THUC HIEN KIEM TRA MAY SAC KY LONG

Séc ky 16ng hi¢u nang cao ( HPLC) 1a mot trong nhirng ky thuét chinh duoc dung rong
rai trong cac phong thi nghiém phan tich. May sac ky long da dugc phat trién trong nganh
Dugc, hoa chat , thuc pham, my pham va moi truong. Pé dam bao rang dir liéu thu duoc
tir may sic ky 1ong 14 tin cdy, hé thong may sic ky 1ong nén dugc theo doi thuong xuyén
tig thoi ky. Trong qui trinh nay , vai tiéu chuan danh gia cho mot hé thong HPLC ( bao
g@)m mot bom bon kénh, mot bo tu dong tiém mau, mdt detector UV-VIS, va mot buéng
diéu khién nhiét 6 cho cot) s& duoc thao luan.

Bang 1 : Thuc hién tiéu chuéin cia HPLC

Médun HPLC Thuc hi§n dac tinh Két guﬁ mong dgi
Pump Do chinh x4c toc do dong + 1% cua toc do dong cai dat
D¢ chinh x4c cta gradient + 1% tong hop ciia gradient
Kiém tra ap suat Kjém tra chuc nang valve ding
dan , khong c¢6 ro ri tr bom
Injector Do ding RSD < 1%
Do tuyén tinh R*>0.999
Carryover <1%
Detector D0 chinh xac budc song + 2 nm
D¢ tuyén tinh R*>0.999
Nhiéu va do troi Noise : 10> AU
Drift : 10* AU/Hr
PUMP :

=  P{ chinh xac tde dd dong : Mot yéu cu quan trong ciia Modun Pump 1a ¢6 thé
duy tri chinh x4c cua tbc d6 dong pha dong, muc dich diéu nay sé 1a can thiét dé
dam bao sy 6n dinh va do lap lai tic dong pha phan tich va pha tinh. Sy chinh xéc
kém sé anh huong dén thoi gian luu cua su chia tach.

Do chinh x4c cua ti 16 dong co thé tinh don gian bang can 4 s 1¢.

Thi duy : 0.5 ml/phut , cai dat 10 phut , can trong lugng va tinh lai trung binh .
1.0 ml/phut , cai dat 5 phut
2.0 ml/phut , cai dat 5 phut
Sau d6 vé db thi ctia luu lugng va trong lugng tuong mg .




Do chinh xic Gradient va d tuyén tinh : Khi phan tich gradient, kha ning ciia
pump 1a phan phdi pha dong.

Su chinh xac va do tuyén tinh ctia sy phan phdi gradient dung méi c6 thé kiém tra
gian tiép bang cach quan sat su thay doi cua do hap thu. Kiém tra nay duoc thuc
hién cho hai kénh mot 1an. Kénh A duoc dung la dung maéi tinh khiét chéng han
nhu methanol, IPA, nudc , trong khi kénh B 1a mt dung méi chira mdt vét hép
thy UV chang han nhu 0.5% Acetone trong nudc. Khong cho hé thong qua cot
tach ma chi qua cudn diy mao quan co ap suit vao khoang 20 -30 Bar ( 280 psi —
420 psi )

100% B, 0% A trong 10 phut

80% B, 20 % A trong 10 phut

60% B, 40 % A trong 10 phut

40% B, 60 % A trong 10 phut

20% B, 80 % A trong 10 phut

0% B, 80 % A trong 10 phut

Do ¢ bude séng 254 nm

Néu hén hop cia 20% A va 80% B 14 chinh xéc thi chiéu cao d6 hap thu ciia n6 sé
bang 80% ciia chiéu cao d hap thu cia 100% B

Tiép theo xir 1y cho kénh C va D ciing nhu trén.

