd6-cholestadienol.
Hiéu chuan hé so dap (ng cla tién vitamin D: Lav chinh
xdc 4 ml dung dich chuin vao binh cau day tron noi
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véi 6ng sinh han hoi lvu, thém 2 hodc 3 tinh thd hutyi
hydroxytoiuen (77). Thay thé khdng khi bang nitrogen,
dun ndng trong cach thay duy tri & nhiét 90 °c trong anh
sang diu va dudi khi nitrogen trong 45 min dé thu duoc
dung dich cé chtra vitamin D va tién vitamin D. Lam mét
va sir dung pha dong B dé chuyén toan bd dung dich trén
vao binh dinh mic dung tich 100 ml ¢6 chira 10,0 ml dung
dich chudn noi, pha lodng dén vach vGi pha déng B va lac
deu, thu dwoc dung dich hdn hop l1am viéc.
Tiém 200 pl dung dich hdn hop lam viéc vao cot phan
tich va do dap (ng pic cla vitamin D, tién vitamin 1) va
Ad6-cholestadienoi. Tinh toan ndéng dd ¢ s (pg/ml) cua
vitamin D trong dung dich hon hop lam viéc (d& dun néng)
bang cong thic:

C5s- Fi)x Cr x R%
Trong do:
CRIla ndng d6 cua A46-c,holcstadicnol (pg/ml);
R'slati s dap (ngpic ctia vitamin D d6i véi Ad6-cholestadienol.
Tinh toan ndng do, C/W. (pgrifil), cua tién vitamin D trong
dung dich hdn hop lam viéc bang cong thirc:
cs-C8
Tinh toan hé sb dap (ng, FpRE ddi vai tién vitamin D bang
cong thtc:

¢ 'i'RE -

ho XRs X 67/pxe

THE Rere x Cs
Trong dé:
R'pre la fi s dap (ng pic cla tién vitamin D doi voi
A46-cholestadienoi.
(Chay: Giatri clia Fpup dugc xac dinh trung I3p & nhimg
ngay khac nhau cé thé slr dung trong ca quy trinh nay).
Tién hanh séc ky: Tiém 500 pl dung dich thir vao c6t lam
sach va lay phan rra giai trong khodng thoi gian twong
rng 0,7 den 1,3 thoi gian lwu twong doi cla pic vitamin B)
hon hop (xem phan thir dd thich hop hé théng clia cot lam
sach) vao mot binh cau day tron. Thém 50 pl dung dich
butyl hydroxvtoiuen (Ti), i&c déu va bay hoi trong chan
khdéng den kho bidng cat quay chan khang & nhiét dd khdng
qua 40 °c. Lam mat duwéi voi nwdc va dua nitrogen vao
du dé phuc hoi ap suét khong khi. Hoa tan ngay can trong
5,0 ml hén hup toiven -pha déng H (5 : 95). Tiém 200 pi
dung dich nay vao c6t phan tich va do dap (ng pic cla
vitamin D, tién vitamin D va A46-cholestadienoi. Tinh toan
ndng do cua cholecalcifcrol (CVH4O) hodc ergocalciterol
(C2XHHO) bang cong thitc sau:

R x F) + R"PE x bpre)C"li
Trong do:
R"d la ti sO clia dap Gng pic cla vitamin D d6i vGi
Ad6-cholestadieno!;
R"PREla ti SO dap (ng pic cua tién vitamin D d6i voi
A46-cholestadicnol;
C'Rlanongdd ctia A™-cholesiadienol trongdung dich Ihir (Ligr11).
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Phuwong phap 2: Phwong phap héa hoc
Quy trinh sau day duwc ap dung cho dinh lvgng vitamin D
trong cac ché pham thudc.

Hoa chat va thuoc thir dac biét

Daét sét dumi cho sac ky (TTi): Dat sét dung cho sac kv
(Ti") c6 ham lwgng nuéc tir 8,5 % dén 9,0 % (st dung
phuong phap mat khéi lvgng do lam kho).

Ether dau héa (TT,): Dung ether dau héa (77), néu can
chuwng cét lai, dap (ng thém yéu cau sau day:

Tinh khiét quan{lphd'. Do d6 hap thu (Phu luc 4.1) clia che
pham & budc song 300 nm, ding khong khi 1am mau tréng,
do6 hap thu khéng dwgc qua 0,070.

Ethylen ciorid (TTj): Ethylen ciorid (TT) tinh ché qua cot
silica gel (74 pm dén 850 um).

Dung dich bun'! hydroxytoiuen (TTji: Hoa tan 10 mg butyl
hydroxytoluen (TT) trong 100 ml ethanol 96 % (TT). Pha
méi dung dich hang ngay.

Ether (TT2: S& dung ether (TT) méi cat, bo di 10 % dich
cat dau va cuoi.

Thu6c thir tao mau

Dung dich A: Chuvén hét toan hd 113 g antimony triciorid
(TT) tinh thé khé c6 cliira s&n trong lo moéi chwa mé vao
binh non cé chira 400 ml ethylen florid (TTi). Thém
khoang 2 g nhdm oxvd khan (77), lac déu va loc qua gidy
loc vao binh dinh muc thay tinh trong, dung tich 500 ml.
Pha lodng thanh 500 ml v&i ethyien ciorid (TTi) va lac
déu. Do do hap thu (Phu luc 4.1) clia dung dich nay & budc
song 500 nm, trong cdc do 20 mm, dung dung dich ethylen
ciorid (TTi) lam mau trang, d0 hap thu do dwoc khong
duwoc qua 0,070.

Dung dich B: L&c déu trong hdt 100 ml acetyl florid (TT)
vGi 400 ml ethylen dorid (TTi).

Thuéc thir tao mau: Lac déu 45 ml dung dich A va 5 ml
dung dich B. Bao quan trong lo kin va s dung duoc trong
vong 7 ngay, nhung néu thudc thir xuat hién mau thi bo di.

Phuong phap séc ky cot

Chuén bi céac cot sac ky:

- Cot thi nhat: Chuén bi sic ky cot di xuéng gdm mot cot
séc ky co dudng kinh trone 2,5 cm va dai khoang 25 cm va
duoc thu nho lai téi dvong kinh 8 mm trong khoang céach
5 cm tlr dau cudi clia Ong, dat mot dia thay tiiti x6p co6
16 x6p 16n hodc mot miéng nhé bdng thly tinh ngay trén
diém that ndy. Phan thu nho nay co thé Iap mot khda nhua
bén trong.

Cho khoang 125 ml isooctan (TT) vao m{t chai miéng
rong, nat xodv, thém 25 g dat Siiic dung cho sac ky (TT),
Iac dén khi tao thanh bdt nhdo. Thém ting giot va lac déu
manh 10 ml jxdyethyien glycol 600 (77). Day nut chai va
l&c manh trong 2 min. R6t mdt nira lwtmg bot nhio vao
cot sac ky va de lang. Sau d6 ap dung hit chan khong nhe
nhang va thém phan con lai cua bét nhdo (thém tirng phan
nhd mot), nhdi tirng phan bang mot dng pit tdng hinh dia
20 nun. Khi b& mat ran binh thanh, bd chan khéng va thém
khoang 2 ml isooctan (77).
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- COot thi hai: Chudn bi mot c6t gom ba phan: (!) Phan
dau phinh rong c6 dwong kinh trong 18 nun va dai khoang
14 cm; (2) Phén gilta c6 duong kinh trong 6 mni va dai
khoang 25 cm va (3) Phén 6ng ra phia duoi dugc thu nho
lai, dang hinh phéu, dai khoang 5 cm. Bt mot miéng bong
thay tinh nho phia trén phan thu nhé 1cm.

Nhoi vao phan gitta ctia 6ng 3 g dét sét dung cho sacky (1T)
voi hat chan khéng nhe nhang (khodng 125 mm thly ngan).
Dung dich chudn: Can chinh xac khoang 25 mg
ergocalciferol chuan hoac cholccalciferol chuan vao binh
dinh mic dung tich 100 ml, hoa tan trong isooctan (77),
pha lodng dén vach bang ciing dung mdi va lac déu. Bao
quan dung dich nay trong ta lanh. Khi dinh lwgng, hat
1,0 mi dung dich nay vao binh dinh m&c dung tich 50 ml,
bdc hoi dung mdi bang dong khi nitrogen, hoa tan cin va
pha lodng d6n thé tich véi ethyien ciorid (77)) va lac déu.
Dung dich thr: Can hodc hat chinh xac mét lvgng ché
pham tuong dwong véi khéng it hon!25 pg nhung thich
hop nhét 1a 250 pg ergocalciferol (10000 1U). Néu it hodc
khong cé vitarnin A ¢ mét trong ché pham, thém khoang
1,5 me Vitamin A acetat (tvong dwong véi 3000 1U) dé tao
cac dai thuc nghiém can thiét trong phan sic ky phia sau.
DaGi v6i vién nang hodc vién nén, dun hoi luu it nhat 10 vién
trong 10 ml nuéc trén cach thiy khodng 10 min, nghién
chét rén con lai bang diia thay tinh dau t va dun néng thém
5 min.

Thém mot thé tich dung dich kaii hvdroxid 50 % (77)
twong (hng véi 2,5 ml cho mdi g clia khéi lugng ché pham,
nhung téng thd tich khéng it hon 3,0 mi. Thém 10 ml dung
dich buh’lhydroxytoluen (77)) va 20 ml dung dich ethanoi
96 % (77). Bun hoi lvu manh trén cach thiy khoang
30 min. Lam mat va chuyén hén hop xa phong hda vao
mot binh gan, rira binh nén xa phong hoa 3 lan, mbi lan
10 ml nuéc va 3 lan, moi 1an 50 ml ether (TTi), gop dich
rira vao binh gan. Thém khoang 4 g natri Sulfat decahydrat
(77) vao binh gan va chiét bang cach Ic trong 2 min. Néu
hinh thanh nhii dich, chiét 3 lan moéi lan 25 ml ether (77)).
GOp dich chiét ether va rlra nhe nhang véi 50 ml nuéc.
Rira nhac lai nhigu Ian bang cach lac manh, méi lan véi
50 ml nwéc dén khi dich rira cudi cling khong ¢ mau héng
khi thém dung dich phenoiphthalein (CT). Chuyén dich
chiét ether da rra vao binh dinh mic dung tich 250 ml,
pha lodng dén the tich véi ether (77)) va lac déu. Chuyén
toan bd dung dich hodc 1dy mét thé tich chinh xac cd chira
khoang 250 pg ergocalciferol vao cdc cé md cao thanh
dung tich 400 m! c6 chira 5 g natri Sulfat khan (77). Khuay
trong 2 min, gan phan dung dich vao céc c6 mé dung tich
400 ml khac. Rira phan natri Sulfat con lai 3 Ian, mdi lan
25 ml ether (77)), gop dich rira Mao phan dung dich. Béc
hoi trén cach thay dén khi con khoang 30 ml, chuyén vao
mot binh cau bdc hoi day tron, nhé. Rira coc 3 1an mbi lan
10 ml ether (77)), gop dich rira vao binh cau. Bdc hoi bang
cit quay chan khong & nhiét do khong qua 40 °c hoac
bang dong khi nitrogcn & nhidt d phong de loai bd hoan
toan dung mdi. Hoa tan can trong mét lvong nho ether dau
hoa (IT), chuyén vao binh dinh mic dung tich 10 ml, pha
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loding dén thé tich v6i ether dau hoa (77), 1ac déu thu dwoc
dung dich th.

Cach tién hanh:

_ sac ky cot thir nhat; Ngay kill 2 ml isooctan (TT) tham
hét vao trong bé mat cla cot thir nhat, hat 2 ml dung dich
thr lcn bé mat c6t. Khi mat I16m cla dung dich thir di toi
bé mét cot, them 1an dau tién cta 3 1an thém, mdi 1an 2 ml
ether dau hoa (T1), mdi 1an thém tiép theo khi lan thém
trwéc tham hét vao trong cot. Tiép tuc thém ether dau hoa
(TT) nhigu lan, mdi lan 5 dén 10 ml t¢i khi thém dugc
100 ml. Neu can diéu chinh toc do dong tir 3 dén 6 ml/min,
bang tao mot ap sudt nhe nhang 1én dau cot sac ky.

B0 20 ml dich rira gidi dau tién va ldy dich con lai. Thinh
thoang, kiém tra cOt dudi anh sang tir ngoai trong sudt
qué trinh sdc ky va dirng dong chay khi phia trén clia dai
huynh quang tuong (ng véi vitamin A la khoang 5 mm tur
day cla cot. (Pén uv co blic xa yéu & viing 300 nm. can
st dung dén c6 khdu do hodc man hinh hep nham giam
lvgng birc xa t¢i mikc tdi thi€u dé phat hién vitamin A trén
c0t). Chuyén dich rira giai vao mot binh bdc hoi thich hop
va béc hoi dung I1idi ether dau hoa hoan toan trong chén
khong & nhiét do khéng quéa 40 °c hodc véi mét ludng
khi nitrogen & nhiét dé phong. Hoa tan can trong khoang
10 ml ether dau héa (TT)

- Séc ky cot tht hai: Chuyén dung dich ether dau hoa thu
duoc ¢ cot thir nhat 1én bé mdt cot thir hai. Rira binh boc
hoi v6i 10 ml ether dau héa (T7) chia thanh tirng phan
nho, thém tirng phan dich rlra vao cft thir hai va dé chay
qua c0t, bo dich rtra gidi. Khi con khoang 1 ml ether dau
héa phia trén bé mat c6t, thém 75 ml toluen (TT), rira giai
bang hat chan khong nhe nhang (khoang 125 mm thly
ngan), thu dwoc dich rira giai. Bay hoi toluen trong chan
khong & nhiét dé khdng qua 40 °c hodc véi mot dong khi
nitrogen ¢ nhiét dd phong.

Dung dich dinh lvong: Hoa tan cén thu dwoc & phan séc
ky' cot thi hai trong moét lugng nhé ethyien diciorid i'TTl)
chuyén vao binh dinh mtc dung tich 10 ml, pha lodng dén
vach v6i ethyien diciorid (11)) va lac déu thu dugc dung
dich dinh luvong,

Tao mau: Léy ba dng tao mau dudng kinh trong khoang
20 mm, déanh so thi ty 1, 2 va 3. Thém vao mdi ng 1 ml
dung dich thtr.

Céc dung dich "6ng T I Ong2 i Ong3
Dungdich_thtr iml Im [ 1ml
Dung dich chuan 1ml - i

. Ethylen clorid (TTj) ' - m1m I -
Hén hop anhvdrid acetic - |
ethvien clorid (1 : i). \ I 1ml
Thudc thtr tao mau '

(them nhanh vao mbéi on C 1mi ! 1ml | 1mi

tbt hon hét ia biny mot
pipet Iy donv. lac déu)
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Chinh xac 45 s sau khi thém thuéc thw tao mau, do do hap
thu cua ba dung dich (Phu luc 4.1) & budc séng 500 nm,
dung ethyien ciorid (TTi) l1am mau trdng. Tuong tu, 45 s
sau lan do thi nhét, ti€p tuc xac dinh do hdp thu cla dung
dich 2 va 3 & 550 nm trong cung diéu kién. Ky hiéu cac do
hap thu do duoc la AT@AS) A 50 AT0 va » I, trong do
s6 dugc viét Icn trén la s6 clia 6ng con so viét phia dudi 1a
bwéc séng do.
Tinh két qua:
Tinh ham lwgng (pg) cta vitamin D trong luvgng ché pham
bang cong thirc:

(Cs/CJIIfAVIAS)
Trong do:
c$ la ndng cua vitamin D trong dung dich chuan (lig/ml).
¢ la ndng dd cla mau thir (tinh theo g, vién nén, vién
nang...) trong méi ml ctia dung dich dinh lugng.
AUla gia tri ctia (AiQAidu) - 0,67(Ai00~ Ajuo) dugc xac
dinh tlr cic do hap thu do duoc cua dung dich dinh lugng.
As la gia tri cila A\GQAim duoc xac dinh Ir cac do hap thu
do dwoc ctia dung dich chuén.
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11.1 GIOI IHAN CHO PHEP VE THE TiCH CUA CAC
THUOC DANG LONG

Luong hoat chét c6 trong cac thude dang long lién quan
den thé tich clia chiing. Do thuc te sai so clia cac dung cu.
trang thiét bi va viéc thyc hién qui trinh san xudt ma moi
thudc dang 1dng dugc phép c6 mot khoang chenh léch nhat
dinh v& thé tich so vGi qui dinh ghi trén nhan. D6 la gidi
han cho phép vé thé tich.

Trir céc thudc c6 qui dinh dac biét, cac thude dang léng co
gidi han cho phép vé thé tich ghi trong Bang 11.1.

Bang ii.1 - Gi¢i han cho phép chénh léch (%) vé tho tich
cua céac thudc dang léng

. Thé tich ghi  !Gi@i han
Loai thudc A N B}
trén nhén cho phép
Thudc tiom don liéu:
- Do thé tich thudc tiing don; Moi thé tich ‘:( 10% |

vi ché pham i
- Trong tredng hop tién hanh Tong thé tich ghi !+ 15 %
do thé tich thudc tir nhiéu trén nhan cua cac |

don vi che phdm gbp lai voi dun vi ché pham

thudc tiém co thé tich < 2 m1 dem thir

Khéng
Thuc tiém da ligu Moi thé tich _fl,iﬁ'g;hio
|
trén nhan
Oi - 10%
Thudc tiém truyén 1T—?elnsgomrlnl + 50 ’
Khéng
_ Moithgticn ~ duoithe
o .. liéu tich ghi
:Thubc dang long dé trén nhén
*udng . “Toi 20 mi | 10%
|(Dung dich, Hon dich, Trén20ml dén  + 8%
INh{ dich, Ruou, Sird
thubc va Cao thud DPon 50 ml
udc va Cao thutc) lieu .Trén 50 ml den ,+ 0 %
" 150 ml
Trén 150 ml ‘w4 %
Thudc nhd mét, J_ﬁ]gin%é
Thudc nhd miii, _Moi the tich o .
~ s i Itich gbi
Thubc nho tai trén nhan
Khéng
Thudc ding ngoai Moi thé lich ggﬁ Igt::io
trén nhan
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Céc dang thudc khong thudc dang thudc tiém, thudc
tiém truyén

Ché pitdm da tiéu

L&y ngau nhién 5 don vi ché phdm (6ng, 10...). Xéac dinh
thé tich ting dem vi bang bom tiém chun hodc 6ng dong
chuan sach, khd, c6 do chinh xac pht hop. Thé tich moi
don M phai khong duégi thé tich ghi trén nhan. Ncu c6 mot
don vi khong dat phai tién hanh kiém tra lan th& hai giéng
nhw 1an dau. Ché pham dwt yéu cau néu trong lan thir nay
khéng cd don vi nao co thd tich duwdi thé tich ghi trén nhan.
Chépham don tiéu

Ldy ngau nhién 10 don vi ché pham. Xac dinh thé tich
trng don vi bang bom tiém chuén hodc 6ng dong chuén
sach, kho, c6 dd chinh xac pht hop. Thé tich méi don vi
phai nam trong khoang tir thd tich ghi trén nhdn dén gidi
han cho phép (Bang 11.1). Néu c6 mot don vi khong dat
phai lién hanh kiém tra Ian thi hai giong nhw 1an dau. Ché
phdm dat yéu cau néu trong lan thir ndy khong cé don vi
nao cé thé tich nam ngoai gigi han cho phép.

Cac dang thudc tiém, thudc tiém truyén

Thubc tiém don tiéu

Thudc tiém c6 thé tich 16n hon ho3c bang 10 ml: Ldy 1don
vi ché pham dé thi.

Thudc tiém co thé tich 16n hon 3 ml va nho hon 10 ml: Lay
3 don vi ché pham do thi.

Thuéc tiém cd thé tich nho hem hodc bang 3 ml: Lay 5 dem
vi ché pham dé thtr.

Thudc tiém dem do thé tich phai dé can bang véi nhiét do
phong va dugc phan tan dong nhét. Dung bom tiém kho,
sach, c6 dung tich khong I6n hon 3 lan so véi tho tich can
do, c6 gén kim tiém s6 21 (21 gauge) va dai khdng qué
2,5 em. Ly toan bd thudc cla tlrng 6ng vao bom ticm,
day hét khong khi trong bom tiém va kim tiém ra ngoai.
Chuyén lvgng thudc cé trong bom tiém (dé lai khong bom
hét lvong thube con trong kim) vao 6ng dong khd, sach, co
vach chia pht hgp va dwoc chuan héa, 6ng dong cé dung
tich sao cho the lich duwoc do chiém tdi thiéu 40 % thang
do clia 6ng dong. Ciing ¢6 thé xac dinh the tich (ml) thudc
tiém hang céach xac dinh khdi lvgng cla lvgng thudc trong
dng tiém (g) roi chia cho ty trong (g/ml) clia ché pham.
D4i véi thude tiém co thé tich nhé hon hodc bang 2 ml, ¢6
tho 1ay lwong thude tlr mot s6 lwong don vi ché pham vira
d0 va gop lai d6 c6 dugc thé tich dap ting cho phép do, st
dung cac bonn tiém kho, riéng biét cho moi 6ng. Doi voi
thudc tiém co tho lich lem hon hodc bang 10 ml, cd thé xac
dinh thé tich bang cach chuyén thang Urong thudc trong
don vi ché pham vao 6ng dong hoac céc da can bi.

Chéa pham dang hon dich hoc nhii twong phai dugc lac
deu trudc khi rat ra dé do thd tich hodc trwdc khi do ty
trong. Ché pham nhét hay & dang dau co thé lam am theo
huwdng dan st dung ghi trén nhén, néu can, va lac ky ngay
trwdc khi lay ra dé do. Do thé tich ché pham sau khi da dé
ngudi xudng 20 °C dén 25 °C.
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Néu tién hanh do thé tich trén tltng dem vi ché pham, tiié
tich trong mdi dem vi phai nam trong khoang ti thé tich ghi
trén nhan dén gidi han cho phép. Trong trwdng herp do indu
gop vGi thudc tiém cé thé tich < 2 mi, thé tich do dwoc phai
nam trong khoang tong thd tich ghi trén nhan clia cac dem
vi ché pham Idy dem do dén gidi han cho phép.

Thudc tiém da ligu

Dai v6i thude tiém da litu ma trén nhan cé ghi so lvgng
liu va thé tich cla tlng liéu, 1dy mot dom vi che pham,
tién hanh ldy ra tirng liéu nhu véi thudc tiém don liéu, sk
dung cac bom tiém riéng re. s6 tugng bom tiém eting cho
phép thlr tvong (ng voi sb liéu ghi trén nhan. Theé tich cla
moi lieu khdng nho hon thé tich don vi ligu ghi trén nhan.

Thudc tiém truyén

Ldy 1don vi ché phdm. Chuyén toan bd lvgng thubc cd
trong don vi ché pham vao mot ng dong khd, sach c6 do
chinh xac phu hgp va c6 dung tich sao cho thé tich dwgc
do chiém toi thiéu 40 % thang do clia 6ng dong. The tich
do dwoc phai nam troné khoane tir the tich ghi trén nhan
dén gidri han cho phép.

112 PHEP THU B 6 PONG BEU HAM LUQNG

Phép thir do dong déu ham lugng clia cac ché pham don ligu
dwafren co s¢ dinh lvgng ham lugng hoat chat cua tirng don
vi, d& xac dinh mdi ham lugng riéng Ié c6 nam trong gidi
han cho phép so véi ham luong trung binh hay khong.
Phép thir nay khong ap dung cho ché phdm da liéu, thudc
truyén tinh mach khong phan liéu, ché phdm chia vitamin,
nguyén t6 vi lugng va cac truong hop khac dugc phép
mién trir.

Trir khi ¢6 chi dan khac trong chuycn luan riéng, phcp
thtr do déng déu ham lwong dwoc tién hanh trén 10 don
vi riéng 18 1dy ngau nhién. Két qua duoc danh gia theo
phuong phap sau:

Phuong phap 1

Ap dung cho thuéc nang, thuéc hot khdng dung pha
tiém} thu6c com, thudc dan, thudc tring

Ché pham dat yéu cau phép thtt, néu cé khong qua mot
don vi ¢6 ham lvong ndm ngoai gidi han tir 85 % dén
115 % va khong c6 don vi nao c6 ham luong ndm ngoai
gi¢i han tlr 75 % dén 125 % cla ham lwemg trung binh.
Ché pham khong dat yéu cau phép thlr, néu c6 qua ba don
vi c6 ham lwgng ndm ngoai gigi han tir 85 % dén 115 %,
hodc c6 mot hay nhiéu don vi c6 ham lugng ndm ngoai
gi6i han tir 75 % den 125 % clia ham humg trung binh.
Néu hai hodc ba don vi c6 ham lwgng nam ngoai gi¢i han
tr 85 % dén 115 %, nhwng & troné gidi han tir 75 % dén
125 % cla ham luwgng trung binh, thit lai trén 20 don vi
khac lay ngau nhién. Ché pham dat yéu cau phép thir, néu
¢6 khong qué ba trong tong s6 30 don vi dem thlr c6 ham
lvemg ndm ngoai gidi han tir 85 % den 115% va khong co

PHU LUC 11

don vi nao ¢ ham luvgng nam ngoai gi¢i han tlr 75 % dén
125 % cuia ham lwong trung binh.

Phuong phép 2

Ap dung cho thuéc vién nén, thudc botpha tiém, hon
dich dé tiém

Ché pham dat yéu cau plicp thir, néu ham lwvong cua ling
don vi ndm trong gi¢i han tir 85 % dén 115 % cla ham
lvgng trung binh.

Ché pham khong dat yéu cau phép thir, néu c6 qua mot
dem vi c6 ham Ilueyng ndm ngoai gidi han tir 85 % den
115 %, hodc cd mot den! vi c6 ham lwgng nam ngoai giGi
han tlr 75 % dén 125 % cla ham lwgng trung binh.

Ncu c6 mdt don vi ¢c6 ham lvong ndm ngoai giGi han tir
85 % dén 115 % cla ham lueyng trung binh, thir lai trén 20
don vi khéac 18y ngau nhién. Ché phdm dat yéu cau phép
thr, néu c6 khéng qua mot trong tong s6 30 don vi dem
thir c6 ham lugng ndm ngoai gidi han tr 85 % dén 1)5%
va khétig cé don vi nao ¢ ham lwgng nam ngoai gidi han
tlr 75 % den 125 % cla ham iwemg trung binh.

Phuwoiig phap 3

Ap dung cho thuéc dan (hap thu qua da)

Ché pham dat yéu cau phép thlr, néu ham lwgng trung binh
clia 10 don vi ndm trong gidi hap tr 90 % dén 110 % ham
lvgng ghi trén nhdn va ham lugng cla tirng don vi phai
nam trong gi6i han tir 75 % dén 125 % cla ham luong
trung binh,

11.3 PHEP THU o PONG PEU KHOI LUONG

Phép thtr do dong déu khdi lwgne ding dé xac dinh do
ddng déu phan liéu cta ché pham, khi khong co6 yéu cau
thtr do dong déu ham lwgng. Tién hanh theo phuwong
phéap sau:

Phuong phép 1

Ap dung cho thubc vién nén, thubc dan, thudc trieng,
thuéc dan

Can riéng biét 20 don vi 14y ngau nhién, tinh khéi lugng
trung binh. Khéng dugc ¢é qua hai don vi c6 khéi lugng
nam ngoai gi¢i han chcnh léch so veri khéi luwgng trung
binh quy dinh trong Bang 11.3.1 va khong duoc cé dem vi
nao c6 khéi hryng vuot gap doi gidi han do.

Phwong phap 2

Ap dung cho thudc nang, thudc hot (don liu), thuéc cém
(khdng hao. clon ligu)

Can khoi lugng ctia mot liane hay mot géi (thudc bot,
thudc com). V6i vién nang clrng, thao roi hai nira vo nang,
dung bdng lau sach vé va can khoi lugng cta vo. V6i vién
nang modm, cit md nang, bop hét thueic ra. dung cther hoc
dung moi hitu co thich hop rira vé nang, dé khé tw nhién
cho den khi hét mui dung mdi, can khdi luong cla vé
nang. V6i gen, cat mé goi, lav hot thude ra, ding bdng lau
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Bang il.3.7 - Bang quy dinh dd déng déu khdi lvong cho ché pham dom ligu

Dang hao ché

Khoi lugng trung binh (KLTB)

% chénh léch s

1Vién nén Nh() hon hodc bé\ng 8,0 me, 10
Vién bao phim L(zn homv80 rpg va nho hon 250 mg 75
Bang hoac 16n hon 250 mg ) 5
1Thuéc nang; Thudc bot (don lidu); Thubc i Nho hon 300 mg ] 10
com (khdng bao, don ligu) Bang hoac 16n hom 300 mg 75
| Thudc bot dé pha tiém* (don liéu) Lén hom 40 mg 10
!'Vién nén bao dudng Tat ca cac loai 10
1Thuéc dan i
Thudc tring : Tat ca céc loai 5
Cao dan

' D6i voi thude bot dé pha tiém, khi khdi lwgng trung binh
déu khéi lvgng, nhung phai thir d6 dong déu ham lugng.

sach b6t thudc bam & mat trong, can khoi lugng vo goi.
Khdi lvgng thude trong nang hay géi la hiéu so gitta khéi
lvgng nang thudc hay goi va khoi lvong vo nang hay vo
gdi. Tien hanh twong ty véi 19 don vi khac lay ngau nhién.
Tinh khdi lvgng trung binh cla thudc trong nang hay goi.
Két qua dwoc danh gia dwa vao Bang 11.3.1 gidng nhu
Phwong phép 1

Phwong phap 3

Ap dung cho thuéc bot dé pha tiém.

Loai bo hét nhan, rira sach va lam kho bén ngoai. Loai bo
hét cac ndt néu co, can ngay khdi lwong ca vé va thudc.
Lay hét thubc ra, dung bong lau sach, néu can r&ra véi
nwdc, sau do voi ethanol 96 % (TT). sdy & 100 °c dén
105 °c trong 1h. Néu vo khong chiu dugc nhiét do nay,
lam kho o nhiét do thich hop toi khéi lwvgng khéng doi, dé
ngudi trong binh hit 4m va can. Hiéu sb gitra hai lan can
la khéi lvong cla thude. Tién hanh twong ty véi 19 don
vi khac Idy ngau nhicn. Tinh khdi lvong trung binh cla
thudc. Kot qua dugc danh gia dya vao Bang 11.3.1 gidng
nhu Phuemg phép L

Phuong phéap 4

Ap dung cho thudc bot (da ligu), thuéc com (da lieu), thudc
m@, cao xoa, cao ddng vat.