Hinh 1 : D tuyén chinh xéac cua gradient va do tuyén tinh.
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Kiém tra ap suét : Bom LC phu thudc vao chirc ning dung dan cua check valve va
ndi dudng 6ng ding dan. Kiém tra ap sudt cia bom sé hiru ich vé chit luong dé kiém
tra check valve va dé xac dinh c6 hay khong c6 ro ri trong hé théng. Trudc nhat ddy
ngo ra ciia bom bang mot nut kin va cai dit bom ty dong ngung ( Shutdown ) & ap
suét 6.000 psi. Bom dung mdi methanol & 1 ml/phut. Ap suit trong dau bom nhanh vi



ngo ra bi chén lai. Khi ap suat ting dén 3.000 psi, cai ti 1¢ dong giam xudng con 0.1
ml/phit. Lic ndy ap suét sé ting tir tir dén ap suat shutdown, néu check valve c6 thé
gitr pha dong trong buong bom la mong doi binh thuong nhu hinh 2. Néu check valve
khong hoat dong diing dan, ap suat sé dao dong & trén 3.000 psi thay vi dat dén ap
suét tu dong ngung. Ap suit cia bom giam cham tir tir sau khi tu dong ngung.

Upper pressure limir, Fressure decay profile:
Fump skac dewan Leakage, check valve problem

Pressure

1{ 0.1 mLimin

I FPressare fluctation:

l mL/mim,
ouiler iz blocked

check valve preblem

Time

INJECTOR MODUN ( B6 phan tiém mau ):

P diing : Kha ning cia van tiém mau dé dua ciing mot luong mau tiém lap lai 1a
quyét dinh su dung va chinh x4c cta dién tich dinh hay chiéu cao dinh hau so sanh
trong dinh lugng ngoai chuan. Néu sy thay ddi ctia mau va chuan dugce tiém vao cot
khong duoc kiém soat chit ché, nguyén tic dinh luong ngoai chuan 1a mot so sanh
t61. Khong thé so sanh day du ¥ nghia gitra dién tich cia mAu va chuan c6 thé duoc
thuc hién. Sy chinh x4c tuyét ddi cua thé tich tiém thi khong 1a then chdt béng )
lwong mau cua chuan va mau duoc tiém vao.

Do diing ciia van tién mau co thé biéu thi bang cach lam it nhat 6 1an lap lai tiém cing
mot mau. Do 1éch chuin tuong ddi ( RSD ) cua di¢n tich cua céac lan tiém dugce tinh
toan dé danh gia sy dung.

Tuyén tinh : Hau hét van tiém mau ty dong c6 kha nang thay d6i thé tich tiém khong
can phai thay d01 vong lup tiém. Thay d6i thé tich mau s¢ dugc dua vao vong lup
tiém mau boi 6 ong tiém boi 6 ong tiém hay thiét bi do khac. Tinh dong dang cua vong
lap mau va kha ning cia thiét bi do dwa nhiing s6 lugng khac nhau ciia mau trong ti
1¢ thich tmg sé anh hudéng s tuyén tich cua thé tich tiém. P9 tuyén tinh thi quan
trong ddi voi nhitng phuong phap ma yéu cdu dung nhitng thé tich tiém thay doi,
chang han nhu phuong phap cao-thap trong dinh lwong khong tinh khiét.



e Nhiém chéo miu truée ( Carryover ) : Khong phai nha cung cap nao ciing thuc
hién kiém tra nay vi n6 rat phu thudc vao phan tich.
Mot luong nho cua phén tich co thé nhiém vao tir mau trude d6 di vao mau ké t1ep
Su nhiém mang sang nay s€ anh huong den sw dinh lugng chinh xac cua mau tiép
theo. Pé tranh nhiém chéo tir mau trude, tat ca van tiém co tiép xtic voi mau ( vong
lap mAu, kim tiém ,...) phai duoc rira sach sau mdi 1an tiém. Hiéu qua cua rira sach c6
thé duoc danh gia bang cach tiém mot miu tring sau khi tiém mot mau c¢6 ndng do
cao trong phan tich. Dién tich ctia phén tich tim thay trong mau trang la phan trim
cua dién tich néng dd mau co thé duge dung xac dinh cfip dd cua sy nhiém mang
sang.

PAU DO TU NGOQAI KHA KIEN :
e D) chinh xic budce soéng .

Do chinh xac budc song duge dinh nghia 1a dd 1€ch cua budc song do & mot d hép
thu hay dai phat xa ttr budc song da bi€t cua dai. Van tat , dd chinh xac va do nhay
cua phép do s€ 1a sai s6t néu do chinh xac budc séng c6 van de.