Can khoi lvgng clia mot don vi déng géi nhé nhat. Mé do
chtra (g6i, hop, 10...), ldy hét thudc ra, cit mé do chira néu
can dé dé dang dung bong lau sach thudc bam & mét trong,
can khoi lvong cta do chira. Hiéu sO gilta hai lan can la
khéi lugng clia thudc. Tién hanh twong ty véi bon don vi
khac lay ngau nhién. Tét ca cac don vi phai c¢6 khdi lugng
nam trong gidi han chénh léch so véi khéi luong ghi trén
nhén quy dinh trong Bang 11.3.2. Neu c6 mdt don vi c6
khéi lugng ndm ngoai gidi han do, tién hanh thir lai véi
nam don vi khéac ldy ngau nhién. Khone duoc ¢ qua mot
don vi trong tdng s6 70 don vi dem thir c6 khéi luong ndm
ngoai gidi han qui dinh.
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bang hay nhd hom 40 me, ché pham khong phai thir d6 dong

Bang 11.3.2 - Bang quy dinh dd ddng déu khdi lugng cho
che phatn da liéu

Dang Khoi lwvomg ghi trén nhén % chénh léch
bao che (KLN) so v6i KLN
. INhé hon hodc bang 0,50 ¢ 10
Thubc ) Ly
bt Ian hon 0,50 g fol bz:mg 150 g 7
(da I.iéu) Lén hon 1,50 g va bang 6,00 g 5
L&n hon 6,00 g 3
Thuéc
' cdm  ITAt ca céc loai '
i (da liéu)
!k:r:u?r:@ Nh6 hom hoac bérjg }0,0 g E
ot o, - EOt NN 100 g va biéing 200 g | .
T " IL&n hon 20,0 g va bang 50,0 g |
% 6n hem 50,0 >
! Cao xoa
Cao Nho hon ho&c béng 100,0 g 5
R . Lénhon 100,0 g va bang 200,09 | 3
| dong vat 7

:L6én hon 200,0 g

114 PHEPTHU & HOA TAN CUA DANG THUOC
RAN PHAN LIEU

Phép thr nay nham xac dinh sy pht hop clia ché phdm doi
VOi yéu’céu qui dinh vé dd hoa tan dugc chét clia cac dang
thudc ran phan liéu dung dwéng udng. Trong chuyén luan,
mot don vi dugc hiéu la 1 vién nén, 1nang hodc 1 lvgng
ché pham duwoc chi rd.

Thiét bi

Thiét bi kién gid quay (Thiét bi kiéu 1)

Hé théne thiét bi nay bao gdm nhitng bd phéan sau:

M0t binh hinh tai dung tich 1 L c6 day hinh bln cau bang

thay tinh hodc bang vat liéu tro v§1 trong sudt khac, miéng
Vvién rone c6 nap dav voi nhung 16 thich hgp (66 cam nhiét
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ké ) Chiéu cao cla binh tr 160 mm dén 210 mm, dudng
kiah trong t&r 98 mm dén 106 mm. Vat liéu ché tao bitih
phai khong hap phu, khéng phan (ng hodc twong tac voi
mau thir;

M0t truc quay va mot gié hinh try nhu mé ta & Hinh 11.4.1
Cac b0 phan truc va gié quay cla lIhiét bi dwgc ché tao
bang thcp khéng gi (SUS316) hodc bang mét vat liéu tro
khéc. Gio quay c6 thé dwgc ma mot 16p vang day khoang
25 pm. Bon vi dugc dat trong gid khd khi bat dau moi
phép thr. Khodng céch gilra day binh va day cla gié lubn
lubn gilr trong khodng (25 * 2) mm subt qua trinh th.
Truc quav dugc dinh vi sao cho truc clia né khong bi léch
QU4 2 mm so V6i truc xuyén ham thdng ding cla binh & bat
ky diém nao;

M6t dong co c6 bd phan diéu toc dé duy tri toc do quay
trong dung sai i 4 % cla téc do qui dinh. Bong co dwoc
két ndi voi mot truc quay va khi van hanh thi quay nhe
nhang, khéng tao nén séng nuéc anh hudng téi két qua;
Binh dwgc ngdm chim mot phan trons mot bé cach thay
c6 kich thudc phi hop hodc cd thé dugc diéu nhiét bang
thiét bi thich hgp khac nhw 4o nwéc. Be céach thiy hay 4o
nwéc cho phép duy tri nhiét do bén trong binh mdi trvdng
hoa tan & (37 = 0,5) °c trong qua trinh thr cling nhu git
cho méi tnrong trong binh chuyén dong on dinh va nhe
nhang. Bat ky b6 phan nao cua thiét bi, bao gdbm ca ban thi
nghiém hay noi dat thiét bi, déu khong dwoc cé rung dong,
l&c lv dang ké&; chdp nhan nhitng lay dong rat nhe gay ra
bdi bd phan khuady quay. Thiét bi dwoc ché tao sao cho co
thé quan sat dé dang mau thir va bd phan quav trong khi
van hanh.

Thiét bi kiéu canh khudy (Thiét bi kiéu 2)

Thiét bi kieu canh khuav giong nhu thiét bi kiéu 1 ngoai
trlr c6 dime mot bo phan khudv, bao gdm mét canh khudy
va mot truc mang né. Truc quay dugc dinh vi sao cho truc
cla né khong bi léch qua 2 mm so véi truc xuyén tam
thang ding clia binh & bat ky diém nao. Truc nay quay
nhe nhang, khong tao nén séng nwdc anh hwong toi két
qua. Buong thang ding xuycn tam cla canh khudy cling di
qua truc clia truc quay va lap sao cho day cla canh khudy
ngang bang v6i day cua truc. Canh khuay dugc mo ta trén
Hinh 11.4.2. Khoang céch gilta day canh khudy va day
binh ludn dwgc duv tri @ 25 mm + 2 mm trong qué trinh
van hanh phép thlr. Truc quay va canh khudy duoc lam
bing kim loai hay vat liéu tro thich hop, duoc gan két
thanh mot khoi chac chan. Mot kiéu thiét k& khac gom 2
phan théo 1ap dugc cling c6 thé dwoc sir dung mién 1a 2
phan nay gan két chic chan trong qua trinh van hanh. Canh
khuay va truc quay co thé dwoc phi mét 16p ma thich hop
dé ddm bao bé mat hoan toan trw. Bon vi thir thuong duoc
dit xudng day binh tredc khi bat dau cho canh khudy quay.
C6 thé dung bd phan uilr mau thtr, 1am béng vat liéu tro,
duoc mo ta trén Hinh 11.4.2a, dé gitr cho mau thir khéng
hi n6i 1én. Nhirng bd phan gilr mau thir kiéu khac cing
c6 thé si dung mién la duoc tham dinh dat yéu cau. Néu
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trong chuyén luan c6 chi dinh dung bd phan giir mau thi
va khong c6 qui dinh khac, thi dung ho phan gilr mau thi
nhu trong Hinh 71,4.2a.

6,3 dén 6,5
hoéac 9,4 dén 10,1

L6 théng khi
2,0+0,5

Cap gitt c6 3 méc
cach déu nhau

Khoéng théng
20,2+ 1,0

1. Luéi c6 mép duoc I’m dudong kinh soi lwdi tir 0.25 dén 0,31 mm
Do rong mat ludi tr 0,36 - 0,44 mm

2. Khi 1ap gio quay vao truc quay va van hanh thi dé 1énh to! da tai "A"
la 1,0 mm

Hinh i7.4.1 - Thiét bi thir do hoa tan kicu gio quay (kiéu 1)
(Kich thudc tinh bang mm)
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35,8

Luu y:
1. Kich thuéc A va B khong thay doi qua 0,5 mm khi quay
2. Dung sai +1,0 mm trir khi cd quy dinh khéac

Hinh 1i.4.2 - Thiét bi thir d6 hoa tan kiéu canh khuav (kiéu 2)
(Kich thum: tinh bang mm)
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B: B6 phan d& bang sei chlU acid

Hinh 71.4.20 - M6t kiéu bd phan gitr mau thi
(Kich thudc tinh bang mmi

Thiét bi ki€u bubng dong chay (Thiét bi kiéu 3)

Thiét bi nay bao gdm 1 binh chla va 1 bom dé bom moi
truong hoa tan; i budng cho méi trvdng hoa tan chdy qua; 1
bé cach thly do duy tri mdi truong hoa tan & (37 £ 0,5) °c.
Dung budng dong chay co kich ¢& nhw qui dinh trong chuyén
luén riéng.

Bom day mdi tnrong hoa tan di 1én qua budng dong chay.
Strc ddy ctia bom & trong khoang tir 4 dén 16 ml/min voi
cac toc do dong ticu chuan la 4, 8 va 16 ml/min. N6 phai
chuyén tai dugc mot dong chdy hang dinh (dao dong
+ 5 9% tdc dé dong qui dinh); gian d6 dong phai ¢ dang
hinh sin véi tan s6 xung la (120 + 10) xungpht. Loai bom
dugc khir xung cling co thé dugc dung. Qui trinh thir do
hoa tan dung budng dong chay dwgc qui dinh thdng s6 dac
treng vé toc do dong va tan sd xung néu co.

Budng dong chay (xem Hinh 11.4.3 va 11.4.4) duoc ché
tao bang vat liéu tro, trong sudt, 1&p dit thing ding voi
hé théng loc (dwoc qui dinh trong chuyén luan riéng) c6
kha nang ngan nglra nhitng ti€u phan khéng hoa tan thoét
ra tlr mat trén clia budng; dudng kinh budng tiéu chuén la
2 mm va 22,6 min; phan hinh nén ngwgc phia dwéi thwong
chtra day nhung hat bi thay tinh nho c6 dwong kinh 1 mm,
trong d6 c6 1 hat dudng kinh 5 mm dugc dinh vi ¢ day dé
ngan chét 1dng di vao 6ng; mot bd phan gitr mau thir (xem
Hinh 11.4.3 va 1i.4.4) duoc ding dé dinii vi cac dang phan
liéu déc biét. Bubng dwoc nhlng chim trong b cach thly,
va dugc On nhiét & (37 + 0,5) °c.

Thiét bi c6 2 vong khuyén dé cap gitr budng dong chay voi
toan hé thong, Bom dwoc dat tach riéng khéi bd phan hoa
tan dé gilr cho bd phan nay khoi rung do bom chay. Vi tri cua
bom khéng nén & mirc cao hon binh chtra méi truong hoa
tan. Céc doan dng ndi phai cang ngan cang t6t. Dung loai
ong bang vét liéu tro thich hgp nhu poiytctrailuoroethylcn,
c6 duong kinh trong khodng 1,6 rnm va céc dau néi duoc
vién nhan.

Banh gia tinh phu hgp cla thiét bi

Viéc xac dinh tinh pha hop cda hé thong thiét bi thir do
hoa Uin phai bao gobm dap Gng yéu edu vé kich thuéc va
khodng sai s6 dugc néu ¢ tron. Nhitng thong so quan trong
nhat clia phép thé nhw nhiét do va thé tich mdi truong

mu tuc )

hoa tan, toc do quay (Phuong phap gid quay va Phwong
phap canh khudy) hay toc dd dong ctia méi trwong hoa tan
(Phuong phcap budng dong chay) can phai theo ddi dinh
ky trong qua trinh thi.

Can phai dinli ky hiéu chuan thiét bi thir d6 hoa tan.

Ién (phia trén), bo phan gitt mau thr (phia dué6i)
(‘Kich thirtic tinh batiTl mm)
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Hinh ii.4.4 - Thiét bi thir d6 hoa tan kiéu 3, loai bubng
nho (phia trén), bo phan gilt mau thir (phia dwoi)
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(Kich thudc tinh bang min)
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Phuong phap tién hanh

« Phuongphép gié quay hodcphuongphap canh khuav
Dana tintdc gidi phong tic thoi

Céch tién hanh: Cho mét thd tich xac dinh méi trudng hoa
tan (1 1%) vao trong binh hoa tan, I&p ghép thiét bi, can
bang nhiét dd moéi trwong hoa tan ¢ (37 = 0,5) °c roi ldy
nhiét ké ra. Cho 1don vi vao thiét bi, chi y loai bot khi
khoi bé mat clia mau thir. Cho van hanh thiét bi ngay & téc
dd dugc qui dinh. Trong khoang thoi gian qui dinh, hay ¢
moi thoi diérn qui dinh, lay mot phan mau méi truong hoa
tan ¢ vung gidia bé mat méi truong hoa tan va mat trén cla
gio quay hay mat trén clia canh khudy, cach thanh binh it
nhat 10 mtn @@ thir. Neu phép thir qui dinh phai 18y mau
nhiéu lan, can cap bt mat thé tich moi truong hoa tan moi ¢
37 °c bang thé tich dich mau thir da lay di, hodc néu khéng
can thiét phai cdp bd méi truong hoa tan thi tién hanh hiéu
chinh s thav d6i thé tich trong tinh toan két qua. Day nap
binh hoa tan trong sudt qua trinh thlr va kiém tra nhiét do
clia mdi trwong hoa tan ¢ cac thoi diém thich haop.

Mau thtr duoc loc ngay sau khi lay tri khi dad chirng minh
dugc viéc loc dich thir ia khdng can thiét, can dung mang
loc tro, khong hdp phu dugc chat hodc khéng chita nhitng
chat bi chiét ra gay tré ngai cho viéc phan tich. Tién hanh
xac dinh lwong duoc chat dugc hoa tan theo phrong phap
qui dinh. Lap lai phép thtr véi nhitng don vi thir khac.
Néu dung thiét bi tw dong lay mau hoac thiét bi c6 thay
d6i khac thi can phai ching to rang thiét bi nay cho két
qua twong duong vai két qua thu dwoc tir thiét bi chuan da
dugc mo ta trén day.

M0i tredng hoa tan; S dung mot loai moi truong hoa tan
thich hop. Dong, do thé tich mdi trudng qui dinh trong
diéu kién nhiét do tr 20 °c dén 25 °c. Néu mdi tnrong
héa lan la m6t dung dich dém, can diéu chinh pH sao cho &
trong khoang pTl qui dinh + 0,05 don vi. Cac chat khi hoa
tan co thé tao thanh bot khi 1am thay doi két qua phép thir.
D06 tranh anh huong nay, can loai khi trude khi stv dung.
Thoi gian: Néu qui dinh mot thoi diém ldy mau kiém tra,
phép thir c6 thé két thuc trong khoang thdi gian ngan hon
néu lvong dugc chat hoa tan t6i thiéu da dwoc dap Gng.
Mau thr dugc 1dv ra chi & nhiing thoi diém qui dinh, thoi
diém 18y mau duoc phép sai s6 + 2 %.

Dang thudc giai phong keo dai

Cach tién hanh: Tién hanh nhy mo ta trong muc Dang
thudc gidi phéng tic thoi.

Moi trieong hoa tan: Tién hanh nhy mé ta trong muc Dang
thudc gidi phéng tic thoi.

Thoi gian: Thwong cd 3 thoi diém lay méau kicm tra, dugc
biéu thi bang gio.

Dung thuéc gidi phéng mudn

Cach tién hanh: Theo phuong phap A hodc phwong phap
B duai day.

- Phuune phap A

Giai doan acid: Cho 750 ml dung dich acid hydrocioric 0.i M
vao binh hoa tan, lap rap thiét bi. én dinh nhiét d6 moi
treong hoa tan ¢ (37 10,5) °c. Cho 1dim vi vao binh, day
nap binh r6i van hanh thiét bi véi van toc dugc qui dinh
trong chuyén luan riéng. Sau 2 h van hanh & moi trwong
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dung dich acid hydrocioric o, | hiy 1dy mot mot phan moi
trwong hoa tan dé thr rdi ti€n hanh ngay Giai doan dérn
ti€p theo. Xac dinh lwgng dugc chat dugce hoa tan bang
phuong phap thich hop.

Giai doan dém: can hoan thanh viéc thém dung dich dém
va diéu chinh pH trong thoi gian khéng qua 5 min. Trong
khi thiét bi van dang van hanh o van téc qui dinh, thém vao
binh hoa tan 250 ml dung dich trinatriphosphat 0,20 M d&
dugc 6n nhiét & (37 1.0,5) °c. Diéu chinh pli mdi trrong
hoa tan dén 6,8 + 0,05 neu can thiét, bang acid hydrocloric
2 M (TT) hoac bang dung dich natri hvdroxyd 2 M (Ti").
Tiép tuc van hanh thiét bi 45 min nita hodc mét khoang
thoi gian theo quy dinh. Het thoi gian nay, ldy mét phan
moi trvong hoa tan dé xéac dinh lwong duoc chai duoc hoa
tan bang phuong phap thich hop.

- Phwong phéap B

Giai doan acid: Cho 1000 ml dung dich acid hvdrocioric.
0,1 \i vao binh hoa tan, lap rap thiét bi. On dinh nhiét
dd méi truong hoa tan & (37 = 0,5) °c. Cho 1don vi vao
binh, day n&p binh rdi van hanh thiét bi véi van téc dugc
qui dinh wong chuyén luén riéng. Sau 2 h van hanh & moi
truong dung dich acid hydrocioric 0,i M, ldy mot phan
moi trwong hoa tan dé thi rdi tién hanh ngay Giai doan
dém tiép theo. Xéc dinh lvgng duoc chét hoa tan bang
phuong phap thich hop.

Giai doan dém: Dung m6i truvdng la dung dich dém da dwoc
on nhiét trwéc & 37 GC + 0,5 °c. Rt hét dung dich acid
tlr binh hoa tan di roi thém 1000 ml dém phosphatpii 6,8
dwoc pha bang cach tron déu dung dich acid hydrocioric
0,1 M vo6i dung dich trinatri phosphat 0,20 M theo ti &
3: 1vadiéu chinh pll méi trvong hoa tan dén 6,8 + 0,05
néu can thiét, bang dung dich acid hydroc.ioric 2 M (TI)
hodc bang dung dich natri hvdroxyd2 M (T1). Ciing c6 thé
thuc hién viéc nay bang cach nhac binh chia acid ra khoi
may, thay bang mét binh hoa tan khac chira dung dich dém
rdi chuyén don vi th®* tir binh chira acid sang binh dung
dich dém. Tiép tuc van hanh thiét bi 45 min ni*ta hodc mot
khoang thoi gian theo qui dinh. Hét thoi gian nay, lay mot
lvgng moi treong hoa tan dé xéac dinh lvong duogc chét hoa
tan theo phwong phéap thich hop.

Mbi trvong hoa tan: Tién hanh loai khi nhv md ta trong
muc Dang thudc giai phéng tirc thoi.

Thoi gian: Cac thoi diém lav mau dwoc phép sai s6 w2 %,
trir khi c6 qui dinh khac.
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b. Phwong phap budng dong chay

Dang thu6c gidi phéng tic thoi

Céch tién hanh: Cho céc vién bi thdy tinh vao budng thlr
nhu chi dan trong chuyén luén riéng. Dat 1don vi lén trén
I6p vicn bi, hodc néu co chi dan trong chuyén lun riéng
thi don vi thir dvroc dat trén bd phan gitr mau. L&p dau
phéu loc va c0 dinh céac bd phan cla thiét bi véi nhau bang
kep gilt thich hgp. Bom méi trwdng hoa tan da duoc lam
dm den (37 £0,5) °c di qua ddy cla bubng dé c6 duoc
toc dd dong theo quy dinh va duoc do véi dd chinh xac
5 %. Thu cac phan dich hoa tan tai mdi thoi diém qui dinh.
Tién hanh dinh lugng nhw huéng dan. Lap lai phep thi véi
nhirng don vi khac.

Mdi truedng hoa tan: Tién hanh nhw chi dan trong muc
Dang thudc gidi phong tic Ihoi clia Phuong phap gio quav
va Phurong phap canh khudy.

Thoi gian: Tién hanh nhw chi dan trong muc Dang thuoc
giai phéng tirc thoi clia Phuong phap gid quay va Phuolig
phap canh khudy.

Dang thudc gicii phéng kéo dai

Céch tién hanh: Tién hanh nhv mé t trong muc Dang thudc
gidi phong ttic thoi cta Phrong phap budng dong chay.
Méi trwdng hoa tan: Tién hanh nhw mé t& trong muc Dang
thudc gidi phéng tlre thoi clia Phirong phap budng dong chay.
Thoi gian: Thuong c6 3 thoi diém 1y mau, duoc biéu thi
bang gio.

Dang thuéc gidi phdng mudn

Céch tién hanh: Tién hanh nhv mé ta trong muc Dang thu6c
gidi phong tuc thoi ctiia Phrong phap budng dong chay.
Mbi treong héa tan: Tién hanh nhu mé ta trong muc Dang
thudc gidi phong tire thoi clia Phuong phap budng dong chay.
Thoi gian: Cac thoi diém lay mau dugc phép sai s6 + 2 %,
trir khi ¢6 qui dinh khéac.

banh gia két qua

a. Dang thudc gidiphong trc thoi

Néu khong cé chi dan gi khac, mau thir dat tiéu chuan khi
lwvgng duge chat hoa tan tir cAc don vi dem thir dap (rng
yéu cau ghi trong Bang 11.4.1. Phép Ihtr phai trdi qua buwoc
tiép theo néu két qua khong dat & budc truéce do.

Gia tri Q, 1a lvong dugc chédt hoa tan theo qui dinh, duoc
biéu thi bang phan trdm so voi lvgng ghi trén nhan; cac gia
tri 5 %, 15 % va 25 % clng la phan tram cua lugng dugc
chat ghi trén nhan.

Bang 11.4.1 - Ticu chuén chap nhan khi thir d6 hoa tan ddi véi dang thudc giai phdng tlc thoi

Tiéu chuén chadp nhan

Luong duoc chat hoa tan tir mdi don vi khdng thap hon Q 41 5%

Lwong dugc chat hoa tan tmng binh cla 12 don vi thr (Si 157) bang hodc 1én hon Q va
khong c6 vién nao c6 lvong dugce chat hoa tan thdp hon Q- 15 %

Luong dwoc chat hoa tan trung binh ctia 24 don vi thi (Sj \

4 Sj) bang hoac I6n hon o,

khong qua 2 don vi cd hryng dugc chat hoa tan thdp hon Q 15 % va khéng ¢ dem vi nao

Budc sO don vi thi
s1 6
s2 6
s3 12

¢6 lugng duoc chat hoa tan thdp hon 0 - 25 %
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h. Dong thudc gidi phéng kéo dai

Néu khong co chi dan gi khac, mau thir dat liéu chudn khi lirgp ' dwoc chat hoa tan tir cac don vi dem thir dap imc veu
cau ghi trong Bang 11.4.2. Phép th(r phai trai qua budc ti€p theo néu két qua khong dat ¢ budc trwde do. Gigi han lvgng
duoc chat hoa tan & tirng thoi diém duoc biéu thi bdng phan trdm so véi lugng ghi trén nhan. Céc gidi han nay gan vot
mdi gia tri Q,, 1a lugng dwoc chdt duoc hoa tan & mbi mot khoang thoi fiian nhét dinh. Cac gia tri 10 %, 20 % ghi trong
Bang 11.4.2 cling ia ham lugng phén trdm cla lwgng dugc chat ghi tren nhan. Ncu cé qui dinh tlr 2 khoang thoi gian hav
nhiéu hon, tiéu chudn chap nhan dwoc dp dung cho tirng khoang thoi gian.

Bang il.4.2 - Tiéu chuén chap nhan khi thir do hoa lan doi v&i dang thudc giai phong kéo dai

Budc s6 don vi thir Tiéu chuén chap nhan
IKhéng ¢6 don vi ndo c6 luonc dugc chat hoa tan ndm neoai méi mdt trong cac khoang qui |
L, 6 dinh va khéng c6 don M nao cé lvong dugce chét hoa tan thap hon Iwgng dwoc chét hoa tan qui

.dinh tai thoi diém thir cudi cling.
Luong duoc chat hoa tan trung binh clia 12 don vi (Lt + Li) phai nam trong moi khoang qui 1
dinh tuong (ng va khéng duoc thip hem luong dwoc chat hoa tan qui dinh ¢ thoi diém thir cudi
L2 6 cting; khong c6 don vi ndo cé lwgng duoc chét hoa tan vuot ra ngoai qua 10 % & moi khoang!
qui dinh twong tng; khdng c6 don vi nao ¢6 luvong dwoc Chat hoa tan thap hon qua 10 % lwong 1
duoc chat hoa tan qui dinh tai thoi diém thir cudi cling.
Luong duoc chét hoa tan trung binh cua 24 don vi (L) + L2+ Lj) phai nam trong moi khoang1
Iqui dinh trong (ng va khong duoc thap hon luong dwoc chat hoa tan qui dinh & thoi didin |
cudi cuing; khdng qua 2 trong 24 don vi c6 luvong dwoc chét hoa tan vugt ra ngodi qua 10% & 1
imdi khoang qui dinh twong tng; khdng qua 2 trong 24 don vi c6 lvgng dwgc chat hoa tan thap
13 12 thon quéa 10 % lvong dwoc chét hoa tan qui dinh tai thoi diém thir cui ciing; khdng cé mot don
i Vi ndo c6 lwong duoc chat hoa tan vt ra ngoai qua 20 & mdi khoang qui dinh twong tng va |
thap hem quéa 20 % lugng duge chét hoa tan qui dinh tai thoi diém thlr cudi cling.
c. Dang thu6c gidiphéng muon
Giai doan acid: Néu khong c6 chi dan gi khac trong chuyén luan riéng, mau thir dat yéu cau & giai doan nay néu lvgng
dugc chét hda tan tinh bang phan tram so vé6i lwong ghi trén nhan cla cac don vi dwoc thir dap (ing yéu cau ghi trong
Bang 11.4.3. Phép thir phai trai qua buéc tiép theo néu két qua khdng dat & budc trudc do.

Bang ii.4.3 - Tiéu chuén chdp nhan khi thir d6 hoa tan ddi véi dang thuéc giai phdng mudn

Budc S6 don vi thtr Tiéu chuan chap nhéan
Al 6 IKhéng c6 don vi nao co luvgng duoc chét hoa tan qua 10 %
a? 6 Luwong dugc chat hoa tan trung binh cta 12 dem vi thir (A + A2 khong I6n hem 10 % va
1 khong c6 vién nao c6 lvong duwoc chét hoa tan qua 25 % 1
12 Luwong dugc chét hoa tan trung binh ctia 24 don vi thir (A| + A2+ A}) khdng 16n hem 10 %, |

khéng c6 don vi nao ¢d lvgng dwoc chét hoa tan qua 25 %

Giai doan dém: Néu khong c6 chi dan gi khéac trong chuyén luan riéng, mau thir dat yéu cau khi luong dwoc chét hoa
tan tlr cac don vi dap ng yéu cau ghi trong Bang 1].4.4. Phcp thir phai trdi qua buwdc tiép theo néu két qua khong dat ¢
buéc trwéc do. Gia tri Q trong Bang 11.4.4 la 75 % lwong dugc chat ghi trén nhan dugc hoa tan, trir khi c6 qui dinh khac
trong chuyén luan riéng. Tri gia cla Q la tong lwvong dugc chat dwoc hoa tan, biéu thi bang phéan tram, cua ca hai giai
doan acid va dom. Cac gia tri 5 %, 15 % va 25 % trong Bang 11.4.4 cung la phan trdm cla luvgng dugc chat ghi trén nhan.

Blng 1i.4.4 - Tiéu chuan chap nhan khi thir do hoa tan doi v&i dang thudc giai phdng mugn

Budc S6 dom vi thir Tiéuchudn chip nhan i
B[ 6 1Khong o6 don vi nao co luong dugc chét hoa tan thap hon Q +5%
B2 ! 6 Luong dwoc chéat hoa tan trung binh clia 12 don vi thir (B) + B2 bang hodc I6n hon o val

khong c6 vién nao co lvgng dugce chat hoa tan thdp hon Q - 15 %

Luong dwgc chat hoa tan trung binh clia 24 don vi thir (B| + B2+ Bi) bang hoac 1én hon Q,
B3 12 khong qua 2 don vi ¢ lugng dugc chét hoa tan thdp hon Q - 15 %, va khong ¢d don vi nao;

c6 krone duwoc chat hoa tan thip hon Q - 25 %
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Mot s6 quy dinh déi voi phép thir d6 hoa tan cla vién
nén va nang

D06i v6i vién nén hodc nang gidi phdng trc thoi, néu khong
€6 quy dinh trong chuyén luan riéng thi thei gian thir la
45 min. Lav 6 don vi thir, lugng dwgc chét hoa tan tlr moi
dwn vi so véi hrong ghi trén nhan khong duwoc thdp hom
70 %. Néu c6 1don vi khéng dat yéu cau thi 1ap lai phép
thr va&i 6 don vi khac, 1an nay ca 6 don vi déu phai dat.
Khi ¢é quy dinh cho hai don vi thir hodc nhiéu hon vao
mot binh thl, cung tién hanh thi sau lan nhw vay. Trong
moi 1an thir, néu khdng cé chi dan khac trong chuyén luan
riéng, lwong duoc chat dugc hoa tan tinh theo mdi don vi
khéng duoc it hon 70 % luong dwoc chat ghi trén nhan.
Khoéng dugc phép thir lai.

Trong truong hgp vé nang thudce ¢é anh hudng den két qua
phan tich, lay it nhét 6 nang thudc, loai bo hét phan thuéc
trong nang, hoa tan vé nang rong trong mot thé tich moi
trdng hoa tan qui dinh. Tién hanh phan tich bang phuong
phap nhw d6i véi dung dich mau thir dwoc qui dinh trong
chuyén luan riéng, sau do tinh hé s8 hiéu chinh. Hé s6 hiéu
chinh nay khéng dugc I6n hon 25 % lwgng ghi trén nhan.

MOT SO HUONG DAN CHO PHEP THU BO HOA TAN CUA
DANG THUOC RAN PHAN LIEU

Trong viéc xac dinh do hoa tan dwoc chdt cla cac dang
thuéc ran phan lidu can xac dinh rd cac diém sau day:

- Loai thiét bi dugc st dung; trong trwedng hop dung thiét
bi kiéu budng dong chay, can néi rd loai budng I6n hay
budng nho;

- Thanh phan, thé tich va nhiét d6 ctia moi tTutng hoa tan;
- Toc d6 quay hoac tdc do dong clia moi triong hoa tan;

- Thoi gian, phuong phéap va lvgng dung dich hoa tan lay
dé thir hodc cac diéu kién dé theo ddi lién tuc;

- Phuong phap xéac dinh lvgng dugc chét hoa tan trong
mau tht;

- Tiéu chuan chap nhan.

Viéc lva chon loai thiét bi hoa tan dugc dung tuy thudc
vao céc tinh chat hoéa ly clia dang bao ché thudc. Khi mot
lvgng Ién mai trvdng hoa tan dwoc chi dinh st dung dé
dam bao diéu kién “sink”, hodc khi sy thav ddi pH mo6i
treong hoa tan trong qua trinh thir 1a can thiét, thiét bi kiéu
budng dong chay thuong dugc wu tién st dung.

Céc diéu kién tht

Viéc dung thiét bi kiéu gié quay hay thiét bi ki€u canh
khudy, ndi chung la dva trén nguyén tic van hanh & diéu
kién "sink”, c6 nghta 1a & diéu kién do, dwgc chét da hoa
tan vao dung dich khong cé hiéu ng dang ké 1am thay
doi do hoa tan clia phan dwoc chét con lai. Thong thuong,
diéu kién "sink” c6 duoc khi thé tich mdi trwdng hoa tan
it nhat bang tir 3 dén 10 Ian thé tich can dé bao hoa lugng
hoat chat.

NGi chung, nwéc thuong droc ding lam dung méi dé chuén
bi méi trwvong hoa tan. Céc thanh phan ctua mdi trvong hoa
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tan dugc lva chon trén co so dac diém hoa iy clia dugc chét
va cic ta duoc sao cho cac diéu kién mdi trvdng ndy gan
gidng v6i diéu kién moi tnrcmg ma thude tiép xtc sau khi
udng. iéu can dac biét quan tdm Ia pH va lyc ion clia moi
trwong hoa tan.

pH clia mdi trwdng hoa tan thuong o trong khoang tir 1dén 8.
Trong nhitng tredng hop can thiét dugc bién gidi thoa dang,
c0 thé dung mdi trwong hoa tan & pH cao hon. BAi véi nhitng
gia tri pH thdp hon & ving acid thi thuong ding dung dich
acid hydrodoric 0,1 M. Mot s& mdi trwong hoa tan duoc
khuyén céo str dung dwgc mo ta & phan sau.