C6 nhiéu cach dé kiém tra d6 chinh xac budc song ctia dau do tir ngoai va kha kién.
Kiém tra budc song tir bén trong mdy, vach dén deuterium & 656 nm, va nhiing dai
hép thu ¢ 360, 418, 453, va 536 nm trong kinh loc holmium dugc dung. Vach dén D2
va kinh homium thi dé ding, nhung han ché chi do trong ving kha kién. Kiém tra
budc séng trong vung tir ngoai duge thue hién bang cach bom day flow cell mot dung
dich ctia mot cau tir d biét do hap thu va quét phd dung dich cho d6 hap thu cuc dai
va cuc tiéu. VO Amax hay Amin tr pho thu dugc so sanh v&i Ayax hay Amin cua cAu ttr da
biét dé x4c dinh do chinh xac ctia budc séng. Dung dich cua potassium dichromate
trong perchloric acid va holium oxide trong perchloric acid c6 thé dugc st dung . Tuy
nhién , nhitng dung dich c6 tinh acid rat kh6 1am sach flow cell bang dong chay sau
khi do vi nhitng vét hiiynh quang tir dung dich potassium dichromate. Dung dich pha
16ang caffeine thi dé dang chuan bj v&i Amay 0 273 nm va 205 nm va Agin O 244 nm.

e Pj tuyén tinh :
Khi phan tich that su nf)ng d6 c6 thé thay ddi, do d6 kha ning ciia mot dau do 1a dap
ung tuyen tinh cta nong d6 trong mot vung cho phép duya trén chinh xac cia dién tich
va chiéu cao dinh dé so sanh giira cac chudn va cac mau. Do tuyen tinh cua detector
c6 thé kiém tra bang cach tiém mot day dung dich chuan thay doi ndng d6 . Nong do
né tir 0 dén it nhat 1a 1.0 AU. D6 hip thu vuot qua 1.5 AU s& anh hudng dé anh sang
lac. Vé d6 thi gitra nf‘mg d6 va do dap ting dé tinh toan do tuyén tinh dua vao hé sd
twong quan (1’ ).
Chuan bi pha dong acetonitrile: 0.1% acid acetic (13:87), 1ml/phit
Budc song A : 273 nm
Nhiét do méi truong ( 15 —27°C).
Chuan caffeine, can 75mg pha vao trong binh dinh mtrc 100 ml (C5), sau d6 pha
16ang diy ndng do gdc nay: ldy 5 ml pha vao 100ml (C1), 14y 10ml pha trong 100ml
(C2), 1ay 20m1/100ml (C3), lay 30m1/100ml (C4).
Tiém mau 10uL cua C1, C2, C3, C4, C5 vao may va vé dd thi twong ung voi dién
tich.



Nhi€u va do troi :

Khong phai tat ca cac nha cung cap thuc hién kiém tra ndy. V6i hé théng cu c6 thé
khong con dung ti s tin hiéu trén nhiéu nhu thiét bi méi .

Mach dién tir , bom, va nhiéu thiét bj do quang, dén yéu, do flow cell, nhiét d6 khong
6n dinh s& gop phan lam nhidu va tréi detector. Nhiéu cao ¢ thé giam do nhay cua
detector va nhu vdy anh hudng dén su dinh luong luong phan tich ndng d6 thap.
Detector troi c6 thé anh hudng dén su xac dinh dudng nén va tich phan pick. Nhiéu
qui trinh d4nh gia cho nhiéu va do troi ciia detector dua trén ASTM ( American
Society for Testing and Material) Method E 685. Ngay nay hau hét phan mém séc ky
déu c6 kha ning tinh téan nhiéu va do trdi cua detector. Pic biét , detector nén duogc
lam néng trude khi kiém tra, va nhitng bét 6n nhiét do nén duge tranh trong khi kiém
tra. Piéu kién kiém tra dong, methanol dugc chay qua flow cell 13 Iml/phit. Ap suét
vao khdang 500 psi dé phong ngira bot khi.