Nuéc dwge dung lam mdi trudng hoa tan chi khi da ching
minh dugc la sy thay déi pH khéng &nh huong dén dac
tinh hoa tan cua hoat chat.

Trong nhitng truong hop dac biét, mdi trwong hoa tan cé
thé chita enzym, chét hoat dons bé mat va mot sé chét vo
cu hay hitu co khac. e thir nhitng chc phdm chira dwoc
chét kho tan trong nwdc, ¢ thé can phai 1am thay d6i moi
treong hoa tan. Trong nhitng trwdng hop nay, nén thém
vao madi tredng hoa tan chat hoat dong bé mat & nong do
thdp va tranh dung cac dung mdi hiru co.

Khong khi hoa tan wong méi trudng hoa tan cd thé anh
hwong toi két qué cda phép thir. Anh huéng nay cang rd rét
ddi vai thiét bi budng dong chy, vi thé, viéc loai khi khoi
moi treong hoa tan la can thiét nhdm tranh sy tao thanh
bong béng khi trong budng dong chay. Phwong phap loai
khi thich hgp nhu sau: Khuay nhe va lam &m méi trwong Ién
khoadng 41 °c, lgc ngay du¢i chan khong, dung mang loc
¢6 kich thudce 16 loc 0,45 pm hay bé hon, dong thoi khudy
manh va tiép tuc khudy trong chan khéng khoang 5 min.
Céc ky thuét ioai khi khéac cung c6 thé dugc st dung.

Khi ding thiét bi kiéu gid quay hodc kiéu canh khudy, thé
tich moi trwong hoa tan thuwong 1a 500 mi dén 1000 ml.
Toc do khudy thuong dwoc chon la tir 50 r/min dén 100 7
min; toc dd nay khong duoc vwot qud 150 r/min.

Dai véi thiét bi budng dong chay, téc d6 dong ctia mdi
tredng hda tan thudng dat gira 4 mbmin va 50 ml/min.

Madi truimg hoa tan
Nhung mdi trueong sau (xem Bang 11.4.5) c6 thé duoc st
dung lam mdi trudng hoa tan.

Bang i1.4.5 - Nhitng vi du vé mdi trwdng hoa tan

Mbi truong hoa tan

pH 10 HC1

T 12 NuCl HC1

pii 15 NaCl, HCI

pH 4,5 Pém acetat hodc dém pliosphat
pH 55va58 Pém acetat hodc dém phosphat
pH CR Pém phosphat

pH 7,2va 7.5 Dém phosphat
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Thanh phan va cach pha che cac méi trvong nav duoc chi
ra duoi day:

Mai /mlrng acid hvdrocioric

Dung dich acidhydrocloric 0,2 M (7 7).

Dung dich natri clorid 0,2 M: Hoa tan 11,69 g natri ciorid
(77) trong nwéc roi pha lodng véi nuéc dén dd 1000,0 m.
De pha ché cac mdi trudng c6 pi | khac nhau, 1dy 250 ml duny
dich natri ciorid 0,2 M cho vao mot binh dinh mrc 1000 ml,
them m@t theé tich dung dich acid hydrocioric 0,2 M (77) nhw
ghi trong Bang 11.4.6 rdi thém nwéc vira di dén vach.

Bang 11.4.6 - Mbi truong acid hydrocloric

pH HO (ml)
12 4250
13 336,0
14 266,0
15 207,0
16 162.0
17 730,0
18 102.0"
19 “ 810
20 65.0
21 i 510
22 . 390

Ciling c6 thé thay thé natri clorid (17) bang kali ciorid
(77) trong pha ché cac moi trwong acid hydroclorie.

Cac dung dich dém acetat

Dung dich acid acetic 2 M: Hoa trén 120,0 g acid acelc
bang (TT) v6i nwéc vira di 1000,0 mi.

Dung dich dém aceiatpH 4,5: Hoa tan 2,99 g natri acetat
(77) trong nuéc. Thém 14,0 ml dung dich acid acetic 2 hi
roi pha lodng véi nwéc vira di 1000,0 ml.

Dung dich dém acetatpH 5,5: 110a tan 5,98 g natri acetat
(TT) trong nwdc. Thém 3,0 ml dung dich acid acetic 2 M
roi pha lodng véi nwéc vira du 1000,0 mi.

Dung dich dém acetat pH 4,8: llda tan 6,23 g natri acetat
(77) trong nuéc. Them 2,1 ml dung dich acid acetic 2 M
roi pha loang véi nuwéc vira du 1000,0 ml.

Cé&c dung dich dém phosphat

e pha ché dém phosphat véi céac pl i khac nhau nhu trong
Bang 11.4.7, lay 250 ml dung dich kaii dihydruphosphat
0,2 A/ (77) cho vao mét binh dinh rni)c 1000 ml. thém mot
thé tich dung dich natri hydroxyd 0,2 M (17) ghi trong
bang rdi pha lodng véi nwéc cho dii 1000,0 ml.

Bang 71.4.7 - Thanh phan cac dém phosphat

pH 58 60 : 62 64 m66 69
NaOH 100 280 405 580 820 1120
(mt)
pH ;70 \ij2 74 i 76 78 80
NaOli
(";“) 1455 1735 1955 2120 .2225 2305
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Cac dung dich dém phosphat khac

Dung dich dém phosphat pH 4.5: Hoa tan 13,61 g kali
dihydrophospixat (77) trong 750 ml nuéc. Biéu chinh pH
néu can bang dung dich natri hydroxvd 0,1 M (77) hodc
bang acid hydrucloric 0.1 M (77). Pha loang véi nwéc du
1000,0 ml.

Dung dich dém phosphatpH 5,5 (77).

Dung dich dém phosphatpil 6,8 (77).

bam phosphat pH 7,2 (77).

Dung dich dém phosphat 0,33 M pti 7,5 (77).

Dich ruotgid pH 6,8

Hoa trdn 250 ml dung dich chtra 6,8 g kalidihydrophosphat
(Ti), 77 ml dwng dich natri hydroxyd 0,2 M (77) va
500 ml nwéc. Thém 10 g bot tuyén tuy (77), tron déu va
diéu chinh pn néu can. Pha lodng véi nwéc du 1000,0 ml.

Dich da day gia

Hoa tron tan 2,0 g natri clurid (77) va 3,2 g b6t pepsin
(TP) trong nwdc. Thém 80 ml acid hvdrocioric | M (77)
réi pha loang vgi nudc vira di 1000 mi. Bot pepsin co thé
khéng can, néu cé yéu cau.

Tang dan pH
Dai voi phép thir do hoa tan véi pH tdng dan, co thé ap
dung mot trong cac trinh ty sau:

Thoi

gian j0-1' 1-2, 2-3 3-4 4-5|5-66-7, 1\
- paeee 1)
pH 10

pH 121 ... ' ,
pll 12 ' 2£ 45 A~ 70 _ 75

pH n,5 ' 45 _ 7.2

Dé dat duoc su thay doi pH, cd thé thuc hién mot trong
cac cach sau:

Thay thé mét dung dich dém bang mét dung dich dém khéc
(thay toan bd);

RGOt bd chi mdt nira thé tich mi truong hoa tan mdi 1an
(phwong phép thay thé mét nira) rdi bu vao bang dung dich
dém c6 pH cao hon; vi du: pil khéi dau la 1,2 va dung dich
dém thay the la dém phosphat pH 7,5;

Thém vao dung dich khéi dau & pH 1,5 mot lvong bot hon
hop chia tris(hydroxymethyl)aminomethan (77) va natri
acetat khan (77) dé thu dwoc dung dich pH 4,5 va mot
Ivgng lan tht 2 dé thu duge dung dich pll 7,2 nhy md ta
duéi day:

Dung dich acid hydrocloricp i 1,5: Hoa tan 2 g natri clorid
(77) trong nuéc thém 31,6 ml dung dich acid hydrocioric
i M (17) r0! pha loang véi nwéc vira di 1000 ml;

Dung dich démpH 4,5: Tron déu 2,28 g tris(hydroxvmethyl)
aminvmethan (17) va 1,77 g notri acetat khan (77). Hoa
tan hon hgp nay trong dung dich acid hydrocioric piT 1.5
O trén;
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I)un® dich démpii 7,2: 1ron déu 2,28 g ti‘is(hydroxymethyil
ominomethan (TT) vd 1,77 g no'ri acctui khan ni). Hoa
tan hon hop nay trong dung dich démp714,5 & trén.

Thiét bi budng dong chay c¢é thé dwoc ding thir do hoa tan
trong moi treong thay doi lién tuc pH.

Panh gia va thdm dinh

Do ban chét cua phép thw d6 hoa tan, chat lvgng thiét ké
la yéu t6 danh gia quan trong ddi voi thiét bi thir d0 hoa
tan in vitro. Bat kv mot sai léch nao nhu rung déng hay lac
I qua mirc do phan co khi khdng hoan hao déu can phai
duoc loai trir.

Viéc danh gia thiét bi thir d6 hoa tan can xem xét cac kich
thuwéc va dung sai cla thiét bi. Nhitng thdng so quan trong
nhét cla phép th* nhu nhiét do va thé tich méi truong hoa
tan, toc do quay hav téc do dong, lvong mau thir can ldy va
qui trinh thr can phai dinh ky theo déi danh gia trong cac
khoang thoi gian slr dung thiét bi.

Thiét bi tht do hoa tan cd thé dwoc theo dbi danh gia bang
cach thlr mot san phétn ddi chiéu nhay cam voi cac diéu
kién thy dong hoc. Nhi*rng phép thir nay cé thé duoc thuc
hién dinh ky hodc licn tuc dé so sanh véi cac phong kiém
nghiém khéc.

Trong qua trinh thir, cin phai quan sat va kiém tra mét
cach chat ché. Diéu nay dac biét quan trong khi can bién
giai bat ky mot két qua nao lot ra ngoai khoang mong doi.
Viéc kiém dinh hé théng thir do hoa tan tw dong doi vai bd
phan lay mau va bd phan phan tich, hodc viéc pha ché méi
trudng hoa tan va van hanh phép thtr, can phai xem xét do
chinh xac. do dang va sy tranh nhiém tap do pha loang,
chuyén van, lam sach va cac qui trinh diéu ché dung méi
hay chuan bi mau.

Yéu cau vé do hoa tan déi voi cac dang thudc udng
Yéu cau vé do hoa tan dwgc bicu thi bang gia tri Q, la phan
tram lugng duoc chét hoa tan so véi lugng ghi trén nhan
trong khoang thoi gian qui dinh.

Dang ihudc giiii phdng tirc thoi (dang quy woc)

Trong hau hét cac truemg hop. khi thr trong céc diéu kién
da duoc khao sat va chirng minh ia pht hop, tiéu chuan
chap nhan ¢ buwéc Si la it nhat 80 % lvong dugc chat duoc
gidi phdng trong khoang thoi gian quv dinh, thong thuong
1a 45 min hodc it hon. Diéu nav twong ng v6i gia tri Q
bang 75 %, doi chiéu véi Bang 11.4.1, & budc S|, mbi mot
gia tri ctia 6 don vi thr khdng dwgc it hem Q + 5 % tlc la
khéng it hon 80 %.

Thong thudng, tiéu chuan chap nhan tai mot thoi diém la
du dé chirng minh rang phan I16n duoc chat da duoc giai
phdng, tuy vy trong mét sd treong hop can phai danh gia
thém mot thoi diém hodc nhiéu hon dé chirng minh ché
pham dap (ng yéu cau ve do hon tan.

Dang thudc giai phdng kéo dai

Tiéu chuan do hoa tan doi véi dang thube thube giai phéng
kéo dai thuong bao gom lir 3 thoi diém thir trd len. Thoi
diém thtr dau tién nham kicm tra s gidi phong duoc chat
nhanh khdng dugc dinh truéc (sw “bung" lieu). Vi thé
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thong thwong ycu cau lwvgng duge chéat dwgc gidi phéng
tai thoi diém nay nam trong khoang 20 % den 30 %. Thoi
diém th hai xac dinh céach thic hoa tan clia ché phdm va
thvong khodng 50 % lwgng dugc chat dugce gidi phong.
Thoi diém thir cudi cting nham dam bao rang sy giai phéng
duwoc chat gan nhu hoan tat, c6 nghfa la trén 80 % lugng
dwgc chat da dwgc giai phdong.

Dang thudc gi¢i phéng mudn

Dang thudc giai phong mudn cé thd giai phong duoc chat
theo nhiéu phan doan cach quang hay giai phéng toan b6
mot 1an tly theo thiét ké cong thirc bao ché khi duoc thir
trong moi truong hoa tan khac nhau, vi du trong céac diéu
kién pH tang dan. Tiéu chuén dd hoa tan, vi thé, phai duoc
xac dinh cho tirng treong hop mét.

Nhitng dang thudc khang dich vi yéu cau it nhat 2 thoi
diém thtr theo trinh tu trwdc sau va 2 tiéu chuan khac nhau
trong mot phép thr song song. Trong phép thi theo trinh
tu, thoi dicm thir thir nhat céd mot gidi han trén va duoc thir
sau 1h hodc sau 2 h trong méi trwong acid, con diém thir
sau tai khoang thoi gian dinh truéc trong mot dung dich
dém thich hop (thwdng la pll 6.8).

Trong hau het cac truong hop, tiéu chuan chdp nhan ¢
bwéc B) la it nhat 80 % lugng dugc chat dwgc gidi phéng.
Diéu nay tvong (ng voi gia tri Q bang 75 %, ddi chiéu voi
Bang 11.4.4, & budc B], mdi mdt gi tri cua 6 don vi thir
khong duoc it hom Q + 5 % tlic la khéng it hem 80 %.

115 PHEP THU D6 RA CUA THUOC BAN VA
THUOC TRUNG

Phép thr nay xac dinh thudc dan va thudc trirng co rd hodc
niém di hay khong trong khoadng thoi gian qui dinh, khi
dugc dat trong moi truong 1dng & nhitng diéu kién thir
nghiém chi dinh.

Thiét bi

a) Ong trong sudt bang thly tinh hay chét déo, cao 60 ram
vOi dudng kinh bén trong 52 mm, thanh day thich hop
(Hinh 11.5.1).

b) Bo phan kim loai gdbm hai dia kim loai khong gi, moi
dTa c6 39 16 tron dudng kinh 4 mm va dugc phan bd nhuw
chi dan trong Hinh 11.5.1. Duong kinh cla dia gan tuong
duwong v6i dudng kinh bén trong clia 6ng bao. Hai dia cach
nhau khodng 30 mui. B phan kim loai dugc treo bang ba
moc kep cach déu nhau, gan véo thanh ngoai 6ng bao nhu
chi dan trong Hinh 11.5.1.

Khi thtr do ra clia vién nén dat am dao, bd phan kim loai
dwoc gan o dudi véi dau moc kep hudng 1én trén nhy mo
td trong Hinh 11.5.2.

Céch thir

Thudc dan

Dat mot vién Ién dia dwoi cua bd phan kim loai, dua bd
phan nay vao éng bao va gan chat vao thanh 0ng. Néu
khdng co chl dan khéc, dat thiét bi thu vao mot bdn chira it
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nhat 4 L nuwéc &m (36 °c dén 37 °C) c6 gén dung cu khudy
cham va giir thiét bi thir ¢ vi tri thang ding, ngap 90 nim
so véi mét nude. Xoay nguoc thiét bi thir 0 min mot 13n,
tranh khong dé nhé 1én khdi mat nuoc.

Ldp lai toan bd thr nghiém voi hai vién khac.

Thudc dwgc coi la rd, khi dap 'ng mot trong nhitng yéu
cau sau:

a) Tan hoan toan.

b) Phan tach ra cac thanh phan tao thanh, r6i tap trung
trén bé mat (cAc chat m& néng chay), chim xubng day (bot
khong tan) hay hoa tan trong nwéc (cac thanh phan hoa
tan), hodc c6 thé phan tan theo mot hay vai cach néu trén.
¢) Tré nén mém, c6 thé bién dang dang ké, khdng nhét thict
bi phan tach hoan toan ra cac thanh phan tao thanh, nhung
khdng c6 nhan ran chiu duwc stic ép cla diia thay tinh.
Néu khong cé quy dinh khac trong chuyén luan riéng,
thoi gian rd khéng qua 30 min d6i vo&i cac thude dan co
ta dwoc than mo va khéng qua 60 min déi voi thude dan
tan trong nuoc.

Nang dat truc trang

Tién hanh nhv mo ta trong phan Thubc dan. Thubc dwgc
coi lara, khi vd gelatin v ra, gidi phéng cac chét chia
bén trong.

Thoi gian ra khdng duoc qua 30 min.

Thudc trimg

Tién hanh va danh gia nhi mo ta trong phan Thudc dan.
NéEu khong c6 quy dinh khac trong chuyén luan riéng, thoi
gian rd khéng qua 60 min.

Nang dat am dao
Tién hanh nhv md ta trong phan Thudc dan va danh gita
nhi mo ta trong phan Nang dat truc trang.

Mén nén dat am dao

Dat thiét bi thir vao bon c6 duong kinh phu hgp. chira nuéc
am (36 °c dén 37 °C). Thecm dan nuéc &m (36 °c don
37 °C) cho dén khi mét 16 cua dia kim loai vira dwoc phi
bang mot idp nudc. Dat vien thudc 1én dia trén va day thiét
bi bang 1&m kinh d6 gilr cac diéu kidn am thich hop. Lap
lai toan bd thr nghiém voi hai vién khac.

Thudc duoc coi la ra, khi dap ng mdt trong nhitng yéu
cau sau:

a) Khong con cén trén dfa.

b) Néu can van con. ddy chi 1a khdi mém hay rong xop,
khdng c6 nhan ran chiu duoc strc ép clia diia thly tinh.
Ncu khong c6 quy dinh khac trong chuyén luan riéng, thoi
gian rd khdng qua 30 min.
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Hinh T1.5.7 - Thiét bi thtr d6 ra cta thudc dan va thudc triing
(Kich thuéc tinh hdng mm)

A - Vién nén dat am dao; B - Tdm kinh; ¢ - Mét nuéc.

Hinh 17.5.2 - Thi6t bi th* d6 ra clia vién nén dit am dao

11.6 PIIEP THU b6 RA CUAMEN NEN VA NANG

Phép thr nay xac dinh vién nén hay nang c6 ra hay khong
trong khoang thoi gian quy dinh, khi dwgc dat trong méi
treong 1ong & nhitng di€u kién thr nghiém chi dinh.
Trong phép thir nav, ché phdm rd khong cé nghia la hoa
tan hoan toan don vi ché phdm hay thanh phan hoat chal.
Thubc duge coi la rd, khi dap img mot trong nhitng yéu
cau sau:

a) Khong con cén trén mat lwdi, trir nhitng manh vo bao
khong tan cua vién nén hodc vé nang trén mat ludi; hodc
dinh vao mat dué6i cua dia. néu st dung dia.

b) Neu con cdn, day la khéi mérn khéng c6 nhan khé.
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St dung thiét bi A cho vicn nén va nang c& binh thuong
(khong dai qua 18 mm). St dung thiét bi B cho vién nén
va nang ci® Ion.

Thiét bi A: Ap dung cho vién nén va nang c& binh thwong

Thiét bi

Thiét bi A thlr d6 rd vién nén va nang gém:

a) Gia d& ong tht.

b) Coc day bang dung tich 1L, chiéu cao (149 + 11) rnm,
va dudng kinh trong (109 + 9) mm d6 chira moi trieong thik.
c) BO phan diéu nhiét de lam néng méi tredng thi trong
khoang 35 °c dén 39 °c.

d) B0 phan co chuyén ddng 1én xubng cho gia d& 6ng thir
0 tan s6 hang dinh trong khoang 29 r/min d6n 32 r/min, véi
bién do (55 + 2) mm. The tich méi truong thir trong céc
phai dl, dé khi gia d& 6ng thlr & vi tri cao nhat, lwgi kim
loai phai ngap sau it nhat 15 mm so véi bé mat chat [6ng,
con khi & vi tri thdp nhat, ludi kim loai phai cach day coc
it nhat 25 mm va miéng cac 6ng thir van & trén bé mat chat
long. Thoi gian dé gia dit 6ng thir di 1én phai bang véi thoi
gian gia d& 6ng thir di xuéng va sy thay doi clia hwdng
chuyén dong phai nhe nhang khong dugc dot ngot. Gia dé
dng thr phai chuyén déng thang dling theo truc clia nd,
khéng duoc dao dong ngang hodc di chuyén ra khdi truc
thang dine.
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Gia do 6ng thir: Gia d& 6ng thir bao gébm 6 6ng trong subt
hé dau, cac 6ng dai (77,5 + 2,5) min, c6 dwong kinh trong
(21.85 + 1,15) mm va thanh 6ng day (1,9 + 0,9) mm. Cac
ong dwoc gilr & vi tri thang ding boi hai dia, cé duong kinh
(90 + 2) mm va day (6,75 + 1,75) rm; c6 6 16, mdi 16 co
dwong kinh (24 £ 2) mm, cach déu tam dia va cach déu cac 16
con lai. G&n vao mat dudi cla dia bén du6i 1a mot hréri kim
loai, dot hinh vudng, c6 kich thudc 16 ludi (2,0 + 0,2) mm va
duong kinh day kim loai Ia (0,615 + 0,045) mm. Céac b0
phan dugc lap rép va duoc gilr chdc chan bang 3 dc vit di
qua 2 dia. Gia do ong thlr duoc treo phu hgp vao bd phan
chuyén dong tai mot diém trén truc cla no.

Thiét ké cua gia d& ong thir co tho thay ddi, nhung tiéu
chuan cua ong thay tinh va lugi kim loai phai ding quy
dinh. Gio phai co kich thwéc nhuw quy dinh ¢ Hinh 11,6.1.
Dia: Chi duoc st dung dfa néu c6 chi dan hodc duoc cho
phép trong chuyén luan riéng hodc chuyén luan chung
tuong tng. Mdi 6ng thir clia gia d& 6ng thir co mot dia hinh
try, dwdng kinh (20,7 £ 0,15) mm va day (9,5 £0,15) mm.
PTia dugc lam bang chat doo trong sudt cé ty trong riéng
1,18 dén 1,20. Bia co 5 16 song song theo truc dia va xuyén
qua dia. 116 & chinh gitta, 4 16 con lai nam cach déu nhau
trén vong tron ban kinh (6 = 0,2) mm tinh tir tm, cac 16
c6 duong kinh (2 £0,1) min. C6 4 rédnh hinh thang, céan
x(rng, trén thanh cla dia, gan nhv vudng géc v6i bé mat

Hinh 77.6.1 - Thiét bi thtr d0 rd cla vién nen vz‘; nang c& binh thudong
(Kich thwéc tinh hang rnm)
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dia, b& mat song song clia nd trung véi bai mat clia dia va
song song v&i truc noi 2 16 canh nhau, cach truc dia 6 mm.
Canh day nhé cla hinh thang trén day cta dia, cé chiéu dai
(1,6 £ 0,1) inrn va trung tdm ctia canh c6 dd sau 1,5 don
1,8 mill tinh tir chu vi clia dia. Canh day lén cua hinh thang
@ tren dinh cla dia c6 chiéu dai (9,4 = 0,2) mm va trung
tdm clia canh c6 do sau (2,6 £ 0,1) mm tinh tir chu vi cla
dia. Tat ca cac mat cla dia phai phang.

Neu st dung dia nhu chi dan, cho mdi dfa vao ! 6ng va van
hanh thiét bi. Ba phai dap (ng kich thwéc nhw quy dinh ¢
Hinh 11.6.1.

Viéc sir dung dfa cai tién c6 hé thdng phat hién ty dong cd
thé dugc str dung theo chi dan hodc cho phép. Bia nay phai
dap (ng yéu cau vé ty trong va kich thuwéc theo chuycn
luan nay.

Phwong phép thi

NEéu khdng cé chi dan khac trong chuyén luan riéng, cho
vao mdi 6ng thir mdt vién nén hodc nang. Neu c6 chi dan
trong chuyén luan chung twong (ng, cho mét dia vao moi
ong. Treo gia do Ong thlr trong coc co chira moi truong
theo chi dan duoc duy tri & (37 + 2) °c va van hanh thiét
bi theo thoi gian quy dinh. Lay gia d& dng thir ra khdi chat
I6ng va quan sat ché pham thir. Mau thir dat yéu cau néu
tdt ca 6 vién déu ra. Neu c6 1dén 2 vién khong r, 13p lai
phép thir voi 12 vién khac. Mau thir dat yéu cau néu khéna
duGi 16 trong so 18 vién thir ra.

Thiét bi B: Ap dung cho vién nén va nang c& lén
Thiét bi

Thiét bi B c6 cau tao tvong ty nhu thiét bi A, nhuwng khac
V& cau tao cua gid d& ong thir va dia.

Gia do 6ng thtr: Gia do 6ng thr bao gom 3 dng trong subt
ho dau, cac 6ng dai (77,5 = 2,5) mm, c6 duong kinh trong
(33,0 + 0,5) mm va thanh 6ng day (2,5 + 0,5) mm. Cac dng
dugc gilt & vi tri thang ding boi hai dia nhua, c6 duong
kinh 97 mm va day 7 mm; cdé 3 16. Céc 16 cach déu tam
dia va cach déu cac 10 con lai. Gan vao mat duéi cua dia
bén dudi 1a mot ludi kim loai, dét hinh vudng, bang day
kim loai c6 duong kinh (0.63 + 0,03) mm va c6 kich thuéc
16 luéi (2,0 £ 0,2) mm. Hai dia duoc c6 dinh cach nhau
77,5 mm bang 3 thanh kim loai chét thang ddng & ngoai
bién. Mot thanh kim loai dugc gan chat vao tdm dia nhya
phia trén, sao cho gia d& ong thlr lap rép dwoc véi bd phan
co ¢6 kha ndng van hanh gia do chuyén dong 1én xudng nhe
nhang ¢ tan so hang dinh trong khoang 29 dén 32 r/min, véi
bién dd (55 + 2) mm.

Thiét ké cua gia d& 6ng thir c6 thé thay dbi, nhung tiéu
chuan clia 8ng thdy tinh va lwgi kim loai phai ding quy
dinh. Gid phai c6 kich thwéc nhu quv dinh & Hinh 11.6.2.
Dia: Chi duoc st dung dia neu c6 chi dan hodc dwoc cho
phép trong chuyén luan riéng hodac chuyén luan chung
twong (ng. Moi ong thir clia gia d& 6ng thw c6 mdt dia hinh
try, duwong kinh (31,4 = 0,13) mm va day (15,3 £ 0,15) mm.
Dia dugc 1am bang chat déo trong subt co ty trong riéng
1,18 den 1.20. Dfa c6 7 16 song song theo truc dia va xuyén
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qua dfa, cac 16 co duong kinh (3,15 £0.1) nun, 116 & chinh
gita va 6 16 con lai nam cach déu nhau tren vong tron ban
kinh 4,2 mm tinh tir tam dia.
Neu st dung dia nhu chi dau, cho mdi dia vao 16ng va van
hanh thiét bi. BTa phai dap ¢ng kich thwéc nhu quy dinh ¢
Hinh 11.6.2.

Gia d& éng thr

< dwong kinh
Hinh 11.6.2 - Thiét bi th( do ra cla vién nén va nang cd Ién
(Kich thudc tinh bang mm)

Phvongphap tht

Neu khéng co chi dan khac trong chuyén luan riéng, tién
hanh thir v&i 6 vién nén hodc nang trén 2 gia do 6ng thi
I4p song song hoéc iap lai phép thir trén 1 gia do ong thir.
Cho vao mdi 6ng thr mét vién nén hodc nang. Néu co
chi dan trong chuyén luan chung twong (ng, cho mot dia
vao moi 6ng. Treo gia d& 6ng thir trong cdc co chira moi
truong theo chi dan dwgc duy tri ¢ (37 = 2) cc va van hanh
thiét bi theo thoi gian quy dinh. Ly gia d& ong tht ra khoi
chat long va quan sat ehe phdm thir. Mau thr dat yéu cau
néu tat ca 6 vién déu ra.
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11.7 PHEP THU P& RA CUA VIEN BAO TAN
TRONG RUOT

Thiét bi
St dung thiét bi mo td trong Phu luc 11.6. Phcp thr do ra
cla vién nén va nang.

Phwong phap thir

Cho mét vién vao mdi dng thi, khdng dung dTa, treo gia do
ong thu trong coc chira dung dich acid hydrvcloric 0,1 N
(77), néu khéng cé chi dan khac trong chuyén luan riéng,
van hanh thiét bi trong 120 min. LAy gia d& 6ng th( ra khoi
chat léng. Trlr cAc manh vo bao, khéng mot vién nao bi rd
hay c¢6 dau hiéu bi ran nit khién hoat chéat bi hoa tan.
Thay chét léng trong cdc bang dém phosphai hdn hop
pH 6,8 (Ti), cho dia vao 6ng va van hanh thiét bi trong
60 min. Lay gia d& 6ng thir ra khéi chat 16ng. Ncu mau thir
khong dat yéu cau do vién bi dinh vao dia, Idp lai phép thir
vGi 0 vién khac va khong dung dia. Mau thr dat yéu cau
néu tat ca sau vién déu ra.

11.8 XAC BINH GIO1 HAN TIEU PHAN

A. Xac dinh gi6i han tiéu phan khéng nhin thdy bang
mat thuong

Tiéu phan trong thudc tiém va thudc tiém truyén la cac hat
nhé khong hoa tan, linh dong, khéng phai la bot khi, co
ngudn g&c ngau nhién tir bén ngoai.

D& xéc dinh gidi han tiéu phan cé hai phwong phap mé ta
duwéi day, Phuong phap 1 (dunc thiét bi dém tiéu phan) va
Phuong phap 2 (dung kinh hién vi). Khi kiém tra ti€u phan
khéng nhin thay bang mat thuong clia thudc tiém va thubc
tiém truyén, thuong ap dung Phwong phap 1 Tuy nhién,
d6i v&i mot so ché phdm, phai ap dung ca hai phwong phap
dé danh gia.

Khoéng phai tat ca cac thubc tiém va thudc tiém truyén déu
c6 thé kiém tra dugc gigi han tiéu phan khéng nhin thay
bing mét thudng bang mét trong hai phuong phép, hay ca
hai phwomg phéap. Céc ché phdm khong that trong, hay c6 dd
nhot tdng cao, hodc tao bot khi khi d6 vao thiét bi dem tiéu
phan, tién hanh thir theo Phrong phap 2. N6u do nhdt clia
ché pham qua cao, can trd phuong phap kiém tra, pha lodng
v6i dung mai thich hop dé cd thé tién hanh dugc thir nghiém.
K&t qua kiém tra mot don vi riéng Ic hay nhom cac don vi
ché phcdm khong cd gia tri dwong nhién déi véi cac don vi
khong duoc kiém tra. Boi vay, can xay dung ké hoach lay
mau du s6 lvgng théng ké, dé tir két qua kiém tra cé tho
danh gia duogc gidi han tiéu phan cla cd nhom Ién cac don
vi ché pham.

Phuong phap 1: Dung thiét bi dém tiéu phan

Quy dinh chung

Tién hanh thir nghiém trone cac diéu kién han che duoc
nhiém tiéu phan, t6t nhét la trong ta loc khi vo khuan.
Rira that can than dung cu thly tinh va dung cu loc (tri
mang loc) banu dung dich Tav rira &m, trang lai bang nudc
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cho sach hét chat tay. Ngay tredc khi dung, trang lai cac
dung cu tlr trén xwdng dudi, hén ngoai, sau do la bén trong
voi nwdc khang c6 tiéuphan (77).

Tranh tao bot khi trong ché pham dcm thtt, dac biét la khi
rét vao dung cu do tién hanh dém tiéu phan.

Pe kiém tra mdi trvong co thich hgp cho thir nghiém, dung
cu thay tinh ¢6 di sach va nwéc st dung cé hét ticu phan
hay khong, ti€én hanh phép thir sau:

Kiém tra gi6i han ti€u phan clia 5 mau nwéc khdng co tiéu
phcem (TT), mbi mau 5 ml, theo phrong phap mé ta & dudi.
Neu trong ca 25 ml nwdc thr co trén 25 ti€u phan kich
thwdc bang 10 pin hav 16n hon, phai tién hanh lai cac budc
chuén bi cho dén khi méi truong, dung cu thly tinh va
nuéce thich hop cho thir nghiém.

Pung cu

St dung thiét bi thich hop hoat dong theo nguyén tic can
anh sang, cho phcp ty déng xac dinh kich thudc tiéu phan
va so lwgng tiéu phan theo kich thudc da chon.

Chuan héa thiét bi bang céac hat cau chuan kich thudc 10 pm
dén 25 pm. Phan tan hat chudn trong nwéc khong co tiéu
phan (77). Tranh két tu ti€u phan trong qua trinh phan tan.

Céach tién hanh

Tron déu ché phdm bang céach 16n di, 16n lai nhe nhang
dung cu chira (d6 dwng) 20 lan lién tiép. Néu can, thao bo
phan bao vé ngoai ndp dav. Dung tia nwéc khéng co tiéu
phan (IT) rira bé8 mat ndp va.cod dung cu chira (0 dung),
m& nap can than, tranh nhiém tiéu phan tir bén ngoai. Loai
bot khi bang cach de yén 2 min hodc sicu am.

Dai voi thude tiém va thudc tiém truyén co thé tich tir
25 mi tr Ién, tién hanh thir véi tng don vi. BGi véi thude
tiém va thudc tiém truyén co thd tich nhé hon 25 ml, gop
dung dich cua it nhat 10 don vi trong mot cdc sach cho du
25 mi. Khi c6 chi dan dac biét, lay dung dich tr mot sé
don vi thich hgp. pha loang thanh 25 ml v&i nuwéc khong co
tiéu phan (77) hodc vai dung mai thich hgp khdng co tiéu
phan, khi nwéc khdng cd tiéu phan (77) khong thich hop.

Thudc bot dé pha tiém dwoc hoa tan trong nudc khong
¢6 tiéu phan (77) hodc dung moi thich hop khéng co tiéu
phan, khi nuéc khong cé tiéu phan (77) khong thich hop.

S6 mau thir phai dd luong théng ké. D6i voi thude tiém va
thudc tiém truyén co thé tich tir 25 ml tré Ién, s6 mau thir co
thé nhd hon 10, phu thudc vao ké hoach 1dy mau da do ra.

Lay 4 mau thir, mbdi mau khong dudi 5 mi, dua vao mav
dem tiéu phan theo kich thudc bang 10 pm hay I6n hon va
bang 25 pm hay Ién hon.

Loai bo két qua clia mau dau tién. Tinh s6 lugng tiéu phan
trung binh clia ché pham da thi.

Banh gia két qua

DOoi v6i thudc tiém va thude tiém truyén cd thé tich 1on
hon 100 ml: Ché pham dat yéu cau phép thir, néu trung
binh trong mdi m! c¢6 khdng quéa 25 tiéu phan kich thudc
bang 10 pin hay lan hon va khéng qua 3 ti€u phan kich
thwdc bang hay 16n hon 25 |im.

Doi v6i thudc tiém va thube tiém truyén cd thé tich nhé hon
hodc hang 100 I11: Ché phdm dat yéu cau phép thi, liéu
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Irune binh trong mdi dom vi d4 kiém tra c6 khdng qua 6000
tiéu phim kich thwéc bang 10 pin hay I6n hon va khéng qué
600 ticu phan kich thuwéc bang 25 pm hav ién hon.

Nen sd lugng ticu phan trung binh vwgt qua gidi han, kiém
tra ché pham bang Phwong phap 2.

Phuwng phap 2: Dung kinh hién vi

Quy dinh chung

Tién hanh thi nghiém trong cac diéu kién han che duwoc
nhiém tiéu phan, t6t nhét 1a trong td loc khi vo khuén.
Rira that can than dung cu thiy tinh va dung cu loc {trir
mang loc) bang dung dich tay rira &m, trang lai bang nudc
cho sach hét chét tdy. Ngay trwdc khi ding, trang lai céac
dung cu t& trén xuéng duwdi, bén ngoai, sau dé la bén trong
voi nudc khémi cd tiéu phan 677).

D6 kiém tra moi treang cd thich hop cho thir nghiém, dung
cu thdy tinh va mang loc ¢é du sach, nwéc st dung c6 hét
ticu phan hay khong, tién hanh phép thir sau:

Kiém tra gi¢i han tiéu phan cta 50 ml nwéc khdng co tiéu
phan (TT) theo phwong phap mé ta & dudi. Neu c6 qua
20 tiéu phan kich thedc bang 10 pm hay I6n hom hodc co
qua 5 tiéu phan kich thudc bang 25 lim hay I6n bom trén
mang loc, phai tién hanh lai cac bwéc chuén bi cho den khi
moi truong, dung cu thly tinh, mang loc va nuéc thich hop
cho thir nghiém.

Dung cu

St dung kinh hién vi thich hgp, bd loc dé lvu gilr cac tiéu
phan va mang loc dé kiém tra.

Kinh hién vi c0 d6 phong dai (100 £ 10) lan, dwoc trang bi
mat tréc vi thi kinh hiéu chinh bang mét trc vi vat kinh,
mot ban soi ¢é kha nang c6 dinh va xoay quanh toan bd
dién tich loc cia mang loc, hai ngudn chiéu thich hop cap
anh sang phan xa bo sung cho anh sang chéch.

Tréc vi thi kinh (Hinh 11.8.1) bao gdm m@t vong tron 16n c¢6
hinh chi thap chia tw, cac vong doi chiéu nong sudt hay mau
dcn duong kinh 10 pm va 25 pm & do phéng dai 100 lan,
mot thwde chia vach 10 pm da dwgc kiém dinh theo chuén

o)
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qudc gia hodc quoc 16 véi sai s6 twong d6i cho phép 2 %.
Vaong tron 16n dwgc goi lathi trvdomg phan vach (TTPV).
Trong hai ngudn chiéu sang, mot ngudn cép treong sang
phan xa tlr trong kinh hién vi va ngudn bén ngoai bo trg
hoi tu, c6 kha nang diéu chinh dé roi sang khiic xa chéch
& g6c 10c ddn 20°.

Ho loc dé lwu gilr cac tiéu phan bao gbm mang loc thich
hop va dé loc bang thly tinh hodc vat liéu khéc thich hop,
n6i voi may hat chan khong.

Mang loc kich thudc thich hop mau den hodc xam sam,
voi 16 x8p bang 1,0 pin hodc nhd hom.

Céch tién hanh

Tron déu ché phdm bang cach 16n di, 16n lai nhe nhang
dung cu chra 20 lan lién ti€p. Neu can, thdo bé phan bao
Ve ngoai ndp day. Dung tia nwdc khong co tiéu phan (TT)
rira bé mat ndp va cd binh chira, m& ndp can than, tranh
nhiém tiéu phan tir bén ngoai.

Poi véi thube tiém va thube liém truyén cd thé tich ti
25 ml trd Ién, tién hanh thir v6i tirng don vi. D8i vai thude
tiém va thubc tiém truyén co thé tich nho hon 25 ml, gbp
dung dich cta it nhat 10 dwn vi trong mot coc sach cho dd
25 mi. Khi c6 chi dan dic biét, 14y dung dich tir mdt s6
don vi thich hop, pha loang thanh 25 mi vé6i nuéc khong co
tiéu phan (TT) hodc véi dung mai thich hgp khong cé tieu
phan, khi nuéc khong cé tiéu phan (TT) khong thich hop.
Thudc bot dé pha tiém dwgc hoa tan trong nwéc khong
cll tieu phan (TT) hodc dung méi thich hop khong cé tiéu
phén, khi nwdc khbng cé tiéu phéan (TT) khdng thich hop.
S6 man thir phai du lwong thdng ké. Doi véi thude tiem
va thudc tiém truy@n co thé tich tir 25 ml tré 18n, s6 mau
tht co thé nho hon 10. phu thudc vao ké hoach ldy mau
da dé ra.

Dung vai ml nwdc khéng co tiéu phan (TT) lam dm bén
trong dé loc da gan mang loc. Chuycn toan b dung dich
thir da chuén bi, hay dung dich trong mot don vi, vao phéu
loc va hat chan khong. Néu can, dd tlrng lvgng nho vao
phéu cho dén khi toan bd thé tich dung dich thr duoc loc.

-Thwéc chia vach

Hinh 71.8.7 - Tréc vi thi kinh
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Sau lan dé cu6i cung, bat dau dung tia nwdc khong co tiéu
phan (TT) r&ra thanh bén trong (Ié loc. Hut chan khdng cho
téi khi bé mat mang loc khong con chat léng. Dat mang
loc vao hdp 16ng Pctri va dé kho tw nhién bang cach tno hé
ndp hop. Sau khi mang loc khd, dat hop lon2 Petri Ién ban
soi cua kinh hién vi va soi toan bé mang loc dugi anh sana
phan xa tir ngudn chiéu. BAm s6 tiéu phan bang 10 pm hay
I6n hem va s6 tiéu phan bang 25 pm hay 1én hon. Hodc,
cO the dém trén mot phan cua mang loc, ri tinh so lugng
trén cd mang loc. Tinh s6 lwvgng tiéu phan treng binh cho
ché pham dem thtr.

Qua trinh phan loai tiéu phan dwogc tién hanh bang cach so
sanh mdi tiéu phan véi cac vong di chiéu 10 pm va 25 pm.
Purcmg kinh bén trong clia cac vong déi chiéu trong sudt
ding dé phan loai tiéu phan mau trng va trong sudt, con
tiéu phan thAm mau dwoc phan loai bang dudng kinh ngoai
cua céac vong doi chiéu mau den.

Khi tién hanh kiém tra theo Phwong phéap 2, khdng phan
loai hay liét kc cac chat vo dinh hinh, nira long hodc cac
chét khdng rd rang vé hinh thai khac, ching cé biéu hién
bién mau hay déi mau trén mang loc. Nhirng chat nay nho,
khong biéu hién ro rang, dang sén sot hay nhu ¢ mang.
Trong trudng hop nay can kiém tra b sung bang Phuong
phap 1

Panh gia két qua

D0oi vaoi thude ticm va thudc tiém truyén co thé tich lon
hon 100 ml: Ché phdm dat yéu cau phép thir, néu trung
binh trong mdi ml c6 khong quéa 12 tiéu phan kich thudc
bang 10 pm hay 16n hon va khong qua 2 tiéu phan kich
thuéc bang 25 pm hay 1én hon.

D0oi voi thudc tiém va thudc tiém truyén co thé tich nhd hom
hodc bang 100 ml; Ché pham dat yéu cau phép thi, néu
trung binh trong mdi dom vi da kiém tra c6 khéng qua 3000
ti€u phan kich thudc bang 10 pm hay 16n hon va khong qua
300 tiéu phan kich thude bang 25 gm hav 16n hon.

B. Xac dinh do trong (Xac dinh ti€éu phan nhin thay
bang mat thuong)

Tiéu phan trong thudc tiém va thudc tiém truyén la cac hat
nhd khong hoa tan, linh déng, khong phti la bot khi, co
ngudn goc ngau nhién tr bén ngoai.

Phép thir nay la qui trinh dom gian dé danh gia dé tron2 clia
thudc tiém va thudc tiém truyén.

Dung cu

Thiét bi (Hinh 11.8.2) 1a mdt bd dung cu dé soi bao gbm:
Bang mau den bé mat mo, kich thwéc thich hop, gan
thang ding.

Bang mau trang khong ida (khong bdng), kich thwdc thich
hop, gan thang diing bén canh bang mau den.

Hop don co thé diéu chinh v&i ngudn anh sang trang dwoc
che chan thich hgp va bd khuéch tan anh sang thich hop
(nhu ngudn sang bao gdm hai dén huynh quang 13 w, méi
ong dai 525 mm). Cudng do chiéu sang tai vung soi phai
duy tri tlr 2000 fux dén .3750 lwx. C6 the phai st dung cudong
dd cao hon d6i voi d6 chira la thay tinh mau hodc plaslic.
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Cé&ch tién hanh

Néu khong cé chi dan khac trong chuyén luan riéng, 1ay
ngau nhién 20 don vi. Loai bd moi nhdn mac dan vao do
chtra, rira sach va 1am kho bén ngoai. Lac nhe hay 16n di,
I6n lai cham tlrng don vi, tranh khong tao thanh bot khi va
quan sat khoang 5 s tredc bang mau tring. Tién hanh 13p
lai trwéc bang mau den.

Banh gia két qua

Ncu c6 khdng quéa mot don vi c6 tiéu phan nhin thdy béng
mét thudng, tién hanh kiém tra lai voi 20 don vi khac 1dy
ngau nhién. Che pham dat véu cau phép thir, néu c6 khong
qua mdt don vi trong s6 40 don vi dem thir co ti€u phan
nhin thdy bang mét thutng.

1 Bang mau den bé mat mo
2, 3. Bang mau trang khéng léa
4. Hop dén c6 thé diéu chinh

Hinh 7i.8.2 - Dung cu dé soi dd trong

11.9 PHEP THU PO DONG PEU BUN VI LIEU

Dé dam bao tinh dong nhét cia cac don vi lidu, moi don
vi trong mot 16 phai chira mot lugng dugc chat nam trong
khoang giéi han hep gan véi gia tri ham lugng ghi trcn
nhan. Don vi litu la mét don vi ché pham thubc c6 chira
mot lvong dwgc chat twouwg (ng véi mot liu don hodc mot
phan cua liéu (lon.

Neu khong c6 qui dinh khac, phép thw nay khéng ap dung
cho ché pharn don lieu dang hon dich, nhii dich hodc gel
ding ngoai da. Cac ché phdm chia vitamin va cac nguyén
to vi lvgng khong can xac dinh do déng déu dem vi lidu
theo phwong phap déng déu ham lwong.

Thuat ngtr dong (Iéu don vi liéu diing dé chi mic do dong
nhét vé lugng duoc chat gitta cac don vi liéu. Vi vay, néu
khong c6 chi dan khac, phcp thir ndy &p dung cho tirng
dwoc chit co mat trong ché pham.

Phép thir c¢6 thé thuc hién bang 1 trong 2 phuong phép:
Phuong phap dong déu ham lugng va phrong phap ehénh
léch khoi luvong.

Phuong phap dong déu ham lwgng dua trén co so dinh
lugng ham lwgng dwgc chat cla tirng d(Th vi dé xac dmh
mdi ham lwgng riéng 1&¢ ¢d nam trong gidi han cho phép
hay khéng. Phuong phap nav cd thé dwoc ap dung trong
moi nuwdng hop.
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Phuong phap chénh 16ch khéi lwvgng dugc ap dung trong
cac trwong hop sau:

Dung dich ihuéc déng lieu don va dung dich trong nang mém
Dang thudc ran (bao gom bdt, cdm, thudc rén v khuan)
doéng liéu don chira mot dugce chat ma khong cé thém bét
ky duoc chat khac hay 10 dwoc.

Dang thudc ran (bao gdm thudc ran vo khudn) dong lieu
don, c6 hodc khong chira thém dugc chdt khac hay ta
dwogc, duwoc pha ché tlr cdc dung dich hoa tan hoan toan,
dwoc dong khd trone do dung cdp 1 va trén nhan cé ghi
phuremti phap pha ché.

Dang ihuéc nang cing, vién nén khéng bao hodc bao
phim chira tir 25 mg dugc chat hodc dugc chat chiém ti
25 % khdi lwong don vi (truone hop nang ciing la khoi
hrong thudc trong nang) tre 1én, truong hop dwoc chat
khac chtra trong ché pham véi ham lwgng thap hon thi dap
(rng yéu eau dong déu ham lwong.

Plurong phap dong déu ham lwong &p dung doi vai tat ca
cac ché pham don liéu khac khdng dap (rng céc diéu kién
trén cua phuong phap chénh léch khéi luong.

Plurong phap dong déu hain luvgng

L&y khong it hon 30 don vi, tién hanh theo hudng dan dudi
day cho tlrng dang bao ché. Neu quy trinh tién hanh dinh
lvgng ché pham khac véi phép thir ddng déu ham luong,
c6 thé can phai xac dinh hé s6 hiéu chinh cho phwong phap
ddng déu ham lwong.

Dang bao ché rén: Tién hanh dinh lwong riéng ré 10
don vi bang phuong phéap thich hop. Tinh gia tri cliap
nhan (Xem bang 11.9.2).

Dang bao ché Idng: Tién hanh dinh lwgng riéng ré 10
don vi bang phuong phap thich hgp. Khi ti€én hanh dinh
lvgng, tron déu ché pham trong diéu kién binh thwong.
Biéu dién két qua tinh theo don vi liéu. Tinh gia tri chap
nhan (Xem bang 11.9.2).

DUQC gii:n VILT nam V

Tinh gia tri chdp nhan:
Gia tri chap nhan (AV) duoc tinh theo cong thic sau;

M *x i+ks
Céc ky hiéu trong cong thirc dugc gidi thich trong Bang 11.9.2.

Phwoaig phap chénh léch khéi lvgng

Phuong phap chénh léch khéi lvong duoc &p dung can
ctr tren gia dinh duogc chat duge phan tan dong déu trong
thudc. Tien hanh dinh lvgng dwoc chat bang phwong phap
thich hop trén mot legng mau nhét dinh, Ket qua thu duoc
la ham lwong phan trAm dwoc chat (A) tinh theo nhan. Lay
khdng it lum 30 don vi va tién hanh theo huéng dan dugi
day cho tlrng dang bao ché.

Vién nén khong bao hodc bao phim: L4y 10 vién, can
chinh xac tirng vién. Tinh ham luvong phéan tram duoc
chét c6 trong tlrng vicn dya vao két qua dinh lvgng va
khéi lvgng vién. Tinh gia tri chdp nhan.

Sang crng: Can chinh xac 10 nang riéng biét, danh dau
dé nhan biét time nang, lay toan bd thudc trong nang ra
bang cach thich hgp. Can chinh xac tirng vo nang rong,
tinh khéi lvgng thudc trong moi nang bang céach lay
khoi lvgng natig ban dau trir di khdi lvgng vo nang rong
twong ting. Tinh ham lvgng phan trdm dwgc chat trone
mdi nang dwa vao kct qua dinh lrong va khéi lugng
thudc trong nang. Tinh gia tri chap nhan.

Sang mém: Can chinh xac 10 nang riéng biét, lanh lan,
danh diu d6 nhan biét tlrng nang. DUng dao hodc kéo
kho, sach dé m& nang, loai bd toan bd thudce trong nang
va lam sach bane dung mdi thich hop. Be v6 nang bay
hct dung méi & nhiét dd phong trong 30 min, chi y tranh
hién twwne hat am hay bay hoi nwéc cla vo nang. Can
time v nane va tinh khéi lwvgng thube trong nang. Tinh
ham lwgng phan tram dugc chat trong moi nang duwa
vao ke qua dinh lwgng va khoi lugng thude trone nang.
Tinh gi& tri chap nhan.

Bang 11.0.1 - Qui dinh diéu kién 4p dung phwong phéap dong deu ham lwgng (CU)
va chénh léch khéi lvgng (MV) d6i véi cac dang bcdo ché

Dang bao ché ' Phan loai . Ligu va ty I¢ diroc chdt
' >25ingva>25% 1<25mgva
Vién nén ;Khdng bao MV CuU
Bao Bao phim MV Cu
Loai khac Cu cyv
Nang Cing MV i Cu
IMem Hon dich, nhii dich, gel CuU cu
Dung dich MV MV
Ché phdm dang ran dong  iMat thanh phan MV MV
liéu dom - Nhiéu thanh phan  1Bot déng khd Hr dung dich |, MV 1 MV
Loai khac CuU cv
Dung dich déng liéu don MV MV
Céc dang khac Cu cu
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Bang 11.9.2- Céc yéu cau dé danh gia két qua
Ky hiéu binh nghia i Céc diéu kién Gia tri
— Ham lwgng trung binh (Ty,

X,,..., T,) bi€u thi ra phan tram
ham Ilwvgng trén nhén

Yy X2.....xn Ham hryng phén tram dwoc
chat theo nhén cla tirnc don vi |
n So don vi thi
k Hang s6 chdp nhan n= 10 2,4
n-30 2,0
S Do léch chuan ctia mau
/17-1
RSD Do léch chuén tuong dbi 1005
A/(THI) Gié tri doi chiéu .
Ap dung v6i 98,5 %< X <101,5% \i =x
T< 1015 (AV —ks)
X <985 % i M —98,5%
' " (AV- 985%- X <ks)
M 101,5%,
X > 1015 % (AV= X - 1015 %-+ks
A (Ti12) Gia tri doi chiéu
Ap dung Vi 98,5 0< X <T M -X
T> 1015 (AV- ks)
X <98,5% M - 98,5%
* (AV = 98,5% - X )
X >T M=T%
AV={X -T+ ks)
Gia tri chdp nhan - . Cong thiic tong quat:
V) 1 \ [ WE-X\+Ks
Céch tinli trong tirng trudng
1 hop cu thé néu o trén
Lj Gié tri chdp nhan t6i da - L| - 15,0 néu khdng co qui
dinh khéac
12 Khoang léch t6i da dwoc phép  Gidi han dudi, khdng don vi nao 17 25,0 néu khéng cé qui
i cho mdi don vi thir so v&i gid  c¢6 két qua nhd hon 0,75M dinh khéc
tri M 1Giéi han trén, khéng c6 d(m vi

I nao c6 két qua J(vh hon 25M
(tinh dya trén gia tri L2 25,0)

Ham lugng phan tram duwoc chat -
theo nhin ma mau thr phai dat

duoc vao thoi diém san xuét.

Neéu khéng c6 qui dinh trong

chuyén luén riéng T - 100 %.
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Dang hao che ran khéngphai vién nén hay nang cung:
Tién hanh nhw véi nang cleng. Tinh gia tri chdp nhan.

Dang bao ché idng: Lay i0 don vi, can chinh xac tirng
lvgng thudc I6ng lay tir moi don vi trong diéu kién binh
thwong. Néu cén, tinh thd tich lvong dwvong sau khi da
xac dinh duoc ty trong. Tinh ham lwgng phan tram dwoc
chat trong mdi don vi dva vao kél qua dinh lvong va
lvgng thudc cda tirng don vi. Tinh gia tri chap nhan.

Tinh gia tri chdp nhan
Tinh gid tri chdp nhan (AV) nhu déi véi phuong phap déng
déu ham lugng, thay cac gia tri ham lwgng cua ting don
vi hdng gia tri ham lugng tinh theo cdng thic dugi day:
Xi, x2 ..., x, la ham hrong dwoc chat cla tirng don vi thiy
Trong do:

X =\ A

' tw

u‘tuy,..., vc,lakhéi lwgng cla tim2 don vi thi.
A la ham lugng phan trdm dwgc chdt tinh theo nhén, xac
dinh bang phwong phéap thich hop (phan dinh lugng).
w la khdi lwgng trung binh cla cac don vi thir dliing trong
phan dinh luong.

banh gia két qua
Néu khdng c6 chi dan khac, ap dung cac yéu cau sau do
danh gia két qua.

Doi v&i dang thudc ran va 16ng: Ché phatn dat yéu cau
phép thlr ddng déu don vi liéu néu gia tri chdp nhan tinh
tron 10 don vi dau ticn nhd hon hodc bang L) %. Neu
gia tri chdp nhan 16n hon Li % thu tiép 20 don vi khac
va tinh gia tri chdp nhan cla ca 30 don vi. Ché pham
dat yéu cau neu gia tri chdp nhan nhd hon hoac bang
L, % va khong cé don vi nao c6 ham lwgng nho hon
(1 L2x0,0\)Mhay I6n hon (1 + L2 x 0,0\)M. Néu
khéng c6 quy dinh khac Li- 15va Li = 25.

11.10 PHEP THU D6 GIAlI PHONG DUQC CHAT
CUATHUOC DAN THAM QUA DA

Phép thir nay duoc ding d6 xac dinh mirc do hoa tan céac
thanh phan duwoc chéat cla dang thuéc dan thdm qua da.

Phuwong phap dung thiét bi ¢ dia lwéi inox

Thiét bi: Dung thiét bi thtr do hoa tan ki€u canh khudy
nhu mo6 t& trong chuyén luan Phép thir d6 hoa tan cua
dang thu6c rdn phan liéu (Phu luc 11.4) cé b6 sung
thém mot bd phan dia Urdi inox hinh tron véi lo mat lu6i
125 pm (Hinh 11.9.1).

BO phan dia lugi inox gilr mau thr & ddy cla binh hoa tan
va duoc thiét kb sao cho giam thi€u thé tich chét gilra dia
lugi inox va day binh. BO phan nay ciling gilr cho miéng
dan tht* dwoc cang phang, ¢6 mat gidi phong thudc ngtra
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[én trén va 0112 song véi dav canh khudv. Phai ludn duy tri
khoang cach (25 T 2) 111l gitta day canh khudy va bé mat
dia ludi inox trong qué trinh thr (Hinh 11.9.2).
Nhiét do duwoc gitr 6n dinh & (32 = 0,5) °c. Binh hoa tan
c6 thé dwgc dav ndp dé han ché bay hoi dung méi trong
thoi gian thi.
Lu6i thép khdng gi
VGi 16 mat legi 125 Jm

\

4,5 mm

13,3mm

Hinh ILT0.1 - BO phan dia lui inox

Cach tién hanh

Cho mot thé tich mdi truong hoa tan nhw chi dan vao binh
hoa tan va lam 6n nhiét méi trwong & nhiét doé quy dinh.
Diét miéne thudc dan can thir Ién dia lu6i inox, gilr sao cho
bé& mat giai phong thudc cang phang cang tot. Miéng thudc
dan c6 thé gan vao dia inox bang keo dinh hodc bang mot
dai bang dinh hai mat. Keo dinh hodc bang dinh déu phai
duoc thir trude chirng té khéng gay tré neai cho phép dinh
lvong va khong hép phu hoat chat thuéc. An nhe miéng
thudc dan c6 bé mét giai phong thude ngtra 1en trén 1én mat
cla dia lv6i inox da cé chét dinh. Miéng dan thr chi nam
trén phan ludi inox, khéng dwgc phl trum lén vanh dia.
D6 lam dugc diéu nay. khi che phdm thudc dong nhat va
dwoc trai déu Ién c6t cla thudc dan, co thé do chinh xac va
cat 1dy nhitng manh thudc dan cé kich thudc thich hop dé
ihlr. D&t ho phan dia inox da cdn mieng thudc dan tht* nam
ngang trén day binh hoa tan sao cho mat gidi phéng duoc
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chét nglra Ién trén. Cho van hanh ngay canh khudy quay
& t6c d6 quy dinh, ching han 100 r/min. Sau tirng khoang
thoi gian duoc dinh trwdc, rat mau thir & ving gilra clia bé
mat mdi trvong hoa tan va mat trén cla canh khudy, va @
chd céch thanh binh khong dudi 1cm.

''ién hanh dinh lvgng méi mau dung dich thir theo phuong
phap dugc chi dan o chuyén luan riéng, hiéu chinh sw giam
thé tich mai tarong hoa tan néu thdy can thiét. Lap iai phép
thlr véi nhitng miéng dan khéc.

Hinh 1i.10.2 - Canh khudy va dfa lu6i inox

Panh gia kéi qua

Mau th(r dat yéu cau thlr do hoa tan néu lvong duoc chat
giai phong tir miéng thudc dan thir, biéu thi bang khdi
lvgng tinh trén 1don vi dién tich bé mat trong 1 don vi
thoi gian (vi du: iig/em2h), phai ndm trong gi¢i han quy
dinh & titng thoi diém 1dy mau xéc dinh.

Phurong phap dung thiét bi 6ng tru quay

Thiét bi

Dung thiét bi thir do hoa tan kiéu canh khudy nhu mo ta
trong chuycn luan Phép thr d6 hoa tan clia cac dang thu6c
ran phan liéu (Phu luc 11.4), thay thé truc va canh khudy
bang mét bd phan khudy hinh 6ng tru (Hinh 11.9.3).

Mau thudc dan dem thir dwoc dinh Ién trén 6ng tru khi bét
dau moi phép thu. Khoang cach gilra day binh hoa tan va
ong tru duoc duv tri & (25 £ 2) mm trong sudt qua trinh
thir. Nhiét do dwoc gilt 6n dinh & (32 + 0,5) °c. Binh hoa
tan cd the dwoc day ndp de han ché bay hoi dung mdi trong
thoi sian thir.

PHU LUC 11

Céch tién hanh

Cho mét thé tich mdi trudng hoa tan nhu chi dan vao binh
hoa tan va lam 6n nhiét & nhiét dé quy dinh. Bd 16p bao vé
miéng thudc dan dem thlr. Dat mat dinh clia miéng thuoe
dan 1&n mdt mang c6 16 bang vat liéu tro thich hop, mang
nay c6 kich thudc 1on hon miéng dan it nhat 1 cm moi
canh. Bat mang mong cd miéng thudc dan thir [én trén mot
b& mat sach, dé cho mang mong tiép xlc v&i bé mat nay.
Tiép theo, tién hanh dan mau thr 1&n 6ng tru bang mot
trong hai cach sau day:

Dung mot chat keo dinh thich hgp bdi Ién bo canh cla
mang mdng va néu can thiét bdi 1én ca mat sau clia miéng
thudc dan th.

Dung mot bang dinh hai mat dinh vao thanh ngoai cta
ong tru.

Ep nhe mit khdng c6 chét dinh clia miéng thudc dan lén
éng tru sao cho bé mat gidi phong thudc tiép xic véi moi
trvong hoa tan va truc doc clia dai thudc dan bao vong
quanh o6ng tru.

Keo dinh hay bang dinh dem dung déu phai duoc thl tnréc
ching to 1a khéng gay tré ngai cho phcp dinh lwgng va
khong hép phu dugc chét.

Dat 6ng tru vao thiét bi thir do hoa tan roi cho van hanh ngay
6ng tru quay & téc dd quy dinh, chang han & 100 rdnin.

Sau tirng khoang thoi gian dugc dinh trwdc, rat mau thir &
vling gitta clia b8 mat mdi trudng hoa tan va mat trén clia
éng tru quay, va & chd cach thanh binh khong dudi 1 cm.
Tién hanh dinh lvgng mbi mau dung dich nhu chi dan
trong chuyén luan riéng, hiéu chinh sy giam thé tich moi
truong hoa tan néu thay can thiét. Lap lai phép tht véi
nhi*rng miéng thudc dan khac.

banh gia két qua
Nhuv Phuong phap dung thiét bi c6 dia lugi inox.
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